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Jale KORUNY, Emine Sitkkran OKUDANY, Remziye Eda YARDIMCI?, Giilsen TIMUR?,
Aycan ULUTAS!, Mehmet GOKOGLU!, Yagmur Saadet CELIK!, Beytullah Ahmet BALCI!

" Akdeniz University, Faculty of Fisheries Campus, Antalya, Turkey
2Istanbul University, Faculty of Fisheries Laleli, Istanbul, Turkey

ABSTRACT

In this study, antibacterial activities of extracts of Liagora ceranoides (Rhodophyta), Halopteris scoparia (Ocrophyta),
Padina pavonica (Ocrophyta) and Sargassum vulgare (Ocrophyta) on Yersinia ruckeri strains isolated from sick rainbow
trout (Oncorhynbus mykiss) were evaluated. Also, susceptibilities of the strains against various antibiotics were
studied. The strains isolated from the sick fish were identified as Yersinia ruckeri according to the results of the
phenotypic tests, the API 20E rapid diagnostic kit and PCR. In the study, it was found that the methanol extracts
of L. ceranoides, H. scoparia, P. pavonica and S. vulgare did not show antibacterial activity against Y. ruckeri. The
ethanol extract of P. pavonica showed low antibacterial activity against Y. suckeri. The ethanol extracts of L.
ceranoides, H. scoparia and S. vulgare macroalgae did not show antibacterial activity against the bacterium. According
to the results of the antibiogram test, it was found that the strains were sensitive against ampicillin, flumequine,
oxytetracycline and trimethoprime. The strains showed intermediate resistance against erythromycine. In
conclusion, although it was reported that algae had antibacterial activities, it was understood that every algae
species could not exhibit antibacterial activity.

Keywords: Rainbow trout, Yersinia ruckeri, marine algae, antibacterial activity
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Bazi1 Deniz Alg Tiirlerinin Etanol ve Metanol Ekstraktlarinin Antibakteriyel Aktivitelerinin Yersinia
ruckeri Uzerinde Aragtirilmasi

(074

Bu calismada Liagora ceranovides (Rhodophyta), Halopteris scoparia (Ocrophyta), Padina pavonica (Ocrophyta) ve
Sargassum vulgare (Ocrophyta) alglerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin hasta gékkusagt alabaligt (Oncorbynbus
mykiss)y’ndan izole edilen Yersinia ruckeri suslari Gizerine antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir. Ayrica, suglarin
cesitli antibiyotiklere duyarliliklari da ¢alistimustir. Baliklardan izole edilen suslar fenotipik testler, API 20E hizh
tant kiti ve PZR sonuglarina gbre Yersinia ruckeri olarak tanimlanmustir. Calismada L. ceranoides, H. scoparia, P.
pavonica ve S. vulgare makroalglerinin metanol ekstraktlarinin Y. ruckersye karst antibakteriyel etki géstermedigi
bulunmustur. P. pavonicanin etanol ekstraktt Y. rucker’ye karst disiik antibakteriyel aktivite gOstermistir. L.
ceranoides, H. scoparia ve S. vulgare makroalglerinin etanol ekstraktlarinin bakteriye karsi antibakteriyel aktivite
gbstermedigi tespit edilmistir. Antibiyogram test sonuglarina gére suslarin ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin ve
trimetoprime duyarli olduklart bulunmustur. Suglar eritromisine karst orta derecede direng gdstermistir. Sonug
olarak, alglerin antibakteriyel aktiviteye sahip olduklarinin bildirilmesine karsin her alg tiriiniin antibakteriyel
aktivite gbsteremeyecegi anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagt alabaligi, Yersinia ruckeri, deniz algleri, antibakteriyel aktivite
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GIRIS

Su turtnleri yetistiriciligi hizli gelisme gésteren gida
sektorleri arasinda yer almakta olup, dinya genelinde
tiketilen baligin yaklasik olarak %50’si yetistiricilik
yolu ile saglanmaktadir. Kiltir kosullarinda gbrillen
bulasict hastaliklar ise sektoriin gelismesine engel
olmakla birlikte, bir¢cok tilkenin ekonomik gelisimi
tzerinde 6nemli bir etki yapmaktadir (Kumar ve ark
2015). Bakteriyel enfeksiyonlar ciddi epidemiyolojik
faktor olup, gbkkusagr alabaligr kiltiirinde 6nemli
balik kayiplarina sebep olur (Gohari ve ark 2010,
Orozova ve ark 2014). Enterik kizilagiz hastaligt
(ERM) ya da diger ismi ile yersiniozis baliklarin
sistemik bakteriyel bir enfeksiyonudur. Hastalik etkeni
Yersinia rucker?dir. Etken, ilk olarak 19507l yillarin
basinda ABD Idaho Hagerman Vadisi’nde yer alan bir
alabalik kuluckahanesindeki hasta baliklardan izole
edilmistir (Horne ve Barnes 1999, Orozova ve ark
2014). Y. ruckerrnin bu ik izolasyonundan sonra,
bakteri basta Alaska olmak tzere ABD’nin batt
bélgesi ile Kanada’dan bildirilmistir. Avrupa da ise Y.
ruckeri ilk kez 1983 yilinda bildirilmis, daha sonralari
Danimarka, Fransa, Almanya, italya, Norveg, Birlesik
Krallik, Yeni Zelanda ve Afrika olmak iizere bircok
tlkeye yayilmis ve salmonid balik tirlerinin yani sira
Nil tilapyast (Oreochromis niloticus), kalkan (Scophthalmus
maximns), sazan (Cyprinus carpio), Avrupa yilan balig
(Anguilla  anguillay ve  Avrupa deniz  levregi
(Dicentrarchus labrax) dahil dogal ve kaltird yapilan
gesitli balik tirlerinden de izole edilmistir (Huang ve
ark 2013, Zorriehzahra ve ark 2017). Ulkemizde ise
ik Y. ruckeri kaynakli hastalik vakast 1991 yilinda
bildirilmistir  (Timur ve Timur 1991). Alabalik
kiltirinin ~ yayginlasmast  ile  birlikte, hastalik
cikislarinda da artis yasanmustir (Seker ve ark 2011,
Oztiitk ve Altnok 2014). Y. ruckeri Gram-negatif,
comak sekilli, sitokrom oksidaz negatif, katalaz
pozitif, fermentatif bir bakteri tirtadar. Tir
cogunlukla hareketli olmakla birlikte, hareketlilik
Ozelligi suslara baglt olarak degisiklik gdstermektedir
(Fouz ve ark 2000, Zorrichzahra ve ark 2017). ERM
tim yas gruplarindaki baliklari etkilemekle birlikte,
hastaligin akut formu cogunlukla yavru baliklarda
gozlenirken, kronik formu ise daha buyik baliklarda
gbzlenir. Hastaliktan etkilenen baliklar  istahsiz,
durgun ve su vyizeyine yakin bir sekilde yiizer.
Baliklarin  viicut yizeyinde kanamalar mevcut ve
yaygin olup, bu kanamalara yiizgeclerin taban
kistmlarinda, bas bolgesinde ve yan ¢izgi boyunca
rastlanir  (Tobback 2009). Nekropside karaciger,
pilorik seka ve hava kesesi ile lateral viicut kaslarinda
petesiyel kanamalar, ascites, dalakta biyime ve
renginde koyulagsma gozlenir. Bagirsak yangilt olup,
opak ve prtlent bir sivi ile doludur (Tobback 2009).
Hastaligin  tedavisinde genel olarak amoksisilin,
okzalinik  asit, oksitetrasiklin, kuvvetlendirilmis
stlfonamidler  ve  florfenikolin  kullanildiginin
bildirilmesine katsin, Y. ruckers de okzalinik asit,
oksitetrasiklin ve stlfonamidlere karst direng gelistigi

vapilan iz vitro calismalar ile ortaya koyulmustur
(Strand 2017, Zorriehzahra ve ark 2017). Y. ruckeri de
gozlenen antibiyotik direng, arastirmacilart probiyotik,
astlama ve faj tedavisi gibi koruyucu Onlemleri
arastirmaya yonlendirmistir (Strand 2017,
Zotriehzahra ve ark 2017). Ayrica, Iran, Hindistan ve
Cin gibi bircok tlkede balik patojenlerine karsi
bitkilerde kullanilmaya baslanmis ve Nigella sativa, Olea
europea ve Melissa officinalis gibi bitkilerin 7n  vitro
kosullarda  antibakteriyel — etkileri — arastirlmistir
(Zottiehzahra ve atk 2017). Deniz fauna ve florast
icerisinde yer alan algler cesitli biyolojik aktivitelere
sahiptir (Kavsalya ve Narasimha, 2015). Alglerin
zengin biyoaktif kaynaklar olarak kabul edilmeleri
sebebi ile son yillarda farmasotik ajan kaynaklar
seklinde kullanimlart yayginlasmistir (Kavsalya ve
Narasimha 2015). Bir¢ok deniz alginin bazi Gram-
pozitif ve Gram-negatif patojenlerin gelismesini
engelledigi bildirilmistir (Kalanjinathan ve ark 2009).
Ulkemizde ise esitli alg tiirlerinin Staphylococcus aureus,
Escherichia  coli  ve  Enterococens  turleri  Uzerine
antibakteriyel aktiviteleri farkli arastiricilar tarafindan
calistimistir (Ttney ve ark 2006, Tagkin ve ark 2007).
Bu calismanin amact Liagara ceranoides, Halopteris
scoparia, Padina pavonica ~ve Sargassum  vulgare alg
tirlerinin metanol ve etanol ekstraktlarinin Y. rucker:
suslar1 izerine antibakteriyel aktivitelerini ayrica gesitli
antibiyotiklere olan duyarliliklarini da arastirmaktir.

MATERYAL ve METOT

Balik materyali

Calisma Akdeniz Universitesi BAP 201101.0111.001
proje kodu ile desteklenip, 2011.10.01 say1 ile A.U.
Deney Hayvanlart Yerel Etik Kurul onayt alinmustir.
Hasta gokkusagt alabaliklari Antalya civarindaki ticari
bir isletmeden temin edilmistir. Isletmede baliklarin
bulundugu havuzlarin su sicakhigt 15 °C olarak
Olclmistir. Calismada vicut agirliklan 82.9 g’dan
25344 ga kadar degisen 10 baliktan 6rnekleme
yapimistir.  Baliklarda  gézlenen  dis  bulgular
kaydedildikten sonra baliklara nekropsi uygulanarak ic
bulgular kaydedilmistir. Bakteriyolojik c¢alismalar icin
baliklarin karaciger, dalak ve 6n bobreklerinden beyin
kalp infizyon (BHI) agar’lhi besiyetlerine ekimler
yaptlmistir. Ekimli besiyetleri 24 £ 2 °C de 48 saat
sire ile inkibe edilmistit. Bu sire sonunda
besiyerinde gelisme gosteren yuvarlak, krem-beyaz
renkli bakteri kolonilerinden altkiltirler
hazirlanmugtir.

Bakteri suglarinin fenotipik 6zelliklerinin tespiti

Izole edilen bakteri suslarinin fenotipik 6zelliklerinin
tespiti icin bir dizi test uygulanmistir (Roberts 2012).
Ayrica, API 20E (BioMerieux, Fransa) hizl tant kiti
de kullanilmistir. Kit uretici firmanin  6nerileri
dogrultusunda hazirlanarak, sonuglar 24-48 saat sonra
okunmugtur. Calismalara Refik Saydam Hifzisthha
Merkezi Baskanligl/Ankara’dan temin edilen ATCC
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19570 kodlu _Aeromonas hydrophila susu da dahil
edilmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Fenotipik tani test sonuclarina gore Yersinia ruckeri
stpheli suslarin konfirmasyonunda PZR tekniginden
de yararlanilmistir. Bu amacla suslardan DNA
izolasyonu InstaGene Matrix (BioRad) marka ticari kit
kullanilarak yapilmistir. Tleri ve geri primerler, YERS
(5"-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3") ve
YER10 (5"-GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3")
(Gibello ve ark 1999) ticari bir firmaya
sentezlettirilmistir. Ik denatiirasyon 94 °C de 2
dakika, digerleri ise 94 °C de 1 dakika, primer
baglanmast 55 °C de 1 dakika ve wuzama
(polimetizasyon) 72 °C de 8 dakika olacak sekilde
toplam 35 PZR dongtist gerceklestirilmistir (Seker ve
ark 2012). PZR drtnleri 100 V da 45 dakika
yuritilmis  ve  ylriitme sonrast  Urlnler
goriintilenmistir. Urtinler 50 ng/ml yogunluk ve
minimum 20 pl olacak sekilde hazirlanmis ve dizi
analizi icin 6zel bir laboratuvara génderilmistir. Her
trtin icin DNA saflastirmast ve ¢ift yonli okuma
islemi yapilarak ham dizi verileri Chromas-Pro 1.7,5
programi ile FASTA formatina gevrilerek temizlenmis
ve tek bir dizi haline getirilmistir. BLAST analizi
uygulamast ile en yakin tirler ve benzerlik oranlart her
bir sus icin tespit edilmistir.

Bakteri suglarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin
tespiti

Suslarin antimikrobiyal duyarliiklart Mueller-Hinton
Agar (MHA)’lt besiyerleri kullanilarak Kirby-Bauer
disk difiizyon yéntemi ile tespit edilmistir. Inokulum
Oncesi stvt kiltirin bulanikligt McFarland No 0.5 (1-
2x108) standardt ile standardize edilerek, MHA’L petri
kutularina inoktle edilmistir. Petri kutulart oda
sicakliginda 15-20 dakika bekletildikten sonra besiyeri
ylzeyine test edilecek olan ticari diskler yerlestirilmis
ve 24 + 2 °C de 24 ila 28 saat stre ile inkiibe
edilmistir. Test sonuglarina goére suslarin  gesitli
antibiyotiklere (ampisilin, eritromisin, flumekuin,
oksitetrasiklin ve trimetoprim) duyarliliklart Balta ve
ark (2010), CLSI (2006a) ve NCCLS (2003)’e gore
belirlenmistir.

Deniz makroalglerinin
duyarhiliklarinin tespiti

Liagora ceranoides J. V. Lamouroux 1816, Halopteris
scoparia (Linnaeus) Sauvageau 1904, Padina pavonica
(Linnaeus) Thivy in Taylor 1960 ve Sargossum vulgare
C. Agardh 1820 makroalg tirlerinin (Tablo 1) etanol
ve metanol ekstraktlarinin Y. ruckers suslart tzerine
antibakteriyel aktiviteleri agar diflizyon yontemi
kullantlarak 7z witro kosullarda calistlmustir.  Algler
Antalya ve Canakkale kiyilarindan SCUBA daliglart ve
plankton bezlerinden yapilmis agzt biizgilii torbalar
(70x50 cm) ile toplanmistir (Sekil 1). Toplanan alg
ornekleri epifitlerinden, iclerinde bulunabilecek kaya,
kum ve camurdan arindirilmak amaci ile ayiklanip tatl

antibakteriyel

su ile ytkanmustir. Ayiklanan alg 6rnekleri direkt giines
is18ina maruz  birakilmadan  g6lge bir alanda
kurutulmustur (Sekil 2). Toplanan alg 6rneklerinin bir
kismi tayin ve tanumlart laboratuvarda yapilmak tizere
deniz suyu ile hazirlanmis %4-6’lik formaldehit
solisyonunda tespit edilmistir. Alg materyallerinin
tanimlanma ¢alismast Olympus marka SZX16 model
stereo zoom ve BX51 model 15tk mikroskoplar
kullantlarak yapilmistir. Alglerin etanol ve metanol
ekstraktlart filtre edilerek 6rnekler kullanilana kadar
+4 °C de muhafaza edilmistir (Akrayi 2012). Alglerin
etanol ve metanol ekstraktlart Akrayi (2012)’ye gore
hazirlanmustir. Kisaca, alg Ornekleri kurutulduktan
sonra Ogutiicli kullamilarak toz haline getirilmistir.
Ogiitme islemi, her alg 6rnegi icin ayrt ayri yapilmistir.
Toz haline getirilen 6rneklerin etanol ekstraktlarini
elde edebilmek i¢in 150 ml etanol 15 gram toz haldeki
alg Ornegine ilave edilerek, kaynama noktasina kadar
karistirlarak  1sitidlmustir. Daha  sonra  soliisyon
Whatman No 1 filtre kagidi kullanidarak filtre
edilmistir. ~ Aynt  yOntem  alglerin  metanol
ekstraktlarinin eldesi icin tekratlanmustir. 11 Y. ruckeri
susunun 24 saatlik kdltiirinden 2-3 koloni alinarak 5
ml'lik nutrient buyyona ekimleri yapilarak 24 £+ 2°C
de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast bakteriyel siispansiyonun bulanikhigt 1x106
olacak  sekilde  ayarlanmustir  (Akrayi  2012).
Stispansiyondan 0.1 ml alinarak nutrient agarli petri
kutularinin yiizeyine agtlanmistir. Daha sonra besiyeri
ylzeyine 8 mm ¢apinda delik acilarak icerisine alglerin
etanol ve metanol ekstraktlarindan 100 ul aktarilarak
24 * 2°C de 24 saat sure ile inklibe edilmistir. Bu stire
sonunda inhibisyon zon c¢aplart Olclilerek sonuglar
Tiney ve ark (2006) ve Akrayi (2012)’ye gore
degerlendirilmistir. Calismada kontrol amaglt olarak
toz haldeki trimetoprim CLSI (M49-A) (20006b)
Onerileri dogrultusunda ¢6zict olarak hidroklorik asit
kullanilarak stok antibiyotik solisyonu hazirlanmugtir.
Stok antibiyotik soliisyonundan 2 ml alinarak 2 ml
sulandirict  (steril  distile  su) kullanidarak  dilue
edilmistir. Bu solisyondan 100 pl alnarak ekimli
besiyeri yiizeyine acillan 8 mm c¢apindaki deliklere
aktarilarak 24 + 2°C de 24 saat stre ile inkibe
edilmistir. Bu siire sonunda inhibisyon zon c¢api
olgiilerek sonuglar degerlendirilmistir (NCCLS 2003).

BULGULAR

Klinik bulgular

Hastaliktan etkilenen baliklarda durgunluk, yem
aliminda azalma, pul kayby, deri renginde koyulasma,
solungaclarda solgunluk, gézde, cenelerde, agizda,
yutak ve dilde hemorajiler (Sekil 3), aniis etrafinda
hemoraji ve abdominal dropsi tespit edilmistir.
Nekropsi de viicut kasinda, hava kesesi cidarinda,
pilorik seka ve karacigerde hemoraji, karacigerde
buyime ile dalak renginde koyulasma gézlenmistir.
Hasta baliklarda mide bagirsak icerigi gida yontinden
bos olup, sarimsi renkli asidik sivi igerdigi tespit
edilmistir.
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Yersinia ruckeri susunun bakteriyolojik ve
molekiiler tanimlanmasi

Calismada izole edilen 11 susun Gram-negatif,
sitokrom oksidaz negatif, katalaz pozitif, 24 °C de
hareketli iken 37 °C de hareketsiz oldugu, non-
hemolitik, fruktoz, galaktoz, glikoz, mannitol ve
mannozdan asit Uretitken, arabinoz, inositol ve
ksilozdan asit Uretmedigi tespit edilmistir. Suslar
Yersinia selektif besiyerinde pembe-kirmiz1 renkli
koloniler meydana getirirken, Shotts Waltman (SW)
besiyerinde ise etrafinda buzlu cam goriinimiinde
olan yesil renkli kolonileri olusturduklart saptanmustir
(Tablo 2). Calismada suglarin API 20E profilleri
5104100/77 olarak bulunmugtur. Bu profilin Y.
ruckeri  igin bildirilen profil ile uyumlu oldugu
anlasilmistir. PZR calismasi sontrast olusan uriinler
%71lik agaroz jele yiklenerek elektroforez ile
yuritilmis ve UV altinda gérintilenen jelde suslarin
589 b¢’lik amplikon ¢ogaltimlart tespit edilmistir (Sekil
4). BLAST analizi uygulamast ile en yakin tirler ve
benzerlik oranlart her bir sus icin tespit edilmis ve
suslarin Y. ruckeri ile olan dizi benzerligi %100 olarak
bulunmustur.

Suglarin antimikrobiyal duyarliliklar:
Antibiyogram test sonuglarna  gére, 11 susun
Ampisilin’e (inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 26 mm’e

kadar degismistir), Trimetoprim’e (inhibisyon zon
¢gapt 16 mm’den 20 mm’e kadar degismistir),
Flumekuin (inhibisyon zon ¢apt 30 mm’den 40 mm’ye
kadar degismistir) ve Oksitetrasiklin’e (inhibisyon zon
¢apt 29 mm’den 34 mm’ye kadar degismistir) duyarh
olduklari, Eritromisin’e ise (inhibisyon zon ¢ap: 17
mm’den 20 mm’e kadar degismistir) orta derecede
direngli olduklart bulunmustur (Tablo 3).

Deniz makroalglerinin antibakteriyel aktiviteleri
L. ceranoides (Rhodophyta), H. scoparia (Ocrophyta), P.
pavonica (Ocrophyta) ve S. wulgare (Ocrophyta)
alglerinin etanol ve metanol ekstraktlarimin Y. ruckeri
suslart tizerine antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildiginde, yukarida belirtilen dort alge ait
metanol ekstraktlarinin suglar tzerine etkili olmadig
anlasilmistr. P. pavonicanin etanol ekstraktinin ise
diigiik inhibitér aktiviteye (10 mm) sahip oldugu
ancak L. ceranoides, H. scoparia ve S. vulgarenin etanol
ekstraktlarmin ise bakteri tizerinde etkili olmadig
tespit edilmistir. Suglar kontrol amacli olarak
calismaya dahil edilen Trimetoprim’in = %1’lik
konsantrasyonuna  karst  hassasiyet  gOsterdigi
(inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 32 mm’ye kadar
degismistir) bulunmugtur (Tablo 4).

Sekil 1. Makroalglerin SCUBA dalisi ile toplanmast
Figure 1. Collection of macroalgea by using SCUBA diving

Sekil 2. Makroalglerin kurutulma islemi

Figure 2. Drying process of macroalgae
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Sekil 3. Y. ruckeri ile enfekte baliklarda agizda ve dil izerinde hemoraji
Figure 3. Hemorrhages on the tongue and mouth of the fish infected with Y. ruckeri

LR e

Sekil 4. 11 Y. ruckeri susunda gézlenen 589 b¢’lik bant olusumu. M: marker.
Figure 4. 589 bp band formation observed in 11 Y. ruckeri strains. M: marker.

Tablo 1. Calismada kullanidan makroalgler.
Table 1. Macroalgae used in the study.

Tiir ad1 Sehir Koordinat Derinlik (m)

Rhodophyta

Liagora ceranoides Antalya 36°52°57.15"'K 0-5
30°40740.36" "D

Ocrophyta

Halopteris scoparia Canakkale 40°7°34.96"'K 0-1
26°20°49.84°'D

Padina pavonica Antalya 5-20

Sargassum vulgare Antalya 36°49759.84" 'K

31°728.67"'D
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Tablo 2. Hasta baliklardan izole edilen Yersinia ruckeri suslarinin fenotipik 6zellikleri

Table 2. Phenotypic characteristics of the Yersinia ruckeri strains isolated from diseased fish

Testler Y. ruckeri suglari Y. ruckeri

A. hydrophila

(11 susg) (Austin ve Austin, 2012)

(ATCC 19570)

Gram boyama - -

Hareket

24°C + +
30°C

37°C

Sitokrom oksidaz
Katalaz

O/F

H.S

Sitrat

onpg*

Indol

MR

VP

Atrjinin dihidrolaz
Lizin dekarboksilaz
Ornitin dekarboksilaz

++O00 T+ +
o+ T

+

+ 4+ +
+

Sekerlerden asit tiretimi

Arabinoz

Fruktoz

Galaktoz

Glukoz

Inositol

Ksiloz

Mannitol

Mannoz

Sorbitol

Sukroz

Tween80 hidrolizi
Jelatin indirgeme
Nisasta indirgeme

+ 4+ 4

o+ +

o+ + !
+

+ +

Farkl: tuzluluklarda gelisme

%0 NaCl
%2 NaCl
%4 NaCl
%06 NaCl
%8 NaCl -

J’_
+

+ 4+

++ 4+ + +

Farkli sicakliklarda geligme

24 °C +
30 °C +
37°C +
Nitrati indirgeme + +

+ o+t

+: porzitif, -: negatif, I: fermentatif, onpg: Orto-Nitrofenil-B3-Galaktozid
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Tablo 3. Calismada izole edilen 11 Y. ruckeri susunun standart disk diflizyon testine gore antibiyotik duyarliik

sonuclart

Table 3. Antibiotic sensivity results of 11 Y. ruckeri strains isolated in the study according to the standard disk

diffusion test.

Antibiyotikler Zon gapr* Susglar (11 sus)
D I H

Ampisilin (10 pg)a <13 1416 =17 H

Eritromisin (15 pg)® <13 1422 =223 1

Flumekuin (30 pg) d

Oksitetrasiklin (30 pg)b <14 15-18 =19 H

Trimetoprim (5 pg)c <13 1416 =217 H

" Enterobacteriaceae ve Y. ruckeri igin bildirilen zon caplar,

3(Balta ve ark. 2010), P(Balta ve ark. 2016), {INCCLS, 2003), H:

Hassas, I: Orta derecede direncli, D: Direncli, d: Y. ruckeri igin bildirilmemistir.

Tablo 4. Rhodophyta ve Octrophyta tiyesi alglerin Y. ruckeri izerine antibakteriyel aktiviteleri
Table 4. Antibacterial activities of algae of members of Rhodophyta and Ocrophyta on Y. ruckeri

Rhodophyta Coziicii 11 Y. ruckeri sugu
L. ceronoides metanol -
H. scoparia metanol -
S. vulgare metanol -
Ocrophyta
P. pavonica metanol -
Rhodophyta
L. ceronoides etanol -
H. scoparia etanol -
S. vulgare etanol -
Ocrophyta
P. pavonica etanol + (10mm)
-: aktivite tespit edilmemistir; +: diisiik aktivite (10 mm zon ¢api)
TARTISMA Tween 801 hidrolize ettikleri, Yersinia selektif

Algler polisakkarit, tannin, flavoidler, fenolik asit,
bromfenoller ve karetonoidler gibi bilesiklerin 6nemli
kaynaklart olmakla birlikte, bu bilesiklerin farkh
¢oziciler ile eriyebilme 6zelliklerine ve polaritelerine
gore farkli antimikrobiyal aktivite gOsterdikleri
bildirilmistir (Kausalya ve Narasimha, 2015). Bu
nedenle, mevcut calismada L. ceranoides (Rhodophyta),
H. scoparia (Ocrophyta), P. pavonica (Ocrophyta) ve S.
vitlgare (Ocrophyta) makroalglerinin etanol ve metanol
esktraktlarmin hasta gokkusag: alabaliklarindan izole
edilen Y. ruckeri suslart Uzerine antibakteriyel
aktiviteleri arastrilmistir.  Ayrica, suslarin  cesitli
antibiyotiklere olan duyarliliklar1 da incelenmistir.

Calismada  yersiniozisden  etkilenen  baliklarda
istahsizlik, deri renginde koyulasma, solgun
solungaclar, alt ve Ust ¢enelerde, dilde, ylzgeclerin
taban kisimlarinda, gézde ve anis etrafinda ve ic
organlarda hemorajiler, karacigerde biylime ve dalak
renginde koyulasma tespit edilerek, bu bulgularin
diger aragtirmaciarin (Mahjoor ve Akhlaghi 2012,
Orozova ve ark 2014) bulgulann ile benzerlik
gOsterdigi anlagilmigtir.

Yapilan calismada suslarin Gram-negatif, fermentatif,
sitokrom oksidaz negatif ve katalaz pozitif oldugu,

besiyerinde pembe kirmizi renkli koloni olustururken,
SW besiyerinde ise etrafinda buzlu cam gérinimi
olan yesil renkli kolonileri olusturduklart tespit
edilmistir.

Altun ve ark (2010) izole ettikleri Y. ruckeri suslarinin
sitokrom oksidaz negatif, katalaz pozitif, fermentatif
oldugunu, SW besiyerinde yesil renkli kolonileri
olusturdugunu ve bu kolonilerin etrafinda buzlu cam
gorinimiinde zon gelistigini ve suslarin Tween 80’1
hidrolize ettigini bildirmistir.

Calismada uygulanan PZR teknigi sonrast Urlinler
%71’lik agaroz jele vyiklenerek elektroforez de
yuratilmustir. Gorintilemede 11 Y. ruckeri susunun
timiinde 598 b¢’lik amplikon ¢ogaltiminin yapildig:
gbzlenmistir. Elde edilen bu bulgularin, Seker ve ark
(2012) tarafindan Y. ruckeri icin bildirilen 589 b¢’lik
molekiler biytikliige sahip pozitif 6rnekler ile uyumlu
oldugu anlasilmistur.

Yersinia cinsi Uyeleri icin eritromisine karst dogal
direng bildirilmekle birlikte, Y. rucker/nin genellikle
ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin ve trimetoprime
duyarli oldugu bildirilmistir (Calvez ve ark. 2014).
Orozova ve ark (2014) Bulgaristan da yersinozisden
etkilenen baliklardan izole ettikleri suslarin eritromisin
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disinda  ampisilin, flumekuin, oksitetrasiklin = ve
trimetoprime duyarli, eritromisine ise orta derecede
direncli oldugunu tespit etmistir. Ulkemiz de ise Balta
ve ark (2010) calismalarinda Y. ruckeri suslarinin
oksitetrasikline en yiiksek direnci gOsterdigini, bu
direnci sirast ile ampisilin ile okzalinik asidin izledigini,
suglarin  en dusuk direnci ise enroflaksozine
gosterdigini bildirmigtir. Mevcut ¢alismada Balta ve
ark (2010) ile Orozova ve ark (2014) tarafindan Y.
ruckeri icin bildirilen eritromisine direng, orta direng
seklinde tespit edilirken, suslarin Calvez ve ark (2014)
tarafindan  bildirildigi gibi ampisilin, flumekuin,
oksitetrasiklin  ve trimetoprime duyarli oldugu
bulunmustur.

L. ceranoides (Rhodophyta), H. scoparia (Ocrophyta), P.
pavonica (Ocrophyta) ve S. wulgare (Ocrophyta)
makroalglerinin etanol ve metanol ekstraktlarinin Y.
ruckeri lizerine antibakteriyel aktiviteleri
degerlendirildiginde, yukarida bahsedilen dért alge ait
metanol  ekstraktlarinin Y. rwckers  Ulzerine
antibakteriyel yonden etkili olmadigt anlagilmistir. P.
pavonicanun etanol ekstraktinin Y. ruckeri Gzerinde
dustik inhibitér aktiviteye (10 mm) sahip oldugu
ancak L. ceranoides, H. scoparia ve S. vulgarenin etanol
ckstraktlarinin  ise bakteri izerinde antibakteriyel
yonden etkili olmadigt gbrilmistir. Calisgmada
suslarin ~ kontrol amagl  trimetoprim’in =~ %1’lik
konsantrasyonuna karst duyarliblk gosterdigi tespit
edilmistir (inhibisyon zon ¢apt 20 mm’den 32 mm’ye
kadar degismistir). Taskin ve ark (2007) calismalarinda
Rhodophyta (Corallina offwcinalis  Linnaeus 1758),
Ocrophyta (Cystoseira barbata (Stackhouse) C.Agardh
1820, Dictyota dichotomma (Hudson) J.V.Lamouroux
1809, Halopteris filicina (Grateloup) Kiitzing 1843,
Cladostephus — spongiosum ~ f. verticillatum  (Lightfoot)
Prudhomme van Reine 1972) ve Chlorophyta (Ulka
rigida C.Agardh 1823)’ye ait deniz alglerinin metanol
ekstraktlarnin iz vitro olarak Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteri tirleri tzerine antibakteriyel etkileri
calismuglardir. Calisma sonuglarina gére, C. officinalis
disinda diger alg tirlerinin Staphylococcus anrens izerine
inhibisyon aktivite géstermistir. Tuney ve ark (2006)
calismalarinda P. pavonicanin etanol ekstraktlarinin
Candida sp., Enterococcus faecalis, S. anreus ve Escherichia
colfye karst zayif aktivite gosterdigini bildirirken, P.
pavonicanin metanol ekstraktlarinin ise antibakteriyel
veya antifungal aktivite gOstermedigini bildirmistir.
Gonzalez del Val ve ark (2001) 82 deniz alginin
antimikrobiyal aktivitelerini aragtirdiklart
calismalarinda, Ocrophyta yelerinin =~ %84 iniin,
Rhodophyta iyelerinin %67’sinin ve Chlorophyta
tyelerinin %44 intn G¢ gram-pozitif, iki gram-negatif
ve bir maya tirli Uzerine etkili oldugunu, P.
pavonicanin  sadece metanol ekstraktinin  B.  swbtilis
tzerine etkili oldugunu bildirmistir. Calismamizda
Gonzalez del Val ve ark (2001)’nin bildirdigine benzer
olarak Ocrophyta tyesi P. pavonica’nin etanol ekstraktt
Y. ruckersye karst digtk aktiviteye sahip iken, aynt
aktivite Rhodophyta tyesi L. ceranoides’in  etanol

ekstraktinda tespit edilememistir. Calismamizda P.
pavonicanin  etanol ekstraktinin Y. rucker’ye karst
distik aktivite gostermesi yontunden Tiney ve ark
(2006)’nin sonuglart ile benzerlik gosterdigi ancak
Gonzalez del Val ve ark (2001)’nin sonuglart ile
farklilik gosterdigi anlasilmustir.

Sonug olarak, alglerin antibakteriyel aktivitelerinin
bulundugunun  bildirilmesine  karsin,  mevcut
calismada ve diger calisgmalarda da oldugu gibi her alg
tirinin antibakteriyel aktivite gdsteremeyecegi, bu
dutumun ise kullanilan ¢oziici ve alg tiriine gore
degisiklik gosterebilecegi anlasilmistir.
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ABSTRACT

In this study, the physicochemical and microbiological quality of toast cheese offered for sale in markets in the
center of Afyonkarahisar province was examined. The acidity (pH) and water activity (aw) values of the samples
were determined to be 4.89 and 0.932 on average, respectively. As a result of microbiological analyses, the total
aerobic bacteria, total aerobic psychrophilic bacteria, yeast and mold, total coliform group bacteria, lactic acid
bacteria counts, Lactococcus/ Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus aurens, Bacillus cerens average counts
were determined to be 5.81, 3.30, 4.14, 2.89, 4.69, 4.93, 4.74, 2.42 and <2.00 log CFU/g, respectively.
Furthermore, the samples were contaminated in percentages as follows: Escherichia coli 24%, Clostridium perfringens
8%, Salmonella spp. 18%, and Listeria spp. 12%, while Brucella spp. growth did not occur in the samples.

Keywords: Toast cheese, Afyonkarahisar, microbiological quality.
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Afyonkarahisar linde Satiga Sunulan Tost Peynitlerinin Baz1 Fizikokimyasal ve Mikrobiyolojik Kalite
Kriterlerinin Incelenmesi

(074

Bu ¢alismada Afyonkarahisar il merkezinde marketlerde satisa sunulan tost peynirlerinin fizikokimyasal ve
mikrobiyolojik kaliteleri incelemistir. Orneklerin asitlik (pH) ve su aktivitesi (aw) degetleri ortalama olarak, sirastyla
4.89 ve 0.932 olarak belirlenmistir. Yapilan mikrobiyolojik analizler sonucunda; toplam aerobik bakteri, toplam
acrobik psikrofilik bakteri, Maya Kuf, toplam koliform grubu bakteri, laktik asit bakteri sayilari,
Lactococeus/ Streptococcus spp., Psendomonas spp., Staphylococcus anrens, Bacillus cerens ortalama sayilari ise sirastyla; 5.81,
3.30, 4.14, 2.89, 4.69, 4.93, 4.74, 2.42 ve <2.00 log kob/g olarak tespit edilmistir. Ayrica Grneklerin %24’inde
Escherichia colz, %08inde Clostridinm perfringens, %018’inde Salmonella spp. cinsi, %12’sinde Listeria spp.cinsi bakteri
varligt belirlemesine karsin 6rneklerin hicbirisinde Brucella spp. cinsi bakteri gelisimi tespit edilmemigtir.

Anahtar Kelimeler: Tost peyniri, Afyonkarahisar; mikrobiyolojik kalite.
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INTRODUCTION

It is stated that cheese with the highest number of
types among dairy products has now more than 4000
types in the world (Akin 2010), whereas this accounts
for 200 in Turkey (Cetinkaya 2008). Kashar cheese,
which is one of the three most produced types of
cheese in Turkey and is the most consumed type of
cheese following white cheese, can be produced using
different processes (Tekinsen 2000). Traditional or
ripened (aged) kashar cheese is usually produced
artisan ally without machine and is subjected to the
ripening process for at least four months at 18 = 2
°C, before being offered for sale. Nevertheless, the
type, which is known as fresh kashar or kashar
cheese, is produced with the help of machines and
offered for sale without being subjected to the
ripening process (Aran 1998).

A kind of processed cheese, which has been called
fresh kashar in recent years but has no similarity in
the appearance to original fresh kashar, has been
offered for sale under the name of fresh kashar. A
serious price difference between the two products
and the same name of both products have led to
confusion among consumers and the emergence of
an unfair competition. This cheese has been named
“Toast Cheese” by the cheese communique which
was issued in the Turkish Codex (2015), so this
confusion has been eliminated (Anonymous 2015).

However, there are no standards for the production
of toast cheese in the communiqué. Ingredients
which can be added and/or cannot participate in the
cheese are not mentioned. This may lead to unfair
competition in terms of the producer and health risks
(foodborne infections, food poisoning, etc.) for the
consumer.

Toast cheese is eventually a kind of processed cheese.
And any processed cheese is defined as obtained by
heat treatment and deicing salt (such as citrates and
phosphates) with the use of hard and semi-hard, or
sometimes soft types of cheese (Uguncu 2004).

In this study, it was aimed to examine some
physicochemical ~ and  microbiological — quality
parameters of toast cheeses, offered for sale in
markets across Afyonkarahisar province.

MATERIAL and METHOD

2.1. Material

In the study, 50 toast cheese samples were purchased
from markets across Afyonkarahisar province, and
some physicochemical and microbiological quality
parameters were examined. The samples were taken
in the containers in which they were offered for sale,
and they were transferred to the laboratory under
cold conditions (4 £0.1°C). The samples were stored
at 4£0.1°C until further analyses.

2.2. Physicochemical Properties

The water activity of the samples was measured using
a Novasina (Lab Touch aw-Switzerland) device
(AOAC, 2005a). The pH value of the samples was
measured using the Ohaus (ST 5000) device (AOAC,
2005b).

2.3. Microbiological Analyses

Total aerobic mesophilic bacteria (TAMB), total
aerobic psychrophilic bacteria (TAPB), yeast/mold,
total coliform group bacteria (TCGB), Lactic acid
bacteria  (LAB),  Lactococcus/ Streptococcns — spp.,
Pseudomonas spp., Staphylococcns anrens, Bacillus cerens
counts, and the presence of Escherichia coli, Clostridinm
perfringens, Salmonella spp., Listeria spp. and Brucella spp.
were investigated using the spread plate technique on
appropriate media (Halkman and Sagdas 2011).

Ten grams of the samples were taken into Stomacher
bags (Lp Italiana Spa-174538) under aseptic
conditions, and decimal serial dilutions were prepared
until 10-7 (Anonymous 2001, Sekin and Karagozlu
2004).

The total aerobic mesophilic bacteria (TAMB) and
total aerobic psychrophilic bacteria (TAPB) count
analysis were performed by the spread plate technique
using Plate Count Agar (PCA) (Merck 1.05463).
Spread petri plates wetre incubated at 30°C for 48-72
hours for TAMB count under aerobic conditions
(ISO 2013a, ISO 2013b), where TAPB plates were
incubated at 4°C for 5-7 days (Halkman and Sagdas
2011).

Rose Bengal Chloramphenicol Agar (Merck 1.00467)
(RBC) was used for yeast/mold analysis, and the petri
plates were incubated at 22°C for 5-7 days under
acrobic conditions (ISO 2008).

Violet Red Bile Agar (Merck 1.01406), de Man
Rogasa and Sharpe Agar (MRS) (Merck 1.10661), M-
17 Agar (Merck 1.15108) and Pseudomonas Selective
Agar Base (PSA) (Merck 1.07620) were used for the
following analysis: Total coliform group bacteria
(TCGB), Lactic acid bacteria (LAB),
Lactococcus/ Streptococcus spp., Pseudomonas spp. All petri
plates were incubated at 30°C for 24-48 hours under
aerobic conditions (ISO 1991, Kneifel and Berger
1994, Corroler et al. 1998, ISO 2010).

The analysis of Staphylococcus anrens was performed by
the spread plate method using Baird Parker Agar
(Merck 1.05406). Plates were incubated at 30-35°C
for 24-48 hours under aerobic conditions (ISO 1999).
The analysis of Bacillus cereus and Escherichia coli were
performed by the spread plate method using
Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar (MYP) (Merck
1.05267) and Chromocult TBX Agar (Merck
1.16122), respectively. The cultivated petri plates were
incubated at 37 °C for 24 hours under aerobic
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conditions. The colonies growing in the petri dishes
were checked under a UV (366 nm) lamp (ISO 2004a,
ISO 2001, ISO 2015).

The analysis of Clostridium perfringens was performed
by the spread plate method using Tryptose Sulfite
Cycloserine (TSC) Agar (Merck 1.11972). The petri
plates were incubated at 35-37°C for 20-24 hours
under anaerobic conditions in the anaerobic jar

(Merck 1.16387) (ISO 2004b).

The analysis of Salmonella spp. was performed by the
spread plate method using Nutrient Broth (NB)
(Merck 1.05443), Rappaport Vassiliadis Salmonella
Enrichment Broth (RVS) (Merck 1.07700), Brilliant
Green Phenol Red Lactose Sucrose Agar (BPLS)
(Merck 1.10747) and Xylose Lysine Deoxycholate
Agar (XLD) (Merck 1.105287). The plates were
incubated at 37°C for 24-48 hours under aerobic
conditions (Greenwood et al. 1984, Flowers et al.
1992, ISO 2017a).

The analysis of Listeria spp. was performed by the
spread plate method using Fraser broth (Merck
1.10398) and Oxford Agar (Merck 1.07004). The
plates were incubated at 37°C for 24-48 hours under
acrobic conditions (ISO 2017b, ISO 2017¢).

The analysis of Brucella spp. was performed by the
spread plate method wusing Brucella selective
supplement (Oxoid SR 83) and Farrell’s Agar (Oxoid
CM 169). To prevent drying of the medium, the petri
dishes were wrapped around with parafilm (3M). The
plates wetre incubated at 37°C for 21 days under
conditions with 6% CO2 (Kara 2011).

RESULTS

3.1. Physicochemical Properties
The aw and pH values of the toast cheese samples are
presented in Table 1.

3.2. Microbiological Analyses

The microbial load of the samples is shown in Table
2. The presence of some pathogenic bacteria in toast
cheese samples is shown in Table 3.

DISCUSSION

4.1. Physicochemical Properties

The aw values of the samples (n=50) were presented
in Table 1. It was determined that the aw values of
the samples varied between 0.899 and 0.962 and were
0.932 on average (Table 1).

Topal (1987) determined that the aw values of
ripened kashar cheese varied between 0.850 and
0.970. Hence, our samples’ aw values were lower
compared to Topal's (1987) findings. It is thought

that low aw values were caused by wvarious
ingredients, which bound water molecules in cheese
production.

The pH values of the samples varied between 4.64
and 5.11 (Table 1). Oksuztepe et al. (2009) reported
that the pH values of fifty fresh kashar cheese
samples, offered for sale in Elazig, were found to be
from 5.01 to 5.92, and the average was 5.49 * 0.32.
The pH values in our study were lower than those
results (Oksuztepe et al, 2009). The difference is
caused by the production methods and the selection
of additives (e.g. emulsifying salts).

It has been indicated that the properties of raw
materials used in toast cheese production, the amount
of emulsifying salts used, type, pH value, buffering
capacity, calcium chelating properties, etc. are
effective on the pH wvalue in the last product
(Shirashoji et al. 2006). The results obtained in the
present study revealed that the pH of the samples
varied between 5.4-5.9 as a result of the hydrolysis,
dissolution and some interactions of emulsifying salts
used in the production of toast cheese, and the best
pH value in the end product is 5.7 (Guinee et al.
2004, Lu et al. 2007).

4.2. Microbiological Analyses

Aerobic-mesophilic  bacteria constitute the great
majority of microorganisms found in foodstuffs.
These bacteria do not need specific nutrients, and
they can easily grow under neutral and mild acidic
conditions (Dogan and Tukel 2000).

It was determined that the TAMB counts of the
samples varied between 3.59 and 7.36 log CFU/g,
and their average was 5.81 log CFU/g, while TAPB
counts varied between 2.30 and 3.90 log CFU/g, and
their average was 3.30 log CFU/g (Table 2).

According to a survey held in Elazig, the
microbiological load (TAMB) of fresh kashar cheese
samples was as follows: 6.59 log CFU/g (min) and
7.43 log CFU/g (max), and the average was 7.021 log
CFU/g (Oksuztepe et al. 2009). At the same time,
Cetinkaya and Soyutemiz (2006) investigated the
microbiological quality of traditional kashar cheese
during the ripening process and reported that the
TAPB count varied between 5.04-5.59 log CFU/¢g.
The results obtained by the researchers were higher
than the results obtained in our study. The main
reason for the difference may be variation in pH and
aw values.

As a result of the yeast-mold count analysis, it was
determined that the yeast-mold counts of the samples
varied between 2.58 log CFU/g and 7.78 log CFU/g
and the average was 4.14 log CFU/g (Table 2).
Gulmez et al. (2004) reported that they determined
the yeast-mold count to be 859 log CFU/g on
average In fifty Kars kashar cheese samples marketed
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for consumption in Kars province. They found quite
higher values when compared to our data. The
difference is thought to be due to the processing
methods, the additives used in the production and the

Table 1. aw and pH values of the samples.

physicochemical values (aw, pH, etc.) of the end
product.

Parameter Samples (n: 50)

Minimum Maximum Average
aw 0.899 0.962 0.932%0.04
pH 4.04 5.11 4.89+0.29

Table 2. Microbial load of the samples (Log CFU/¢g).

Parameters Samples (n: 50)

Minimum Maximum Average
TAMB 3.59 7.36 5.81+0.18
TABP 2.30 3.90 3.30+0.62
Yeast/Mold 2.58 7.78 4.14+0.42
TCGB NG 3.04 2.89%0.06
LAB 4.06 6.08 4.69%0.36
Lactococcus/ Streptococcus spp. 3.88 5.75 4.9310.14
Psendomonas spp. 2.65 5.48 4.74+0.71
Staphylococcns anrens <0.1 5.07 2.42%0.12
Bacillus cerens <0.1 3.86 1.08%0.02

NG: No Growth, TAMB: Total aerobic bacteria count, TABP: Total aerobic psychrophilic bacteria count, TCGB: Total

coliform group bacteria count, LAB: Lactic acid bacteria count.

Table 3. The Presence of Some Bacteria in the Samples

Bacteria

Samples (n: 50)

Number %
Escherichia coli 12 24
Clostridium perfringens 4 8
Salmonella spp. 9 18
Listeria spp. 6 12
Brucella spp. 0 0

It was determined that the TCGB counts of toast
cheese samples offered for sale across Afyonkarahisar
province varied between NG (No Growth) and 3.64
log CFU/g and that the average was 2.89 log CFU/g.
Ozdemir and Demirci (20006) investigated the
microbiological properties of kashar cheese stored
with the addition of potassium sorbate and reported

that they determined the TCGB counts of kashar
cheese samples to be 2.54 log CFU/g on average. The
results obtained by the researchers are similar to the
data obtained in our study.

It was determined that the LAB counts of 50 toast
cheese samples, the microbiological quality of which
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we examined, varied between 4.06 and 6.08 log
CFU/g and that Lactococcus/ Streptococcus  bactetia
counts varied between 3.88 and 5.75 log CFU/g.
Yilmaz and Dagdemir (2012) indicated that the LAB
counts of kashar cheese, ripened for 120 days by
being covered with beeswax, on the 5th day of
tipening varied between 6.77 and 7.20 log CFU/g and
that Lactococcus/ Streptococcus bacteria  counts  vatied
between 6.73 and 7.09 log CFU/g.

The researchers obtained higher data compared to the
results of our study. It is thought that this difference
is due to the production methods, the presence and
number of starter bacteria used in production and the
ripening process applied to cheese after production.
Pseudomonas bacteria ate among the most common
microorganisms that cause degradation in raw and
pasteurized milk and dairy products (Mc Guiggan et
al. 1994) and constitute the most important and the
most diverse group of bacteria in the world
ecologically.

Furthermore, they have the ability to physiologically
and genetically adapt to different environmental
conditions. Most of these bacteria (58-91%) also have
the ability to exhibit enzymatic extracellular
proteolytic, lipolytic and phospholipolytic activity
(Wijman et al. 2007). The duration of development of
Pseudomonas is reported to be quite short compared
to other psychrotrophic bacteria, and a surviving cell
in milk at 4°C would reach 106 CFU/mL within 8
days (Larsen and Jorgensen 1997).

As a result of microbiological analyses, it was
determined that Pseudomonas spp. counts of toast
cheese samples varied between 2.65 and 5.48 log
CFU/g and that their average was 4.74 log CFU/g.
As a result of Staphylococens aurens analysis performed
in 50 toast cheese samples offered for sale in
Afyonkarahisar province, it was determined that
counts varied between <0.1 and 5.07 CFU/g.

Kocak (2014) investigated the microbiological quality
of kashar cheese produced and offered for sale in the
dairies in Aydin province and determined the
Staphylococens aurens bacteria count to be 4.14£0.36 log
CFU/g on average. The values obtained in the study
are higher than the values obtained in our study. It is
thought that this difference is caused by the
differences in the production process steps of cheese,
the additives used in production, the differences in
physicochemical values of the end product, and the
failure to adequately comply with the hygiene and
sanitation rules.

Bacillus  cerens is a Gram (+) spore-forming and
enterotoxin (spores are resistant to heat treatment at
63 °C for 30 min) producing bacterium that causes
two types of food poisoning (diarrheal and emetic) in
humans (Ray and Bhunia 2013, Karagozlu 2017,

Aytac and Taban 2017). It was determined that
Bacillus cerens bacteria count in toast cheese samples
varied between <0.1 and 3.86 log CFU/g and that the
average was 1.08 log CFU/g. Piatkietwicz and
Fabijanska (1992) reported that they determined
Bacillus cerens average count to be 2.75 log CFU/g, as a
result of the analysis performed in Fromage Fin type
cheese.

The analysis results of the presence of Escherichia coli
in the samples are presented in Table 3. Accordingly,
Escherichia coli bacterial growth was detected in 12
(24%) of 50 toast cheese samples offered for sale in
Afyonkarahisar province. Kocak (2014) reported the
presence of Escherichia coli in 4 (13.3%) of kashar
cheese samples offered for sale in Aydin province.
Similarly, Oksuztepe et al. (2009) determined the
presence of Escherichia coli in 4 (8%) of fresh kashar
cheese offered for sale in Elazig.

The presence of Clostridium perfringens, Salmonella spp.
and Listeria spp. was found in 4 (8%), 9 (18%) and 6
(12%), respectively, of 50 toast cheese samples
examined in terms of their microbiological qualities.
Nevertheless, Brucella spp. growth was not detected in
the samples. (Table 3). Turantas et al. (1989) reported
that they did not observe Clostridium perfringens growth
in 38 white cheese samples offered for sale in Izmir
province. Similarly, Cetin et al. (2015) reported that
they did not find the presence of Salmonella spp. in 17
kashar cheese samples offered for sale in Kirklareli
province, and Listeria  monocytogenes grown was
reported in one sample.

It is thought that the differences among the relevant
studies are various heat treatment norms applied in
cheese production, processing differences, and the
failure to adequately comply with the hygiene and
sanitation rules in the production and packaging
stages.

CONCLUSION

The reasons such as the lack of a certain standard in
the production of toast cheese, inadequate or no heat
treatment applied to the milk used in the production
of cheese, the use of too many additives, relatively
low temperature applied to curding, the failure to pay
adequate attention to hygiene and sanitation rules in
the process stages, and the microbial contaminations
resulting  from  misapplications in  storage,
transportation and sales conditions may negatively
affect the microbiological quality of cheese.

Many numbers and types of pathogenic bacteria, such
as  Staphylococcus — anrens, Escherichia coli, Salmonella,
Listeria, and Brucella, could be present in the milk to
be processed into cheese. These bacteria can change
the characteristic features of cheese and may also
cause poisoning and diseases as a result of their
consumption. Therefore, since the consumption of
cheese made with raw milk or insufficient heat

239



treatment may be risky, the milk to be processed into
cheese should be pasteurized at the appropriate
temperature and time.

As a result of the microbiological analyses performed,
it was determined that especially the microbiological
quality of toast cheese samples offered for sale in
Afyonkarahisar province was generally low and was
not in conformity with the criteria specified in the
Turkish food codex communique on microbiological
criteria and that the consumption of these cheeses
could pose a risk for public health.
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ABSTRACT

Doppler ultrasonography is one of the tools that started to use recently in human and veterinary medicine for this
purpose. Currently, there are many studies to investigate methods of earlier diagnosis of prognosis of renal and
hepatic diseases. However there is stil no consensus among researchers about the normal values. To our
knowledge no systematical research exits revealing the normal values of Kangal breed dogs. Our purpose in this
research is to determine the normal renal and hepatic doppler values of Kangal breed. For this purpose, 30
Turkish Kangal dogs and 20 healty dogs from several breeds were included to the study. The mean value of renal
resistive index (RI) and pulsative index (PI) were 0,6510,04 and 1.13%0,05 for Turkish Kangal dogs; 0,64£0,08
and 1.12%0,05 for different breed dogs. For the hepatic RI and PI values 0,6520,04 and, 1.16+0,03 for Turkish
Kangal dogs; 0.6310,04 and 1.1520.04 for different breed dogs respectively. The hepatic and renal PI and RI
values of Kangal dogs were found to be compatible with other breeds.

Keywords: hepatic doppler, renal doppler, Kangal Dogs
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Kangal Képeklerinde Normal Intrarenal ve Intrahepatik Doppler Parametrelerinin Tespiti

oz

Doppler ultrasonografi son zamanlarda insan hekimligi ve veteriner hekimlikte bu amagla kullanilmaya baslanan
araclardan biridir. Halen, bobrek ve karaciger hastaliklarinin prognozunun erken teshisi yontemlerini aragtiran
bircok calisma vardir. Ancak, arastirmaciar arasinda normal degerler hakkinda hala bir fikir birligi yoktur.
Bildigimiz kadariyla Kangal cinsi kopeklerin normal degerlerini ortaya koyan hicbir sistematik arastirma
yaptlmamistir. Bu arastirmadaki amacimiz Kangal irkinin normal boébrek ve karaciger doppler degerlerini
belirlemektir. Bu amagcla 30 Turk Kangal kdpegi ve cesitli 1rklardan 20 sagliklt képek calismaya dahil edildi. Ttrk
Kangal képekleri igin renal RI (rezistif indeks) ve PI (pulzatif indeks) ortalama degeri 0,65 * 0,04 ve 1,13 * 0,05;
farklt cins képekler icin ise 0,64 £ 0,08 ve 1,12 £ 0,05 olarak belirlendi. Karaciger icin RI ve PI degerleri Tirk
kangal képeklerinde 0,6510,04 ve 1.161+0,03 olarak belitlenirken diger képeklerde ; 0.6310,04 ve 1.15£0.04 olarak
saptandi. Kangal képeklerinin hepatik ve renal PI ve RI degerleri diger irklarla uyumlu bulundu.
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INTRODUCTION

Hepatic and renal diesases are one of the important
causes of death in small animals. Early detection of
renal or hepatic disease has an important role in the
prognosis and treatment. There were too many
diagnostic tools including function tests, setum
clectrolyte concentrations and acid-base status,
urinalysis, and imaging studies used for this reason.
Eventhough these tools were the hints of the disease
may be present, they do not necessarily confirm the
presence of the diseases (Brown et al. 1997, Polzin
2011).

Grey-scale ultrasonography (US) is one of the
sensitive method for non-invasive morphologic
evaluation of organs, however in many cases
differential diagnosis can’t be done alone with US
findings (Rivers et al. 1997, Tipisca et al. 2015).
Duplex Doppler US is an ancillary diagnostic
technique that adds determination of the blood flow
to this evaluations. Disease alter the blood flow may
detected via this method (Rivers et al. 1997).

A number of studies have demonstrated the use of
Doppler US in kidney and hepatic diseases in animals
recently. Resistive index (RI) and Pulsatility index (PI)
values that estimate the vascular resistance within an
artery were calculated by many researchers (Lamb et
al. 1990, Novellas et al. 2007). The RI and PI have
been used to evaluate changes in vascular resistance
due to urinary obstruction, acute and chronic renal
failure, congenital dsyplasia and hepatic disease
(Novellas et al. 2007, Tipisca et al.2015). Additionally
renal doppler changes investigated in dogs with
pyometra and hepatic disease (Koenhemsi et al. 2016,
Novellas et al. 2008). However sedation, anesthesia or
hypertansion may change this values (Novellas et al.

2007).

Knowledge of the normal values is important to
recognize and diagnose alterations that may occur in
renal and liver disease. Since sizes and weights are
changing occurding to the different breeds in dogs, it
is important to know whether these normal values
differ between dogs according to weight (Sartor et al.
2010). Kangal dog is a special breed of shephard dogs
originating from Sivas. They are one of the largest
dogs weighting 50-63 kg. No studies could be found
in literature with regard to normal values of renal and
hepatic doppler measurements in Kangal dog breeds.
The purpose of this study is to determine the normal
values of intrarenal and intrahepatic doppler
mesurements in non-sedated clinically normal Kangal
dogs.
MATERIALS and METHODS

Animals
30 Kangal dogs and 20 healthy dogs from several
breeds were included to the study. Dogs aging under

1 yearold were excluded from the study. Dogs with
conditions  that may  affect hemodynamic
measurements, such as heart failure, hypertension,
liver and renal disease were not included in the study.
All animals were healthy according to physical
examination, routine blood works , (including
complete blood cell count, glucose, Alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALKP), total protein,
albumin, blood urea nitrogen (BUN), and Creatinine)
and urianalysis: All dogs were from different age and
sex. Dogs were fasted before the examinations; water
was present during this time.

Doppler Ultrasonography

Dogs were not sedated for ultrasonography (US)
examination. Doppler US was performed with a SIUI
Apogee 3500V doppler ultrasound machine.
Different transducers and frequencies (4-10 mHz)
were used depending on animal weight. Hair was
clipped and acoustic gel was applied to the skin. US
performed with the dogs in dorsal or lateral
recumbency. After color doppler was used to
visualize the vasculature, skipped to Pulsed Doppler
US. Doppler waveforms obtained in renal artery,
interlobar or arcuate arteries for renal doppler
measurements and right hepatic arterial intrahepatic
branch for hepatic doppler measurements. The
smallest scale that displayed the flow without ovetlap
was selected. The sample gate was adjusted
individually for insoniation of the whole vessel. The
angle between the Doppler beam and the blood flow
was below 60¢. The resistive index (RI) and pulsative
index (PI) were calculated automatically by the
software of the ultrasound machine. Three arterial
waves were measured and the values averaged to
produce the result for each dog. All US examinations
were performed by the same person.

Results were compared using Students t test. A
commercial software package (SPSS 10.0) was used to
analyze data. Differences of p<0.5 were considered
significant.

RESULTS

The group of dogs from several breeds comprised 20
animals (12 males, eight females); seven Golden
Retriever, five German Shepherd, five mixed breed, 2
Chow chow, 1 pekingese. The mean age of the
healthy group was 7 years (range 1-16 years-old). The
mean weight of the dogs were 20 kg. The group of
Kangal Dogs comprised 30 dogs (24 males, 6
females). The mean age of Kangal Dogs was 6 years
(range 1-13 years-old). The mean weight of the dogs
were 52 kg.

All dogs were clinically normal and had normal
routine blood work (RBCand urinalysis results. In
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addition to this ultrasonographic examinations were
normal.

Intrarenal and intrahepatic RI and PI values were
obtained from all animals. The mean value of renal RI
and PI were 0,6510,04 and 1.13£0,05 for Kangal
dogs; 0,64%0,08 and 1.12+0,05 for mixed-breed dogs.

For the hepatic RI and PI values 0,65%0,04 and,
1.16%0,03 for Kangal dogs; 0.63%0,04 and 1.15+0.04
respectively. The results are summarized in Table 1-2.
No significant differences were found between
Kangal dogs and mixed breed dogs.

Table 1. Routine blood work of Kangal and Mixed breed dogs

Kangal Mixed Breed Normal Values
RBC (X 106ul) 7,2 7 5,65-8,87
HGB (g/dl) 15,2 17,5 13,1-20,5
HCT (%) 342 38,9 37,3-61,7
WBC (X10%uL) 11,45 13,2 5,05-16,76
PLT (X10%uL) 252 320 148-484
MCV 65,3 66,2 61,6-73,5
MCH (pg) 242 222 21,2-259
MCHC (%) 342 35,2 32-37.9
ALT (IU/L) 45 39 10-125
AST (IU/L) 26 29 5-50
ALP (U/L) 107 98 23-212
BUN (mg/dl) 9 8,4 7-27
CREATININ (mg/dl) 1 0,9 0,5-1,8
GLUCOSE (mg/dl) 95 90 70-143

Table 2. Intrarenal and intrahepatic RI and PI values in Kangal and mixed breed dogs.

Kangal Dogs Mixed-Breed Dogs
(n=30) (n=20)
Renal RI 0,65%0,04 0,64%0,08
Renal PI 1.13£0,05 1.12£0,05
Hepatic RI 0,65%0,04 0.63%0,04
Hepatic PI 1.16£0,03 1.15£0.04

DISCUSSION

RI and PI are unitless ratio, but critial for accurate
velocity measurements. There are a few studies related
with the normal values of hepatic arteries of dogs.
Proposed upper limits differ from 0.70 to 0.73 in
previous studies for renal RI in dogs [Novellas et al.
2007, Rivers et al. 1997]. Novellas et al. (2007)
concluded that baseline values for intrarenal PI was
1.52 in healthy dogs. Lamb et al. (1999) have been
reported the normal values of RI within hepatic artery
in fasted dogs and found 0.68 (range 0.62-0.74).
However normal hepatic PI values did not calculated
in this study (Lamb et al. 1999). The intrarenal RI and
PI values obtained in this study are similiar to those

obtained by Novellas et al. (Novellas et al. 2007).
Futhermore hepatic RI values were within the normal
range given by Lamb et al. (1999).

A study have been reported of 60 obese and 20
healthy adults, a statistically significant reduction in
mean flow velocity, peak velocity, minimum velocity
and pulsatilty was found in the portal vein of the
patients (Erdogmus et al. 2008). Erdogmus et al
(2008), concluded that this was due to reduction of
vascular compliance as a result of fat infiltration into
the liver. Similar results were concluded in another
study made by Sartor et al. (2010). Right portal vein of
the healthy dogs of different body weights were
evaluated in this study and mean flow velocity,
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volume, and congestion index were influenced by
body weight. RI and PI from hepatic arteries were
measured in our study and there was no association
between body weight and this parameters.

Lubomirova et al. (2007), evaluated the patients with
hypertansion and obesity with renal doppler USG. RI
levels was within the normal limits and there was no
significant differences between groups (Lubomirova
et al. 2007). Also Ostrowska et al. (2016), concluded
that no statistically significant relationship between
renal RI and body weight of the healhty dogs. In our
study, we compared large breed Kangal dogs with
several breeds, and no statistically significant
difference was observed. Additionally, all renal and
hepatic doppler measurements were within normal
limits.

Although Lamb et al. (1999) concluded that hepatic
arterial and portal blood flow occur normally in dogs
after feeding, all dogs were fasted because hepatic RI
increases markedly after feding in human studies. The
main reason is hepatic arterial vasoconstriction occurs
to decrease portal flow that stimulated by feding
(Lamb et al. 1999). Futhermore hypertansion,
sedation/anestesia and heart rate problems can
change the RI results (Novellas et al. 2007). So that
dogs with hypertansion or heart rate problems were
excluded from this study.

CONCLUSIONS

Duplex Doppler ultrasonography is a quick and
noninvasive method for examination of the liver and
kidneys. In this study, normal values for intrarenal
and intraheptic RI and PI in non-sedated clinically
healthy Kangal Dogs were determined. As a result, we
determined that, they were in similiar limits as
previously described by other researchers. Further
studies are warrant for better understanding the usage
of these parameters in animals.
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ABSTRACT

This study was carried out to determine the relationship between the amount of Milk Urea Nitrogen (MUN) and nutritional
level in dairy cows. The research material was milk samples which were collected from 100 different commercial dairy farms.
Three groups were assigned according to the milk analysis in the experiment. Group A, those having normal MUN values
between 12-16 mg / dl in milk samples, group B, those having less MUN value and group C, those having high MUN value.
Apart from this acetone, Beta hydroxy butyric acid (BHBA), total solid matter, fat, fat-free dry matter, crude protein (CP),true
protein (TP), lactose, saturated fatty acids (SFA), total unsaturated fatty acids (TUFA), Polyunsaturated fatty acid (PUFA),
Monounsaturated fatty acid (MUFA) and aflatoxin M1 values measured in milk and these were compared with low, normal
and high MUN levels. In the study the MUN values of the groups were 14.46, 10.05 and 20.15 mg / dl respectively. At the end
of the study, although the differences between the groups' acetone values were statistically significant (P <0.05), the values of
all three groups were among the normal acetone values determined for dairy cows. Moreover, there were differences in milk
regarding BHBA, fat, CP,TP, SFA, MUFA and AFM1 values (P<0.01) between the groups. As a concluded that some further
detailed studies are required to get to know a deeper understanding of MUN levels in milk cows between acetone, BHBA and
other parameters and metabolic diseases.

Keywords: Dairy cow, MUN, Nutritional level
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Siitcii Ineklerde Beslenme Seviyesinin Belitlenmesinde, Siitte Ure Azotu (MUN) ile Baz1 Parametreler
Arasindaki Etkilesimin Aragtirilmasi

(074

Bu arastirma, sut ineklerinde siit Ure azotu miktart ile beslenme dizeyi arasindaki iliskinin belitlenmesi amactyla
gerceklestirilmistir. Aragtirmanin materyalini 100 farkli siit inegi isletmesinden toplanan siit numuneleri olusturmustur.
Arastirmada sutte yapilan analizlere gore 3 grup olusturulmustur. Alinan sit numunelerinde MUN degetleri 12-16 mg/dl
arasinda olanlar normal (grup A) bu degerin altinda olanlar diigiik (grup B) tizerinde olanlar ise yiiksek (grup C) olarak kabul
edilmistir. Ayrica siitte 6lciilen aseton ve beta hidroksi butirik asit (BHBA) degerlerinin yant sira toplam katt madde, yag,
yagsiz kuru madde, ham protein, gercek protein, laktoz, doymus yag asidi, toplam doymamis yag asitleri (TUS), ¢oklu
doymamis yag asitleri (PUFA), tekli doymamus yag asitleri (MUFA) ve aflatoksin M1 seviyelerine gére distik, normal ve
yiksek tre azotu degerleri ile karslastirlmugtir. Arastirmada, gruplarin MUN degerleri sirastyla: 14.46, 10.05 ve 20.15
mg/dldir. Aragurma sonunda gruplatin aseton degetleri arasindaki farkliliklar istatistik olarak anlamlt olmasina (P<0.05)
ragmen her t¢ grubun degerleri de st inekleri icin belitlenen normal aseton degerleri arasindadir. Benzer sckilde siitte
BHBA, yag, ham protein, gercek protein, doymus yag asitleri, MUFA ve AFM1 degetleri acisindan gruplar arasinda anlaml
farkliliklar bulunmaktadir (P<0.01). Sonu¢ olarak siit ineklerinde MUN degeri, aseton, BHBA ve diger parametreler ile
metabolik hastaliklar arasindaki iliskileri anlamak icin daha ayrintili calismalara ihtiya¢c bulunmaktadir.
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INTRODUCTION

Urea (Latin: Urea, Pura) is an organic compound
having formula HoN-CO-NH> (Barros et al. 2019).
Urea contains carbon, nitrogen, oxygen and hydrogen,
it is a common of blood and other body fluids
(Ferguson 2000). Urea is a final product of protein
metabolism and is synthesized from ammonia in the
liver. Animals convert excessive ammonia to urea
because ammonia is toxic while urea is non-toxic. The
concentration of urea in milk is called Milk Urea
Nitrogen (MUN) whereas the concentration of urea
nitrogen in the blood is called Blood Urea Nitrogen
(BUN) since the urea is readily distributed from the
blood in the mammary gland passing to the milk,
changes in BUN are also reflected in MUN (Powell et
al. 2011).

There is limited information about the factors
affecting the MUN level in daity cows. Some
researchers have found that the difference between
breed, fat and protein levels of milk (Bruhn and
Franke 1977), milk NPN level (Cerbulis and Farrell
1975), plasma urea nitrogen (Barton et al. 1996), but
some researchers (Catlsson and Pehrson 1993)
reported that breed has no effect on mentioned
properties. The cows in their first lactation have
relatively lower MUN values than the second or
subsequent lactations (Carroll et al. 1988, Barton et al.
1996). However MUN was reported to be lower in
heifers as compared to that in older cows (Canfield et
al. 1990, Grexton 1999), some investigators reported
that age had no effects on MUN level (Hof et al. 1997,
Eicher et al. 1999). A negative correlation was found
between MUN level and high somatic cell count
(SCC) and NPN (Ng-Kwai-Hang et al. 1985). The
MUN level can be affected by rumen degredable
protein (RDP) or rumen undegredable protein (RUP)
intake, water consumption, non-structural
carbohydrate content of diet, dry matter intake,
feeding time, feeding method (Total mixture ration,
TMR or free choice feeding), liver and kidney function
of animal (Amaral-Phillips 2009). Season also affects
the MUN level. Abdouli et al. (2008) reported that
highest MUN levels were determined in spring
(between April and June) (17.13 mg / dl) whereas the
lowest MUN value was reported in winter (January-
March) (12.82 mg / dl). Analyze method may affect
the level of MUN (Arunvipas et al. 2003).Number of
Daily milking (Hutjens and Chase 2004) and milking
time also affects MUN levels (Gustafsson and
Palmquist 1993). Some researchers observed that
supplemental glycerol decreased MUN (Sederevicius
et al. 2008).

There is a negative relationship between energy level
of diet and MUN as it was found by Kirchgessner et
al. (1986) that a decreasing on diet energy was a
limitation in the energy level of the ration increases
the MUN level. Energy / protein level of diet is

another factor that affects MUN as it was reported by
Depatie (2000), that the enetgy / protein ratio affected
the MUN value more than the total dry matter, crude
protein, RDP and RUP or even energy in the rumen.
The normal MUN value varies between 12-16 mg/dl,
depending on plenty of factors. Abdouli et al. (2008)
reported that the cows kept in the Mediterranean
conditions, theit MUN level was found to be 30.39
mg / dl. On the other hand, different amounts of
MUN have been reported eg: 15-17 mg/dl (Wambugu
et al. 1998), 20.43-32.49 mg/dl (Frank and Swensson
2002), 11.15 mg/dl (Arunvipas et al. 2008) and 12.7-
13.9 mg/dl (Meeske et al. 2009).

A study was conducted to determine the effect of
different factors on milk components in the dairy
cows of 3219 Holstein in Korea. MUN concentration
in dairy cows in Korea was found to be between
16.68 £ 5.87 mg/dl In addition, milk yield, milk fat
content, milk protein content and SCC were found
negatively correlated (Yoon et al. 2004).

In the light of this information, the aim of this study
was to investigate the interaction between milk urea
nitrogen and some other milk parameters such as
BHBA, aceton, fat, protein, lactose
SFA,MUFA,PUFA and AFM1 in dairy cows.

MATERIAL and METHODS

A total of 400 milk samples were colleceted for four
times from 100 different dairy farms in
Afyonkarahisar, Turkey. The collected milk was
placed in 50 ml sterile tubes and milk sample
protection tablets (Broad Spectrum Microtabs,
Bentley Mercer) were added to each sample to
prevent spoilage. These tablets allowed the column to
remain intact at +4 °C until analysis was performed.

Milk Urea Nitrogen (MUN), Beta Hydroxy Butyric
Acid (BHBA), acetone, total solids, fat, fat-free dry
matter, crude protein, true protein, lactose, saturated
fatty acid (SFA), Total unsaturated fatty acids (TUS),
MUFA, PUFA and Aflatoxin M1 (AFM1) values
were analyzed by using infrared spectrophotometry
device (Milkoscan FT 120 FOSS lab., Denmark).
Three groups were assigned according to the milk
analysis in the experiment. Group A, those having
normal MUN values between 12-16 mg / dl in milk
samples, group B, those having less MUN value and
group C, those having high MUN wvalue. The
measured parameters were compared with low,
normal and high MUN wvalues. Ingredients and
composition of diets used according to the
experimental groups are shown in Table 1.

Shapiro-Wilk test was used to determine whether the
model data were distributed normally. ‘The
homogeneity of variance was determined by the
Levene test. Logarithmic transformation was applied
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to data not showing normal distribution. Data
analysis was performed in SPSS package program.
One-way analysis of variance (ANOVA) was used to
compare the differences between the groups. Tukey-
Kramer test was used as a post-hoc test to determine
the difference between the groups. Research data
were evaluated with SPSS version 6 (SPSS 1993). The
significance level was assumed as (P<0.05). It is
expressed as meantSEM in the tables.

RESULTS

In this study, total solids matter levels of the groups
were found as 11.76%, 11.53% and 11.49%
respectively. These results were statistically significant
(P<0.001). Total solids matter level of group A were
found to be higher than the other groups. Group A
(4.07%) had higher fat levels than the other groups
(3.88% and 3.75%). This result was statistically
significant (P <0.001).The fat-free dry matter levels in

Table 1. Ingredients compositions of the experimental diets.

groups were 7.58%, 7.50% and 7.60% respectively.
These results were not statistically significant. Crude
protein and true protein levels of groups were 3.09%,
3.01%,3.11% and 2.92%, 2.84% ,2.93%, respectively.
These results are statistically significant (P<0.001) and
(P<0.001). There is no differencies on milk lactose
levels between the groups. Lactose values of the
groups were determined as 4.38%, 4.39% and 4.41%
respectively. The acetone values of the experiment
groups were 0.282, 0.276 and 0.256 mmol/L
respectively. These results were statistically different
(P<0.05) and also are within normal range for healthy
dairy cows. The other parameters in milk were
statistically significant (P<0.001) such as BHBA, SFA,
TUS, MUFA and AFM1. No difference was found
between the groups for the PUFA wvalue. The
parameters of the experimental groups in milk are
shown in Table 2 and Table 3.

EXPERIMENTAL GROUPS
Feedstuffs (DM%) A B C
Corn silage 34 33,5 35
Alfalfa hay 13,5 17 20
Barley straw 9 4.5 5
Sugar beet pulp 2,5 2,5 2,5
Barley grain 7 11 0
Concentrate feed (21% CP) 34 31,5 37,5
Calculated values (DM %)
Crude Protein 14,45 14,36 14,91
Energy, ME (Mcal/kg )* 2,75 2,82 2,69
Ether extract 3,18 3,20 3,17
Starch 27,18 29,58 21,44
NFC 38,49 42,64 33,65
NDF 36,35 34,56 38,35
ADF 22,45 21,05 23,03
ADL 2,92 2,72 2,84

NFC: Non Fiber Carbohydrates, NDF: Notr detergent fiber, ADF: Acid detergent fiber, ADL: Acid detergent lignin,

* Metabolisable energy (ME) are calculated from NRC (2001).

Table 2. Interaction between MUN and Total Solid Matter, Fat, - Free Matter, Crude Protein, True Protein and

Lactose of milk in dairy cows (Mean*SEM; n = 400)

Gr Total Solid Fat Free Dry Crude True Utrea,
oup Matter,% Fat,% Matter,% Protein,% Protein,% Lactose,% mg/dl
Xt Sx X+ Sx Xt Sx Xt Sx X+ Sx X T Sx X T Sx
A 11,76£0,05»  4,07£0,042 7,58%0,02 3,0910,012 2,9240,012 4,38+0,02 14,461+0,19¢
B 11,531£0,07>  3,8810,06° 7,50£0,03 3,01£0,02b 2,84+0,02b 4,3910,03 10,0510,23>
C 11,49+0,06>  3,75%+0,05b 7,6010,03 3,11+0,01» 2,934+0,012 4,4110,02 20,1510,462
P 0,001 0,001 0,087 0,001 0,001 0,646 0,001

248



Table 3. Interaction between MUN and Aceton, BHBA, SFA, TUSMUFA,PUFA and AFM1 of milk in dairy cows

(Mean®SEM; n = 400)

Aceton Saturated Fatty
Group mmol/L BHBA Acids TUS MUFA PUFA AFM1, ppt
x 1t Sx x 1 Sx x 1 Sx x + Sx x + Sx X+ Sx x + Sx
A 0,28210,005*  0,120£0,004* 3,048£0,004> 1,336+0,013*  1,26£0,01*  0,254£0,003  31,68%1,35¢
B 0,276£0,0102>  0,08610,005> 2,890£0,0132 1,34810,018*  1,24£0,02¢  0,2501£0,005 19,431£0,96"
C 0,256£0,006>  0,080£0,004> 2,790£0,011¢ 1,179+0,009>  1,09£0,01>  0,2461£0,004  42,16+0,912
P 0,021 0,001 0,001 0,001 0,001 0,368 0,001

SFA: Saturated fatty acids, BHBA: Betahydyroxi biityric acid, TUS: Total unsaturated fatty acids, MUFA: Mono unsaturated

fatty acids: PUFA: Poly unsaturated fatty acids, AFM1: Aflatoxin M,

DISCUSSION

The interaction between the nutrient levels in milk
(fat, protein, lactose) and metabolic parameters (urea
nitrogen, BHBA, acetone) were investigated in this
study. In fact, these two concepts are very irrational
and metabolic parameters are mostly secondary. As is
the case in many regions of the world, milk is the only
nutrient parameter to be determined. However,
metabolic parameters give important information
about the overall health status of the herd as well as
reflects the herd health.

MUN, being of very much importance in metabolism,
Is an important parameter especially for protein
metabolism and it gives very accurate information
about the protein contents in nutrition of an animal.
(Jonker et al. 1998). 1f the energy level of the ration is
sufficient, the MUN level would be a reliable
indicator of whether the dairy cattle are balanced in
terms of protein or not, and they are a reliable
indicator in revealing the excess or deficit (Ide et al.
1966, Roseler et al. 1993, Broderick and Clayton
1997, Hof et al. 1997, Jonker et al. 1998). In addition,
BUN and MUN are highly correlated each other
(Thorton,1970; Ciszuk and Gebregziabher,1994).
Jonker et al. (1998) reported that urinary and fecal
excretion, intake, and utilization efficiency for N
level, can be calculated by the mechanism they
developed by using MUN and total milk protein level.
In line with these findings only the MUN monitoring
of the dairy cattle in terms of protein level can be
cleatly revealed. However, according to many studies
on this subject there are different opinions about
optimum MUN level. Accordingly, Moore and Varga
(1996) and Rajala-Shultz et al. (2001) reported that
optimum MUN level was found 10-14 mg/dl level. In
addition, other optimal MUN levels have been
reported (10-16 mg / dl; Jonker et al., 1998), 11-17
mg / dl; Hong et al, 2003). According to the
researchers, high level of acceptable MUN is directly
related to milk yield. Cows who have high milk yield
these have a higher amount of N that they will
consume because of their special feeding kinetics.
Therefore, it is more reasonable to adopt 10-14

mg/dl for medium and low-yield dairy cattle. In
addition, Kohn (2007) 's pilot study with a mean of
12.7 mg/dl MUN average in flocks, otherwise it is
not economic reports that the feeding of the opinion
confirms.

The value of MUN is not only affected by the protein
level of the ration. The level and type of energy in the
ration are also effective on MUN. Because it is
necessary  to  have  sufficient  fermentable
carbohydrates in the environment for the degradation
and recombination of the protein in the rumen
(Oltner et al. 1985, Moore and Varga 1996, Rajala-
Shultz 2001). One of the important and reliable
studies in this situation was of Beckman and Weiss
(2005). Researchers reported that when the ratio of
NDF-starch increased the level of MUN also
increased despite the same protein level and sources.
Valerades et al. (2000) reported that in the ration of
dairy cattle, instead of high-moist corn, use of alfalfa
silage increased the value of MUN. However, NDF
digestibility has a large share in this effect. As
Kauffman and St-Pierre (2001) reported, the MUN
value is not affected by the replacement of the starch
sources in the ration with very high digestibility (such
as soy shell) raw materials. Furthermore, Jonker et al.
(2002) reported that low levels of milk in dairy cattle
fed with protein in accordance with the amounts
reported in NRC (2001) led to a decrease in milk yield
and an increase in MUN value. The researchers
correlated the detection of a high level of MUN value
in dairy cows with low milk yield to energy
insufficiency. Similarly decreasing starch and energy
value without increasing protein level and sources of
ration and increasing of NDF resources which are
difficult to digest increased MUN value.

Another metabolic parameter that indicates health
and productivity of dairy cattle is the level of BHBA
level in milk because it gives information about the
energy metabolism and ketosis susceptibility levels of
animals in herd (Enjalbert et al. 2001). Ketosis is an
important disorder that appears as a reflection of
severe negative energy balance in dairy cattle and has
a strong relationship with other metabolic diseases
which negatively affects the health and productivity
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of animals (Grummer 1993, Gustafsson et al. 1993,
Duffield 2000, Oetzel 2007). The ketosis is
manifested by two types clinical and subclinical. The
dairy cows with clinical ketosis have a depressive,
anorexia, dull and lethargic appearance and a
significant decrease in their milk yield (Duffield
2000). However, the subclinical form is very sneaky
with having no visible signs except decrease in milk
yield which poses significant economic losses to the
farmer (Anderson 1988, Oetzel 2007). Duffield
(1997) reported that cows with blood BHBA level 1.6
mmol/ 1 1.8 liters per day; Cows with 1.8 mmol /13
liters; Cows with more than 2 mmol / 1 produce 4
liters of milk. As it can be prevented in time, losses
due to subclinical ketosis may cause serious economic
losses. Because it depends on nutrition, various tests
are carried out to reveal this insidious disease, which
is generally herd-based, without serious losses. BHBA
analysis, which is routinely performed on tank milk, is
one of these tests. According to Shultz and Myers
(1959) and Andersson (1984), there is a very high
correlation between the ketone bodies in the milk and
the ketone bodies in the blood. Therefore, analysis in
milk instead of blood can be more easily and reliably
revealing the incidence of ketosis in herd. Especially,
in recent years, studies have been carried out to
calculate the correlation between an increasing
number of blood and milk BHBA levels (Enjalbert
2001, Van Knegsel 2010, Denis-Robichaud et
al.2014). One of the most recent studies on the
determination of milk BHBA level by NIR method is
Denis-Robichaud et al. (2014). According to this
study, the level of BHBA detected in milk above 0.2
mmol / | indicates hyperacetonemia, in other words,
subclinical ketosis. In the present study, although
there was a difference between the groups in terms of
milk BHBA levels (P<0.05, Table 2), the level of any
group did not exceed 0.20 mmol / 1. In other words,
if we look at the averages of the groups, we can easily
say that there is no danger of subclinical ketosis.
There may be several reasons for this. First of all, as
reported by Overton and Waldron (2004), subclinical
ketosis is a problem of dairy cows that develop
immediately after birth and have high milk yield. In
the present study, the average daily milk per animal of
the samples from which the samples are obtained
varies between 21 and 23 1 / day and a high level of
efficiency cannot be mentioned. In addition, the
number of new birth animals is less than the herd
overall. Therefore, it is understandable that the
incidence of subclinical ketosis is low for the farms
where the samples are taken. But at the ideal MUN
level (12-16 mg / dl, Group A), it is very thought-
provoking that the level of milk BHBA is lower than
that of low (<12 mg / dl, Group B) and high (> 16
mg / dl, Group C) MUN groups. However, in order
to be able to express this situation more clearly and to
make a healthy interpretation, there is a need for new
studies to be carried out in new dairy cows with
higher milk yield. However, there is a positive

correlation between ketone bodies in blood and milk
fat levels. Duffield et al. (1997) reported that milk fat
is increased in cows with subclinical ketosis and the
ratio of milk fat to protein increases. Milk fat was also
found to be high in group A in which milk BHBA
level was high in line with this finding (P <0.05).
Therefore, it can be said that there is a connection
between MUN level and milk fat.

However, in some recent studies, the number of
studies reporting a close correlation between the fatty
acid composition of milk and the negative energy
balance and ketone bodies is increasing (Melendez et
al. 20106). The origin of the short and medium chain
fatty acids in milk fat is acetate, whereas the long-
chain fatty acids are synthesized from the non-
esterified fatty acids circulating in the blood (Bauman
and Griinari 2003). Thus, parallel to the rising
negative energy balance, the rate of PUFA that make
up milk oil increases due to increased blood levels of
NEFA and BHBA (Melendez et al. 2016). In our
study, while the PUFA values were not different, the
MUFA and TUS values were different. MUFA and
TUS values were significantly lower in the C group
with higher MUN levels than in the other groups. In
addition, milk fat and BHBA levels of group C were
found to be statistically lower in group B and
statistically lower in group A than in group A. This
decrease in milk fat and BHBA level resulted in a
decrease in MUFA and TUS levels. In addition, there
was a statistically significant difference between all
groups in terms of saturated fatty acids, it was found
to be the highest in group A with MUN level in
accordance with other parameters and the lowest in
group C with high MUN level. The low level of
energy, especially the starch level in the ration of
group C, may have led to these results. However, the
fact that ketosis is not developed due to the low milk
yvield in the dairy samples is difficult to make a clear
interpretation.

The level of acetone in milk is a very useful parameter
which can be used in herd health programs to
diagnose subclinical ketosis cases and can provide
reliable results about energy balance (Mottram et al.
2002, Reist et al. 2000). In milk, acetone level shows a
negative correlation with energy balance (r = -0.64)
(Clark et al. 2005). The acetone concentration in milk
ranges from 0 to 2 mmol / L and is generally
classified as <0.4 mmol / L, 0.41-1.0 mmol / L, 1.01-
2.0 mmol / L and> 2.0 mmol / L. Mottram et al.
2002). The acetone concentration in milk is <0.7
mmol / L, indicating that the daity cows are
extremely healthy, that 0.7-1.4 mmol / L can be
ketosis, and> 1.4 mmol / L ketosis. When the
acetone levels of the experimental groups were
reviewed, although there were statistically significant
differences between the groups, the acetone values of
all three groups were among the values reported in
dairy cows (Mottram et al. 2002). In the research,
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AFM1 values obtained as a result of analysis in milk
were statistically different (P<0.01). However, the
values of all groups are within normal limits. There
are legally tolerable limit values due to the very
significant risks that aflatoxins can cause on human
health. This limits the Codex Alimentations for AFM
1 levels of 500 ng / kg (PPT), the European Union
and in Turkey and 50 ng / kg (PPT) d (Sank 1995,
Anonymous 2002, Anonymous 2000).

CONCLUSION

In this study, it was investigated how the other
parameters were affected in the milk with different
(high, normal, low) MUN levels. Accordingly, it was
found that the MUN level was directly affected by the
energy level of the ration, and even if the protein was
very well calculated in the dairy cattle fed with
insufficient energy, the bioavailability would decrease
and the MUN level would increase and the milk fat
would decrease. This can lead to setrious economic
damage, resulting in both loss of yield (milk yield,
milk fat, reproductive fertility) and waste of the ration
protein. However, there was also a correlation
between the level of MUN and the level of BHBA in
milk. Although high levels of BHBA in MUN normal
levels are thought- provoking, no group has reached
the level of clinical or subclinical ketosis. This may be
due to the low milk yield of dairy farms. Therefore,
according to the data obtained in this study, more
extensive studies are needed with the milk samples to
be obtained from high milk producers in order to
reveal the interaction between MUN and the levels of
BHBA, fat, saturated and unsaturated fats in milk.
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ABSTRACT

Subclinical mastitis (SCM) is a serious disease of farm animals. There are many studies on SCM that aim to make
the diagnosis practical, economical and reliable. It was the aim of the present study comparison of epidermal
growth factors (EGF) ratios in animals with and without subclinical mastitis as an indictor of SCM in Anatolian
water buffaloes. A study was carried out in a total of on 35 milk samples from 20 healthy and 15 mastitic
mammary quarters of clinical healthy and nonpregnant buffaloes. Samples were examined using California
mastitis test (CMT) as cow side test to detect of SCM before being transferred to the laboratory. Microbiological
culture was also performed to determine bacterial contamination. Level of EGF and somatic cell count (SCC) was
determined in all samples. As a result of the comparison of the EGF concentration between the SCM (+) and
SCM (-) groups, the SCM (+) group was found to be higher than the SCM (-) group. EGF tests may be a useful
tool in determining subclinical mastitis.

Keywords: Buffalo, Epidermal growth factor, Milk, Subclinical mastitis
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Subklinik Mastitisli Anadolu Mandalarinda Epidermal Biiyiime Faktorii Degerlerinin (EGF)
Aragtirilmasi

(074

Subklinik mastitis (SKM), ciftlik hayvanlarinin ciddi bir hastaligidir. Subklinik mastitis tanistun pratik, ekonomik
ve glvenilir olmasini amaglayan bircok calisma vardir. Bu calismada Anadolu mandalarinda SKM'in bir géstergesi
olarak subklinik mastitis olan ve olmayan hayvanlarda epidermal buyime faktotleri (EGF) oranlarinin
karsilastirilmast amaclanmustir. Calisma klinik olarak sagliklt ve gebe olmayan 20 saglikli ve 15 mastitisli meme
lobundan alinan toplam 35 siit 6rneginde yiritilmistir. St Ornekleri aliir alinmaz, laboratuvara transferi
gereeklestirilmeden 6nce Kaliforniya mastitis test (CMT) ile saha kosullarinda SKM tespiti yapildi. Bakteriyel
kontaminasyonu belirlemek amactyla mikrobiyolojik kiltir yapildi. Tim Srneklerde EGF diizeyi ve somatik hiicre
sayist (SCC) belirlendi. EGF konsantrasyonunun SKM (+) ve SKM (-) gruplan arasindaki kargilastirma
sonucunda, SKM (+) grubunun SKM (-) grubundan daha yiiksek oldugu bulundu. EGF testlerinin subklinik
mastitisin belirlenmesinde yararlt bir arag olabilecegi kanisina varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Epidermal bliylime faktérti, Manda, Subklinik mastitis, Stit

To cite this article: Giirler H. Yarim G.F. Salar S. Findik A. Gokgeogln A. Akgay A. Bastan A. Investigation of Epidermal Growth Factor
(EGEF) Levels in Milk of Anatolian Buffaloes with Subclinical Mastitis. Kocatepe Vet |. (2019) 12(3):254-257.

Submission: 08.04.2019 Accepted: 16.07.2019 Published Online: 24.08.2019
ORCID ID; HG: 0000-0001-7239-5388,GFY: 0000-0003-4050-429X, SS: 0000-0001-9303-6253, AF: 0000-0002-9123-6160,
AG: 0000-0002-2944-9122, AA: 0000-0001-6263-5181, AB: 0000-0001-8291-1147

*Corresponding author e-mail: handeulusoy@gmail.com

254



INTRODUCTION

Epidermal growth factor is a 53-amino acid
polypeptide that plays an important role in the
regulation of mammary epithelial regeneration and
also modulation of innate immune responses. It has
biological ~ roles including embryonic  organ
development, mammary morphogenesis, mammary
cell proliferation and mammary development. (Fu et
al. 2015, Gabadage et al. 2017).

According to International Dairy Federation (IDF) a
confirmatory diagnosis of SCM recommendations is
based on the microbiological status and inflammatory
reactions i.e., somatic cell count (SCC=2X105 cells/ml
of milk) of the quarter (IDF 1987). It was reported
that diagnosis based on physical and chemical
changes in the SCM milk is reported to be
unsatisfactory and also the logistic and financial
considerations involved with sampling all animals in a
herd have precluded these techniques from being
widely adopted. For this reason, it desirable to use
alternative parameters to indicate inflammation in
order to determine the health status of the mammary
glands (Guha et al. 2013). It has been suggested that
EGF maybe important in cows with SCM by
increased expression due to inflammatory events in
the mammary gland various cellular processes and
tissue repair (Sheffield 1997). According the Guha et.
al. (2013) one of the principles of detecting
inflaimmation within the mammary gland is to study
the mammary epithelial integrity. Increased insulin
like growth hormone (IGF-1) and wvascular
endothelial growth factor (VEGF) levels in the
mammary gland as a result infection with Szaphylococcns
anreus (S.anrens) causing chronic mastitis suggests that
growth factors play a role in mammary gland
infections (Dallard et al. 2007). However, no studies
have examined the relationship between EGF and
SCM.

MATERIAL and METHODS

This study was carried out in small family-type farms
of Anatolian buffalo localized around the Kizilirmak
delta in Samsun (latitude 41°34'16"N; longitude,
35°51'56"E). The study was conducted on 35 milk
samples from 20 healthy and 15 mastitic mammary
quarters of clinical healthy and nonpregnant
buffaloes. Teat ends were disinfected with cotton
swabs with 70% alcohol, allowed to dry and the
foremilks from quarters were discarded. Milk samples
were collected from buffaloes with milking being
done by hand. CMT was performed directly to milk
samples from each quarter in the farm using the
method Schalm et al. (1971). CMT was evaluated
separately from four mammary quarters with negative
(), suspicious (+1), +2, +3 and +4 (Bardakcioglu et
al. 2011).

CMT positive samples were examined by
bacteriological examination. For this purpose milk
samples was brought to the laboratory, they were
homogenized with a vortex mixer; each of them was
plated on blood agar enriched with 5% sheep blood
and McConcey agar plates. The plates were incubated
at 37°C for 24-48 hours. Then, suspicious colonies
were evaluated for cultural characteristics (haemolysis,
pigmentation) and microscopy (Gram  staining)
(Quinn et al. 1994).

The milk EGF concentrations were determined using
bovine  specific =~ ELISA kit  (MBS706122,
MyBioSource, Inc. San Diego, CA, USA) following
the procedure as described by the manufacturer.
Absorbance was measured at 450 nm with a
microplate reader (Infinite F50, Tecan Austria
GmbH, Grodig, Austria) and EGF concentrations
were calculated.

To determine SCC of the milk, a composite milk
sample (50 ml) was collected from all quarters of each
animal and 10 ml milk sample placed in a sealable
tube. Prior to transport of the samples to the
laboratory, a chemical tablet (Microtabs), which
inhibits microbial growth without affecting the SCC,
was added to the each tube, as it will be one tablet for
10 ml milk sample. The milk samples were
transported to the laboratory under controlled cold
chain conditions (+4° C). In the laboratory, the milk
samples were first heated in a 40° C water bath for 10
min. The SCC of each sample was then determined
with device the Combi 150 (Bentley) includes a device
(Somacount 150) for measuring the SCC of milk
according to the manufacturer’s instructions. In the
evaluation of the SCC data, buffaloes with SCC below
200x103 cells/ml were considered SCM (-), while
above 200x103 cells/ml were SCM (+) (Sharma et al.
2011).

Statistical analysis

Normal distribution of data was evaluated by Q-Q
plot, histogram and Shapiro Wilk test. Kruskal Wallis
and Mann Whitney U test were used to compare
experimental groups according to EGF and SCC. The
relationship between EGF and SCC was evaluated by
Spearman’s Rho test. NCSS 9 program was used for
data analysis. The level of significance was set at p
<0.05.

RESULTS

According to the results of bacterioscopy, there was a
significant difference in terms of EGF between the
group bacterial growth (+) and bacterial growth (-) (p
<0.05). The mean of the bacterial growth (+) (6.89 £
0.62) was higher than the mean of the bacterial
growth (-) group (4.55 * 0.50) (Table 1).
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There was a significant difference between the SCM
(+) and SCM (-) groups in terms of EGF (p <0.001).
The comparison of EGF concentration between
SCM (+) and SCM (-) group is shown in Table 2.
SCM (+) group (7.50 * 0.41) was higher than SCM (-)
group (3.15 £ 0.32).

There was a significant difference between CMT (+)
and CMT (-) groups in terms of EGF (p <0.01). The
mean of EGF (-) group was lower than that of CMT
(+2) and (+3) group (3.15+0.32) (Table 3).

A positive correlation was found between EGF and
SCC (r = 0.737, p <0.001) (Table 4).

Table 1. EGF and SCC levels and statistical significance control according to bactetioscopy results

Groups (X+SEM)

r
bacterial growth (+) bacterial growth (-)
EGF(ng/ml) 6.89£0.62 4.55%0.50 0.039
SCC 1123.86+300.25 354.11£159.92 0.001

Table 2. EGF levels and statistical significance control according to subclinical mastitis

Groups ( X+ EM)

r

SCM (+) SCM (-)

EGF 7.50+0.41
(ng/ml)

3.15+0.32

<0.001

Table 3. EGF levels and statistical significance control according to CMT results

Groups (X +SEM)

P
CMT ()  CMT (+1) CMT (+2) CMT (+3)

EGF(ng/ml) 3.15+03*  857+0.65 6.900.48b 7.05%0.83b <0.001

sCC 33.05+4.10  839.20+405.38>  839.60+265.5>  1745.40+650.76  <0.001

Table 4. The correlation between EGF and SCC levels

Spearman's rho correlation coefficient

EGF (ng/ml)

P value

SCC

0,737 <0,001

DISCUSSION

Subclinical mastitis is the most important disease
affecting the dairy sector in all farm animals. It causes
high losses in the amount and quality of milk,
resulting in significant economic losses (Bradley 2002,
Ergun et al. 2009, Ozenc et al. 2008, Sudhan and
Sharma 2010). Unlike clinical mastitis, subclinical
mastitis is a herd problems and its detection is not as
easy as clinical mastitis. For this reason, fast detection
is very important in terms of minimizing the financial
loss.

It has been reported that EGF has increased due to
its role in tissue repair in cow mammary tissue with
subclinical mastitis (Sheffield 1997). Epidermal
growth factor (EGF) is a 53 amino acid polypeptide
with biological roles such as embryonic organ
development, mammary morphogenesis, mammary
cell proliferation and mammary development.

Epidermal growth factor receptor (EGFR) ligands
have been identified as important components in the
modulation of natural immunity. It is noted that these
ligands are produced by inflammatory cells, including
neutrophils, eosinophils, monocytes, epithelial cells
and fibroblasts, and upregulation of prostaglandin
production and interleukin 1 (IL-1) in the mammary
gland of intermittent animals, interleukin 8 (IL-8),
tumor to participate in the production of necrosis
factor and antimicrobial peptides. Both IL-1 and 11.-8
have been shown to increase neutrophil flow and
increased oxygen radical formation during S.aureus
mastitis in ruminant animals and thus fight bacterial
invasion (Gabadage et al. 2017). In this study the
results confirmed our hypothesis and the increase in
EGF due to inflammation in the mammary gland is
thought to occur in parallel with the increase in SCC
caused by inflammation. Similarly, strong positive
association with bacterial growth and CMT wvalues
supports this view. In addition, it has been reported
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that cows with mastitis increase EGF expression in
mammary tissue and play a potential role in tissue
repair and cellular process during mastitis (Sheffield
1997). In this study, it was found that EGE levels
increased in buffalo milk with subclinical mastitis
compared to healthy milk.

It was reported that EGE receptor numbers increase
during pregnancy in the cow (Spitzer and Grosse,
1987). And it was also stated that concentration of
EGF in goat milk to be influenced by pregnancy and
lactation status (Dehnhard et al. 2000). Throughout
the study none of the buffaloes were pregnant. The
possibility of EGF exchange due to pregnancy was
eliminated in this way.

CONCLUSION

This study indicated a significant correlation between
SCC, CMT and EGF concentrations in Anatolian
buffalo milk with subclinical mastitis. These results
revealed that milk EGF assay together with SCC
could be a useful tool for laboratory diagnosis of

subclinical mastitis as well as for monitoring udder
health.
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ABSTRACT

The glutamatergic system and its receptor N-methyl-D-aspartate (NMDA) is an important synapse mechanism in
the nervous system. The MK-801 is the blocker of this receptor and according to the literature, the sub-chronic
administration of 1mg/kg MK-801 resulted in schizophrenia-like symptoms and degeneration in the mice brain.
The aim of the present study was to observe whether this dose of MK-801 has any pathological effect on the liver
and kidney tissues and whether N-acetylcysteine (NAC) was a protective effect. For this purpose, the 24 Balb/C
male mice were divided into 4 groups, equally. The first group was the control and 0.9% saline (10mg/kg) was
intraperitoneally (i.p.) injected. The 1mg/kg MK-801 was i.p. administered to the second group. The third group
was 1.p. received 1mg/kg MK-801, 100 mg/kg NAC and finally the 100mg/kg NAC i.p. injected to the fourth
group. The drug administration was ended on the 14t day. The kidney and the liver of the sacrificed mice were
collected and routine histology procedure was applied. The histopathological changes in the organs and NAC’s
mostly protective effect were noticed after the observations. In conclusion, NAC has a partially but significantly
protective effect against the MK-801 dependent histopathological changes on the kidney and liver tissues.
Keywords: Histopathology, Kidney, Liver, Mice, MK-801, N-acetylcysteine

kkk

Farelerde NMDA Reseptor Antagonisti Mk-801 ile B6brek ve Karacigerde Olusan Patolojik
Degisikliklere Karg1 N-Asetilsisteinin Koruyucu Etkisi

oz

Glutamaterjik sistem sinir sisteminde 6nemli bir sinaps mekanizmasidir. N-metil-D-aspartat NMDA) reseptotleri
bu sistemin 6nemli bir parcasidir. NMDA reseptérlerinin hipofonksiyonu farelerde kognitif ve motorik sorunlara
sebep olmaktadir. MK-801 bu reseptorin olduk¢a 6nemli bir blokoridir. 1mg/kg MK-801’in sub-kronik
uygulanmasi farelerde sizofreni benzeri semptomlara ve beyinde dejenerasyona sebep olmaktadir. Sunulan bu
calismada MK-801’in 1mg/kg’lik sub-kronik uygulamasinin farelerin bobrek ve karacigerlerinde patolojik etkileri
olup olmadigi ve N-asetilsisteinin’in (NAS) bu etkiler karsisinda koruyucu etkisinin olup olmadigt arastirildi. Bu
amacla 24 adet erkek Balb/C faresi alinarak dort esit gruba bolindii. 1k grup kontrollerden olustu ve bu gruba
%0,9 fizyolojik tuzlu su (10mg/kg) intraperitoneal (i.p.) yolla, ikinci gruba 1mg/kg dozunda MK-801 i.p., Ggtincii
gtuba 1mg/kg MK-801 ile 100mg/kg NAS birlikte i.p ve dérdiincii gruba da 100mg/kg NAS i.p. yolla verildi. Tlac
uygulamalar1 14 giin boyunca stirdi. Sakrifiye edilen farelerin karaciger ve bobrekleri alinarak bunlara rutin
histoloji prosediirii uygulandi. Incelemelerden sonra organlarda histopatolojik degiskilikler ve NASin genelde
koruyucu etkisinin oldugu gozlendi. Sonug olarak NAS’1n bébrek ve karaciger tizerinde MK-801’le indiiklenen
histopatolojik degisikliklere kars1t 6nemli bir koruyucu etkisinin oldugu ortaya kondu.
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INTRODUCTION

Glutamate is the main neurotransmitter and the
glutamatergic system is the most important synapse
system of the nervous system (IOM 2011, Vandogen
2009). NMDA receptors are important elements of
the glutamatergic system and hypofunction of this
receptor can cause cognitive and motor problems in
human and animals (Javitt 2007, Kruk-Slomka et al.
2016, Xiu et al. 2014, 2015). The NMDA receptor
antagonist MK-801 is the blocker and the neurotoxic
antagonist of this receptor (Ozyurt et al. 2014, Xiu et
al. 2014, 2015). According to the previous studies, the
higher doses of the MK-801 give harm to the internal
organs (Fix et al. 2000). In addition, the sub-chronic
dose of the MK-801 (1mg/kg) causes degenerations
in the brain and revealed schizophrenia-like
symptoms in the mice (Xiu et al. 2014, 2015).
Recently, it was found out that the glutamatergic
system transporters and receptors are placed in the
several organs of the body such as kidney and liver
(Hu et al. 2004). Within the kidney, NMDA receptors
can be found in the cortex, medullary and renal
proximal tubules (Dryer et al. 2015, Leung et al.
2008).

Low doses of MK-801 can be used therapeutically in
kidney and liver degeneration. For example, the 0.5
mg/kg of MK-801 administration during 28 days was
mitigated the glomerular and tubular dysfunction in
the ischemic and reperfused kidneys (Lin et al. 2015,
Roshanravan et al. 2016). It was also ameliorated the
kidney damage dependent on gentamicin use (Leung
et al. 2004). Controversially, MK-801 causes some
degeneration of the kidney because the kidneys
reduce the glomerular filtration rate and increase the
number of podocytes (Deng et al. 2002, 2009,
Giardino et al. 2009, Hashimoto 2017). In addition,
MK-801 has been shown to intensify the harmful
effects of dexamethasone and to make morphological
changes after individual applications (Sekita-Krzak et
al. 2004). Information about the effects of MK-801
on the liver is limited in the literature. Previously, it
was reported that MK-801 could be used as a
preventive in acute liver failure (Cauli et al. 2008,
Rodrigo et al. 2009).

The antioxidant NAC is the mostly known mucolytic
agent and the paracetamol antidote (Deepmala et al.
2015). However, it is known that the NAC
ameliorates the glomerular filtration rate, improves
the kidney function and reduces the inflammation in
the kidney (Nitescu et al. 2006). The NAC is also
effective and prophylactic on liver disorders such as
fatty liver and hepatotoxicity (Khoshbaten et al.
2010).

The aim of this study was to observe the harmful
effects of sub-chronic administration of 1 mg/kg

MK-801 and the protective effect of NAC on the
kidney and liver of mice.

MATERIAL and METHODS

Animals

This study was conducted on 24 male Balb/c mice
(obtained from the Kobay a.s.) under the permission
of the Ethical Committee of Experimental Animals,
Afyon Kocatepe University, AKUHADYEK-189-17.
The animals were kept at the Experimental Animal
Research Centre of Afyonkarahisar. The room
temperature was adjusted to 22 £ 2 °C with a 12/12h
light/dark cycle and ad libitum feeding.

Groups and dosages

The 24 mice were equally divided into 4 groups. The
Group I was the control and 0.9% saline (10ml/kg)
was intraperitoneally (i.p.) injected due to MK-801
(Sigma, St. Louis, MO, USA) dissolved in the saline.
The MK-801(1mg/kg) i.p. injected to Group II. The
Group III was ip. received 1mg/kg MK-801 and
100mg/kg NAC and the fourth group was ip.
received 100 mg/kg NAC. All injections were
performed for 14 days. In the third group, NAC was
injected in the morning and MK-801 was injected in
the afternoon.

Histological tissue processing

At the end of the trial, all the mice were sacrificed and
the necropsy was formed. The kidney and liver were
collected and fixed by 10% formalin during two
weeks and then embedded into paraffin. The tissues
were trimmed into 5 um thickness, consecutively. All
the slides were stained with hematoxylin-eosin.

Tissue evaluation

The glomerular atrophy was evaluated on the
computer loaded M-Shot software attached to the
Olympus microscope with M-Shot 14 mp camera.
Semiquantitative scoring of the liver and kidney was
done according to previous research (Gibson-Cotley

et al. 2013).

Statistical analysis

The data about the glomerular shrinkage was
estimated as means and standard deviations and
analysed using one-way analysis of wvariance
(ANOVA) followed by Duncan posthoc test on the
SPSS 16.0 software computer programme. A
difference in the mean values of P<0.05 was
considered to be significant.

RESULTS

The glomerular atrophy in the kidney and
histopathological changes both in the kidney and liver
tissue was observed after the sub-chronic
administration of 1mg/kg MK-801 (Table 1, 2 and
Figure 1, 2). Besides, the protective role of the NAC
was expressed in the tables and figures.
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Fir 1. a. Control g'f.of), b. NAC (5p; c. MK-801 grop; thick arrow: ekpansion in the bowman-
space, thin arrow: vacuolar degeneration in the glomerulus, arrowhead: degenerative and necrobiotic
changes in the tubular epithelial cells d. MK-801+NAC group
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Figure 2. a. Control group, b. NAC group, c. MK-801 group: Thick arrow: Double-nuclei hepatocytes
in the periportal area, Thin arrow: multifocal coagulation necrosis, Arrowhead: Kuppfer cell activation,
d. MK-801+NAC group: Thick arrow: Vacuolar degeneration area around the central vein
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Table 1. Measurement of the glomerulus diameter.

Groups The mean glomerulus diameter
Control 11250

MK-801 102x8b

NAC + MK-801 107£7

NAC 110£32

P value 0,03

Values are the mean = S.D, n=6.

ab: In the same column values with different letters show statistically significant differences in

“the mean glomerulus diameter” (P<0,05)

Table 2. Histopathological observation of the liver and kidney

Tissue  Histo-pathological findings Control NAC MK-801 MK-801 + NAC
Liver Multifocal coagulation necrosis -(7/7) -(7/7) +4/7) -(7/7)
++(1/7)
+++(2/7)
Kuppfer cell activation -(7/7) -(7/7) -(3/7) -(5/7)

Double-nuclei hepatocytes in the -(7/7)

+(1/7) +(2/7)
++(3/7)

-(7/7) +(5/7) -(7/7)

periportal area ++(2/7)
Vacuolar degeneration around the -(7/7) -(7/7) +(7/7) -(6/7)
central veins +(1/7)
Kidney Vacuolar degeneraton in the -(7/7) -(7/7) -(2/7) -(7/7)
glomerulus +(3/7)
++(2/7)
Expansion in the bowman-space -(7/7) -(7/7) +(3/7) -(6/7)
++@/7) +Q1/7)
Degenerative  and  necrobiotic  -(7/7) -(7/7) +(4/7) -(7/7)

changes in the tubular epithelial cells

++(2/7)
+++(1/7)

-:No lesions, +Mild, ++:Moderate, +++: Severe

DISCUSSION

The glutamatergic system and its units are the
important neurotransmitter mechanism in the brain
(IOM 2011) and the NMDA receptors are one of the
most important pieces of this system. The recent
findings revealed that the hypo function of the
NMDA receptors occurs cognitive and motoric
problems (Xiu et al. 2014, 2015). The MK-801 is the
blocker and toxic antagonist of this receptor and it’s
Img/kg sub-chronic dose administration during 14
days to the mice resulted in schizophrenia-like
symptoms (Xiu et al. 2014, 2015). Besides the NMDA
receptors are placed in the brain, it was discovered
that they also expressed in the liver and kidney.

However, there is limited knowledge in the literature
about the effect of this dose on the liver and kidney.

In the previous studies, it was reported that 0.3mg/kg
of MK-801 causes slight narrowing in the urinary
space of the nephrons and its combination with the
dexamethasone additionally to the hyperemia in the
kidney, dilated the spaces in the nephrons (Sekita-
Krzak et al. 2004). Moreover, in another tesearch, the
MK-801 administration was constructed the kidney
veins, reduced the glomerular filtration rate and
produced abundant podocyte skeleton (Deng et al.
2002, 2009, Giardino et al. 2009, Hashimoto 2017).
Besides, in this study, the sub-chronic administration
of the MK-801 caused vacuolar degeneration in the
glomerulus, expansion in the bowman-space,
degenerative and necrobiotic changes in the tubular
epithelial ~cells where the NMDA receptors
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expression areas. The NAC application is protected
against these harmful effects on the kidney.

In the literature, the effect of the MK-801 on the liver
was very limited. In the previous studies, the MK-801
has treated the ALF syndrome (Cauli et al. 2008,
Rodrigo et al. 2009). However, due to the side effects
of MK-801 such as the cognitive and motoric
problems, it's not suitable in the clinical practice.
Additionally to this, the findings of the present study
revealed that the sub-chronic administration of the
MK-801 causes multifocal coagulation necrosis,
kuppfer cell activation, hepatocytes with double-
nuclei in the periportal area and vacuolar
degeneration around the central veins. The NAC
administration has protected the tissue on a large
scale.

In conclusion, in the present study, the harmful
effects of the sub-chronic administration of MK-801
on the kidney and liver and the protective effect of
the NAC against this administration were revealed.
NAC inhibits most of the destructive effect of MK-
801 and it is particularly important to prevent
degenerative and necrobiotic changes of tubular
epithelial cells due to the expression domains of
NMDA receptors in the kidney.
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ABSTRACT

Melamine is an organic chemical used primarily as a plastics stabilizer and fire retardant. Also, it was used to
fraudulently elevate the protein content of animal feed and dairy products, which led to infant kidney diseases and
pet deaths. In this study, melamine was studied for its effects on growth in the human colon adenocarcinoma
cells (Caco-2). Different concentrations of medium-dissolved melamine were incubated for 24 h with Caco-2 cells
and tested for its anti-proliferative potential using MTT assay. Half-maximal inhibitory concentration (ICsp) of
melamine was calculated from dose-response curve and found to be 14636 ng/L in the cells. The results
demonstrated that the dose dependent melamine decreased cell proliferation and direct anti-proliferative effect in
Caco-2 cells.

Keywords: Anti-proliferative, Caco-2, Melamine, MTT
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Melaminin insan Kolon Adenokarsinom Hiicreleri Uzerindeki Anti-Proliferatif Etkisi

(074

Melamin, 6ncelikle plastik dengeleyici ve yangin geciktirici olarak kullanilan organik bir kimyasaldir. Hayvansal
yem ve sit Urlnlerinin protein icerigini suni sekilde ylkseltmek icin kullandmasiyla bebeklerde bébrek
hastaliklarina ve hayvan élimlerine yol a¢mustir. Bu calismada, melaminin insan kolon adenokatsinom hiicrelerinin
(Caco-2) proliferasyonu Uzerine etkileri aragtirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda ¢6ztlmiis melamin Caco-2
hiicreleri ile 24 saat inkiibe edildi ve MTT testi kullanilarak anti-proliferatif potansiyeli test edildi. Melaminin yatt
maksimal inhibisyon konsantrasyonu (ICsgp), doz-cevap egrisinden hesapland: ve huicrelerde 14636 ug/L olarak
bulundu. Sonuclar doza bagimh olarak melaminin Caco-2 hiicrelerinin proliferasyonunu azalttgini ve Caco-2
hiicrelerine karst anti-proliferatif etkiye sahip oldugunu géstermistir.
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INTRODUCTION

Melamine (2, 4, 6-triamino-1, 3, 5-triazine) is an
organic base chemical becoming headline news
recently after the occurrence of an outbreak of
nephrolithiasis and acute kidney injury among infant
and young children due to consumption of milk
adulterated with melamine to fraudulently elevate its
protein content in China. (Chan et al. 2008, Skinner et
al. 2010). Also, in 2004 in Asia and in 2007 in North
America, melamine-contaminated pet food resulted in
renal failure outbreaks in dogs and cats (Guan and
Deng 2016). Though melamine has a low acute
toxicity with a high D5 in animals, it causes chronic
renal toxicity including formation of kidney stones
and kidney injury when chronic ingestion of
melamine-adulterated food and feed in excessive
doses (Dalal and Goldfarb 2011, Hau et al. 2009).
Many researchers have focused on the effect of
melamine-related renal failure, but there is little
information about the toxic effects of melamine to
other tissues and cancers (Choi et al. 2010, Han et al.
2011, Hsieh et al. 2012). Therefore, it is necessary to
investigate the possible anti-proliferative effects of
melamine. The aim of the present study was to
investigate the anti-proliferative effects of melamine
on Human Colon Adenocarcinoma Cells (Caco-2).

MATERIALS and METHODS

Cell Culture

Caco-2 cells (ATCC® HTB-37™) were maintained in
the Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM;
Sigma-Aldrich®) supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS, Sigma), 100,000 U/L penicillin and 10
mg/L streptomycin (Thermo Fisher Scientific, USA)
in a humidified incubator with 5% CO; and at 37°C.
The cells for experiments were seeded at 1x103
cells/well in 96 well plates (BD Falcon, Rockville).

Cell Viability Assay

Melamine (Sigma-Aldrich®) were dissolved in DMEM
and diluted to working concentrations (100, 50, 12.5,
0.25, 3.124, 1.563 and 0.781 ug/ml) with fresh
medium. After serial dilution of melamine, cell
viability was estimated at 24 h by MTT (3- [4, 5-
dimethylthiazole-2-  yl]-2,  5-diphenyltetrazolium
bromide; thiazolyl blue) assay to obtain ICso
concentrations of melamine as described by Ulukaya
et al. (2008). Briefly, after 24 h incubation with
melamine, the medium was aspirated and MTT was
added to reach a final concentration of 0.5 mg/mL
for 4 h. Formazan crystals formed by viable cells were
dissolved in Dimethyl Sulfoxide (DMSO, Merck).
Cell viability was analyzed using the SpectraMax i3x
Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices,
USA) at 540 nm wavelength. Triton X-100 (0.1%)
was used as positive control and the cell cultivation
medium was used as negative control (nontoxic,
untreated). The cell viability (growth) was calculated

according to the nontoxic control, which was
considered to be %100 viability. Positive control was
set to 0% viability. The degree of inhibition of
melamine treated cells was expressed as a percentage
of control cells (untreated). The half maximal
inhibitory concentration (ICso) value representing the
concentration of melamine that is required for 50%
inhibition was calculated using a statistical program.

Statistics
1Cs0 was determined using the Software GraphPad
PRISM (version 7).

RESULTS

MTT assay was carried out to determine anti-
proliferative effect of melamine on Caco-2 cells.
Figure 1 demonstrates the growth inhibition curves of
melamine at different concentrations. ICsy value of
melamine was calculated and founded to be 14636
pg/L (Table 1). This result referred to the anti-
proliferative effect of melamine.
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Figure 1. The inhibition curve of melamine at eight
different concentrations.

Table 1. ICs levels (ug/L) of melamine, according to
the MTT

Log(Inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope

Best-fit values

1Cso 14636
HillSlope -1.224
logICso 4.165
Std. Error

LoglICso 0.06791
HillSlope 0.216
95% Confidence Intervals

1Cso 9983 to 21458
HillSlope -1.753 to -0.6956
logICso 3.999 to 4.332
R square 0.9547
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DISCUSSION

There are a wide range of chemicals available in the
market. It is important to investigate whether these
chemicals have toxic effects on humans and animals
(Bilir et al. 2018, Florento et al. 2012). The i vitro
cytotoxicity test is one of the most important
consideration to evaluate bioactive compounds. The
cytotoxic responses of various cell types to various
chemicals ere assessed using cell based assays, such as
MTT, lactate dehydrogenase enzyme test. MTT is
colorimetric test to use for the measurement of cell
proliferation (cell growth rate), cytostatic effects or
cytotoxic effects. It is commonly used for the
assessments of cytotoxic compounds like anticancer
drugs, toxic agents, and other pharmaceuticals
(Aslantiirk 2017, Florento et al. 2012, Mervin et al.
2016). A change in cell number causes a concomitant
change in the level of formazan crystals produced by
cellular reduction of the MTT, demonstrating the
degree of cytotoxicity induced by the chemicals. ICso
is the concentration of the tested chemical that lead
to the death of 50% of the cells, might be used to
predict the degree of cytotoxicity (Florento et al
2012).

Melamine is an organic chemical causing
nephrotoxicity in human and animals. Numerous
study on the toxicity of melamine focused on renal
damage. However, there are a few research on the
cytotoxicity of melamine (Liu et al. 2014). It has been
shown that melamine caused apoptosis of the normal
rat kidney (NRK)-52¢ cells via excessive production
of cellular Reactive Oxygen Species and the activation
of p38 MAPK (mitogen-activated protein kinase)
signaling pathway, leading to cellular apoptosis (Guo
et al. 2012). In another study, melamine revealed ICso
values of 1.89 and 2.07 mg/mL in NRK-52¢ cells and
293T cells (Normal human kidney cell lines),
respectively (Sun et al. 2016). Radko et al. (2010)
reported that after 48 h of exposure of melamine,
ECsp values for FaO (Rat hepatoma cells) and L6 cells
(Rat skeletal muscle cells) were 6.4 and 8.2 mM,
respectively. In other study, it has been reported that
the 24-h ICsy values of melamine in Madin-Darby
canine kidney epithelial cell line (MDCK) and human
renal adenocarcinoma cell line (ACHN) were 4792
and 2792 ug/ml, respectively (Choi et al. 2010). In
the present study, after 24-hour exposure of
melamine, I1Csy value for Caco-2 cells were 14636
ug/L. Cell proliferation was supptessed by melamine
in a dose-dependent manner in this study. The
cytotoxicity of melamine in cancer cell lines such as
Caco-2, FaO, ACHN was more potent than in
normal cells such as L6 cells, MDCK, NRK-52 (Choi
et al. 2010, Guo et al. 2012, Radko et al. 2010, Sun et
al. 2010).

CONCLUSION

There ate no studies on the anti-proliferative activity
of melamine on human colon adenocarcinoma cells
before. In the present study, it was examined the anti-
proliferative activity of melamine on these cells. The
cells appeared to be sensitive to melamine. The anti-
proliferative effect of melamine was found to be
moderate in this cell line.
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ABSTRACT

In the present study the aim was to determine the relationship between plasma vitamin D3 and fibrinogen
concentrations of calves with diarrhea. In this context, calves neonatal diarrhea (n = 100) and healthy (n = 20)
ones were enrolled. Diarrheic calves were enrolled into two intra-groups of mono and co-infected, then mono-
infected calves and co-infected calves were divided into subgroups according to E. ¢/, Rotavirus, Coronavirus,
Cryptosporidinm sp., and Giardia sp., and Rotavirus + Cryptosporidium sp. and E. Coli + Cryptosporidium sp. It
was determined that 6% of the calves were infected with and E.coli, 13% Rotavirus, 6% Cotronavitus, 6% Giardia
in mono-infected ones and 11% E.coli + Cryptosporidium sp., and 22% Rotavirus + Cryptosporidium sp., with
co-infection and 17% healthy. According to healthy calves, mono-infected and co-infected calves had significantly
higher fibrinogen concentrations, whereas 25 (OH) D3 levels were significantly lower in both groups than healthy
calves. There was a negative correlation between fibrinogen and 25 (OH) D3 concentrations (r = - 403, p <0.05)
in calves with diarrhea. As a result, 25 (OH) D3 concentrations decreased in diarrhea calves due to the presence
and severity of the infection.

Keywords: Calf, fibrinogen, diarrhea, vitamin D3
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Neonatal [shalli Buzagilarda 25 (OH) D; Konsantrasyonlarinin Aragtirilmast

oz
Bu arastirma ile neonatal dénemde ishal semptomu gésteren buzagilarin plazma vitamin Dj ve fibrinojen
konsantrasyonlari arasindaki iligkinin belitlenmesi amaglandi. Bu kapsamda neonatal ishalli (n=100) ve saglikl
(n=20) buzagilar arastirmaya dahil edildi. Ishalli buzagilar kendi icerisinde mono enfekte ve ko enfeksiyon
gruplarina gbre iki ana gruba, mono-enfekte buzagilar kendi icerisinde E. o/, Rotavirus, Coronavirus,
Cryptosporidinm sp., ve Giardia sp., ko-enfekte buzagilar ise Rotavirus + Cryptosporidinm sp. ve E. coli + Cryptosporidinm
sp. olacak sekilde alt gruplara ayrddi. Buzagilarin %6’siun E. col, %19w Cryptosporidium sp., %13’G Rotavirus, %6’st
Coronovirus, %06’st Giardia ile mono-enfekte, ko-enfekte buzagilarin ise %111 E. coli + Cryptosporidium sp., ve
%22’sinin Rotaviris + Cryptosporidium sp., ile enfekte ve %17 nin saglkli oldugu belirlendi. Saglikli buzagilara gbre
mono enfekte ve ko-enfekte buzagilarin fibrinojen konsantrasyonlarinin anlamh diizeyde yiiksek oldugu buna
karsin 25 (OH) Ds seviyelerinin ise her iki grupta saglikli buzagilara gére anlamli derecede diistik oldugu belirlendi.
Ishalli buzagilarda fibrinojen ve 25 (OH) D3 konsantrasyonlart arasinda (= - 403, p<0,05) negatif korelasyon
bulundugu belirlendi. Sonug olarak 25 (OH) D3 konsantrasyonlarinin ishalli buzagilarda enfeksiyonun varligt ve
siddetine bagl olarak azaldig tespit edildi.
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GIRIS

Buzag:i ishalleri sigircilik  isletmeleri en  Onemli
problemlerinden biri olmaya devam etmektedir (Ok
ve ark. 2009, House ve ark. 2011). Ekonomik
kayiplarin buzag ishallerine neden olan etmenlerin
hizli bir sekilde teshisinin yani sira olusturduklari
klinikopatolojik degisikliklerin belirlenmesiyle en aza
indirilebilecegi belirtilmektedir (Klein ve ark. 2009).
Buzagilarda ishale bagl gelisen klinikopatolojik
degisimlerinin  belirlenmesine ~ yonelik  yapilan
aragtirmalarin hastaligin kontrolii ve sagaltimina g1k
tutacak yeni verilerin  belirlenmesine  yardimei
olmaktadir. Beseri hekimlikte yangt biyobelittegleri ve
vitamin D seviyeleri arasinda 6nemli iliskilerin
bulundugu ve s6z konusu iliskinin = 6zellikle
kardiyometabolik hastaliklar agisindan 6nem arz ettigi
bir ¢ok arastirmact tarafindan ortaya konmustur
(Hypponen ve ark. 2001, Lappe ve ark. 2007, Reis ve
ark. 2009). Bununla birlikte farkli hastahiklarda yangi
biyobelirtecleri ve vitamin D seviyeleri arasindaki
degisimlerin degerlendirildigi arastirmalar her gecen
gin 6nem kazanmaktadir (Jorgensen ve ark. 2010,
Haque ve ark. 2012).

25 (OH) D3 seviyelerinin farkli hastaliklar ve operatif
durumlarla  iligkili  yapilan  degerlendirmelerinin
yaninda (Reis ve ark. 2009, Reid ve ark. 2011)
bagirsak hastaliklart agisindan da 6nem arz ettigi
Ozellikle ishal olusumunu siutlayabilecegi ve ishale
karst direnci artirabilecegi yoni ile gbriis  birligi
bulunmaktadir (Shamsir 2016). Cocuklarda ishale
neden olan Escherichia coli, Staphylococcus anreus, Listeria
monocytogenes, S. typhimurinm, Salmonella ve Shigella spp.
tzerinde  bakterisit etkileri olan  antimikrobik
peptitlerin 25 (OH) D3 aracihigr ile diizenledigini
bildirilmektedir (Ouellette ve ark. 1994, Welkamp ve
ark. 2007, Gudmundsson ve ark. 2010). S6z konusu
etkilerinin ~ yaut  siwa  bagirsak  yiizeyindeki
enfeksiyonlara karst koruma saglamak ve stzintih
bagirsak sendromununda gelismesini engellemek gibi
etkileri de bilinmektedir (Kong ve ark. 2008, Fujita ve
ark. 2008). Inflamatuar bagirsak hastaligina (IBH)
sahip bireylerde serum 25 (OH) Ds seviyelerinin
normal ya da diigiik seyir edebilecedi ya da 25 (OH)
Ds seviyelerindeki azalmalarin hastaligin bir sonucu
olarak da sekillenebilecegi yonii ile sonuglara da
ulasilmaktadir (Aaron ve Andrew 2015).

Fibrinojen, temel olarak kan kanin pihtilasmasint veya
fibrin olusumunu uyaran 340 kDa boyutunda buyiik
bir glikoprotein olup bununla birlikte sigirlarda
onemli bir akut faz proteini oldugu bilinmektedir
(Conner ve ark, 1988). Sigirlarda fibrinojen
inflamatuar ve travmatik hastaliklarin
degerlendirilmesinde kullanildigt ve enfeksiyonlarda
yanit olarak belirgin sekilde arttigr bildirilmektedir
(Hirvonen ve Pyorala, 1998).

S6z konusu arastirma ile ishal semptomu bulunan
buzagilarin plazma 25 (OH) D3 konsantrasyonlarinin

belirlenerek, etiyolojik faktérlere bagl olarak 25 (OH)
D3 ve plazma fibrinojen seviyeleri arasindaki iliskinin
incelenmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Hayvan Materyali ve Gruplarin Dizayn1
Arastirmanin  hayvan materyalini Aydin  Adnan
Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesine getitilen
neonatal dénemde (1-28 giin) akut ishalli, holstayn
1rki 100 buzag ile benzer yas araligindaki saglikli 20
buzagl olmak tzere toplam 120 buzagi olusturdu.
Bovid-5 katt fazli immunokromatografi yontemi ile
calisan hizli test kitleri araciligiyla tani konulan
buzagilar mono ve ko-enfeksiyon ana gruplarina
ayrildi. Mono enfeksiyon gruplart kendi icerisinde I.
Grup (E. coli ile infekte), II. Grup (Rota virus ile
infekte), III. Grup (Coronavirus ile infekte), IV. Grup
(Cryptosporidium sp. ile infekte) ve V. Grup (Giardia
sp. ile infekte) ve kontrol grubu VI. Grup (saglikls)
olarak ayrildi. Ko-enfeksiyon gruplart ise Rotavirus-
Cryptosporodinm ve E.coli-Cryptosporodinm ile enfekte
hayvanlar icerecek sekilde iki alt gruba ayrild: (Resim
1). Arastirma Aydin Adnan Menderes Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel FEtik Kurulu izni
(n0:64583101/2018/052) ile gerceklestirilmistir.

Kan  Orneklerinin ~ Alinmast  ve  Klinik
Degerlendirme

Arastirmaya dahil edilen buzagilar hizli test kitleri ile
tantyr takiben 6rnekleme islemleri gerceklestirildi. Bu
kapsamda sodyum sitrat ve heparin iceren (Vacutte,
Avusturya) tiplere VVena jugularis aracihigy ile toplamda
4 ml olacak sekilde bir defaya mahsus alindt
Etiyolojik olarak tanist belitlenen ve gruplar igerisine
dagitilan buzagilarin klinik muayeneleri
gerceklestirildi. Bu kapsamda digki skorlamasi, deri
elastikiyeti ve gozlerin orbita icerisindeki konumu
milimetrik cetvelle Slcilip asagidaki formiillerden
yararlanilarak ~ buzagilarin  dehidrasyon  dereceleri
belirlendi.

Dehidrasyon Derecesi [%] = 1.71 x [enoftalmus
(mm)] + 0,38
Dehidrasyon  Derecesi  [%] = 177 x [deti

clastikiyetinin normale dénmesi (sn)] — 3,16

Bu kapsamda dehidrasyon dereceleri gbz o6niine
alinarak ishalden orta derecede etkilenen buzagilar
calismaya dahil edildi.

Laboratuvar Orneklerin Iglenmesi

Kan o6rneklerinden kan sayimi (Abacus Junior Vet,
Macaristan) ve kan gazi analizleri IRMA True point,
Amerika) gerceklestirildikten sonra her iki Ornek
santriftj islemine (Hettich, Almanya, 3000 devir/dk)
tabi tutularak heparin ve sitratli plazma 6rnekleri elde
edildi.

25 (OH) Ds analizleri heparin plazmalar ile Florasan
immuno kromotografi yontemi kullanilarak fléresan
immunoassey  cihazt  (Savant  Bejing  Savant
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Biotechnology, Cin) ve 25-OH-Ds test kitleri (Savant
Bejing Savant  Biotechnology, Cin) aracihgr ile
gerceklestirildi. Bu kapsamda tiretici firmanin belirttigi
prosediitler uygulandi. Fibrinojen analizleri icin yari
otomatik koagtilometre cihazt (Semi-Automatic Blood
Coagulation Analyer C2000-4) kullaniddi.  Yan
otomatik koagtlometre cihazi ile yapdan fibrinojen
analizinin test agamast Uretici firmanin belirttigi
sekilde gerceklestirildi. Saglikli ve ishalli buzagilardan
alinan kan 6rnekleri hematolojik ( ve vendz kan pH’ st
ve elektrolit degerleri fakiiltemiz  biinyesinde
kullantlan kan saytm cihazt (Abacus Junior Vet,
Macaristan) ve kan gazt cihazi (Irma, Truepoint,
Amerika) aracilifl ile ger¢eklestirildi.

Ishalli Buzagilar

Istatistiksel analizler

Elde edilen verilerin tanimlayict istatistikleri ve
normalite testleri gerceklestirildi. Tanimlayict veriler
ortalama ve standart hata seklinde tablolara aktarildi.
Normal dagilim géstermeyen verilere logaritmik
transformasyon islemi uyguland: ve normalite testleri
tekrarlandi. Normal dagilan sayisal veriler tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc Turkey testi
yardimt  ile  degerlendirildi. Normal  dagilim
gostermeyen  veriler ise Kruskal-wallis testi ile
karsilastirildi. Tim analizler SPSS21.0 IBM, Amerika)
programu yardimu ile gerceklestirilerek p<<0.05 degeri
istatiksel anlamli kabul edildi.

Sagliklh Buzagilar

r]\’.[onoenl’ekte

* Rofa virus
» Corona virus
» Cruptosporidium spp.
 E coli
» Eimeria spp.
\* Giardia spp.

‘Koenfekte

* Rota-Cryptosporodium spp.
» E. coli-Cryptosporodium spp.

"

* Giardia spp. + Cryptosporodium spp.

Resim 1. Etken teshisi yapilan buzagilarin gruplandirilimast
Figure 1. Grouping of calves diagnosed as etiological agents

BULGULAR

Arastirma  kapsaminda  degetlendirilen  ishalli
buzagilarin digkilarmin sulu ve sivi-pastéz kivamda,
renk ve kokusunun etiyolojik ajanlarin farkliliklarina
gore degisimler gosterdigi acik sari ve sart dan gri
beyaz ve gri kahverengi renklerde oldugu belirlendi.
Ishalli buzagilarin entansif yetistiricilik yapilan siit
isletmelerinde bulunan yalnizca siit ile beslenen ve 1-3
gindtr ishal bulgulart g6steren buzagilar oldugu
belirlendi. Buzagilarin emme reflekslerinin = zayif
bircogunun sternal pozisyonda yatar halde oldugu
ayaga kaldirildiginda yatma istegi icerisinde bulundugu
belirlendi. Tshalli buzagilarin  klinik muayeneleri
kapsaminda dehidrasyon dereceleri belitlenmis olup
gruplarda  bulunan  dehidrasyon  derecelerinin
dagiliminin etiyolojik faktdrlere bagh olarak %7,57 ile
%8,71 seviyelerinde degisim gosterdigi ve ishalli
buzagilarin  orta derecede dehidrasyona maruz
kaldiklar1 belitlendi (Tablo 1.). Beden 1silarimin 36,91

oC ile 38,46 °C arasinda degistigi en distik beden 1s1s1
ortalamasinin F.co/ ile mono-enfekte buzagilarin

olusturdugu belirlendi. Kalp frekansinin 106,29 £3,96
vurum/dk ile Coronavirus ile enfekte olan
buzagilarda en distk seviyede, solunum sayisinin ise
37,57 sayt/dk ile E. /i ile enfekte buzagilarda
bulundugu tespit edildi (Tablo 2). Ishalli buzagilarin
etiyolojik faktorlere baglt dagilimlart Tablo 1 de
gosterildi.

Laboratuvar Bulgular

Monoenfekte, koenfekte ana gruplart ile saglikli grup
icerisinde degerlendirilen buzagilarin total 16kosit
(WBC)  sayllarinin  koenfekte grupta  bulunan
buzagilarin saglikli grupta bulunan buzagilara gore
anlamh derecede (p<<0,05) yitksek oldugu nétrofil
(NEU) sayilarinin - monoenfekte ve koenfekte
gruplarda saglikli gruba goére yiksek oldugu ve
farkliliklarin ~ istatistiksel ~ olarak anlamli  oldugu
belirlendi. Eritrosit (RBC) sayilartnin  enfeksiyon
gruplarinda sagliklt gruba goére daha ytksek oldugu
belirlendi. Saglikli  buzagilarin  hematokrit  (HCT)
degerlerinin monoenfekte hayvanlarin ortalamasina
gore anlamh  degisimlerin = bulunmadifi  ancak
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koenfekte hayvanlarin ortalama HCT degerinin
saglikli gruba gére anlamli derecede (p<<0,01) ytksek

oldugu belirlendi. Trombosit (PLT) sayilarinin
enfeksiyon gruplarina  gbre saglikli  buzagilarin

ortalamalari ile farkliliginin bulunmadigt buna karsin
monoenfekte  hayvanlarin  PLT  ortalamalarinin
koenfekte hayvanlara gére anlamli derecede ylksek

oldugu belirlendi (Tablo 3).

Monoenfekte ve koenfekte ana gruplart igerisinde
bulunan buzaglarin kan pH’sinin mono-enfekte
hayvanlarda, ko-enfekte ve saglikli gruplara kiyasla
distik  oldugu mono enfeksiyon  grubundaki
buzagilarin metabolik asidozisin siddetinin daha
yiksek oldugu ancak s6z konusu degisimlerin
istatistiksel anlaminin olmadig belirlendi. Tiim ana
gruplarda Na* ve K+t konsantrasyonunun istatistiksel

anlaml degisimlerin bulunmadi@i, iCa*
konsantrasyonunun ise saglikli grupta bulunan

buzagilara kiyasla enfeksiyon ana gruplarinda anlaml
derecede dustik seyir ettigi belirlendi (Tablo 4)

Monoenfeksiyon ve koenfeksiyon alt gruplarinin
degerlendirilmesinde ise pH seviyelerinin E.co/i ile
enfekte buzagilarda en disiik seviyede seyir ettigi, Na*
ve K* konsantrasyonunda anlamli  degisimler
bulunmaz iken iCa* konsantrasyonunun Rotavirus ile
monoenfekte hayvanlarda saglikli buzagilara gére

distik seyir ettigi ve farkliligin istatistiksel anlamli
oldugu belirlendi (Tablo 5).

Mono-enfekte ve ko-enfekte ishalli buzagilarin 25
(OH) Ds seviyelerinin  Saghkli buzagilara gore
istatistiksel anlamli diigiik oldugu belitlendi (Tablo 6.).
Fibrinojen konsantrasyonlarinin ise sagliklt buzagilara
gbre mono-enfekte ve ko-enfekte buzagilarda anlaml
yiksek oldugu bununla birlikte koenfeksiyonu
bulunan buzagilarin Fibrinojen konsantrasyonlarinin
monoenfekte buzagilara kiyas ile yiksek oldugu
belirlendi. Saglikli ve ana enfeksiyon gruplarinda
bulunan buzaglarin 25 (OH) Ds; ve Fibrinojen
konsantrasyonlarinin arasinda istatistiksel anlamh (r=-
403, p<0,01) negatif yonli bir korelasyonun
bulundugu belirlendi.

Sagliklt buzagilara kiyasla tim enfeksiyon alt
gruplarindaki buzagilarin 25 (OH) Dj; seviyelerinin
istatistiksel anlamda dustik oldugu belirlenirken, Rota
virus ile mono enfekte hayvanlarda 25 (OH) D3
seviyelerinin en dusik, E. ¢/ ile mono enfekte
hayvanlarda ise en yliksek seviyede oldugu belitlendi.
Buna karsin fibrinojen konsantrasyonlarinin E. co/ ile
enfekte hayvanlarda en dusik dizeyde oldugu
coronavirus ile enfekte hayvanlarda ise yuksek
seviyede oldugu belitlendi (Tablo 7.)

Tablo 1. Ishalli buzagilarin etiyolojik faktdrlere bagl dagilimlari
Table 1. Distribution of diarrheic calves according to etiological factors

Enteropatojenler n %
Criptosporodium 22 19
Rota virus 15 13
E.coli 7 6
Corona viriis 6
Giardia

Criptosporodium- E.coli 13 11
Criptosporodium- Rota viriis 26 22
Saglikli 20 17

Tablo 2. Enfeksiyon gruplarinda etiyolojik ajanlara gére klinik bulgularin degetlendirilmesi
Table 2. Evaluation of clinical findings according to etiological agents in infection group

PARAMETRELER
GRUPLAR Dehidrasyon (%) Beden Isis1 (°C) Kalp Frekanst Solunum Say1s1
K +su ¥ +sH (a_nm/ dk) (Elyl/ dk)
X +sH X +sH
Rotavirus 8.13 £ 0.40 38.07 £ 0.31 109.87 +4.04 40.80 £2.93
Coronavirus 7.57 + 0.48 38.46 + 0.38 106.29 + 3.96 4229 + 537
E. coli 8.71 % 0.78 3691 + 0.95 115.86 £19.79 37.57 + 8.21
Cryptosporodium 8.23 +0.25 37.87 £ 0.31 108.68 £5.30 39.14 + 2.56
Giardia 771 % 042 37.03 + 0.94 127.43 + 13.99 34.86 + 7.69
Rotavirus- Cryptosporodium 831 + 0.29 37.26 + 0.33 108.9 + 4.42 39.66 + 2.17
E.coli-Cryptosporodium 7.92 4 0.38 38.40 + 0.38 11538 + 9.18 4523 + 4.35
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Tablo 3. Enfekte gruplarda ve saglikli grupta hematolojik degerlendirmeler
Table 3. Hematologic evaluations in the infected groups and healthy group

GRUPLAR
PARAMETRELER Monoenfekte Koenfekte Saglikls P degeri
X +sH X +SH X +SH

WBC (10"9/1) 17.28 +1.53 21.48 + 2.28b 10.01 + 0.76° 0.014

NUE (10"9/L) 8.47 + 0.74b 8.11 + 0.70b 507 + 0.7 0.027

RBC (10"12/1) 8.15 + 2.31 8.99 + 3.03 6.11 + 0.36 0.104

HCT (%) 24.45 +1.36 26.99 + 1.30° 20.01 + 2.202 0.004
Tablo 4. Enfekte gruplarda ve saglikli grupta kan pH’ s1 ve elektrolit degerlendirmeleri
Table 4. Blood pH and electrolyte evaluation in the infected groups and healthy group

GRUPLAR
PARAMETRELER Mono-enfekte Ko-enfekte Saglikli P degeri
X +sH X +sH X +sH

pH 7.28 +0.02 7.32 + 0.01 7.34 % 0.01 0.211

Na* (mmol/L) 132.18 + 0.99 131.30 + 1.40 13422 + 0.72 0378

K* (mmol/L) 5.1 40.19 519 + 0.33 479 % 0.10 0.590

iCa (mmol/L) 117 +0.03b 1.17 + 0.03b 127 + 0.03 0.006

Tablo 5. Enfeksiyon alt gruplarinda ve saglikli grupta kan pH’ st ve elektrolit degerlendirmeleri
Table 5. Blood pH and electrolyte evaluations in infectious subgroups and healthy group

PARAMETRELER
GRUPLAR
pH Na* (mmol/L) K* (mmol/L) iCa (mmol/L)
X +sH X +sH X +sH X +sH
X 7.28 £0.03 130.31 £2.11 4,96 £0.32 1.10 £0.04b
Rotavirus
i 7.33 £0.04 133.14 +3.68 4.96 £0.30 1.11 £0.09
Coronavitrus
i 7.24 £0.05 132.67 £2.76 6.37 £0.84 1.31 £0.19
E. coli
, 7.27 £0.04 132.82 +1.39 4.67 £0.39 1.20 + 0.05
Cryptosporodium
.. 7.27 £0.05 132.63 +£3.09 5.46 £0.50 1.09 +£0.08
Giardia
. , 7.31 £ 0.02 130.54 + 1.85 5.5+ 0.49 1.17 £ 0.49
Rotavirus- Cryptosporodium
+ + + +
E.coli-Coyptosporodium 7.34 +0.02 1328 £ 1.9 4.56 £ 0.13 1.14 £0.04
Saglikli 7.34 + 0.01 134.22 +0.72 479 +0.10 1.27 £ 0.03
P degeri 0.439 0.814 0.073 0.038
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Tablo 6. Enfeksiyon gruplarinda ve saglikli gruplarda Vitamin D ve Fibrinojen dizeyleri
Table 6. Vitamin D and Fibrinogen levels in infection groups and healthy group

GRUPLAR

PARAMETRELER Mono-enfekte Ko-enfekte Saglikl P degeri
X +sH X +sH

Vitamin D 39.0 £2.33b 36.85 + 2.10° 65.86 + 2.817 0.001

(ng/ml)

Fibrinojen 281.17 +11.98b 304.45 + 11.14b 126.37 + 8.32¢ 0.001

(mg/dL)

Tablo 7. Enfenksiyon alt gruplarinda ve saglikli grupta Vitamin D ve Fibrinojen seviyeleri
Table 7. Vitamin D and Fibrinogen levels in infectious subgroups and healthy group

PARAMETRELER
GRUPLAR D vitamini (ng/m)) Fibrinojen (mg/dl)
X £SH A +SH

Rotavirus 34.48 +4.77b 306.76 £16.08>
Coronavirus 36.40 +8.53b 339.85 +18.10b
E. coli 51.70 +6.142 246.09 +47.96*
Cryptosporodium 37.36 +2.75 252.29 +£19.79b
Giardia 43.08 +9.00a 293.50 +39.98b
Rotavirus- Cryptosporodium 35.70  2.300 289.07 + 14.83
E.coli-Cryptosporodium 39.12 + 4.39b 335.20 + 11.97b
Sagliklt 65.86 + 2.812 126.37 £ 8.322

P degeri 0.001 0.001

TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda farkl etiyolojik ajanlara maruz
kalarak ishal semptomu gosteren buzagilarda ishalden
etkilenme derecesi, yangisal cevabin durumu ve 25
(OH) Ds seviyelerindeki degisimlerin
degerlendirilmesi amaclandr. Arastirma kapsaminda
degerlendirilen ishalli buzagilarin %06’st E. coli, %19u
Cryptosporidium, %134 Rotavirus, %6’s1
Coronavirus, %06’s1 Giardia, %111 Cryptosporidium
+ E. coli ve %22’si Cryptosporidium + Rotavirus ile
enfekte oldugu belitlendi. Lokal ve sistemik
enfeksiyon durumlar ile karakterize olabilen ishal
durumlarinda  hematolojik  parametrelerden  total
16kosit (WBC) saytlarina ve 16kosit
diferansiyasyonlarinda degisimlere neden
olabilmektedir. Ozellikle etiyolojik faktérlerinde etkisi
altinda kalarak gelisen enteritis tablosunun bu
degisimleri hematolojik verilere yansittigi
gorilmektedir (Taylor 2000, Darabus ve ark. 2009).
Arastirma kapsaminda degerlendirilen monoenfekte
ve koenfekte buzagilarn WBC ve NEU sayiar
saglikli buzagilara gbre anlamli derecede yiiksek,
enfeksiyon alt gruplarinda ise s6z konusu degisimlerin
Rotavirus ile monoenfekte ve
rotavirus+cryptosporidium ile koenfekte buzagilarda

sagliklt gruba gére anlamli derecede yiksek oldugu
belirlendi. S6z konusu degisimlerin enfeksiyon alt
gruplarinda  saglkli  kontrol grubunda bulunan
buzagilara gore istatistiksel anlaml  farklihigin
bulunmadigy  gruplarda enfeksiyonun siiresi ve
yangisal cevabin derecesi ile iligkili olabilecegi
diisiiniildii. Ishal durumlarinda HCT degerde artis
sekillenmekte ve s6z konusu artiglarin ishalin neden
oldugu dehidrasyon ve dehidrasyonun siddetine bagl
degisim gosterebilecegi bildirilmektedir (Slanina 1988,
Constable ve ark. 1998). Viral ve bakteriyel kokenli
ishallerde  HCT  degerde  belirtilen — artislarin
gelisebilecegi ancak paraziter koékenli enteritislerde
gelisen anemiye baglt olarak HCT seviyelerinin
normal  smnirlar  icerisinde de  bulunabilecegi
bildirilmektedir (Hafez 1974). Calismada enfeksiyon
grubunu olusturan buzagilarin HCT degerlerinin
saglikli gruba gbre HCT degerinde anlamli derecede
artislar gosterdigi belirlendi (Tablo 3). Enfeksiyon
gruplart  icerisinde  bulunan  buzagilarin  klinik
degerlendirmelerinde de dehidrasyon derecelerinin
%8 seviyelerinde oldugu ve ishale bagh gelisen
dehidrasyondan  orta  derecede  etkilendikleri
sOylenebilir.
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Ishalli buzagilarda dehidrasyon ve metabolik asidozis
ishalin dogurdugu baslica sonuclar olarak karsimiza
ctkmakta ve HCOj3 kaybu, perflizyon eksikligine bagl
olarak dokularda laktik asit birikimi, H iyonlarinin
bobreklerden atilmasinin azalmasi ve intestinal alanda
meydana gelen fermentasyon sonucu olusan organik
asitlere bagl olarak sekillenmektedir (Bouda ve ark.
1997, Lorenz 2009, Sen ve ark. 2013, Smith 2014). Bu
calismada degerlendirilen buzagilarin arastirmacilarin
bildirimlerine benzer sekilde pH degisimleri yasadig
ve bu degisimlerin séz konusu buzagilarda hafif ve
orta siddette bir metabolik asidozis seklinde oldugu
belirlendi. Ishal ile birlikte diski icerisinden Na*, Cl-
ve K* iyonlarinin kayb: sekillenmekte ve bu kayiplara
bagli olarak s6z konusu iyonlarin toplam vuctt
stvilarindaki diizeyleri azalmaktadir (Constable 2013).
Bu calisma kapsaminda  degerlendirilen  ishalli
buzagilarin Na ve K seviyelerinin sagliklt buzagilarin
ortalamalarina gore istatistiksel anlamli degisimler
gostermedigi buna karsin iCa konsantrasyonlarindaki
degisimlerin mono ve koenfekte gruplarda saglikh
gruba gore p<0,05 diizeyinde dusiik oldugu belirlendi.
Potasyum seviyesinde meydana gelen degisimlerde
istatistiksel anlamlt farkhiliklarin bulunmamast s6z
konusu buzagilarin dehidrasyondan orta derecede
ctkilenmelerine ragmen metabolik asidozisten aynt
diizeyde etkilenmemeleri ile agiklanabilir. Ancak ishal
ile birlikte gelisen metabolik asidozisin
tamponlanmast ag¢istndan H+  iyonlarnin  hiicre
icersine taginip K iyonlarmin  hiicre  digarisina
gonderilmesi ve K iyonlarinin  renal tubiler
atthmlarinin  azalmasina baglt olarak serumdaki K
konsantrasyonlari artis egilimindedir (Constable 2013,
Sen ve Constable, 2013). Organizmada K noksanligs
olarak karsimiza c¢tkan bu durumun metabolik
asidozisin derecesine ve siiresine bagl olarak farklt
derecelerde artislar ile karakterize olabilecegi, orta
siddette dehidre buzagilarda serum K
konsantrasyonlarinin -~ 536+ 0,35 mmol/L
(GuZzelbektas ve ark, 2007), 4,86 £ 0,22 ve 5,18 +
0,35 mmol/L (Coskun ve ark, 2010) ve 5,66 £ 1,43
mmol/L. (Ocal ve ark, 2006) seviyelerinde olabilecegi
bildirilmektedir. Sodyum konsantrasyonlarindaki
degisimlerin literatirler ile uyumlu oldugu arastirma
kapsaminda  degerlendirilen  buzagilarin  ishale
yakalanma stireleri g6z Oniine alindiginda Na
kayiplarinin saglikli buzagilara gére anlamli degisimler
gostermedigi goriilmektedir. Ishalli buzagilarda siit
emme isteksizligi ve literatitlerde bildirildigi gibi
(Grove-White  ve  Michell 2001)  calismada
degerlendirilen  buzagilarinda  ithmli  dizeyde
hipokalsemik olduklart belirlendi.

Cocuklarda ishale neden olan Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, S.
typhimurium, Salmonella ve Shigella tzerinde
bakterisit etkileri olan anti-mikrobik peptitlerin
vitamin D seviyeleri ile iligkili olarak duzenledigini
bildirilmektedir. (Ouellette ve ark 1994, Welkamp ve
ark. 2007, Gudmundsson ve ark. 2010). S6z konusu

etkilerinin ~ yanm1  sira  bagirsak  yiizeyindeki
enfeksiyonlara karst koruma saglayan ve stzintili
bagirsak sendromunuda gelismesini engelleyen gap
junksinlart giiclendirdigi bilinmektedir (Kong ve ark.
2008, Fujita ve ark. 2008). Inflamatuar bagirsak
hastaligr’ inda (IBH) kan serumlarindaki 25 (OH) D3
seviyelerinin normal ya da disiik seyir edebilecegi ya
da 25 (OH) Ds seviyelerindeki azalmalarin hastaligin
bir sonucu olarak da sekillenebilecegi yonii ile
aragtirmalara da ulagilmaktadir (Aaron ve Andrew
2015). Calisma  kapsamunda  degerlendirilen
monoenfekte ve koenfekte ishalli buzagilarda serum
25 (OH) Ds seviyelerinin saglikli gruba karsin anlamh
derecede  (p<0,01) digik oldugu belirlendi.
Monoenfekte grupta bulunan buzagilarda serum 25
(OH) D; seviyelerinin 39,0 +2,33 ng/ml seviyesinde
oldugu, enfeksiyonun daha siddetli oldugu ko-enfekte
grupta ise serum vitamin Dj seviyelerinin 36,85 *
2,10 ng/ml seviyelerinde oldugu enfeksiyonun siddeti
artttkca 25 (OH) Ds; seviyelerinin  azalmalarinin
belirginlestigi gorilmektedir. Saglkli sigirlarda 25
(OH) Ds seviyelerinin plazmadaki
konsantrasyonlarinin 20- 50 ng / ml arasinda olmast
gerektigi bildirilmektedir (Horst ve ark 1994). Bu
calismada belitlenen saglikli sigirlara ait 25 (OH) D3
seviyelerinin 65,86 £ 2,81 ng/ml seviyelerinde oldugu
ve literatiitlerde bildirilen degerlere ile
karsilastirildiginda  yitksek oldugu belitlendi.  Yine
mono ve koenfekte gruplarda bulunan buzagilarin 25
(OH) Ds seviyelerinin arastirmanin kontrol grubu
degerlerine gore disiik olmasina ragmen literatir
veriler ile karsilastirildiginda  referans  araliklar
igerisinde bulundugu belitlendi. Bu durumun ishal
gelisen  buzagilarin  beslenmesinde  kullanilan
konsantre yemler igerisinde bulunan 25 (OH) Ds
seviyeleri ile iliskili oldugu dustinilmekte ve saglikhi
referans araliklarin  belitlenmesi icin daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ oldugunun gostergesi olarak
actklanabilit.

Hastaliklarin - erken ddénemde teshisi kapsaminda
hastalk  biyobelirteclerinin ~ degetlendirilmesi  ve
degisimlerin dogru yorumlanmast gerekmektedir. Bu
kapsamda akut faz yanitta meydana gelen degisimlerin
degerlendirilmesi beseri hekimlikte oldugu kadar
veteriner hekimliginde de kullanim alant bulmaktadir.
Dokularda meydana gelen enfeksiyon, doku
zedelenmesi, neoplastik olusumlar ve immiinolojik
degisimlere bagl olarak akut faz yanit gelismekte ve
basta karaciger olmak tzere bircok doku tarafindan
sentezlenen proteinlerin = seviyelerinde artiglar  ve
azalmalar ile karakterize durumlar ortaya ¢tkmaktadir
(Pfeffer ve ark. 1993, Petersen ve ark. 2004).
Fibrinojen seviyelerinin  hayvanlarda enfeksiy6z
durumlarin  bircogunda artis egiliminde bulundugu
(McSherry ve Horney 1970) 6zellikle ruminantlarda
uzun yillardan beri enflamasyon  diizeylerinin
belirlenmesinde kullanildig: bildirilmektedir (Eckersall
ve Conner 1988). Bu c¢alisma kapsaminda
degerlendirilen buzagilarin fibrinojen
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konsantrasyonlarinin enfeksiyon gruplarinda saglikh
buzagilara kiyasla p<0,07 dizeyinde yiiksek oldugu
belirlendi (Tablo 6). S6z konusu degisimlerin
literatiitlerde bildirilen artiglara paralellik gosterdigi ve
degisimlerdeki farkliliklarin enfeksiyonun siddeti ve
stresine  baglt olarak  degisim  gosterebilecedi
dustintldi. Beseri  hekimlik  alaninda  yapilan
aragtirmalarda enflamasyon biyobelirtecleri ve 25
(OH) Ds seviyeleri arasinda 6nemli  iligkilerin
bulundugu ve s6z konusu iliskinin = 6zellikle
kardiyometabolik hastaliklar agisindan 6nem arz ettigi
bir ¢ok aragtirmact tarafindan ortaya konmustur
(Hypponen ve ark. 2001, Lappe ve ark. 2007, Reis ve
ark. 2009). Arastirmamiz kapsaminda ruminantlar icin
pozitif — akut faz  proteini olan  fibrinojen
konsantrasyonlarindaki artiglar ile 25 (OH) Ds
konsantrasyonundaki azalmalar arasinda negatif yonli
bir korelasyonun bulundugu (r=-403) ve bu
degisimlerin  p<0,05 seviyesinde anlamli oldugu
belirlendi. Beseri hekimlikte yapian arastirmalar g6z
ontine alindiginda ruminantlar icin pozitif bir akut faz
biyobelirteci olan fibrinojen seviyelerinin
insanlardakine  benzer sckilde 25 (OH) D;
konsantrasyonlarinda azalmalar ile karakterize oldugu
gorilmektedir. Aragtirmamiz kapsaminda saglikli
buzagilarin 25 (OH) Ds; konsantrasyonlarinin mono-
enfekte ve ko-enfekte ishalli buzaglarda anlaml
derecede yiiksek oldugu belitlendi.  Bu durum 25
(OH) Dg#nin akut yangisal durumlarda azaldigini
gosteren diger arastirmalar (Reid ve ark 2011) ile
paralellik géstermektedir.

Yapilan incelemelerde ishalli buzagilarda akut hastalik
bulgularina paralel olarak mono ve ko enfeksiyon
gruplarinda vitamin D konsantrasyonlarinin anlamh
derecede azaldigt ve 25 (OH) Dj; seviyelerinin ishal
bulgusu gdsteren buzagilarda negatif akut faz
biyobelirteci olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasildr.

TESEKKUR

Bu ¢alisma Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilimsel
Aragtimalar Proje Ofisi (ADU-BAP) tarafindan V'TF-
18023 proje numarasa ile desteklenmistir.

Bu ¢alsma Aydin Adnan Menderes Universitesi - Saglik
Bilimleri Enstitiisii I Hastaliklar:  Anabilim  Daly’nda
“Neonatal ~ Ishalli ~ Buzagilarda 25  (OH) D3
Konsantrasyonlarmm Aragtiridmast” bagligr ile tamamlanan
Yiiksek Lisans Tezinin bir boliiniinden ozetlenmistir.

Bu ¢aligma Aydin Adnan Menderes Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunca 64583101/2018/052
numaraly iin dahilinde gergelestirilmistir.

KAYNAKIAR

Aaron S, Bancil- Andrew P. The Role of Vitamin D in
Inflammatory Bowel Disease. Healthcare, 2015;3:338-
350.

Bouda J, Doubek J, Medina-Cruz M, Paasch ML,
Candanosa AE, Dvofak R, Soska V. Pathophysiology
of severe diarrhoea and suggested intravenous fluid
therapy in calves of different ages under field conditions.
Acta Vetetinaria Brno, 1997;66(2):87-90.

Conner J, Eckersall P, Wiseman A, Aitchison T, Douglas T.
Bovine acute phase response following turpentine
injection. Research in Veterinary Science, 1988, 44, 82-88

Constable P. Hyperkalemia in diarrheic calves: Implications for
diagnosis and treatment. The Veterinary Journal,
2013;195:271-272.

Constable PD, Walker PG, Morin DE, Foreman JH. Clinical
and laboratory assessment of hydration status of neonatal
calves with diarrhea. Journal of the American Veterinary
Medical Association, 1998;212:991-996.

Coskun A, Sen I, Guzelbektes H, Ok M, Turgut K, Canikli
S. Comparasion of the effects

Dirabus G, Oprescu I, Morariu S, Mederle N, Imre K, Imre
M, Brudiu I. The study of some haemathological
parameters in infection with Cpyprosporidium spp. and
other enteropathogens in calves. Lucrari Stiintifice-
Universitatea de Stiinte Agricole a Banatului Timisoara,
Medicina Veterinara, 2009;42(1):5-15.

Eckersall P, Conner J. Bovine and canine acute phase proteins.
Vet Res Commun, 1988;12:169-178.

Fujita H, Sugimoto K, Inatomi S, Maeda T, Osanai M,
Uchiyama Y, Yamamoto Y, Wada T, Kojima T,
Yokozaki H, Yamashita T, Kato S, Sawada N, Chiba
H. Tight junction proteins claudin-2 and -12 are critical
for vitamin D-dependent Ca2+ absorption between
enterocytes. Molecular Biology of the Cell, 2008;19:1912-1921.

Grove-White DH, Michell AR. Comparison of the
measurement of total carbon dioxide and strong ion
difference for the evaluation of metabolic acidosis in
diarrhoeic calves. Veterinary Record, 2001;148:365-370.

Gudmundsson GH, Bergman P, Andersson ], Raqib R,
Agerberth B. Battle and balance at mucosal surfaces--the
story of Shigella and antimicrobial peptides. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 2010;396:116-119

Guzelbektes H, Coskun A, Sen I. Relationship between the
degree of dehydration and the balance of acid-based
changes in dehydrated calves with diarrhoea. Bulletin of
the Veterinary Institute in Pulawy, 2007, 51, 83-87.

Hafez AM. Untersuchungen zum Verhalten einiger Elektrolyte
in Pansensaft, Blutserum und Harn sowie des roten und
weissen Blutbildes bei gesunden und enteritiskranken
Rindern im Hinblick auf therapeutische
Schlussfolgerungen. Inaugural-Dissertation, Tieraerztliche
Hochschule, Hannover, Deutschland, 1974.

Haque U]J, Bathon JM, Giles JT. Association of vitamin D
with cardiometabolic risk factors in rheumatoid arthritis.
Arthritis Care Res (Hoboken), 2012;64(10):1497-1504.

Hirvonen J, Pyorala S. Acute-phase response in dairy cows with
surgically treated abdominal disorders. Veterinary Journal,
1998, 155, 53-61.

Horst RL, Goff JP, Reinhardt TA. Adapting to the transition
between gestation and lactation: Differences between rat,
human and dairy cow. Journal of Mammary Gland Biology and
Neoplasia, 2005;10:141-156.

Hypponen E, Laara E, Reunanen A, et al. Intake of vitamin
D and risk of type 1 diabetes: a birth-cohort study.
Lancet, 2001;358(9292):1500-1503.

Jorgensen SP, Agnholt J, Glerup H, et al. Clinical trial: vitamin
D3 treatment in Crohn's disease - a randomized double-

275



blind placebo-controlled study. Aliment Pharmacol Ther,
20105 32(3):377-383.

Klein D, Kern A, Lapan G, Benetka V, Moéstl K, Hassl A,
Baumgartner W. Evaluation of Rapid Assays for the
Detection of Bovine Coronavirus, Rotavirus A and
Cryptosporidium parvum in Faecal Samples of Calves.
Vet J, 2009;182:484-486

Kong J, Zhang Z, Musch MW, Sun J, Hart J, Bissonnette M,
Li YC. Novel role of the vitamin D receptor in
maintaining the integrity of the intestinal mucosal bartier.
American Physiological Society-Gastrointest and Liver Physiology.
2008;294:208-216.

Lappe JM, Travers-Gustafson D, Davies KM, Recker RR,
Heaney RP. Vitamin D and calcium supplementation
reduces cancer risk: results of a randomized trial. The
American Journal of Clinical Nutrition, 2007; 85(6):1586-
1591

Lorenz I. D-Lactic acidosis in calves. Veterinary Journal,
2009;179(2):197-203.

McSherry B, Horney F. Plasma fibrinogen levels in normal and
sick cows. Canadian Journal of Comparative Medicine,
1970, 34, s-191-7

Ok M, Giiler L, Turgut K, Ok U, Sen I, Giindiiz IK, Birdane
MF, Giizelbektes H. The studies on the aetiology of
diarthoea in mneonatal calves and determination of
virulence gene markers of Escherichia coli strains by
multiplex PCR. Zoonoses Public Health, 2009;56(2):94-
101.

Ouellette AJ, Hsieh MM, Nosek MT, Cano-Gauci DF,
Huttner KM, Buick RN, Selsted ME. Mouse Paneth
cell defensins: primary structures and antibacterial
activities of numerous cryptdin isoforms. Infection and
Immunity. 1994;62:5040-5047.

Ocal N, Duru SY, Yagci BB, Gazyagci S. Ishalli buzagilarda
asit-baz dengesi bozukluklarinin saha sartlarinda tani ve
sagaltimi1. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
2006, 12(2),175-183.

Pfeffer A, Rogers K, O’keeffe L, Osborn P. Acute phase
protein response, food intake, liveweight change and
lesions following intrathoracic injection of yeast in sheep.
Research in Vetetinary Science, 1993;55:360-360.

Reid D, Toole BJ, Knox S, Dinesh T, Johann H, Denis St
JO, Scott B, John K, McMillan CD, Wallace AM. The
relation between acute changes in the systemic
inflammatory response and plasma 25-hydroxyvitamin D
concentrations after elective knee arthroplasty. The
American Journal of Clinical Nutrition 2011;93:1006—
1011.

Reis JP, Von Muhlen D, Miller ER, Michos ED, Appel L]J.
Vitamin D status and cardiometabolic risk factors in the
United States adolescent population. Pediatrics, 2009;
124(3):371-379.

Shamsir Ahmet AM. Association of Vitamin D status with acute
respiratory infection and diarrhoea in children less than
two years of age in an urban slum of Bangladesh. PhD
Thesis, School of Public Health, The University of
Queensland, 2016

Slanina L, Rossow N, Horvath Z, Fischer G. Innere
Krankheiten der Haustiere. Bd 1l: Funktionelle Stérungen,
Stoffwechselilberwachung in Kaelbernbestaende,
1988;536- 544.

Smith GW, Berchtold J. Fluid therapy in calves. Veterinary
Clinics of North America Food Animal Practice,
2014;30(2):409-427.

Sen I, Constable PD. General overview to treatment of strong
ion (metabolic) acidosis in neonatal calves with diarrhea.
Eurasian Journal of Veterinary Science, 2013, 29(3), s-14-
120.

Sen I, Giizelbektes H, Yildiz R. Neonatal buzagt ishalleri:
Patofizyoloji, epidemiyoloji, klinik, tedavi ve koruma.
Turkiye Klinikleri Journal of Veterinary Science,
2013:4(1);71-78.

Taylor JA. Leukocyte Responsees in Ruminants. In, Bernart FF,
Joseph GZ, Nemi C]J (Eds): Schalm’s Veterinary
Hematology, Lippincott ~ Wiliams and  Wilkins,
Philadelphia, 2000;5:391-401.

Wehkamp J, Schauber J, Stange EF. Defensins and
cathelicidins in gastrointestinal infections. Current gpinion
in gastroenterology, 2007;23:32-38.

276



Kocatepe Veterinary Journal

Kocatepe Vet ] (2019) 12(3):277-283
DOI: 10.30607/kvj.579928

RESEARCH ARTICLE

Determination of Risk Factors Associated with Subclinical Mastitis as
Detected by California Mastitis Test in Smallholder Dairy Farms in
Afyonkarahisar

Erhan OZENGC*

Apyon Kocatepe University, Faculty of V'eterinary Medicine, Department of Obstetrics and Gynaecology, Afyonkarabisar - Turkey

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the incidence of subclinical mastitis and risk factors causing subclinical
mastitis in smallholder dairy farms in Afyonkarahisar. California Mastitis Test was applied to 757 quarters
belonging to 202 lactating cows. Seventy-four percent of the cows and 41% of the quarters were subclinically
infected. Quarters from cows in smallholder dairy farms with 10 or fewer animals in the herd and quarters from
cows in the later stage of lactation (>180 days in milk (DIM)) were more likely to have subclinical mastitis
(p<0.05). Although the effect of age was statistically significant (p<<0.05) on the incidence of subclinical mastitis,
breed factor, milking method, teat-dipping after milking and localization of mammary quarters were not
statistically significant. It was found that the quarters in cows older than 8 years had a 3.02 times higher risk of
infection than the quarters in cows in the 2-5 age group. The risk of infection in flocks with a herd size of 10 or
less was found to be about 1.75 times higher than flocks with a herd size greater than 10. In conclusion, it was
determined that the incidence of subclinical mastitis was high in smallholder dairy farms in Afyonkarahisar and
mastitis control programs should be applied to decrease this rate.

Keywords: California Mastitis Test, Dairy Cows, Risk Factors, Smallholder Dairy Farms, Subclinical Mastitis

kksk

Afyonkarahisar'da Aile Tipi Isletmelerde California Mastitis Test ile Saptanan Subklinik Mastitis
Olgulart ile Iligkili Risk Faktotlerinin Belirlenmesi

oz

Sunulan calismada, Afyonkarahisar'da bulunan aile tipi isletmelerde subklinik mastitis insidensinin beliflenmesi ve
subklinik mastitise neden olan risk faktdrlerinin belirlenmesi amaclandr. Laktasyondaki 202 inegin 757 meme
lobuna California Mastitis Testi yapildi. Ineklerin %74 ve meme loblarinin %41'inde subklinik mastitis belirlendi.
Sirtide 10 ve daha az hayvan bulunan ve laktasyonun son déneminde olan (>180 giin) ineklerin meme loblarinda
subklinik mastitis gézlenme oraninin daha yiiksek oldugu saptandi (p<0,05). Ineklerde yasin subklinik mastitisin
goriilme insidensini istatistiksel olarak 6nemli oranda arttirdigt (p<<0,05) belirlenmesine ragmen ineklerin irk
farkhiliklarinin, sagim yontemlerinin, sagim sonrasi teat-dipping uygulamalarinin ve meme lokalizasyonlarinin bu
insidensi etkilemedigi tespit edildi. Sekiz yasindan daha buytk ineklerin meme loblarinin 2-5 yas grubundaki
ineklerin meme loblarina gére yaklasik 3,02 kat daha fazla enfeksiyon riskine sahip olduklar: saptandi. Ayrica siiris
buytkligii 10 ve altinda olan siiriilerde 10’un tstiinde olan strtlere gére enfeksiyon riskinin yaklagik 1,75 kat daha
yitksek oldugu tespit edildi. Sonug olarak, Afyonkarahisatr'daki aile tipi isletmelerde subklinik mastitis insidensinin
ylksek oldugu ve bu orani azaltmak i¢in mastitis kontrol programlarinin uygulanmasinin gerektigi belirlenmistir.
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GIRIS

Meme bezinin yangisina mastitis denilmektedir
(Schalm ve ark. 1971). Mastitis olgulari insan, hayvan,
cevre, mikroorganizmalar ve yonetim faktorlerinin
etkilesmelerinin sonucu olarak ortaya c¢tkmaktadir
(Philpot ve Nickerson 1991). Mastitis olgular genel
olarak patojen 6zellik gosteren bakterilerin meme bagt
kanalindan iceriye girerek memeye penetre olmalart ile
baslamaktadir (Schalm ve ark. 1971, Philpot ve
Nickerson 1991). Enfeksiyon klinik veya subklinik
olarak karsimiza cikabilmektedir. Klinik mastitis
olgularinda meme dokusunda veya siitte gozle
gorilebilen  anormallikler — saptanabilir.  Subklinik
mastitis olgularinda ise memede ve siitte gorsel olarak
herhangi bir bulguya rastlanilmaz iken memede
yanginin varligt veya enfeksiyona neden olan
mikroorganizmalarin  varhigr siitte somatik hiicre
sayimt ile belitlenebilmektedir. Hastaligin subklinik
formu diger formlara goére daha fazla 6nem arz
etmektedir. Subklinik mastitis prevalansi klinik forma
gbre 15-40 kez daha fazla ortaya cikabilmektedir.
Ayrica sit verimini ve kalitesini diigiirmesinin yaninda
uzun siire devam etmesi, teshisinin zor olmast da ¢ok
onemli 6zellikleri arasindadir. Ayrica subklinik formlu
hayvanlar stirii igerisindeki diger hayvanlar i¢in bir
hastalik rezervuart olarak goriilmektedir (Philpot ve
Nickerson 1991, Yigit ve ark. 2018). Subklinik
mastitislerin  ortaya ¢ikartilmasinda indirek teshis
metodlart  kullanilmalidir.  Sttte  somatik  hicre
sayisinin belirlenmesinde ve hemen hayvanin yaninda
uygulanan bir test metodu da California Mastitis Test
(CMT)'dir. CMT stitteki somatik hiicrelerin sayist ile
iligkilidir ve mastitis olgularinda pozitif sonug verir
(Schalm ve ark. 1971, Ozeng ve ark. 2018).
Guniimiizde sitteki somatik hiicre sayisini otomatik
olarak saymmini yapan cihazlar gelistirilmis olmasina
ragmen CMT hala yaygin olarak kullanilmaktadir
(Philpot ve Nickerson 1991).

Birlesmis milletlerin gida ve tarim organizasyonu
(FAO) bu yil ile beraber éniimutzdeki 10 yii (2019-
2028) aile ciftciligi yii olarak ilan etmistir (FAO
2019). Aile tipi isletmelerde gelir kaynaklarindan birisi
olarak gorilen sttin kaliteli olarak Uretilmesi
gerekmektedir. Son yilarda dinyada kiigik olgekli
isletmelerde mastitis taramalart ve buna neden olan
faktorlerin arastirilmasina yonelik arastirmalar 6nem
kazanmaya baglamustir (Costa ve ark. 2013, Ostensson
ve ark. 2013, Tolosa ve ark. 2013). Giliney Afrika
tlkesi olan Zimbabve'de kucik olgekli isletmelerde
klinik ve subklinik mastitis oranlari sirastyla %4,8 ve
%16,3 olarak bulunmustur (Katsande ve ark. 2013).
Glney Vietnam'da yapilan baska bir ¢calismada ise aile
tipi isletmelerde subklinik mastitis prevalansmin
hayvan ve meme lobu bazinda sirastyla %88,6 ve
%063,2 oldugu belirlenmistir (Ostensson ve ark. 2013).
Etiyopya'da ise kiicliik 6lcekli isletmelerde subklinik
mastitis oraninin inek ve meme lobu bazinda sirastyla

%62 ve %51 oldugu tespit edilmistir (Tolosa ve ark.
2013).

Ulkemizde ise aile tipi isletmelerde gézlemlenen
mastitis olgulart konusunda sinirl sayida ¢alisgma
bulunmaktadir (Ergiin ve ark. 2004, Macun ve ark.
2011, Ozdemir ve Kaymaz 2013, Ozeng ve ark.
2019). Yapilan bazi ¢alismalarda aile tipi isletmelerde
gbzlemlenen subklinik mastitis olgularinin olduk¢a
yiksek oldugu saptanmistir (Macun ve ark. 2011,
Ozdemir ve Kaymaz 2013). Sivas bolgesinde
subklinik mastitis orant %060,17 olarak saptanirken
(Ozdemir ve Kaymaz 2013), Kirikkale bélgesinde
%54,37 olarak tespit edilmistir (Macun ve ark. 2011).
Sunulan ¢alismada, Afyonkarahisar ilinde yogun
olarak yetistiriciligin yapildigt aile tipi isletmelerdeki
mastitis oranlart ve buna neden olan faktorlerin
arastirilmast amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Hayvanlarin se¢imi

Bu c¢alisma, Afyonkarahisar ili merkez koy ve
kasabalarinda  (Kuglkcobanlar, Erenler, Akgcin,
Fethibey, Balmahmut ve Dtzagag) bulunan toplam
40 adet 6zel aile tipi isletmede, degisik 1tk (Holstayn,
Simental, Isvicre Esmeri ve Yerli Kara) ve farklt
laktasyon dénemlerindeki 202 inek tzerinde yapildi
Aile tipi isletmelerde bulunan hayvanlar sert kis
sartlarinda baglt ahirlarda, bahar ve yaz aylarinda ise
actk padoklarda veya meralarda serbest olarak
dolastyorlardi. Ineklere yaz aylarinda meraya dayali
besleme, kepek, arpa ezmesi, seker pancast posasi,
kuru ot ve saman kartisimmna dayali besleme
uygulantyordu. Kis aylarinda ise bunlara ilave olarak
yeme silaj ilave ediliyordu. Aile tipi isletmelerdeki
inekler isletmenin isleyisine gbre giinde iki veya tg
sefer makine ya da elle sagilmaktaydilar. Isletmelerin
tamaminda meme baslart sagim 6ncesi ik su ile
yikantyordu. Isletmelerin tiimiinde sagim oncesi teat-
dipping uygulamast yapilmazken bazi isletmelerde
sagim sonrast teat-dipping uygulamast yapiliyordu.

Verilerin toplanmasi

Ciftliklere uygulanan ziyaretler esnasinda subklinik
mastitise neden olan risk faktotlerinin verileri hem
gézlem hem de sagimciar ve hayvan sahipleri ile
goristilerek toplandi. Elde edilen veriler hayvanlarin
sturd buytkluklerine, irklarina, yaslarina, laktasyon
dénemlerine,  sagim  sekillerine,  teat-dipping
uygulamalarina ve meme loblarinin yerlerine gore
siniflandirildi.  Hayvanlarin - ait  olduklart  strilerin
buytkltkleri (inekler, duveler, bogalar ve buzagiar
dahil olmak tizere <10 hayvan ve >10 hayvan) 2 grup
alunda incelendi (Tolosa ve ark. 2013). Calismaya
alinan inekler irklarina gbre (Holstayn ve melezi,
Simental ve melezi, Isvicre esmeri ve melezi ile Yerli
kara) 4 grupta; yaslarina (2-5 yas, 6-8 yas ve =9 yas) ve
laktasyon dénemlerine gbre (<90 gln, 90-180 gin ve
>180 giin) 3 grupta (Ozdemir ve Kaymaz 2013,
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Tolosa ve ark. 2013); sagim sekilleri (elle ve makineli
sagim) ve sagim sonrast teat-dipping uygulamalarina
goére ise (teat-dipping uygulananlar ve
uygulanmayanlar) 2 grupta incelendi. Meme lobu
bazinda her bir meme lobu (sag 6n, sol 6n, sag arka
ve sol arka) 4 ayr1 kategoride degerlendirildi.

Klinik ve subklinik mastitis  varh@inin
belirlenmesi

Tlk olarak meme loblarinda herhangi bir klinik mastitis
varligt (memede kizariklik, 6dem, agri, sertlik ve siitte
flakon varligi) arastirildi. Daha sonra ineklerinden
CMT testinin yapilmast amactyla st 6rnegi alindr ve
test yapildi. CMT skortlar1 negatif (-), S (stipheli), +1,
+2 ve +3 olarak yorumland: (Schalm ve ark. 1971).
CMT skoru S, +1, +2 ve +3 olarak belitflenen meme
loblart subklinik mastitisli olarak, CMT skoru (-) olan
meme loblart ise enfekte olmamis  olarak
degerlendirildi. En az bir meme lobunda subklinik
mastitis saptananlar ise subklinik mastitisli inek olarak
kabul edildi (Tolosa ve ark. 2013).

Istatistiksel analiz

Kategorik degiskenlerin analizinde ki-kare testi,
enfeksiyon durumunu (0, infekte olmayan 1, infekte
olanlar) etkileyen risk faktorlerinin belitlenmesinde
lojistik ~ regresyon analizi kullanildi.  Istatistiksel
analizler icin SPSS 20,0 istatistik paket programindan
yararlanildi. p<0,05 istatistiksel anlamlilik olarak kabul
edildi.

BULGULAR

Sunulan calismada laktasyon dénemi icerisindeki 202
bas inekteki toplam 808 meme lobunun tamami
fonksiyonel degildi. Bu meme baglarindan 31'f kor
oldugundan dolay1 (25 inegin 1 ve 3 inegin 2 meme
lobu koérdi) siit 6rnekleri alinamadi. Stt 6rneklerinin
alindig1 zamanda 16 inege ait 20 meme lobunda klinik
mastitis olgusu tespit edildi. Geriye kalan 757 meme
lobundan 311'inde (%41,08) subklinik mastitis
belitlendi. Yiuz kirk dokuz (%73,76) hayvanda
subklinik mastitis tespit edildi.

Meme lobu diizeyinde  subklinik  mastitisler
degerlendirildiginde, yas gruplarinin artisiyla birlikte
mastitis olgularinin da istatistiksel olarak Onemli
dizeyde yukseldigi gozlendi (p=0,001). Laktasyon
doénemlerine gbre degerlendirildiginde, laktasyonun
180. giiniinden sonra subklinik mastitis insidensinin
laktasyonun ilk 90. giiniinden 6nce ve 90-180. giin
araliklarina gore istatistiksel olarak Gnemli diizeyde
artis gosterdigi belirlendi (p=0,0006). Sirt buyukligi
dikkate alindiginda ise 10 ve daha az sayida hayvan
bulunan isletmelerde subklinik mastitis olgularinin
istatistiksel olarak daha ylksek oranda gdzlendigi
tespit edildi (p=0,001). Hayvanlarin irklari, sagim
sekilleri, teat-dipping uygulamalart ve meme loblarinin
yetleri ile subklinik mastitis olgularinin g6érilmesi
arasinda Onemli bir iliski belitflenemedi (Tablo 1).

Subklinik mastitisin  olusmasinda yas, laktasyon
doénemi ve siirii buyikliginin enfeksiyonu etkileyen
bir risk faktéri oldugu belitlendi. 6-8 yas grubunda
olan ineklerin meme loblarinin 2-5 yas grubuna gére
1,65 kat daha fazla, 8 yasindan daha buyiik ineklerin
meme loblarinin ise 2-5 yas grubundaki ineklerin
meme loblarina gére yaklastk 3,02 kat daha fazla
enfeksiyon riskine sahip olduklart saptandi. Ayrica
strd buyukligt 10 ve altnda olan surilerde 10’un
tstlinde olan surilere goére enfeksiyon riskinin
yaklastk 1,75 kat daha yiksek oldugu tespit edildi
(Tablo 2).

TARTISMA

Calismada Afyonkarahisar ilinde bulunan aile tipi
isletmelerde  CMT uygulanarak subklinik mastitis
prevalanslarinin belirlenmesi ve mastitise neden olan
risk  faktorlerinin - degerlendirilmesi  amagland.
Bolgesel olarak yapilan benzer calismalarda, CMT ile
meme lobu ve hayvan bazinda belitlenen subklinik
mastitis oranlarinin sirastyla %14,11-60,17 ve %51,28-
74,50 arasinda degisim gosterdigi tespit edilmigtir
(Alagam ve ark. 1986, Ergiin ve ark. 2004, Mdegela ve
ark. 2004, Macun ve ark. 2011, Ozdemir ve Kaymaz
2013, Tolosa ve ark. 2013, Kogyigit ve ark. 2016).
Sunulan c¢alismada, meme lobu bazinda belirtilen
calismalara benzer bir deger (%41,08) saptanmasina
ragmen hayvan bazinda bu calismalarin Ust sinirina
yakin bir subklinik mastitis insidensi (%73,706)
belitlenmistit.  Yukarida belirtilen  ¢alismalardan
Tolosa ve ark.'nin (2013) yaptig1 ¢alismada, subklinik
masititis icin belirlenen baslangic degeri CMT=$
olarak alinirken diger calismalarda bu baslangic degeri
CMT=1 olarak belitlenmistit. Bu nedenle sunulan
calismada CMT skoru § olan meme loblart da
subklinik mastitisli olarak degetlendirilmis ve hayvan
bazinda daha yiiksek bir subklinik mastitis insidens
yizdesi (%061,93) tespit edilmigtir. Yaygin olarak
mastitis problemi bulunan ve mastitis kontrol
programi uygulanmayan Tanzanya'da ise hayvan
bazinda subklinik mastitis insidensinin Afyonkarahisar
iline benzer olarak ortalama 74,50 (Kibaha bélgesinde
indidensin %82,40'a kadar ¢tktig1 bildirilmistir) olmasi
(Mdegela ve ark. 2004) benzer sartlarin burada da
gecerli oldugunu distindirmektedir. Bunun nedeninin
aile tipi isletmelerdeki kisilerin subklinik mastitis ile
ilgili yeterli bilgiye sahip olmamalart sonucu sagim
hijyenine  dikkat etmemelerinden  kaynaklandigt
distntlmektedir. Yapilan ¢alismalarda sagim hijyeni
eksikligi, hatali ve gelisiglizel antibiyotik kullaniminin
énemli bir rol oynadig bildirilmistir (Seker ve Ozeng
2011). Bununla birlikte sagim  makinelerinin
bakimlarinin  diizenli  olarak  yapilmamasi  ve
makinelerin hatalt kullanilmasinin da 6énemli faktérler
arasinda yerini almast muhtemel olarak gorillmektedir.
Bu nedenle bolgede sagim hijyeni ve mastitis kontrol
programlar ile ilgili halk egitimlerinin yapilmasi biyiik
6nem arz etmektedir.
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Aile tipi isletmelerde, CMT ile subklinik mastitis
taramasi yapilan bir ¢alismada, meme lobu bazinda
klinik mastitis ve kér meme lobu insidenslerinin
strastyla %3,09 ve %0,11 oldugu bildirilmistir (Tolosa
ve ark. 2013). Ozdemir ve Kaymaz (2013) tarafindan
aile tipi igletmelerde CMT ile subklinik mastitis
taramasinin yapildigt baska bir arastirmada ise kor
meme lobu insidensinin  %4,84 oldugu tespit
edilmistir. Sunulan calismada da diger calismalara gore
daha dusik oranda klinik mastitisli (%2,48) ve kor
(%3,84) meme lobu insidensinin belitlenmesinin
sebebinin Afyonkarahisar ilinde fazla sayida mezhaba
bulunmasindan  kaynaklandigt  distntlmektedir.
Afyonkarahisar ili 6nemli bir yetistiricilik alanidir ve
burada elde edilen urtnlerle Turkiye'nin 6nemli bir
tiketim acgigt kapatilmaktadir (Seker ve ark. 2015).
Hayvan sahipleri damizlik degeri ve/veya st verimi
dusik olan hayvanlarda klinik mastitis veya
memelerin kérelmesi gibi olgulart kolayca saptadiklari
icin bu hayvanlari rahatlikla mezbahaya sevk etmekte
ve ekonomik  kayiplari  en aza  indirmek
istemektedirler. Boylece sit verimi disen bu
hayvanlar mezbahada et verimleri igin
degerlendirilmektedir.

Tolosa ve ark. (2013) ineklere CMT uygulayarak
subklinik mastitis taramasi yaptiklari bir calismada, 4
yas tzerindeki ve ileri laktasyon dénemlerinde
hayvanlarda mastitis gériilme insidensinin istatistiksel
olarak  Onemli  diizeyde  artis  gOsterdigini
bildirmislerdir. Yapilan baska bir c¢alismada ise
laktasyon sayist ve doénemi artttkca CMT pozitif
meme lobu saylarinin da 6nemli diizeyde artis
gosterdigi saptanmustir (Coban ve Tlizemen 2007). Bu
calismalardan farkli olarak Kogyigit ve ark. (2016) yas
ve laktasyon dénemi ile subklinik mastitis arasinda bir
iliskinin olmadigint saptamuglardir. Yine Risvanlt ve
Kalkan (2002) yas ile CMT sonuglart arasinda bir
iliskinin olmadigint bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada
da Coban ve Tizemen (2007) ve Tolosa ve ark.
(2013)'na benzer sckilde yas artisina baglt olarak ve
Ozellikle laktasyonun 180. ginini gecen hayvanlarda
subklinik mastitis insidensinin artis gosterdigi tespit
edilmistir. Ineklerde yas artisina bagli olarak meme
sfinkterlerinde  gevseme ve duktus papillarisin
Ozelligini yitirmesine baglt olarak mastitis vakalari ile
daha sik karsilagilabilecegi bilinmektedir (Vural ve ark.
2016). Bununla birlikte iyi idare edilen sirilerde
dogumdan sonraki 5-6. haftadan sonra mastitis
insidensinin dismesi gerektigi bildirilmektedir (Vural
ve ark. 2016). Sunulan calismada ise 25. haftadan
sonra subklinik mastitis olgularinda ani bir artis
gozlenmistir.  Bu  durumun  mastitis  kontrol
programlarinin  uygulanmadigi  strllerin iyl idare
edilmemesinden (Kipliali ve Vural 2016) ve/veya
kuruya ctkartilmast gereken hayvanlarin sagimlarinin
devam ettirilmesinden kaynaklandig1
dustnilmektedir.

CMT (+) ve sitlerinde mikrobiyolojik treme olan
Isvigre esmeri 1rki ineklerin meme loblarindaki
somatik hicre sayiarinin Holstayn, Yerli ve melez
wklara  gére  Onemli  diizeyde yitksek oldugu
saptanmistir (Risvanl ve Kalkan 2002). Yapian diger
bir calismada ise Holstayn 1rki ineklerde meme lobu
dizeyinde CMT porzitif sonuglarinin daha fazla
oldugu saptanmustir (Risvanli 2000). Yine buna
benzer olarak, Holstayn 1rki hayvanlarda Esmer irka
gére CMT poritiflik risk faktérintin énemli diizeyde
yiksek oldugu bildirilmektedir (Coban ve Tizemen
2007). Bunlardan farkli olarak; Holstayn, Esmer ve
Simental wklarnin CMT pouzitiflik ile bir iliskilerinin
olmadigint (Kogyigit ve ark. 2016) ve Holstayn ve
Esmer 1rklart arasinda CMT skorlart bakimindan bir
farkliligin  olmadigint  (Sabuncuoglu ve ark. 2003)
bildiren calismalar da bulunmaktadir. Afyonkarahisar
bélgesinde yetistiriciligi yapilan sigir irklart gesitlilik
gostermektedir. Sunulan ¢alismada da Afyonkarahisar
bolgesinde ineklerdeki 1rk faktérinin  subklinik
mastitis ile iliskili olmadig tespit edilmistir.

Strt buyikligi ile subklinik mastitis arasinda iliskinin
arastirldigy fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Tolosa ve
ark. (2013) surt buyukliginin subklinik mastitis ile
herhangi bir iliskisinin olmadigint belirtmislerdir.
Arastirmacilardan farklt olarak bu ¢alismada ise 10 ve
daha az sayida hayvan bulunan isletmelerde subklinik
mastitis insidensinin 6nemli diizeyde ylksek oldugu
saptandi. Afyonkarahisar ilindeki biyik aile tipi
isletmeler genellikle siit ve siit Urlinlerini pazarladiklart
i¢cin hayvanlarin meme saghgina daha fazla Gnem
vermektedirler. Bu isletmeler meme saghg kontrol
programlarindan bazilarini uygulamaktadirlar. Kigiik
aile tipi isletmelerde ise genellikle bu kontrol
programlart uygulanmamakta ve sagim gelisi giizel
yaptmaktadir. Bu nedenle kiictik aile tipi isletmelerde
subklinik mastitis olgulari ile daha fazla karsilagildigs
distntlmektedit.

Isvicre esmeri iizerinde yapilan bir calismada CMT
skorlari ile meme loblarinin dagilimlari arasinda bir
iliski beliflenememistir (Seker ve ark. 2000). Benzer
sekilde Holstayn, Isvicre esmeri ve Simental 1irki
ineklerde de CMT skoru ile meme loblarinin
lokalizasyonu arasinda bir fark tespit edilememistir
(Kogyigit ve ark. 2016). Sunulan calismada da meme
lobu yerlesim yeri ile subklinik mastitis arasinda bir
iliski saptanamadi.

Sagim sonrast meme bast teat-dipping uygulamalart
dinyada  bircok  isletmede  yaygin olarak
kullamlmaktadir. Avustralya'da yapilan bir calismada,
somatik htcre sayist yiksek olan 62 isletmenin 58'inde
(%94)  sagim  sonrast  teat-dipping  isleminin
uygulandig belirtilirken somatik hiicre sayisi disiik
olan 52 isletmenin 49'unda (%95) sagim sonrasi teat-
dipping isleminin uygulanmadigt tespit edilmistir
(Plozza ve ark. 2011). Sunulan ¢alismada da benzer
olarak teat-dipping uygulamasinin subklinik mastitisin
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olugsmast tzerine herhangi bir etkisinin olmadigi
saptandi.

Sagimin elle veya makine ile yapilmast da subklinik
mastitis sekillenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir.
Turkiye'de sagim makinelerindeki hatalatin ve/veya
hatali  kullanimlarin ~ CMT  skorlarint  arttirdigy
belirtilmektedir. Sagim makinelerindeki hatalarin
dizeltilmesi ile CMT skorlarinin da bir miktar
diisebilecegi  gosterilmistir  (Koker ve Salmanoglu
2000, Koker ve Ozeng 2005, Ozeng ve ark. 2008).
Avrupa'da yapilan bir calismada ise otomatik sagim

sistemlerinin meme sagligt tzerinde Onemli bir
etkisinin olmadig fakat laktasyon dénemi 300. giinii
gecen ineklerde kontrol Onlemlerinin  alinmasi
gerektigi  bildirilmektedir (Zecconi ve ark. 2003).
Sunulan c¢alismada elle sagim ile makineli sagim
arasinda ~ CMT  skoru  bakimindan  farkliik
bulunamamistir. Bu durum Turkiye'de yapilan diger
calismalardan  farklilik  gOstermektedir.  Bunun
nedeninin calismada elle sagim yapilan isletmelerden
elde edilen wveriletin  oldukca az olmasindan
kaynaklandig1 diigtiniilmektedir.

Tablo 1. Ineklerde meme lobu diizeyinde baz risk faktorlerin subklinik mastitis insidensi iizerine etkileri
Table 1. Effects of some risk factors on the incidence of subclinical mastitis at the quarter level in lactating dairy cows

Risk faktérleri Inek Incelenen meme lobu sayist1 ~ Subklinik  mastitisli p
sayis1 meme lobu sayis1 (%) degeri

Itk 0,107

Yerli kara 12 46 18 (39,13)

Esmer 14 50 27 (54,00)

Simental 63 237 86 (36,29)

Holstayn 113 424 180 (42,45)

Yas 0,001

2-5 yas 95 359 117 (32,59)

6-8 yas 67 255 112 (43,92)

29 yas 40 143 82 (57,34)

Laktasyon dénemi 0,006

<90 61 231 82 (35,50)

90-180 70 266 102 (38,35)

>180 71 260 127 (48,85)

Siirii buyuikligi 0,001

<10 hayvan 85 319 154 (48,28)

>10 hayvan 117 438 157 (35,84)

Sagim sekli 0,248

Elle sagim 9 32 10 (31,25)

Makineli sagim 193 725 301 (41,52)

Teat dipping uygulamasi 0,912

Var 52 189 77 (40,74)

Yok 150 568 234 (41,20)

Meme loblarinin yerleri 0,611

Sag 6n 202 195 73 (37,44)

Sol 6n 202 188 81 (43,09)

Sag arka 202 185 75 (40,54)

Sol arka 202 189 82 (43,39)
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Tablo 2. ineklerde meme lobu diizeyinde subklinik mastitise neden olan risk faktorleri
Table 2. Risk factors associated with subclinical mastitis at the quarter level in lactating dairy cows

Bagimsiz Degiskenler g SE %95 GA p-degeri
Sabit -1.042 0.170 - -
Yas 0.001
2-5 yas Ref
6-8 yas 0.502 0.173 1.653 1.178-2.320 0.004
29 yas 1.104 0.210 3.016 1.996-4.556 0.001
Laktasyon Dénemi 0.017
<90 Ref
90-180 -0.191 0.195 0.826 0.546-1.210 0.327
>180 0.327 0.189 1.387 0.957-2.010 0.084
Sirii Biiyiikligi
>10 Ref
<10 0.560 0.155 1.751 1.291-2.374 0.001

B: Regresyon Katsayist; SE: Standart Hata; OR: Odds Ratio; GA: Guven Araligt; Ref: Referans Grup

SONUC

Sunulan ¢alismanin sonucunda, siiride 10 ve daha az
hayvan barindiran aile tipi isletmelerde bulunan
ineklerde, laktasyonun ilerleyen dénemlerindeki
ineklerde ve 9 yas ve tizeri ineklerde CMT skorlarina
gore subklinik mastitis olgulariun  daha fazla
gbzlendigl tespit edilmistir. Afyonkarahisar ilinde aile
tipi isletmelerde yiksek oranda gbzlenen subklinik
mastitis olgulart buylk bir problem olarak karsimiza
ctkmaktadir. Boélgede bulunan bu tip isletmelere
mastitis kontrol programlari hakkinda mutlaka egitim
verilerek isletmelerin kar oranlari arttirilmalidir.
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ABSTRACT

The objective of the current study was to determine the feedlot performance and ration cost in Charolais breed
heifers before insemination. In this research, 65 Charolais head heifers at 9-10 months of age were used. Rations
were prepared according to the protein and energy needs of heifers. Feedlot performance and daily feed costs of
heifers were determined at the end of each feeding period. In the study, monthly daily gain (kg) of heifers were
determined as 41,29%10,82, 34,00£6,85, 37,38+9,80, 25,14£9,58, 27,82111,24 daily gain (kg) as 1,38%0,30,
1,13£0,23, 1,25%0,32, 0,84£0,31, 0,931+0,37 (P<0,05), respectively. The highest cost of feeding per animal was in
the 3td period (7,25%£1,90TL) and the lowest cost was in the 1st period (6,10£1,60TL). Due to the high feed costs
in dairy cattle breeding, it is important to control feed costs by carrying out such studies with different rations.

Keywords: Charolais, Heifer, Cost, Performance, Ration

kkk

Sarole Itki Diivelerde Tohumlama Oncesi Beslenme Performansini ve Rasyon Maliyetlerinin
Belirlenmesi

oz

Bu calismanin amact sarole irki diivelerde tohumlama 6ncesi beslenme performanst ve rasyon maliyetlerinin
belirlenmesidir. Arastirmada 9-10 aylik yasta 65 bas sarole irki ditve kullanilmistir. Rasyonlar, divelerin protein ve
enerji ihtiyaglart g6z Oniine alinarak hazirlanmistir. Her besleme dénemi sonunda divelerin  beslenme
performanslart ve ginlik yem maliyetleri belitlenmistir. Arastirmada divelerin aylik canlt agirhik (kg) artiglart
doénemlere gore sirastyla; 41,29+10,82, 34,00£6,85, 37,38+9,80, 25,1419,58, 27,82+11,24 gunlik canlt agirlik
artislan (kg) ise; 1,38%0,36, 1,13%0,23, 1,25+0,32, 0,84%0,31, 0,93£0,37 olarak tespit edilmistir (P<0,05). Hayvan
basina en yiksek rasyon maliyeti 3. dénemde ( 7,25£1,90TL), en disiik rasyon maliyeti ise 1. dénemde
(6,10£1,60TL) gerceklesmistir. Siit sifir1 yetistiriciliinde yem gidetlerinin yiksek olmasindan dolayr farkl
rasyonlarla bu tip ¢alismalarin yapilarak yem maliyetlerinin kontrol altina alinmast 6nem arz etmektedir.
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To cite this article: Giimiis H. Akin A.C. Determination of The Feedlot Performance and Ration Cost in Charolais Breed Heifers Before
Insemination. Kocatepe Vet J. (2019) 12(3):284-291.

Submission: 17.05.2019 Accepted: 12.08.2019 Published Online: 24.08.2019
ORCID ID; HG: 0000-0001-7077-1036, ACA: 0000-0003-3732-0529
*Corresponding author e-mail: hdrgumus@gmail.com

284



GIRIS

Sut sigircihigt isletmelerinde sagmal hayvanlarin ve
duvelerin  yetistiriciligi  ile  ilgili  maliyetlerin
hesaplanmast  ciftlik isletmeciliginin = 6nemli  bir
pargasidir (Zwald 2007). Dive yetistiriciliginde amag
tretimde kullanilan girdi maliyetlerini  azaltarak
karliigr artrmaktir (Hoffman ve Funk 1992). Yem,
dive dUretiminde en Dbiyik maliyet kalemini
olusturmakla birlikte bu maliyeti kontrol edebilmek
icin en iyi yol dive vyetistiriciligindeki toplam
masraflart kontrol altina almaktir (Gabler ve ark.
2000). Sit sigirr yetistiriciliginde toplam masraflar
kontrol etmenin en iyi yolu ise yemden yararlanmayi
yonetebilmektir. Ancak yemden yararlanma duive
yetistiriciliginde nadiren disundlir (Zanton ve
Heinrichs 2008). Isletmelerde diivelerin maliyeti,
toplam siit Gretim maliyetinin %15-20’sine kargilik
gelmekte, bu nedenle yem maliyetinden sonra ikinci
en biytk girdiyi olusturmaktadir (Annexstad 1986,
Goodger ve Teodore 1986). Duve beslemesi uygun
bir biylime hizt ile hayvanin cinsel olgunluga
ulagmasimi saglayan ekonomik bir besleme programi
temeline dayanir. Verim glcti  yiksek dive
yetistirmenin  basart  Sl¢iiti  diivelerin - optimum
diizeyde buyimesi ve gelismesidir. Duvelerin dél
verimine iliskin performanslari blyime hizindan
etkilenir (Tuncer, 2017). Uygun bir biyime hiz ile
gerekli canli agirliga ulasan divelerin tohumlanarak
gebe kalmasi saglanir. Nitekim erken  yasta
tohumlanan diivelerde siit verimi ve canlt agirlik artisy,
gelismesini normal olarak tamamladiktan sonra
tohumlanan divelere gére daha disitk kalmaktadir
(Turk 2010). Stt sigir yetistiriciligi yapan isletmelerde
stit veriminin daha ¢ok 6énemsenmesi nedeniyle dive
yetistiriciligi g6z ard:r edilmektedir. Ancak duveler
hem isletmenin siit iretim potansiyelini belirleyen
hem de gelecekteki d6l verimi ile stiriiniin stirekliligini
saglayan gruptur (Colakoglu ve Kduplili 2016).
Ddveler stiriideki sagmal ineklere gére 100 ila 150 kg
daha az viicut agithg ile buzagilama yaptiklarindan
(dogum yaptiklarindan) (Parker 1996) bakim ve
besleme ihtiyaglart siiriideki diger hayvanlardan
farklidir (Roche ve ark. 2007, Wathes ve ark. 2007).
Bu c¢alisma, tohumlama Oncesi farkli rasyonlarla
beslenen  sarole 1kt ithal = duvelerin  farklt
dénemlerdeki beslenme performanslarini  ve bu
rasyonlarin maliyetlerinin hesaplanarak belirlenmesi
amactyla yapilmustir.

MATERYAL ve METOT

Arastirma  Afyonkarahisar’da  bulunan 6zel  bir
isletmede yuritilmustir. Hayvanlar Cek
Cumbhuriyetinden 14.12.2017 tarihinde yola ¢tkmis ve
24.12.2017 tarihinde 65 adet duve ciftlige gelmistir.
Hayvanlar 30 giin boyunca karantina altunda tutulmus
ve burada parazit ilaglari, sap (21 giin sonra tekrar
yapildr), karma, ¢icek, IBR (Infection Bovine
Rhinotracheitis), BVD (Bovine Viral Diarrhea) ve

brusella asilart yapilmustir. Calisma boyunca ocak
ayinda ortalama hava sicakligr 8.56 C° iken en disik
stcaklik geceleri -3.5 C°, Haziran ayinda ortalama hava
sicakligt 27,4 C° iken en yiksek sicaklik giindiz 30 C°
civarlarinda  seyretmistir. Hayvanlar  toplam  iki
padokta barindirilmistir. Padoklarin kuzey tarafi tugla
ile gatist ise sandvi¢ paneller vasitastyla kapatilmustir.
Kis aylarinda iceride riizgar akimint engellemek icin
giiney cephesindeki kapist da kapatlmistir. Yaz
aylarinda hayvanlari serinletmek icin pulverizator
serinletme  sistemleri  kullantlmistir.  Altlilk  olarak
padoklarda gecmeli tas (patke tagt) kullanilmistir. Her
on bes giinde bir hayvanlarin alt1 kepce ve traktor ile
temizlenmistir.

Arastirmada 9-10 aylik yasta 65 bas dive kullanilmis
ve hayvanlar tohumlama 6ncesi 150 giinlik zaman
dilimi  icerisinde  dénemsel olarak NRC’nin
(Nutritional Research Council) belirledigi rasyona
gore beslenmislerdir (NRC 2001). Hayvanlar 30
ginlik karantina siiresinden sonra aylik olarak 5
déneme  ayrilmis ve hep aymt  padoklarda
barndirdmistir  [24.0cak-24.Subat (1. Doénem);
24.Subat-24.Mart (2. Dénem); 24 Mart-24.Nisan (3.
Dénem); 24. Nisan-24 Mayis (4. Dénem); 24. Mayis-
24 Haziran (5. Dénem)].

Rasyonda kaba yem igerigini; cayir silaji, musir silaji,
bugday samani, ¢ayir kuru otu, yonca kuru otu, seker
pancari posast (SPP); konsantre yem igerigini arpa,
melas, ay¢icegi tohumu kispesi (ATK) ve dive yemi
olusturmustur. Hazirlanan ginlik rasyonlarin igerigi
Tablo 1’de sunulmustur. Yemler, toplam karma
yemleme (TKY) sistemi ile saat 08:00 ve 18:00’de
olmak tzere iki 6gin halinde 12 m¥lik karma yem
vagonu ile hayvanlara verilmistir. Hayvanlar her
dénemde bireysel olarak sabah yemlemesinden 6nce
tartlmig, aylik canl agirhiklart (ACA) tespit edilmistir.
Tartumlar arast farktan yararlanilarak hem aylik canh
agithk artislart (ACAA) hem de glnlik canli agirlik
artislar1 (GCAA) belirlenmistir. Bir kg canli agirhk
artist icin tiketilen toplam yem kuru madde
miktarinin kilogram olarak hesaplanmastyla yemden
yararlanma orant (YYO) hesaplanmustir. Hayvanlarin
ortalama gunlik yem tlketim maliyeti; dénemlere
gore rasyonun 1 kg yem fiyattnin (TL) gunlik kuru
madde tiketimi ile (kg) carpilmastyla elde edilmistir.

Tablo 1’de besleme stiresince bes farkli dénemde her
bir hayvanin glnlitk yem tiiketimi belitlenerek elde
edilen veriler cari fiyatlarla carpilarak her bir d6nemde
ortalama  ginlik  yem  maliyed = (OGYM)
hesaplanmustir.  Diivelerde  farkli  dénemlerdeki
rasyonlarin; aylk canlt agitlik artist (ACAA), gunlik
canli agirhk artist (GCAA), glnlik kuru madde
tiketimi (GKMT), yemden yararlanma orani (YYO)
ve ortalama ginlik yem maliyeti (OGYM) tzerine
etkisini belirlemek amaciyla SPPS istatistik paket
programi kullanilmistir IBM SPSS Versiyon 22.0).
Donemler arast farkliliklart belitlemek icin  fekrark
verilerde varyans analizi (repeat measure) ve donemlerin
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ikili  karsilastrmalarinda  pazred  samples  t-testi
kullantlmustir.  Tanmmlayict istatistikler ortalama ve
standart sapma olarak sunulmustur. Istatistiksel
anlamlilk dizeyi P<0,05 olarak kabul edilmistir
(Kalayct, 2010).

BULGULAR

Tohumlama o6ncesi duvelerin  beslenmesi  icin
hazirlanan rasyonlarin maliyetlerini gsteren bilgiler
Tablo 2’de sunulmustur. Tablo 2 incelendiginde ilk
donem kaba yem/konsantre yem orant %59,88 iken
son dénem %80,02’ye yitkselmistir. Besleme periyodu
boyunca dénem iletledikce rasyonda kaba yem miktari
artarken konsantre yem miktart azalmistir. Divelerin
gunlik rasyon maliyeti birinci donemde 6,42 (TL/kg);
ikinci déonemde 7,12 (TL/kg); tgtincti dénemde 7,25
(TL/kg); dordincu dénemde 7,12 (TL/kg) ve son
dénemde 6,90 (TL/kg) TL olarak belitlenmistir.
Denemenin  basinda  ortalama  canlt  agurliklar
224,04120,38 kg olan duveler, besleme dénemi
sonunda 361,861+30,04 kg’a ulagsmustir. Donemsel
olarak ayltk canlt agithk artist dalgall bir seyir

gostermistir. Diivelerin  giinlitk canli agirlik  artist
birinci dénemde 1,38 kg; ikinci dénemde 1,13 kg;
tctinct dénemde 1,25 kg; dordiinct dénemde 0,84 kg
ve son donemde 0,93 kg olarak belirlenmistir (Sekil
1). Canl agirhik artisina baglt olarak duvelerin kuru
madde titketimi artig géstermistir. Gunlitk canli agirlik
artisina  baglt olarak yemden yararlanma orani
azalmistir. Arastirmada farklt dénemlerde hazirlanan
rasyonlarla beslenen divelerde, ay sonu canlt agirlig
(ACA), aylik canlt agirlik artist (ACAA), ginlik canl
agithk artist (GCAA), glnlik kuru madde tiketimi
(GKMT), yemden vyararlanma oranmt (YYO) ve
ortalama giinlik yem maliyeti (OGYM) Tablo 3’de
sunulmugtur. Ortalama ginlitk yem maliyetleri
acisindan bir degerlendirme yapildiginda; en ytksek
maliyetli besleme dgtncti doénemde, en dusik
maliyetli besleme ise 1. dénemde gerceklesmistir. Sekil
2de GCAA, GKMT, YYO ve OGYM parametreleri
dénemlere gbre grup ortalamasi ve standart sapma
olarak sunulmustur. a, b, c, d, e; Farklt harfi tasiyan
degerler icin fark istatistiki olarak anlamhdir (paired
samples t-testi, P<0,05).

GKMT, GCAA ve YYO degisimleri

10,00
8,91
9,00 P bl PRS-V
4
goo e A
I B SO 705
6,64 .- /’ ,
7,00 6,00 o et sl
6,00 """""""""" - e
--C
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3,00
2,00
113
1,00 gt - 034 0,33
0,00
1 2 4 5
--------------- GKMT GCAA = ===YYO

Sekil 1. Besleme boyunca divelerin giinliik kuru madde titketimleri, giinliik canlt

agrilik artislart ve yemden yararlanma oranlart

Graph 1. Daily dry matter intake, daily gain and feed conversion of heifer during

the feeding
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GCAA, GKMT, YYO ve OGYM parametreleri ddnemlere gbre grup ortalamast ve standart
sapma olarak sunulmustur. a, b, c, d, e; Farkli harfi tastyan degetler icin fark istatistiki olarak
anlamhdir (paired samples t-testi, P<0,05).
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Sekil 2. Besleme boyunca divelerin giinlik canlt agrlk artislann (A) ginlik kuru madde
titketimleri (B), yemden yararlanma oranlart (C) ve ortalama giinliik yem maliyeti (D)

Graph 2. Daily gain (A), daily dry matter intake (B), feed conversion (C) and average of daily
feed cost (D) of heifer during the feeding

Tablo 1. Farkli dénemlerdeki rasyonlarin igerigi
Table 1. Composition of ration at different stage

Rasyon Igerigi (kg) 1. Dénem 2.Dénem 3. Dénem 4. Dénem 5. Dénem
Cayur Silajt 1,5 2,0 2,0 2,0 55
Muisir Silajt 1,5 2,0 2,2 2,2 2,0
Bugday Samani 1,3 1,3 1,6 3,5 4,0
Cayir Kuru Otu 0,5 0,5 0,5 0,6 0,0
Yonca Kuru Otu 1,0 1,0 1,0 0,6 0,0
Arpa, Ezme 0,0 0,5 0,5 0,0 0,0
Melas 0,3 0,3 0,3 0,1 0,1
ATK! 1,2 1,2 1,2 0,96 0,6
SPP? 1,5 1,5 1,5 1,5 2,0
Diive Yemi 1,1 1,1 1,1 0,8 0,8
Soda* 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Tuz 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Vitamin-Mineral Premiks ** 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Canli maya kultirta /kg *** 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
Toplam 10,07 11,57 12,07 12,43 15,17

IATK: Aygicegi tohumu kiispesi; 2SPP: Seker pancari posast

*Sodyum bikarbonat

**Vitamin ve mineral karigimi, 1000 gramda: Vitamin A, 10.000.000 IU; Vitamin D, 2.000.000; vitamin E, 30.000 mg; Mangan,
50.000 mg; Demir, 50.000 mg; Cinko, 50.000 mg; Bakir, 10.000 mg; Iyot, 800 mg;Kobalt, 150 mg; Selenyum, 150 mg

*KX Saccharomyces cerevisiae, 1026 susu
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Tablo 2. Farklt donemlerde glinliik rasyon fiyati (TL), miktart (kg) ve maliyetleri (TL)
Table 2. Daily feed price, amount and cost of ration at different stage

1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem 4. Dénem 5. Dénem
Yemler, kg Fiyat Miktar Maliyet Fiyat Miktar Maliyet Fiyat Miktar Maliyet Fiyat Miktar Maliyet Fiyat Miktar Maliyet
Cayir Silaji 0,25 1,50 0,375 0,25 2,00 0,50 0,30 2,00 0,60 0,30 2,00 0,60 0,30 5,50 1,65
Musir Silajt 0,25 1,50 0,375 0,25 2,00 0,50 0,30 2,20 0,66 0,30 2,20 0,66 0,30 2,00 0,60
Bugday Samani 0,80 1,30 1,04 0,80 1,30 1,04 0,60 1,60 0,96 0,60 3,50 2,10 0,50 4,00 2,00
Cayir Kuru Otu 0,90 0,50 0,45 0,90 0,50 0,45 0,70 0,50 0,35 0,60 0,60 0,36 0,50 0 0
Yonca Kuru Otu 0,90 1,00 0,90 0,90 1,00 0,90 0,90 1,00 0,90 0,70 0,60 0,42 0,75 0 0
Arpa, Ezme 0,90 0 0 090 0,50 0,45 0,90 0,50 0,45 0,85 0 0 085 0 0
Melas 0,40 0,30 0,12 0,40 0,30 0,12 0,40 0,30 0,12 0,40 0,10 0,04 0,40 0,10 0,04
ATK 0,85 1,20 1,02 0,85 1,20 1,02 0,85 1,20 1,02 1,10 0,96 1,056 1,10 0,60 0,66
SPP 0,12 1,50 0,18 0,12 1,50 0,18 0,12 1,50 0,18 0,12 1,50 0,18 0,12 2,00 0,24
Diive Yemi 1,10 1,10 1,21 1,10 1,10 1,21 1,15 1,10 1,265 1,20 0,80 096 1,20 0,80 0,96
Soda* 1,35 0,05  0,0675 1,35 0,05 00675 1,35 0,05  0,0675 1,35 0,05 00675 1,35 0,05  0,0675
Tuz 0,30 0,02 0,006 0,30 0,02 0,006 0,30 0,02 0,006 0,30 0,02 0,006 0,30 0,02 0,006
Vitamin-Mineral ** 7,00 0,05 0,350 7,00 0,05 0,350 7,00 0,05 0,350 7,00 0,05 0,350 7,00 0,05 0,350
Canlt maya kaltlri*+* 6,50 0,05 0,325 6,50 0,05 0,325 6,50 0,05 0,325 6,50 0,05 0,325 6,50 0,05 0,325
Toplam 10,07 6,42 11,57 7,12 12,07 7,25 12,43 7,12 15,17 6,90
1 kg yem maliyeti (TL) 0,637 0,615 0,601 0,573 0,455
Yem KM, % 63,1 61,8 62,0 63,2 54,0
1 kg KM yem maliyeti (TL) 1,009 0.995 0.969 0.906 0.842

IATK: Aygicegi tohumu kiispesi; 2SPP: Seker pancart posast

*Sodyum bikarbonat

*Vitamin and mineral karisimi, 1000 gramda: Vitamin A, 10.000.000 IU; Vitamin D, 2.000.000; vitamin E, 30.000 mg; Mangan, 50.000 mg; Demir, 50.000 mg; Cinko, 50.000 mg; Bakir,

10.000 mg; Tyot, 800 mg; Kobalt, 150 mg; Selenyum, 150 mg

*KX Saccharomyces cerevisiae, 1026 susu
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Tablo 3. Duvelerin farkh dénemlerdeki performans degerleri ve yem maliyeti
Table 3. Performance value and ration cost of heifer at different stage

1. Donem 2. Donem 3. Donem 4. Donem 5. Dé6nem
ACA, kg 224,04+20,38 265,33125,98 299.33+26,12 336,72129,92 361,86130,04
ACAA, kg 41,29110,82a 34,00£6,85¢ 37,3819,80p 25,1419 ,58¢ 27,82111,244
GCAA, kg 1,38+0,362 1,13£0,23¢ 1,25%0,32b 0,841+0,31¢ 0,93+0,374
GKMT, kg 6,0421+1,583¢ 6,6421+1,338p 7,48011,961a 7,47012,8452 7,95013,214a
YYO kg/kg 4,39+1,15¢ 5,8611,18b 6,00+1,57b 8,9113,402 8,5713,462
OGYM, TL 6,10+1,60v 6,61+1,33b 7,2511,90a 6,7712 58b 6,691+2 71ab

abede: Ayni satirda farkli hatfi tastyan ortalamalar arast istatistiki fark anlamhidir (P<0,05).

TARTISMA ve SONUC

Tohumlama 6ncesi farklt rasyonlarla beslenen sarole
ikt ithal divelerin farkll donemlerdeki beslenme
performanslarint ve bu rasyonlarin maliyetlerinin
belirlenmesi amactyla yapilan calismada; besleme
dénemlerinde ACAA ve GCAA  bakimindan
farkliliklarin 6nemli oldugu, birim yem maliyetlerinin
besleme dénemi boyunca azaldigt saptandi. Diivelerin
besin madde ihtiyaclart NRC (2001) gore hesaplanmuis
ve rasyonlari bes doénemde ihtiyaclara gére
diizenlenmigtir. Farkli dénemlerde gunlik rasyon
miktarlart Tablo 2’de gdsterilmis olup, rasyonda kaba
yem miktar1 artirilmis konsantre yem miktart da
azaltulmustir. Bindari ve ark (2013) asirt enerji aliminin
divelerde ‘yaglt inek sendromuna’ neden oldugunu ve
bir sonraki laktasyonda fertilitenin  olumsuz
etkilendigini belirtmislerdir. Bununla birlikte kalitesiz
kaba yemle beslenen duvelerde 6strus belirtilerinin
tam tespit edilememesine bagli olarak gebelik
oranlarinda  distikliiklerin  oldugu  belirtilmistir.
Ayagan (2015), diivelerin viicut kondiyon skorlarinin
(VKS) 6nemli oldugu ve beslenme uygulamalarinin
VKS g6z alinarak  yapilmast  gerektigini
vurgulamuslardir.  Nitekim Abeni ve ark. (2000)
yaptiklari calismada Italyan Holstein-Friesian diiveleri
7 aylktan 14 ayliga kadar (tohumlama Oncesi)
NRCnin 6nerdigi  degerlerinden %15 daha fazla
enetji ve protein ve 6nerdigi normal degetlere gore iki
grup halinde diveleri beslemislerdir. Calismanin
sonucunda 6nerilen degerden yuksek degetlere gore
beslenen ve normal degetlere gbre beslenen divelerde
GCAA’nin sirastyla 0,775 kg/giin ve 0,667 kg/giin
oldugunu; vicut kondisyon skotlarmnin 2,45 ve 2,62
oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda kullanilan
duveler etei 1rk 6zelligine sahip oldugundan (Martinez
ve ark., 2016) dolayt GCAA normale gbre biraz
yuksek seyretmistir.

Sitten kesimden tohumlanma zamanina kadar iyi
beslenen duvelerin daha erken pubertaya ulasarak
aktif bir siklusa sahip olduklarindan dolayr gebelik
oranlarinin iyilestigi (Martson ve ark. 1995), gtinlik
kuru madde titketimi iyi olan divelerin hem yagsiz bir
kondisyon sahip oldugu bununla birlikte pubertaya
erken ulastigl belirtilmistir. Calismamizda da GKMT
1. donemde 6,042 kg/giin olarak tespit edilitken
dénemler boyunca artis gbstermis ve son dénem

7,950 kg/gun hesaplanmustir. Erken stitten kesme ve
konsantre yemle besleme kombinasyonu “kademeli
besleme  rejimi”  (stair-step) seklinde izlenirse,
kontrollt bir biiylime gerceklesir ve diveler 14. aydan
daha 6nce Gstrus siklusunu yakalayip erken cinsellige
ulagtr (Occhio ve ark. 2018). Yapilan c¢alismada
gunlik canl agirlik artist donemlere goére farklilik
gostermekle birlikte 0,84 ile 1,38 kg arasinda oldugu
hesaplanmistir. Bu oranlar yapilan calismalarla da
benzerlik goéstermektedir. Cardosa ve ark. (2014)
“kademeli besleme rejimi” ile besledikleri divelerin
pubertaya daha erken ulastiklarini, bu davelerin
ginlik 0,84 kg canl agihk kazandigim ve rasyon
maliyetinin daha az oldugunu belirtmislerdir. Akins ve
ark. (2016) duvelerin siitten kesimden sonra
tohumlanincaya kadar ki ortalama glinlik canli agirlik
artisinin 0,85-0,90 kg olmast gerektigini bildirmistir.
Arastirmacilar, 3. aydan 9.’aya kadar meme gelisiminin
diger organlara gére (Allometrik biyime) ¢ok hizlt
oranda oldugunu ve bu periyot boyunca beslemenin
o6nemli oldugunu belirtmislerdir. Yiksek enerjili
rasyonlarla beslenen divelerde, epitel doku hiicre
proliferosyonu diiser ve meme bezlerinde yag doku
birikimi artar. Lammers ve ark. (1999) gunlik 1 kg
canl agirlik artist saglayan divelere gére 0,7 kg canlt
agithk artist saglayan divelerin sit dretiminin %07
daha fazla oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar, bu
artisin  sebebini meme bezlerinin farklt gelismesiyle
iliskisi olabilecegini ifade etmislerdir. Hoffman ve ark.
(2001), ayni enerjiye sahip dort farklt protein icerigine
sahip rasyonlarla beslenen duvelerde en iyi gelisimin
%13 HP (%8, %11, %13 ve %]15) iceren rasyon
grubunda bulunan  hayvanlar oldugunu rapor
etmiglerdir. Gabler ve ark. (2003) protein/enetji orani
farkli olan rasyonlarla (48,3; 59,1; 67,5 g/Mcal)
beslenen divelerde protein/enetji oranin artmastyla
beraber hayvanlarin kuru madde tiketimlerinin ve
ginlitk canlt agirlik artislarinin (736,505 807,86; 814,16
g/glin) iyilestigini  belirtmislerdir.  Arastirmacinin
bulgulari ile yapilan calismanin sonuglar benzer olup,
4. dénem ve 5. déonem GCAA sirastyla 0,84 ve 0,93
olarak saptanmustit. Isletmelerde yapilan
uygulamalarin maliyetlerinin hesaplanmast ve analiz
edilmesi masraflarin en aza inmesini saglayarak karlig
arturmaktadir. Diger taraftan bu analizler isletmecilik
fonksiyonunun  gerceklestirilmesinde  isletmeler
acisindan Onemli fayda sagmaktadir (Sahin ve ark.
2001). Diuve yetistiriciliginde 6zellikle isletme 6lcekleri

289



biyik olan isletmelerde uygulanan yemleme
sisteminin basitlestirilmesi isglicti gereksinimini azaltir
(Kilig  ve Polat 2002). Karma  yemlerin
hazirlanmasinda yemin hem hayvanlarin ihtiyaclarini
karsilamast hem de en az maliyete sahip olmasi istenir
(Sahman 2008). Rasyon formtilasyonlari isletmelerde
yem  maliyetlerini  azaltmak  i¢in  kullanilan
yontemlerden birisidir (Nabasirye ve ark. 2011).
Aragtirma kapsaminda duvelerin besin ihtiyaclarina
gbre hazirlanan rasyonlarin birim maliyetleri besleme
dénemlerine gore azalan bir seyir gostermektedir
(Tablo 2). Ancak tiketilen yem miktar1 degisiklik
gosterdiginden besleme dénemleri boyunca OGYM
dalgalt bir seyir gostermektedir (Tablo 3).

Sonug olarak stt sigir1 yetistiriciligi yapan isletmelerde
diveler mevcut strinin  devamhhgini  saglayan
gruptur. Ancak divelerin canli agirliklari, sagmal
hayvanlardan daha az olmasindan dolayr farkhi bir
besleme rejimine ihtiya¢ duymaktadirlar. Divelerin
pubertaya erismeleri yastan daha ¢ok canh agirhiga
baglt olmasi tohumlama 6ncesinde diivelerin uygun
maliyetli ~ rasyonlarla  beslenmesinin ~ 6nemini
arttrmaktadir. Diger taraftan siit sigin yetistiriciliginde
yem giderlerinin yiksek olmasindan dolayr farkl
rasyonlarla bu tip ¢alismalarin yapilmasi kaynaklarin
verimli kullanilmast acisindan 6nem arz etmektedir.
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ABSTRACT

The investigation of mammary health and milking hygiene procedures, bulk tank milk somatic cell count (SCC)
and total bacterial counts, and detecting deficiencies and mistakes following the comparisons of results in
Tekirdag province were aimed. The bulk tank milk samples were collected from 50 family farms. 150 mL of
sterile milk samples were taken from milk tanks. Somatic cell counts and total viable bacterial counts were
analyzed. On the milk sampling day, a questionnaire was filled out to farm personal or owner to evaluate mastitis
control programs applied in the farms. In the bulk tank milk samples, mean SCC was found 560204.08
(+12399.769) cells/ml., and mean total viable bacterial count were found 1,796,718.36 (+156,573.31) CFU/mL..
After survey and laboratory analyzes, it was detected that premilking cleaning and drying, teat-dipping, strip
before milking, dry-cow management and mastitis control program procedures were using hardly ever. In
conclusion, SCC and total bacterial count were higher than acceptable values due to the insufficient practice of
mastitis control programs in the small and middle family farms in Tekirdag province. It was considered that some
education seminars and/or contact meetings about this issue should be planned to increase mammary health
status and milk quality.

Keywords: Cow, bulk tank milk, somatic cell count, total bacterial count, mastitis control programs

kksk

Tekirdag Ilinde Bulunan Siit Siirciligs Isletmelerinde Sagim Hijyeni Uygulamalar ile Tank Siitii
Somatik Hiicte ve Toplam Bakteri Sayilarinin Karsilagtirilmasi

(074

Sunulan calisma ile Tekirdag ilindeki aile tipi st isletmelerinde meme sagligi ve sagim hijyeni uygulamalarinin
incelenmesi, isletmelerden alinan tank siiti 6rneklerinde somatik hticre sayisi (SHS) ve toplam bakteri sayist
sonuglarinin degerlendirilmesi, elde edilen sonuglarin karsilastirilmast ve eksikliklerin ortaya konulmast amagcland.
Tekirdag ilinin farklt bolgelerinde bulunan 50 farkli isletme ve ¢ig stt toplama merkezi secilerek, 150 mIlik steril
kaplara siit 6rnekleri alindi. Siit 6rneklerinde SHS ve toplam canli bakteri sayist Slgiildi. Tank sttt 6rneklerinin
alindig1 glin ayni isletmelerin ¢aliganlarina ya da isletme sahiplerine anket uygulamasi yapilarak isletmede uygulanan
mastitis kontrol programlarina ait bilgiler degerlendirildi. Alan tank stiti 6rneklerinde SHS ortalamast 560.204,08
(+£12.399,769) hiicre/mL, toplam canli bakteri sayst ortalama 1.796.718,36 (£156.573,31) kob/mL olarak tespit
edildi. Yapilan anket ve laboratuvar analizleri sonrasi isletmelerde sagim 6ncesi meme baslarinin yikanmast,
kurulanmast, %at dipping, 6n sagim ve 6n sitin kontroli, kuru dénem idaresi ve meme sagligi kontrollerinin
neredeyse hi¢ uygulanmadigs gérildi. Sonug olarak, Tekirdag ilinde bulunan aile tipi siit¢il isletmelerde tank siiti
SHS ve toplam canli bakteri sayisinin kabul edilebilir degetlerin tizerinde oldugu, bunun sebebinin isletmelerde
uygulanmayan veya dikkat edilmeyen meme sagligi kontrol programlart olabilecegi kanisina varildi. Bu bolgedeki
stit¢l isletmelere meme sagligint Ust seviyelerde tutmak ve stit kalitesini en iyi diizeye getirebilmek amaciyla bu
konuda yogun egitim seminetleri ve/veya bilgilendirme toplantilarinin yapilmasinin uygun olacagt kanaatine
varildr.

Anahtar Kelimeler: Inek, tank siitii, somatik hiicre sayist, toplam bakteri sayisi, mastitis kontrol programlar
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GIRIS

Siit inegi isletmelerinde stk¢a rastlanan mastitis, ciddi
ekonomik kayiplara yol acan,stit kalitesini digtiren ve
meme bezlerinin bakteriyel, kimyasal, travmatik veya
termal hasarlara karst verdigi yangisal tepkiler olarak
tanimlanmaktadir. Tedavi maliyeti oldukea yiksek olan
mastitis,sut ve sut Urlnlerinin kalitesini ve saklama
stresini olumsuz etkileyen istenmeyen bir hastaliktir
(Bagtan 2010, Vural ve ark. 2016). Olusan yanginin
derecesine gére mastitisler subklinik ve klinik mastitis
olarak siniflandirilmaktadir. Subklinik formda meme
yangist  klinik  belirtiye yol a¢mamakta, meme
dokusunda ve siitte gozle gorilebilen bir degisiklik
olmamaktadir. Hastalik inekler arasinda kolayca
bulasma gostermekte ve bu tip meme yangilar siit¢ii
isletmelerde maddi kayiplara sebep olan buytik
problemler ortaya cikartmaktadirlar. Klinik form ise
gozle gortlebilen semptomlara neden olarak hasta
memede az veya ¢ok sislik, agri, sicaklik artist ve renk
degisikligine yol acmaktadir. Siit verimindeazalma
hatta bazen tamamen kesilme; siitte sulanma veya
pthtilasma gibi bozukluklar ortaya
ctkabilmektedir(Blowey ve Edmondson 2010).

Somatik hiicreler, viicudun dogal savunma sistemini
olusturan hiicrelerdendir ve saglikli memeden alinan
sut  iceriginde  200.000htcre/mI’nin  altinda
bulunmaktadir. Tank sttinden alinan Orneklerde
kabul edilebilir SHS ise 400.000 hiicre/mI nin
altindaki degerlerdir. Sitte bulunan somatik hicre
sayisindaki degisimler, savunma sistemini uyaran ya da
meme ic¢i enfeksiyon olgusunaneden olan yangisal
tepkinin bir sonucu olarak meydana gelmektedir.
Sttteki somatik hiicre sayisinda gorilen artislar ile
yanginin  derecesi arasinda  pozitif  korelasyon
mevcuttur (Kiplald ve Vural 2016). Strd sagligi
programlarinda  kritik nokta, mastitisin mimkiin
oldugunca hizli belirlenmesi ve soruna yonelik strateji
gelistirilmesidir. Striide mastitis varliginin
belirlenmesinde kullanilan en 6nemli yéntemlerden
birisi SHSnin  tespitidir. Bunun yamnda, tank
sitinden  alman  Orneklerdebakteri  sayisiin
belirlenmesi de meme sagliginin durumu ve sit
kalitesinin ortaya konulmasinda guvenilir
belirteglerdendir.  Aseptik  kosullarda  saglikli
hayvanlardan sagilan siitiin toplam bakteri sayist
dustiktir ve patojen bakteri icermemektedir. Cig stit
orneklerinden steril sartlarda alinan numunelerde
1000 kob\mI’nin altundaki degetler ¢ok iyi olarak
tanimlanirken, 100.000 kob\mL’nin altindaki degetler
kaliteli ve icilebilir olarak siniflandirdmaktadir (Boor
ve ark. 1998).

Meme enfeksiyonu olan bir inegi tedavi etmek, o inegi
mastitise karst korumaktan daha maliyetlidir. Bu
sebeple isletmelerdeki tim inekleri koruma altina
alabilen ve "Mastitis Kontrol Programi” olarak
adlandirlan  bir  program uygulanmalidir.  Farklh
tlkelerde meme sagliginin  korunmast amactyla

kullantlan bu programlarin uygulanmast sonucunda
isletmede dusiik mastitis gériilme orani, siit kaybinda
azalma, is gucti ihtiyacinda azalma ve tedavi
giderlerinin  minimuma digstrilmesi gibi olumlu
sonuclar bildirilmektedir (Honkanen-Buzalski ve
Pyorala 1995, Gleeson ve ark. 2009, Blowey ve
Edmondson 2010, Peterson-Wolfe ve ark. 2013,
Vural ve ark. 2016). Hayvancilik yéniinden gelismis
tlkelerde mastitis sorununun ortadan kaldirilmasi
amactyla Ulusal Mastitis Konseyleri kurulmustur ve
Ulusal Mastitis Kontrol Programlart ile mastitisler
onlenmeye calistimaktadir (Bastan 2010, Vural ve ark.
2016). Sutct inek isletmelerinde mastitis kontrol
programlarindaki 3 ana  hedef = 7)Mevcut
enfeksiyonlarin eliminasyonu,2)Yeni enfeksiyonlardan
korunma, 3) Memenin siirekli mastitis acisindan
izlemesi olarak belirtilmektedir. Meme sagligi kontrol
programu ile siiriide bulunan tiim ineklerin ayn1 anda
koruma altina alinabilmesi saglanabilmektedir. Meme
sagligt kontrol programlarinin uzun siire uygulandig
stiriilerde ise meme enfeksiyonlarindan
korunmanin%80-90 oraninda basarisagladig
gorilmiustir (Petersson- Wolfe ve ark. 2013).

Sunulan c¢alisma ile Tekirdag ilindeki aile tipi stit
isletmelerinde uygulanan meme sagligt ve sagim
hijyeni uygulamalarinin incelenmesi, isletmelerden
alinan tank siiti 6rneklerinde SHS ve toplam bakteri
sayist  sonuclart  degetrlendirilmesi, elde edilen
sonuclarin kargilastirilarak ortaya ctkan eksiklik ve
hatalatin ortaya konulmast amaglandi.

MATERYAL ve METOT

Siit Orneklerinin Alinmas1

Calismada kullandan tank sttli Srnekleri Tekirdag
ilinde bulunan aile tipi siit isletmelerinden elde edildi.
Tekirdag ilinin farklt bolgelerinde bulunan 50 farkl
isletme ve ¢ig siit toplama merkezi secilerek otomatik
kanstirict ile stirekli kanstirilan ici sogutulmus stit dolu
tanklardan 150 mL lik steril kaplarla steril bir sekilde
stit 6rnekleri alindi. Alinan bu 6rnekler uygun saklama
kosullarinda depolanarak (4°C’de muhafaza edilerek)
6 saat icerisinde laboratuvara ulastirildi.

Tank Siitii Orneklerinde Somatik Hiicre ve
Toplam Bakteri Sayilarinin Analizi

Almnan stt Orneklerinde SHS ve toplam bakteri
sayisinin analizi Tekirdag Gida Kontrol Laboratuvar
Mudurlugi  Laboratuvarinda  Bentley FTS/FCM
Combi 400 isimli cihaz kullanilarak yapilmustir.

Isletmelere Uygulanan Anket Bilgileri

Tank sttt Orneklerinin alindigt glin ayni isletmelerin
calisanlarina, isletme sahiplerineya da siit toplama
tankina sit doken isletmelerden secilenlere anket
uygulamast yapilarak, isletmede uygulanan mastitis
kontrol programlarina ait uygulamalar degerlendirildi.
Bu amagla, yalnizca bu ¢alisma igin orijinal anket
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sorulart hazirlandi. Hazirlanan sorular acitk uglu
sorular seklinde planlands.

Anketin ilk bolumiinde isletme adi, adresi, calisan
personel sayst (varsa) ve isletme tiri gibi isletmeye
ait genel bilgiler soruldu. Tkinci bolimde, siriideki
hayvan saysy, surtideki sagmal inek/dive sayisy,
ginlik sit Gretim miktary, inek basina ortalama
ginlik sit tretim miktart gibi isletmede bulunan
hayvanlarla ilgili bilgiler toplandt. Ugiincii bolimde ise
sagim  sikhig,  sagim  tipi  (otomatik/yari
otomatik/manuel), 6zel sagimhane bolimintn olup
olmadigl, sagim sisteminin bakim sikligi, sagim
sisteminin temizlik rutini, ahirda kullamilan althk tipi,
disardan hayvan girisinin olup olmadigi, ahira ne
sikhikta hayvan girisi oldugu, antibiyotik kalintist
nedenli sut iadesi/alinmamast durumunun varligi,
kuruya ctkarilirken ineklere kuru dénem antibiyotik
uygulamasinin yapilip yapilmadig, sagim 6ncesi meme
baglariin  yikanmasi  ve kurulanmasi ile ilgili
uygulamalar, sagim 6ncesi 6n stit kontroliiniin yapilip
yapilmadigi, sagim Oncesi ve sonrast teat dipping
uygulama rutini, sagim strecinde tek kullanimlik
eldiven giyilip giyilmedigi, her bir inek i¢in ortalama
sagim  suresi, sagim yapan kisi (sahibi/aile
fertleri/sagim personeli) ve diizenli mastitis kontrolt
varhg gibi meme saglig kontrol programlar ile iliskili
ve direkt etkileyebilecek konular hakkinda bilgiler
alindu.

Istatistiksel Degetlendirme

Calismada verilerin  analizi  Microsoft Excel ve
Windows SPSS 20.0 Paket Programi (SPSS Inc.,
Chicago, 1L, USA) ile yapildi. Bu amacla 6ncelikle
nitel degiskenlerin frekans ve yiizde dagilimlari alindi.
Nicel degiskenler icin ortalama, standart sapma (S.S.),
minimum ve maksimum degerleri alindi. Degiskenler
arasindaki iligkilerde, nicel degiskenler arasindaki
iliskiler icin korelasyon, nitel ve nicel degiskenler
arasindaki  iligkilerde iki grup i¢in  bagimsiz
orneklemler icin t testi kullanildt.

BULGULAR

Tank Suitii Somatik Hiicre Sayis1

Tekirdag ilinde bulunan 50 adet siit¢ii isletmeden
alinan tank suth Orneklerinde SHS  ortalamast
560.204,08£12.399,769 hiicre/ml olarak belirlendi.
Tank stuti SHSnin minimum 535.000 hiicre/ml. ve
maksimum 596.000 hiicre/ml. dizeylerinde oldugu
gorildi (Tablo 1).

Tank Sutii Toplam Bakteri Sayis1

Steril sartlarda ve steril 6rnek kaplarina alinan tank
sutlerinde ~ toplam  bakteri  sayist  ortalama
1.796.718,36£156.573,31 kob/mL olarak tespit edildi.
Toplam bakteri sayistin  minimum  1.577.000
kob/mL, maksimum ise 2.138.000 kob/mL oldugu
belirlendi (Tablo1).

Isletmelere Uygulanan Anket Sonuglari

Calisma materyallerinin alindi@g1 isletmelerin tamamu,
hayvan saydart 1 ile 369 arasinda degisen (ortalama
38,86 hayvan) aile tipi isletmelerden olusmaktadir.
Ticari isletmelerden de 6rnek alinmak istenmesine
ragmen, bu isletmelerde genel kural olarak personel
dist giris—ctkis ve O6rnek alminin  yasak olmasi
nedeniyle  6rnek  alinmast  mimkin  olmad:
Isletmelerde sagmal inek sayist ortalama 19,74 (min:1
inek; max:200 inek) olarak belirlenirken, glnlik stt
tretim miktar1 ortalama 347,24 litre (min:22 litre;
max:3.000 litre) ve inek bagina ortalama ginlik siit
dretim miktart 23,20 litre (min:19; max:25 litre) olarak
tespit edildi (Tablo1).

Isletmelerde calisan personel sayist sorusuna verilen
yanitlar degerlendirildiginde, 50 isletmenin 43’unde
herhangi bir personel calismadigt ve tim islemlerin
aile fertleri tarafindan gerceklestirildigi, 7 isletmede ise
yalnizca 1 adet personel calistigt  Sgrenildi.
Isletmelerin tamaminda sabah-aksam olmak iizere
ginde 2 kez sagim yapidigi; 41 adet isletmede yar
otomatik sistem ve 9 adet isletmede otomatik sagim
sistemlerinin kullanildids; yalnizca 10 adet isletmede
Ozel sagimhane boliminin bulundugu ve diger 40
isletmede herhangi bir sagimhane boliminin

olmadigt belirlendi (Tablo 2).

Sagim sisteminin bakim sikliginin ortalama 6,66 ayda
bir kez (min:1 ay, max:12 ay) oldugu ve sagim
sisteminin temizlik rutininin 26,4 giinde bir kez (min:1
glin, max: 42 giin arayla) gerceklestirildigi tespit edildi.
Ahirda kullanilan altik tipi olarak en stk saman tercih
edildigi, az miktarda talas tercihi oldugu ve meraya
ckarmanin  da uygulandigt  gorildii.  Isletmeye
disaridan hayvan girisinin neredeyse hi¢ olmadigy,
yalnizca 2 isletme sahibinin disaridan 1-2 yilda bir kez
hayvan aldig1 ve geri kalan isletmelerde stirekli kendi
buzagilarinin yetistirildigi tespit edildi. Sagilan siitlerde
antibiyotik kalintist nedeniyle sttiin iadesi/alinmamasi
gibi bir sorunla karsilastiniz mi sorusuna tim
isletmeciler tarafindan “Hayir” yaniti verildi. Bununla
birlikte, ineklerin kuruya ¢ikartilmasi sirasinda
isletmelerin  hicbirinde meme i¢i kuru doénem
antibiyotik uygulamasi yapilmadigi belirlendi. Sagim
strecinde uygulanmast gereken meme sagligi kontrol
programlart ile ilgili anket sorulart da degerlendirildi.
Buna gore, sagim 6ncesi meme baslarinin ytkanmast
islemini yalniz 12 isletmenin rutin olarak uyguladigi ve
bu isletmelerden de sadece birinin ytkama sonrast
meme baglarinin kurulanmasina dikkat ettigi, diger
isletmelerde  meme  baglarinin  yitkama  sonrast
kurulanmadan direkt sagim bagsliklarinin  takildigt
tespit edildi. Ayrica kurulama islemini yaptgini
sOyleyen isletme gorevlisinin, her inek icin ayrt bir
kurulama bezi ya da kagit havlu kullanmadigr ve
ineklerin tamaminin meme baglarinin aynt bez ile
kurulandigr belirlendi. Sagim islemi sirasinda sagimi
yapan Kkisilerin hicbir sekilde tek kullanimlik eldiven
giymedigi, sagim Oncesi ve sagim sontasi feat dipping
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isleminin isletmelerin hi¢birinde uygulanmadigt ve
sagim oOncesinde On siitiin sagilarak kontrol edilmesi
islemini yalnizca bir isletmenin gerceklestirdigi ortaya
konuldu. Ayrica 43 isletmede sagimin isletme sahibi
veya aile bireyleri tarafindan gerceklestirildigi, 7
isletmede sagim personelinin  sagimla ilgilendigi
goriildi. Isletmelerden birinde giinlitk rutin kontrol
seklinde mastitis kontrolintn yapildigt bildirilirken,
geri kalan isletmelerde diizenli araliklarla mastitis
kontroli yapilmadigt ve hastaltk ortaya ¢tkmasi
durumunda kontrollerin yapildigi belirlendi (Tablo 2).
Her bir inek igin sagim siiresinin ka¢ dakika stirdiigii
sorusuna verilen cevaplarda ortalama siirenin 7,98
dakika oldugu ve 3 dakika ile 9 dakika arasinda
degistigi sonucuna ulasildi (Tablo 1).

Tablo 1. Nicel degiskenlere iliskin bulgular (n=50)
Table 1. Results of quantitative variables (n=50)

Isletme Ozellikleri, Mastitis Kontrol
Programlarinin Uygulanma Aligkanbiklari, SHS
ve Toplam Bakteri Sayis1 Arasindaki Korelasyon
Bulgulan

Isletmelerden alinan anket sonuglari ile tank siitii SHS
ve toplam bakteri sayilari arasindaki korelasyonlar
degerlendirildi (Tablo 3). Buna gore, inek basina
ortalama giinlik stt Uretim miktart ile SHS arasinda
pozitif bir korelasyon bulunurken, sagim sisteminin
bakim stklig1 ve her bir inek icin ortalama sagim siiresi
ile SHS arasinda negatif bir korelasyon oldugu tespit
edildi (p<0,05). Sagim sisteminin bakim sikligi ve
ortalama sagim suresi ile toplam bakteri sayist arasinda
da, SHS’de oldugu gibi negatif korelasyon belirlendi
(p<0,05). Isletmedeki hayvan sayist ve sagmal inek
sayist ile bakim sikligi arasinda negatif korelasyon orta
derecede 6nemli bulunurken (p<0,05), yine hayvan
sayist ve sagmal inek sayist ile ortalama sagim stresi
arasinda yiiksek derecede 6nemli korelasyon belirlendi

(p<0,01).

Degiskenler Min Max Ortalama=s8.S. Birim
SHS 535.000 596.000 560.204112.399,769 Hicre/mlL
Toplam bakteri sayist 1.577.000 2.138.000 1.796.718,36+156.573,31 Kob/mL
Hayvan sayist 1 360 38,86£58,22 Adet
Sagmal inek sayist 1 200 19,74+30,83 Adet
Ginlik siit Gretim miktari 22 3000 347,24+520,07 Litre
Inek basina ort. Gunliik siit tirerim miktari 19 25 23,20+1,76 Litre
Ortalama sagim siiresi 3 10 7,9812 .42 Dakika
Tablo 2. Nitel (Kategorik) degiskenlere iliskin bulgular
Table 2. Results of qualitative variables
Degiskenler Frekans (f) %
. . Aile Tipi 1§letme 50 100
Isletme Tiird Ticari Tip Isletme - -
5 Var 43 86,0
Personel Varhg Yok - 140
y y 2 Sagim 50 100
Sagim Sikligt 3 Sagim _ _
Sadim Tini Yart Otomatik 41 82,0
sim P Otomatik 9 180
s Var 10 20
Sagimhane Boliimii Yok 40 80,0
Yok 48 96,0
Isletmeye Hayvan Girisi Yilda Bir Kez 1 2,0
1ki Yilda Bir Kez 1 2,0
. Var
Antibiyotik Kalintis: Nedeniyle Stit Iadesi
. Yok 50 100
S Var
Kuru Dénem Antibiyotik Uygulamasi
Yok 50 100
.. 7.
Sagim Oncesi Meme Baslarinin Yikanmast Var 12 240
Yok 38 76
Var 1 2,0
Meme Baslarinin Kurulanmast
Yok 49 98,0
. .. Sagim Personeli 7 14,0
Sagim Yapan Kisi Aile Fertleri 43 86,0
W . Var 1 2,0
Diizenli Mastitis Kontrolii Yok 49 98.0
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Tablo 3. Isletme Ozellikleri, Mastitis Kontrol Programlarinin Uygulanma Aliskanliklari, SHS ve Toplam Bakteri

Sayist Arasindaki Korelasyon Bulgulart

Table 3.Significant correlation coefficients (%) of the operation characteristics, mastitis control programs routines,

SCC and Total bacterial counts

Total Canli Toplam  Inek Bagina Sagim Sagim
Bakteri Hayvan Sagmal Giinliik Siit ~ Giinliik Siit Sisteminin Sisteminin Sagim
SHS Sayis1 Sayis1 Inek Sayis1  Uretimi Uretimi Bakim Siklig1 Temizlik Rutini Siiresi
SHS - 0,007 0,128 0,137 0,114 0,289" -0,138 0,115 -0,094
Total Canlt Bakteri 0,007 0,035 0,036 0,020 -0,162 -0,254* -0,080 -0,279*
Sayist
Hayvan Sayist ,128 0,035 0,986** 0,953** 0,281* -0,251* 0,061 -0,645"
Sagmal Inek Say1st 0,137 0,036 0,986™* 0,960™* 0,290" -0,285* 0,060 -0,623*
Toplam Giinliik St~ 0,114 0,020 0,953 0,960 0,338 0,234 0,057 -0,666™
Uretimi
inek Basina Ginlik ~ 0,289* 0,162 0,281* 0,290 0,338* -0,098 0,140 0,346
Siit Uretimi
Sagim Sisteminin 0,138 -0,244* -0,251*  -0,285* 0,234 0,098 0,258 0,345
Bakim Sikhigt
Sagim Sisteminin 0,115 -0,080 0,061 0,060 0,057 0,140 0,258" -0,133
Temizlik Rutini
Sagim Siiresi -0,094 -0,279* 0,645 -0,623* -0,666"" -0,346™ 0,345™ -0,133
*p<0,05; **p<0,01
TARTISMA degerlendirildiginde ise Avrupa Birligi tlkelerinde

Insanlarin dengeli viicut gelisiminin saglanabilmesi ve
sagliklt kalmanin stirdiiriilebilmesi icin en gerekli besin
maddeleri hayvansal proteinlerdir. Hayvansal protein
kaynaklari arasinda en sik tiketilenler ise et, siit ve
yumurtadir. Tim dinyada artan hayvansal gida
ihtiyacinin  karsilanabilmesi icin hayvancilikla ilgili
yogun arastirmalar yapimakta, hem hayvan sayisinin
artirlmast hem de elde edilecek hayvansal {iriinlerin
etkin ve yiksek oranda saglanabilmesi icin ¢aba
harcanmaktadir (Akman ve ark. 2010, Elmadfa ve
Meyer 2017). Insanlar tarafindan tiiketilen hayvansal
gidalar arasinda buyik oranda sigir eti ve inek siitd
bulunmaktadir. Diinya tizerindeki biiytikbas hayvan
sayisina bakiddiginda, 2016 yii Birlesmis Milletler
Gida ve Tarm Orgiti (FAO) verilerine gore
1.674.168.000 bas biyiikbas hayvan oldugu ve bu
hayvanlardan elde edilen siit dretiminin ise
659.150.049 ton oldugu bilinmektedir. Ulkemizdeki
stt sigirciliginin meveut durumu incelendiginde 2018
yilt saf kiltir, kiltiir melezi ve yerli 1k stt sigirt (inek
ve diive) toplam sayisinin 9.682.621 adet oldugu ve
stt urlnleri Gretiminin hayvan sayist artistyla dogru
olarak her gecen yil arttigr bildirilmektedir (TUIK
2019).

Siitct isletmelerde bulunan hayvan sayilarina gore
isletme  buyiiklikleri  belirlenmektedir. ~ Avrupa
Birligi’nde yer alan ilkelerde, 2005 yili verilerine gére
tim isletmeler arasinda 50 ve daha fazla sayida inek
bulunan isletmelerin orant %10°dan daha az sayidadir
ve bu llkeler arasinda 1ngﬂtere, Hollanda, Danimarka
ve Cekoslovakya yer almaktadir. Genel ortalama

isletmelerde bulunan ortalama inek sayist 8,9’dur.
Turkiye’de de benzer bir durum s6z konusudur,
hayvancihk  isletmelerinin =~ biyik  ¢ogunlugu
kicik/orta  Olgekli  aile igletmeleridit ve bu
isletmelerde bulunan ortalama inek sayist 4 bas
civarindadir (Akman ve ark. 2010). Sunulan ¢alismada
Tekirdag ilinden siit 6rnegi alinan isletmelerin %72’si
50 bastan daha az inek sayisina sahip kiigiik ve orta
Olgekli aile isletmeleridir ve il genelinde bulunan siit
isletmelerinin - genel dagimi da benzer Ozellik
gostermektedir.

Kaliteli siit denildiginde akla diigitk somatik hiicre ve
bakteri  sayisina  sahip,  antibiyotik  kalintist
bulunmayan, katkisiz st gelmektedir. Somatik hiicre
sayist ise ¢ig sitin kalitesinin ve meme saghgt
durumunun degerlendirilmesinde en etkili ve sik
kullanilan parametredir (Akers 2002, Wustenberg
2009).  Bireysel SHSmin  250.000  hiicre/mL
diizeyinden yiiksek olmasi inekte meme ici enfeksiyon
varligt ihtimalini akla getirirken, tank sttiinde Sl¢tilen
SHSnin  400.000 htcre/ml’den  yiksek olmast
halinde o isletmede meme sagligt sorunlarinin oldugu
ve sagmal ineklerin bu konuda kontrol edilerek gerekli
Onlemlerin alinmasi gerektigi disinilmelidir. Bununla

birlikte meme saglig ve stt kalitesi
degerlendirmesinde tank sttii SHS dizeylerinin
gecmisten gunimuze {lkeler arasinda degisiklik

gosterdigi; ABD’nde <750.000 hiicre/mL., Kanada’da
<500.000 hiicre/mL ve Avrupa Birliginde <400.000
hiicre/mL ideal diizeyler olarak sayilirken, son yillarda
bu degerler daha da asag c¢ekilerek  200.000
hiicre/mI’nin altinda bulunan SHS’nin halk saglhigi ve
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sut uriinlerinin kalitesi agisindan daha dogru olacag:
bildirilmektedir (Bastan 2010, Vural ve ark. 20106).
Calismamizda tank sttd Orneklerinin SHS degerleri
ortalama 560.204,08 hiicre/mL olarak saptanmistir ve
bu dizey olmast gereken degerin olduk¢a Uzerinde
oldugu tespit edilmistir. Tank stitli kalitesi hakkinda
gerceklestirilen arastirmalarda farkli tlkelere ait SHS
sonuclart  degerlendirildiginde, ABD ve Avrupa
tlkelerinde tank stti SHS degetlerinin ¢ogunlukla
400.000 hiicre/ml. duzeyinin c¢ok altinda oldugu,
daha eski yillarda yapilan aragtirmalarda bu degerin bir
miktar tGzerine ctkabilen sonuglar (Hollanda, 422.000
hiicre/mL)  bildirildigi ancak zamanla isletme
buyukluklerinin artmasi, hijyen uygulamalarinin rutin
uygulama haline gelmesi gibi nedenlerle SHS
degerinin 250.000 hicre/mL nin altinda tutulmasinin
basarlldigi gérilmektedir (Barkema ve ark. 1998,
Pantoja ve ark. 2009, Zucalli ve ark. 2011). Bununla
birlikte Datrbaz ve ark. (2018) tarafindan Kuzey Kibris
Tirk Cumbhuriyeti'nde gerceklestirilen bir calismada,
arastirmamiza benzer olarak tank siti SHS ortalama
521.583  hiicre/mLdizeyinde  belitlemigler — ve
calismamizda bildirdigimiz gibi sagim hijyeni, meme
sagligt kontrolleri vb. idarecilik uygulamalarinda tespit
ettikleri eksiklige bagli olarak Kuzey Kibris Tiirk
Cumbhuriyeti'nde SHSnin yiksek seyrettigini tespit
etmislerdir.

Cig sut kalitesinin bir diger belirteci de siitteki toplam
bakteri sayisidir. Sit ve st urlnleri insanlar icin
o6nemli bir hayvansal protein kaynagt olmakla birlikte,
stit icinde bulunan patojen bakteri sayist ve tiirti saghk
agisindan Onemli sorunlara yol agabilmektedir. Bu
nedenle siit kalitesinin belirflenmesi amaciyla yapilmasi
gereken bakteriyolojik testler Amerika Halk Sagligs
Birligi tarafindan ortaya konulmustur (Marshall 1992).
Kaliteli ve igilebilir ¢ig siitte toplam bakteri sayisinin
100.000  kob/mL  diizeyinin  alunda  olmast
beklenmektedir. Bu standart degerin altinda bakteri
sayistna sahip siitlerin  pastOrizasyonu  strasinda
patojen bakteriler bagariyla yok edilmekte ve insan
saghgt tizerine zarari olmamaktadir (Boor ve Murphy
2002, Murphy ve ark. 2016). Sutteki toplam bakteri
sayist  spesifik bakteri gruplarindan  (termodurik,
psikrotrofik  ve  ¢evresel mastitis  patojenleri)
etkilenmekte ve bakteri sayisindaki artigla birlikte
bakteriyel mikroflora kompozisyonunda ¢ok fazla
degisiklik olmaktadir. Ayrica tank stitii toplam bakteri
sayist mevsim, kullanilan sagim sistemi, meme sagligt
kontrol programlart uygulamalari, althk tipi, meme
bast temizligi gibi bir¢ok faktérden etkilenmektedir.
Gelismis tlkelerde st isletmelerin  yeterlilig,
kurulus ve isleyis sartlari cok iyi diizeylere ulastugindan
SHS seviyesinde oldugu gibi toplam bakteri sayisinda
da standartlarin olduk¢a altina inmisler ve 10.000
kob/ml’nin altindaki rakamlara ulasmislardir (Jones ve
Sumner 1999, Jayaro ve ark. 2004, Zucali ve ark.
2011). Sunulan calismada toplam canlt bakteri sayist
ortalama  1.796.718,36  kob/mL  dizeyinde
bulunurken, alinan 6rnekler arasinda en diisik deger

1.577.000 kob/mL olarak saptandt ve bu degetlerin
standart toplam canli bakteri sayisinin ¢ok tzerinde
oldugu gorildi. Calismada 6rnek  alinan  tank
sutlerinde bakteri saydarmnin  bu kadar ytksek
ctkmasinin nedenleri arasinda isletmelerin aile tipi
isletme olmast ve mastitis kontrol programlar
hakkinda cok yetersiz bilgiye sahip olmalari ya da
hicbir fikitlerinin olmamasi, ahir ve sagim sartlarinin
yetersizligi, aksam sagilan sttiin st toplama tankinda
bekletilerek ertesi sabah sagimda toplanan sttle
birlikte teslim edilmesi ve bu arada tank siitiinde
mikrobiyolojik Gtemenin artmast gibi faktérlerin etkili
olabilecegi kanisina varildi.

Siitgi  isletmelerde siit  kalitesi, hayvan sagligi,
antibiyotik kalintt problemi gibi insan ve hayvan
sagligt ile ekonomiyi direkt olarak etkileyen en 6énemli
sorun mastitistir. Mastitisin neden oldugu yiitksek SHS
ve toplam bakteri sayisina bagl olarak tim dinyada
¢ok ciddi ekonomik kayiplar ortaya ¢ikmaktadir.
Mastitis nedenli ekonomik kayiplarin éniine ge¢mek
amaciyla ABD, Hollanda ve Fransa gibi dinyada
onemli stt dretimi yapilan tlkelerde “Ulusal Mastitis
Kontrol Konseyleri” kurularak tlke ¢apinda sorunun
belitflenmesi, dogru tanin konulmasi, dnleyici
stratejilerin gelistirilmesi ve mastitise bagli ekonomik
kayiplarin  azaltlmasina  yonelik  biytik adimlar
attlmistir (NMC 1996, Barnouin ve ark. 2004, Jansen
ve ark. 2010, Lam ve ark. 2013). Bu amagcla ahir ve
cevrenin diizenlenmesi, sagim strecinin dogru idaresi,
sagim ckipmanlarinin bakim ve temizligi, meme
baglarinin  temizligi ve sagim Oncesi/sonrast teat
dipping uygulamasi, memenin mastitis yoninden
izlenmesi, kuru dénem yonetimi gibi kritik 6nlemler
ve uygulamalar tzerinde durulmaktadir. Yapilan
aragtirmalar belirtilen bu 6nlemler ve uygulamalarin
gergeklestirilmesi sonucu siit SHS ve toplam bakteri
sayisinda ciddi disis goraldigini, sit kalitesinde
sirdirtlebilir artis  kaydedildigini ve ckonomik
kayiplarin ~ 6nemli oranda  azaluldigini  ortaya
koymaktadir (Barkema ve ark. 1998, Sharif ve ark.
2009, Bava ve ark. 2011). Ulkemizin farklt
bolgelerinde gerceklestirilen farklt caligmalarda SHS
ve toplam bakteri sayist diizeyleri ile siit kalitelerinin
hijyen, bakim, sagim ve sagim sistemine bagl faktorler
nedeniyle yeterli kalite duzeyine ulasamadifi ve
gelistirilmesi gereken noktalar oldugu bildirilmistir
(Onal ve Ozder 2007, Patir ve ark. 2010, Kogyigit ve
ark. 20106). Sunulan calisgmada, yukarida bildirilen
calismalara paralel olarak anket sorulart hazirlandi ve
Tekirdag ilinde bulunan stit¢li isletmelerde mastitis
kontrol programlart hakkindaki bilgi dizeyleri,
programin uygulanma diizeyi ve rutini, isletmeye,
sagim sistemlerine ve sagim diizenine iliskin bilgiler
sorularak meme saglig1 diizeyi hakkinda bilgi alindi.

Mastitis kontrol programlart kapsaminda ilk dikkate
alinan baslk isletme ve ahirin mevecut durumunun
degerlendirilmesidir. Aragtirmalar gostermektedir ki
buytk 6lgekli ve endistriyel tipte isletmelerde tank
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stith SHS ve toplam bakteri sayilari, kiiciik ve orta
Olcekli aile isletmelerine oranla daha disik
seyretmektedir. Biytik isletmelerde hayvan sayist
arttikca sistemde otomatiklesme tercih edilmekte,
sagim personelinin egitim diizeyi artmakta ve kontrol
mekanizmalart daha ciddi islemektedir. Aile tipi ve az
saylda inek bulunan isletmelerde ise hayvan sayist az
oldugu icin elle ya da yart otomatik sistemlerle sagim
yapilmakta, gelencksel yontemler ve bilgi dizeyi ile
aile fertleti tarafindan isler surdiirulmekte ve mastitis
kontroline yonelik uygulamalara 6nem verilmemekte,
sonu¢ olarak da mastitis gériilme orant artmakta ve
tedavi basarist dismektedir (Jayaro ve ark. 2004,
Jansen ve ark. 2010, Lam ve ark. 2013). Calismamizda
st Ornegi aldigimiz isletmeler kiigiik ve orta Slcekli
aile tipi isletmelerden olusmaktadir. Bu isletmelerde
ortalama hayvan sayist 38 adet iken sagmal inek sayisi
ortalama 19 idi ve buyiik ¢ogunlugunda personelin
bulunmadigi, tim islemlerin aile fertleri tarafindan
gerceklestirildigi belirlendi. Isletmede bulunan kisilere
uyguladigimiz  anket sonucunda, ilgili kisilerin
ineklerde mastitisin  Onlenmesi amactyla alinacak
onlemler, diizeltmeler ve kontrol programlar
hakkinda neredeyse hic¢ bilgisi olmadigt sonucuna
ulasildi. Mevcut durum  degerlendirildiginde farkl
arastirmactlar  tarafindan  daha 6nce  yapilmus
calismalart  destekler  nitelikte, kiiciik  Oleekli
isletmelerde bilgi  diizeyinin yetersizligine bagh
uygulama hatalart oldugu ve bunun sonucunda siit
SHS ve toplam bakteri sayilarinin kabul edilebilir
degerlerin cok tizerinde seyrettigi belirlendi.

Sagim sistemi ve sagim sireci ineklerde mastitis
olusumunda direkt etkili faktorler arasindadir. Sagim
sisteminin  tipi, O6zel sagimhane bolumi, sagim
sisteminin bakim sikhigt ve temizlik rutini, sagim
6ncesi meme bagslarnin yikanip kurulanmasi, sagim
Oncesi ve sonrast feat dipping uygulamalart gibi bir¢ok
parametre dogru olarak secildiginde ve yapildiginda
meme sagligl sorunlart azalmakta, stit SHS ve bakteri
sayisinda ciddi distsler gbzlenmektedir (Bastan,
2010). Sagim makinesinin otomatik tipte olmasi, elle
sagim ve vyart otomatik tipe gbre sit SHSnin
azalmasina ve meme saghigimn  olumlu yoénde
gelismesine neden olmaktadir. Ancak sagim sistemi ne
tipte olursa olsun kontrol ve bakimlarinin dizenli
yapilmamasi ve temizlik rutinlerine dikkat edilmemesi
sistem icinde patojen mikroorganizmalarin iiremesine,
vakum/pulzasyon oranlarindaki diizensizlikler gibi
bozukluklarin meme bast hasarlarina ve meme ici
enfeksiyon oraninda artisa yol agmast kaginilmazdir
(Koker ve FErdem 2016). Sagim sirasinda tek
kullanimlik  eldiven giyilmesi, sagimct tarafindan
patojen etkenlerin tastnmast ve bulastirilmasini en aza
indirmektedir. Sagim Oncesinde meme baglarinin
yeterince temizlenmemesi ve glibreyle bulastk halde
sagima  alinmast  fekal kontaminasyon  riskini
artirmakta ve sut kalitesini olumsuz etkilemektedir;
ayrica sagim Oncesi meme baglarinin yikanarak her
inek icin temiz bir bez veya kagit havlu ile

kurulanmast sitin indirilmesine de hazirlik imkant
vermektedir. Bu sirada  6n  siitin - sagilarak
muayenesinin yapilmasi ile hem klinik enfeksiyon
kontroliiniin yapilmasini saglamakta hem de siitiin
indirilmesini uyarmaktadir. Meme baglarinin temizligi
ve Onsiitiin muayenesi ile meme sagima hazirlanirken
hizli hareket edilmeli ve sagim bagliklart yaklasik 90
saniye icinde takilmalidir. Oksitosin meme bezi
tzerinde yaklagik 8 dakika etkisini géstermektedir, bu
nedenle sitin memeden tam olarak indirilebilmesi
icin bu surelerin takibi 6nemlidir (Pantoja ve ark.
2009, Koker ve Erdem 2016). Mastitis kontrol
programlarinin 6nemli bir basamagi da sagim 6ncesi
ve sonrast feat dipping uygulamasidir. Cevresel ve
kontagiy6z etkenlere baglt mastitislerin énlenmesinde
sprey formundan ziyade daldirma metodu ile sagim
Oncesi ve sonrast feat dipping uygulamalarinin ¢ok etkili
oldugu belirtilmektedir (Chambers 2002, Jayaro ve
ark. 2004). Sunulan c¢alismada isletme sahiplerine ve
sagim sireci ile ilgilenen kisilere yapilan ankette,
yukarida belirtilen kontrol programlart parametreleri
hakkinda  sorular  soruldu.  Anket  bulgular
degerlendirildiginde, isletmelerin ~ genelinde  yart
otomatik sagim sisteminin kullanidigl, ayrt  bir
sagimhane boliminin olmadifl, sagim 6ncesi meme
baslarinin yitkanma ve kurulanma oraninin ¢ok dustik
oldugu, sagim Oncesi ve sonrast feat dipping
uygulamasinn ise hi¢ yapilmadigi gérildi. Bu nedenle
Tekirdag ilinde bulunan aile isletmelerinin meme
saghgt  kontrol  programlari  hakkindaki  bilgi
diizeylerinin ¢ok distik oldugu ya da bilseler dahi
uygulama konusunda isteksiz olduklart belirlendi.
Mevcut anket sonuglart ile tank siiti SHS ve toplam
canlt bakteri sayist sonuglarinin birbiri ile uyum
gosterdigi, standart degerlerin ¢ok tzerinde bulunan
SHS ve toplam bakteri sayilarinin ahir sartlari, sagim
hijyeni ve sagim sistemlerinin bakimsizligi gibi
nedenlere bagli olarak, daha 6nce yapilan arastirmalart
da destekler nitelikte (Chambers 2002, Jayaro ve ark.
2004, Pantoja ve ark. 2009, Bastan 2010, Kiplald ve
Vural 2016) insan sagligi ve sit kalitesi yoninden
uygun olmadig: tespit edildi.

Sonug¢ olarak, Tekirdag ilinde bulunan kigik ve orta
Olgekli aile tipi siitcl isletmelerde meme saghgikontrol
programlart hakkindaki bilgi ve uygulama dizeylerinin
yetersiz oldugu ve buna baglt olarak SHS ve toplam
bakteri sayisinin standart degerlerin tizerinde seyrettigi
belirlendi. Tekirdag ilinde gerek Tarim ve Orman
Bakanlig'nin  ilgili  boliimlerince, gerekse bolge
universitelerinin ilgili bélimlerinde goérevli 6gretim
Uyeleri ve bolge Veteriner Hekimler Odalar
tarafindan meme saghgin ist seviyelerde tutmak ve
stt kalitesini en iyi diizeye getirebilmek amactyla bu
konuda  yogun  egitim seminetleti  ve/veya
bilgilendirme  toplantilarinin  yapilmasinin  uygun
olacagi kanaatine varildr.
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ABSTRACT

In this study, species of mite was investigated in the cheese consumed in Mamak district of Ankara. 119 cheese
samples (50 kashar cheese samples, 69 tulum cheese samples) were collected in Mamak district between
September 2011 and February 2012. The results show that mites were detected in 1 (0.84%) out of 119 cheese
samples analyzed. Eggs and adult stages of the A. siro were seen in the cheese samples (2 male, 5 female), whereas
no larva and nymph stages were found. Monthly prevalence of mites was determined as between 0-1% in the
cheese samples. A prevalence was only detected in November (5%), whereas, in the other months infestation was
not found. This study is the first one to identify the prevalence of mites in the cheese of Mamak district of
Ankara. Also, the rate of mites in the cheese examined was established as 0.84%.

Keywords: Acarus siro, cheese, kashar cheese, mite, tulum cheese

kkk

Ankara’nin Mamak Ilgesinde Tiiketime Sunulan Peynirlerde Akar Varliginin Aragtirilmasi

(074

Bu calisma, Ankara’nin Mamak ilcesinde tiiketime sunulan peynitlerde akar varligimin ortaya konulmasi amact ile
yapilmistir. Calismada kullanilmak amactyla Eylil 2011 ve Subat 2012 tarihleri arasinda 119 adet (50 adet kasar, 69
adet tulum) peynir cesidi toplanmistir. Calisma sonucunda incelenen 119 adet peynir numunesinin 1 (%0.84)
tanesinde Acarus siro varligi tespit edilmistir. Peynir érneklerinde A. siro’nun yumurta ve eriskin dénemlerine (2
erkek, 5 disi) rastlanirken larva ve nimf dénemleri belirlenememistir. Akarlarin peynirlerdeki aylik prevalansi %0-1
arasinda saptanmustir. Aylara gére A. siro prevalansi Kasim ayinda %5 olarak saptanmus buna karsilik ¢alisma
yapilan diger aylarda enfestasyon tespit edilememistir. Ankara’nin Mamak il¢esindeki akar varligi ilk kez bu ¢alisma
ile belirlenmis ve incelenen peynitlerde %0.84 oraninda akar enfestasyonu saptanmistir.
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GIRIS

Insanlarin yasam kalitesini olumsuz etkileyen atopik
dermatit, konjuktivit, alerjik rinit ve asttm gibi bircok
alerjen kaynaklt hastaliga sebep olan akarlar (mite)
insan sagligt acisindan Arachnida sinifinin en 6nemli
alt sinifin1 olusturmaktadir (Cevizci ve ark. 2010).
Arachnida sinifinda bulunan akarlarin 450001 agkin
tird bulunmakta ve bunlarin 100’¢ yakiu depo
gidalart ve peynir gibi gida maddelerini enfeste
etmektedir (Melnyk ve ark. 2010).

Akarli peynitler ekonomik zarara neden olarak ciddi
kayiplara sebep olabilirler. Akatlarla enfeste olan
peynirlerin  kabuk kisminda kalinlasma, renk ve
goriniminde bozukluklar dikkat ¢ekmektedir. Bu
parazitler peynirin dis yizeyinde bulunan patojen
mikroorganizmalart  da  peynirin  i¢  kismina
tastmaktadirlar (Tigin ve Ozer 1971, Yaman ve ark.
2000).

Akar varligini etkileyen kritik faktorlerin ortam nemi
ve sicakligt oldugu bildirilmistir. Tdeal olarak 20-300C
sicaklikta  ve %60-80 nemli ortamlarda
yasamaktadirlar (Akdemir ve Gurdal 2004). Avrupa
tlkeleri basta olmak tzere diinyada Ozellikle nemli
bolgelerde akarlara yaygin olarak rastlanmaktadir.
Diinyada akar varligi ile ilgili yapian aragtirmalarda;
Herms ve James (1961) Acarus sire'nun tane ve peynir
akart oldugunu, vanilya ile ugrasan insanlarin kirmizi
lekeler ile karakterize edilen vanilizm hastaligina
yakalandiklartnt  bildirmistir. ~ Sanchez-Ramos — ve
Castafiera  (2007) peynitlerde Acarus  farris  ve
Tyrophagus  neiswanderi  turlerini  bulmuslardr.
Turkiye’de de peynir akarlariyla ilgili  yapilan
calismalarda Acarus siro basta olmak lzere cesitli akar
tiirleri tespit edilmistir (Tigin ve Ozer 1971, Yaman ve
ark. 2000, Mimioglu 1959, Oytun 1969, Cobanoglu ve
Toros 1988, Aygun ve ark. 2007, Umur 1995, Aygiin
ve ark. 2007, Karatepe ve ark. 2017).

Bu calisgmada Ankara’nin Mamak ilgesinde tliketime
sunulan peynirlerde akar varhginin  saptanmast
amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calisma Alani

I¢ Anadolu Bolgesinde yer alan Ankara’da karasal
iklim gorulmekte, kislar soguk ve kar yagisly, yazlar ise
sicak ve kurak gecmektedir. Calismanin yapildigt 6 ay
boyunca Ankara iline ait meteorolojik bilgiler elde
edilmistir (Tablo 1). Peynir numunelerinin toplandig1
Mamak ilcesi Ankara sehir merkezine 7 km uzaklikta
bulunmaktadur.

Saha Calismasi

Bu calismanin materyalini, Ankara ilinin Mamak
ileesinden toplanan peynir Ornekleri olusturmustur.
Bu amacla, Eylil 2011 ve Subat 2012 aylari arasinda

119 adet (50 adet kasar, 69 adet tulum) peynir cesidi
toplanmustir.  Peynirlerin  6zellikle renk degisimine
ugramig, kokusmus ve kiflenmis kisimlart Srnek
aliminda tercih edilmistir.

Bu calismada; Eylil ayinda 19, Ekim ayinda 20,
Kasim ayinda 20, Aralik ayinda 20, Ocak ayinda 20 ve
Subat ayinda 20 adet peynir 6rneginin akar varlig
yoniinden incelenmesi yapilmistir.

Laboratuvar Calismasi

Posetlenerek  protokol numarast verilen peynir
ornekleri laboratuvara getirilmistir. Bu peynirlerin Gst
kismindan ve i¢ tarafindan kazintt halinde petri kabi
icerisine bir miktar 6rnek alinmistir.

Kazinti halinde hazirlanan  peynirler petri  kabi
icerisinde daha iyi inceleme yapilmasi agisindan daha
kiiciik  pargalar haline getirilmistir. Hazirlanan
laktofenol ¢ozeltisi (44 ml laktik asit, 44 gr kristal
fenol, 88 ml gliserin, 88 ml distile su) ezilmis peynitler
tzerine dokulmistlr. Peynirlerin tzerine laktofenol
dokildikten sonra 24 saat saydamlagmast icin
bekletilmistir.

Fiziksel ve kimyasal islemlerden ge¢mis olan peynirler
son olarak stereo-mikroskop ile incelenmistir. Peynir
orneklerinden alinan mevcut akatlar ince uclu 6ze ile
lam Gzerine alinmis ve izeri kanada balzami (Carlo
HErba, Code No. 321553) dokilerek sabitlestirilmigtir.
Lam Uzerine lamel kapatilmis ve elde edilen
preparatlar stereo-mikroskop (Nikon, SMZ-745T)
altinda incelenerek akarlarin tir tayinleri (Lee ve Choi
1980) ve Onemli kisimlarinin  Slctimleri yapilarak
fotograflari cekilmistir.

BULGULAR

Ankara’nin Mamak ilcesinden Eylil 2011-Subat 2012
tarihleri arasinda 6 ay boyunca toplanan 119 peynir
(50 adet kasar, 69 adet tulum) numunesinden, yalnizca
Kasim aymna ait 1 adet tulum peyniri Srneginde
(%00.84) Acarus sire'nun yumurta ve eriskin dénemine
rastlanmistir (Sekil 1-2). Incelenen numunelerde A.
sire'nun larva ve nimflerine rastlanmamistir. Akarlarin
peynitlerdeki — aylik  prevalanst  %0-1  arasinda
saptanmistir (Tablo 2).

Disi Acarus sirolarin buytkligh ortalama 550x232pum
olarak 6lcilmis ve erkeklerden daha buyik olup
genellikle yumurta tasidiklart gorilmustiir. Genital
aciklik erkek genital acikligina gére daha uzun ve
genital kivrimla 6rtiili olarak Gglinet ile dérdiinci ¢ift
ayaklar hizasinda ve merkezde yer aldigi gériilmistiir.
Erkek akarlarin birinci ¢ift ayak femurunda gorilen
mahmuz seklindeki yapt disi akarlarda
bulunmamaktadir.  Erkek  akarlarin  ortalama
buytkligh  399x190um  olarak Olgulirken akar
yumurtalarinin ortalama buytklikleri 84x54um olarak
Olctlmustir (Tablo 3).

301



Tablo 1. Ankara ilinin 2011 Eylil -2012 Subat aylari arast meteorolojik bilgileri

Sekil 1. Acarus siro (disi)
Figure 1. Acarus siro (female)

Sekil 2. Acarus siro (erkek)
Figure 2. Acarus siro (male)

Table 1. Meteorological information of Ankara province between September 2011 and February 2012

AYLAR Yagis Miktart Ortalama Sicaklik  Ortalama Nispi Nem  En Diisitk Sicaklik  En Yiiksek Sicaklik
(mem) (o oo o (o

Eyliil 2011 0.6 20.1 42.4 7.6 30.8

Ekim 2011 62.4 10.9 65.1 0.2 25.8

Kasim 2011 109 33 70.3 =71 15.2

Aralik 2011 39.3 3.8 74.9 -6.8 16.0

Ocak 2012 93.3 -0.9 87.1 -11.3 12.2

Subat 2012 47.7 -1.9 83.7 -15.9 10.1

ORTALAMA 42.3 5.8 70.5 -5.5 18.3
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Tablo 2. Aylara gbre toplanan peynir ve akar varligi

Table 2. The presence of collected cheese and mite according to months

Muayene Edilen Enfeste Enfestasyon Orani (%)
Aylar Peynir Sayis1 Peynir Sayis1
Eylul 2011 19 0 0
Ekim 2011 20 0 0
Kasim 2011 20 1 5
Aralik 2011 20 0 0
Ocak 2012 20 0 0
Subat 2012 20 0 0
TOPLAM 119 1 0.84
Tablo 3. Tespit edilen erkek ve disi akar ile yamurtalarin bayuklagi
Table 3. Size of detected male, female mite and eggs
Erkek Disi Yumurta
Boysm)  En(um)  Boy (um)  En(um)  Boy (um)  En (um)

1 338 192 606 296 69 48

2 460 188 494 216 89 47

3 557 202 93 67

4 486 189

5 605 259

TARTISMA ve SONUC Peynir akarlariyla ilgili Glkemizde yapilan ¢aligmalarda;

Birgok gida maddesi saklanmalart sirasinda gesitli akar
tiurleri ile bulasabilmektedir. Bunlarin  basinda
kozmopolit bir akar olan Acarus siro gelmekte ve
genellikle yag ve protein igerigi yliksek peynir, yer
fist1g1, un, tahil gibi depolanmis gida maddelerinin
kontaminasyonu  sonucu  alerji  olusturmaktadir
(Aygun ve ark. 2007). Dinyanin bircok tlkesinde
sevilerek tiiketilen peynir, %10-30 oraninda protein
icermektedir (Kaynar 2011). Peynitlerde sik rastlanilan
A. siro un akart olarak bilinmekte ve gelisme siiresi
ortalama 9-11 giin siirmekte, eriskinleri ise yaklasik 30
ginlik Omre sahiptit. Acarus sirenun  gelisimini
saglayabilmesi icin, gidalarin bulundugu ortamda
optimum stnin 20-25°C, nispi nem oraninin ise
yaklasik %65-80 olmas1 gerekmektedir (Aygiin ve ark.
2007). Akar yumurtalarinin  acilma ve  geng
donemlerinin gelisme surelerinin, ergin 6mri ve
cinsiyet oranlarmin sicaklik ve nem arttikga azaldig
gbzlemlenmistir (Toros ve Emekei 1989).

Akarlarin, gidalarin st kistmlarinda biriktikleri ve bu
kistmlarda bulunan maya ve mantarlarla beslendikleri
bildirilmektedir (Aygin ve ark. 2007). Akar iceren
gidalart tiiketen veya temas eden insanlar; dermatitis,
konjuktivitis, akut enteritis ve ishal, idrar yollart ve
anafilaktik bozukluklar1 icine alan ¢esitli alerjik
reaksiyonlart kapsayan semptomlar gostermislerdir
(Aygun ve ark. 2007, Cobanoglu 1996).

Mimioglu (1959) ve Oytun (1969) kasar peynitlerinde
Tyroghphus farinea’nin zararlarindan séz etmislerdir.
Tigin ve Ozer (1971) satisa sunulan  kasar
peynitlerinde Acarus siro ve Caloghyphus rhizoghphoides,
Cobanoglu ve Toros (1988) titketime sunulan kasar
peynitlerinde Acarus immobilis, Tyrophagus longior ve
Glycophagus domesticns, Aygun ve ark. (2007), Hatay
yoresine Ozgi bir ¢Okelek peynirinde Tyrophagus
putrescentia tespit etmislerdir. Umur (1995), Kars’ta
120 eski kasar peynirinin %85’inde, Yaman ve ark.
(2000), Konya’da 290 kifli peynirin %10.34’tnde ve
122 tulum peynirinin %3.27’sinde, Aygin ve ark.
(2007), Erzurum’da 200 geleneksel civil peynirinin
%0.05’inde ve Karatepe ve ark. (2017) Nigde
yoresinde 226 adet peynirin  %0.88’inde _Acarus
sirPnun varligini  saptadiklarint  belirtmislerdir. Bu
calismada ise Ankara ilinden toplanan 119 adet peynir
numunesinin sadece 1 (%0.84)’inde Acarus siro varhig
saptanmistir. Turkiye’de yapilan diger calismalar ile
yaptigimiz bu calismayr karsilastirdigimizda; Umur
(1995)’un Kars’ta tespit ettigi %85lik ve Yaman ve
ark.  (2000)nin Konya’da belirledigi  %10.34’lik
prevalans oranlarindan  daha distk bulunurken,
Aygiin ve ark. (2007)’nin Erzurum’da tespit ettikleri
%0.05lik ve Karatepe ve ark. (2017)’nin Nigde’de
tespit  ettikleri  %0.88’lik  oran ie benzerlik
tastmaktadir.

Ankara ilinin Mamak ilcesinde yapilan bu ¢alismada
akarlarin peynirlerdeki aylik prevalanst %0-1 arasinda
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olduke¢a dusiik diizeylerde belirlenmis olup, sadece
Kasim ayina ait 6rneklerin bir tanesinde enfestasyon
tespit edilmistir. Bu durum, Ankara ilinin sahip
oldugu sicaklik (13-14°C) ve nispi nemin (%049.48)
akar gelisimi i¢in uygun olmadigint diistindiirmektedir.
Bununla  birlikte  ideal saklama  kosullarinin
uygulanmast ve Ureticiden tiketiciye kadar gecen
zamanda peynirlerin gérdikleri islemlerde hijyenik
kurallara uyulmasi da disik enfestasyon oramt ile
iliskili olabilir.

Sonuc¢ olarak bu calisma, Ankara ilinin Mamak
ilgesinde kasar ve tulum peynirlerinde akar varligini
gOsteren ilk calismadir. Akarlarin neden oldugu astim,
dermatit, konjuktivit, mide-barsak ve idrar yollar
rahatsizliklar, anaflaksi ve alerjinin insan saghgt
yoniinden ele alinmasi gerekmektedir (Cevizci ve ark.
2010). Ayrica akar enfestasyonlart peynirlerin dis
goruntiisini  bozmast sebebi ile ckonomiyi de
olumsuz etkilemektedir. Hem saglik acisindan hem de
ckonomik nedenlerden dolay1 depo gidalarinin Gretim,
depolama ve pazarlama safhalarinda calisan elemanlar
bilinclendirilmelidir. ~ Saklama  kosullarina  dikkat
edilmeli nem ve sicaklik oranlari iyi ayarlanmalidir.
Halk saglig1 ve tilke ekonomisi agisindan bu yéndeki
calismalar artirilmalidir.

TESEKKUR

Bu  caligma Ayda KARADERE'nin  Yiiksek Lisans
tezinden oetlenmistir.

Bu ¢alsgma 20. Ulnsal Parazitoloji Kongresi'nde (25-29
Eyliil 2017, Eskigsebir) sunulmustur.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antiparasitic efficacy of the natural zeolite component, clinoptilolite,
against naturally occurring giardiasis in dogs. Seven infected dogs, aged 6-44 months of age, both sexually owned
and diarrhea infected with Giardia duodenalis in the Aydin region were used in the study. Group I was administered
clinoptilolite orally for 10 days at a dose of 2 g / kg. Group II dogs were provide to stay in the control group. The
antiparasitic efficacy of clinoptilolite in dogs was evaluated by microscopic examination of stool samples collected
at the beginning 0, 3rd, 7th and 10th day by rectal route. Considering the reduction in cyst excretion per gram
feces, clinoptilolite used for anti-giardial purposes provided 99% efficacy in cyst excretion at 10th day. In the
treatment group, the mean geometric averages of cyst counts were determined as 200552.4, 37.8, 113.3, 10.4,
respectively, on days 0, 3, 7 and 10. On the other hand, in the control group, no significant change was observed
in the geometric mean of cyst ruble excretion on day 0 (195099,4) 10 days (174436,1). It can be said that
clinoptilolite effectively decreases cyst excretion in dogs with giardiasis and can be used in the recommended dose
without causing any side effects.

Keywords: Giardia dnodenalis, Clinoptilolite, Dog.

kkk

Giardia Duodenalis ile Dogal Enfekte Kopeklerde Klinoptilolit ile Antiparaziter Kiir Saglanabilir mi?

(074

Bu ¢alismanin amact dogal zeolit bileseni olan klinoptilolitin képeklerde dogal olarak sekillenen giardiazise karst
antiparaziter etkinliginin belitflenmesidir. Aydin bélgesinde bulunan dogal olarak Giardia dnodenalis ile enfekte olan
sahipli ve ishalli her iki cinsiyetten 6-44 aylik yastaki 7 enfekte képek calismada kullanildi. Tki ayri gruba ayrilan
calisma materyali olarak I. gruptakilere 10 gin oral yolla 2 g/kg dozda klinoptilolit uygulanirken, II. grupta
bulunan képeklerin kontrol grubu olarak kalmalart saglandi. Képeklerde klinoptilolitin antiparazitik etkinligi 0. 3.
7. ve 10. glnlerde rektal yolla alinan diski 6rneklerinin mikroskobik incelenmesiyle degerlendirildi. Gram digki
basina kist miktarindaki azalma g6z 6ntinde bulunduruldugunda anti-giardial amagla kullanidan klinoptilolitin 10.
giinde giardiazise karst kist atiliminda %99 etkinlik sagladigi belirlendi. Sagaltim grubunda sirasi ile 0.,3., 7. ve 10.
giinlerde kist sayilarina ait geometrik ortalamalar 200552.4, 37.8, 113.3, 10.4 seklinde belirlendi. kontrol grubunda
ise 0. gun ile (195099,4) 10. gtinlerdeki (174436,1) kist atthminin geometrik ortalamalarindaki fazla degisimin
gostermedigi saptandi. Netice itibart ile giardiazisli képeklerde klinoptilolitin kist atilimint etkin sekilde azalttigr ve
Onerilen dozda herhangi bir yan etkiye neden olmaksizin kullanilabilecegi s6ylenebilir.

Anahtar kelimeler: Giardia duodenalis, Klinoptilolit, K&pek.
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GIRIS

Giardia duodenalis, hayvanlarda (kOpek, buzagl) ve
insanlarda ishale neden olan enterik bir protozoan
olup sik karsilasdlan patojenler arasindadir (Ballweber
ve ark. 2010, Bouzid ve ark. 2015). Etkenin diger
konaklardakine benzer sekilde kopeklerde de
asemptomatik, akut ve/veya kronik hastalik tablolar
olugturabilecek klinik gérinimleri mevcuttur (Tysnes
ve ark. 2014, Westermarck, 20106). Hastalikta bulas
genellikle fekal-oral kontaminasyona baglt olarak
gelismektedir (Caccio ve ark. 2005). Giardiosis’ e baglh
hastaliklarin  sekillendigi olgularda etkenin bagirsak
limenine zarar vererek malabsorbsiyon
sekillenmesine neden oldugu bilinmektedir (Lunn ve
Northrop 1992, Read ve ark. 2002). Ayrica bu
hastalikta villbz atrofi ve mukozal hasar ile giardia’ya
bagli sekrotorik degisimlere baglt olarak sodyum,
glukoz  emilim  eksikliklerinin ~ goraldigh — sivi
kayiplarina  baglt  olarak da  hastalarin  genel
durumlarinda ciddi bozulmalar goriilmektedir (Buret
2008). Hastaliga maruz kalan hayvanlarin diskilarinda
yiksek duzeyde kist atilimi séz konusu oldugundan
enfekte hayvanlar gerek cevrenin gerekse de diger
hayvanlarin kontamine olmasmna neden olmaktadir
(Gokee ve ark. 2010). Bu kapsamda zoonotik
potansiyel acisindan kopeklerin azimsanmayacak bir
yerinin oldugu varsayilmaktadir (Thompson 2004).
Hastaligin sagaltiminda hekimlik alanlarinin hemen
hepsinde metronidazol, albendazol, dimetridazole ve
nitazoxanide gibi farmasotik ajanlar yaygin bir sekilde
kullanildigi arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir
(Baljer ve Wieler 1989, Aytug ve ark. 1990, Hall ve
ark. 1996, Bilal 2005).

Klinopitilolit tzerine yapilan arastirmalarda s6z
konusu mineralin antiviral, anti-diyaretik,
antimikrobiyal, antikarsinojen, antioksidan,
immunmodilatér ve ayrica birgok maddeye bagh
gelisen toksikasyonlarin  6nlenmesinde  etkinliginin
bulundugu bildirilmektedir (Rodriguez-Fuentes ve
ark. 1997, Zarcovic ve ark. 2003, Ivkovic ve ark. 2004,
Top ve Ulkii 2004, Gree ve Paveli¢ 2005, Katic ve
ark. 2006, Milenkovi¢ ve ark. 2015). S6z konusu
calismalara ilaveten Deligiannis ve ark. (2005)
gelismekte olan kuzularda paraziter enfestasyonlarina
azaltilmasinda klinopitilolitin etkin oldugunu 6zellikle
rasyona %3  seviyesinde ilave  edildiginde
gastrointestinal nematod ytkiiniin azaldigini ve ookist
saciliminda da azalmalarin oldugunu belirtmektedir.
Bu calismada klinoptilolitin kopeklerde dogal olarak
sekillenen Giardiazise karsi antiparaziter etkinliginin
belirlenmesi amaglandt.

MATERYAL YONTEM

Hayvan materyali ve 6rneklerin alinmasi

Arastirmanin  hayvan materyalini Aydin bolgesinde
bulunan yaslart 6-44 aylik yastaki her iki cinsiyetten
(n=3’er disi ve erkek), farklt irklardan (1’er Golden

retreiever, terrier, Labrador retriever ile 4 melez)
Giardia dnodenalis ile dogal enfekte (n=7), kopekler
olusturdu. Benzer yas araligindaki melez (n=7) ve her
iki cinsiyetten anamnez ve klinik bulgular 1siginda
saglikli oldugu belitlenen kopekler saglikli kontrol
grubu olarak dahil edildi. Bu arastirma Adnan
Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulwnun ~ (HADYEK)  19.09.2013  tarihli
(n0:2013/076) belgesine dayandirilarak
gerceklestirildi. Calisma materyal ve metodu takvimi
onceki benzer bir calisma (Ali¢ Ural ve ark. 2017) baz
alinarak ve modifiye edilerek gerceklestirildi. Gerek
hasta gerekse saglikli kopeklerden fekal muayene
Orneklemesi 0. 3. 7. ve 10. glinlerde rektal tuse sonrast
steril diskr kaplarinin igerisine alindu.

Diskt analizleri

Hasta ve saglkli hayvanlardan toplanan digki
orneklerinin  giardia  enfeksiyonunun  varliginin
belirlenmesinde direkt mikroskobik baki yontemi
kullanilmistir. Kopeklerden toplanan diskr 6rneklerine
mikroskobik inceleme yapiincaya kadar potasyum
dikromat c¢Ozeltisi icerisinde saklandi. Daha sonta
c¢inko silfat flotasyon metoduna goére gram diskidaki
kist sayisi (OPG) yoniinden degerlendirildi. Daha
sonra kist atitlimindaki azalmanin yiizdesi (Geurden ve
ark. 2010) ve Henderson-Tilton formiline gore
geometrik ortalamanin hesaplanmast gére yapildi
(Henderson ve Tilton 1955).

Istatistiksel analiz

Aragtirma sonucunda saglikli ve Giardia dnodenalis ile
dogal enfekte képeklerin OPG temelinde elde edilen
degerlerin  tanimlayict  istatistiksel analizleri ile
geometrik ortalamast hesaplandi.

Uygulama ve kontrol gruplarinda gruplar aras
farkliliklarin -~ degerlendirilmesi  amaciyla ~ Mann
Whitney U testi kullanilip 6nemlilik dizeyi <0.05
olarak belirlendi. Istatistiksel degerlendirmeler SPSS
22.0 (IBM, Amerika) programindan yararlanilarak
gereeklestirildi.

BULGULAR

Klinik olarak ishal semptomu gésteren képeklerin
tamaminda  diskida  gerceklestirilen  analizleri
sonucunda Giardia dnodenalis ile enfekte oldugu
saptandi.  Ornekleme isleminin ardindan hastalara
yapilan ve etkinligi kuzularda Giardia
enfeksiyonlarinda ortaya konulan (Ural ve ark. 2014)
zeolite kullanilarak basarili bir sekilde sagland1. Saglikli
ve dogal enfekte hayvanlara istatistiksel anlamli
degisimlerin oldugu belirlendi (T'ablo 1).

Kontrol ve sagaltim gruplarindaki kopeklerde 4 farkls
zaman diliminde (0., 3., 7. ve 10. giinlerde) tespit
edilen kist atiimlarinin  geometrik ortalamas: ile
klinoptilolit uygulandiktan sonra tespit edilen kist
atthmindaki meydana gelen azalma ytizdesi Tablo 1’de
asagida gosterildi. Kontrol ve sagaltim gruplarinda 3.,
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7. ve 10. giinlerdeki karsilastirmalarda istatistiksel
olarak belirgin ve anlamli farklilk (p=0,001)
belitlendi.

Tablo 1. Giardiasisli képeklerde kontrol ve tedavi gruplarina ait ortalama kist sayilarinin istatistiksel degerlendirmesi.
Table 1. Statistical evaluation of mean number of cysts in control and treatment groups in dogs with giardiasis.

0.giin 3. giin 7.giin 10.giin
Kontrol 195099,4 161039,8 1313452 174436,1
Tedavi 2005524 37,8 113,3 10,4
P degeri 0,898 0,001 0,001 0,001
Kist atilimindaki azalma %99 %73 %99

TARTISMA

Giardia dnodenalis hayvan ve insanlar arasinda ¢apraz
enfeksiyonlar  yapabilmektedir.  Biyokimyasal ve
morfolojik Ozellikleri benzerlik gbstermektedir. Bu
sebeple evcil hayvanlarin insanlart enfekte edebilme
potansiyelinin de bulundugu bilinmektedir (Gaydos
1998). Bu nedenle hastaligin subklinik veya klinik
olarak seyrettigi tim hayvanlarda bulasma kaynaginin
hemen ortadan kaldirlmast amact ile hastalarin
sagalumlarinin ~ yapilmast  tavsiye  edilmektedir
(Geurden ve ark. 2011). Bu calismada Giardia
dnodenalis ile dogal enfekte kopeklerin  tamamu
klinoptilolit 2 g/kg dozunda 10 gin doz olacak
sckilde sagalulmis ve Kklinik iyilesmenin yaninda
enfekte hayvanlarin insan saghgt acisindan rezervuar
teskil etmemesi saglanmustur.

Koépeklerde Giardiazis sagaltiminda giiniimiize kadar
pirantel embonat, febantel ve prazikuantel 3'l4
kombinasyonu, fenbendazol, prazikuantel, pirantel
pamoat 3'li kombinasyonu silimarin, ipronidazol,
ronidazol, Enterococcus faecnum SFG68 probiyotik
gibi ¢esitli farkli etken maddeler denenmigtir. (Abbitt
ve ark. 1986, Barr ve ark. 1998, Giangaspero ve ark.
2002, Payne ve ark. 2002, Chon ve Kim 2005, Miro
ve ark 2007, Montoya ve ark. 2008, Bowman ve ark.
2009, Simpson ve ark. 2009, Fiechter ve ark. 2012).
Bununla birlikte Giardiazisli képeklerde 30 mg/kg tek
doz seknidazol kulllanimi ile kist saciliminin tedavi
grubunda 3, 7 ve 10. giinlerde anlamli derecede
(P<0.01)  azaldigs, kist atlmimnin  geometrik
ortalamasina bakildiginda % 100 azalma tespit edildigi
bildirilmistir (Karahalli ve Ural, 2017). Bagka bir
arastirmada oral yolla 30-50 mg/kg ronidazol’ un 7
giin uygulandigr 6 képekte, olgularin tamaminin 7-26.
giine kadar iyilestigi ve diskt icerisinde giardia
kistlerinin  bulunmadigt bunun yani sira antijenik
bakida da negatif oldugu belirtilmektedir. S6z konusu
aragtirmada ayrica ronidazol uygulamasi ile birlikte
ortaminda  klorheksidin  ile  dezenfeksiyonunun
saglanmasinda oldukea etkin sonuglarin elde edildigini
belirtmektedir (Fiechter ve ark 2012). Giardiazisin
kontrolinde  bahsedilen mevcut kemoterapdtik

secenekler etkin olarak gosterilse de sagaltim
yetersizliklerine bagh olarak persiste giardia kist
sagtlimlarida goz ardi edilmemelidir (Payne ve Artzer
2009, Fiechter ve ark. 2012). Bu sebeple sagaltimda
meydana gelebilecek basarisizliklarin - baginda  re-
enfeksiyonlatin  gbz Oniinde tutulmast  gerektigi
unutulmamalidir (Payne ve Artzer 2009). S6z konusu
durumunun 6zellikle batinak sartlarinda barindirilan
kopeklerde klinik 6neminin bulundugu
gosterilmektedir (Thompson 2004). Bu baglamda
yalnizca etiyolojik ajana yonelik sagaltim uygulamalari
degil cevresel sanitasyonun saglanmasida farmasotik
ajanlar ile iligkili olarak gelisebilecek diren¢ sorununun
da Ontne gecebilecegi dustinilmektedir (Payne ve
Artzer 2009). Kistlerin su kaynaklarinda 84 glin, nemli
bolgelerde +4 derecede 11 haftaya kadar canh
kalabildigi (deReigner ve ark 1989, Olson ve ark 2004)
distntldiginde calismamiz kapsaminda
klinopitilolitin her ne kadar basarili sagalim etkinligi
bulunsa da sanitasyon kosullarinin saglanmast ile
iligkili olarak gerekli 6nlemlerin alinmasina yonelik
bildirimlerinde (Korich ve ark 1990, Betancourt ve
Rose 2004) gbz ardi edilmemesi gerektigi diisunildi.
Bu ¢alismada klinoptilolitin kdpeklerde dogal yolla
olusan giardiazise karst antiparaziter etkinliginin
bulundugu ve Onceki aragtirmalarda oglaklarda
giardiazise karst klinoptilolit ile 10. glinde %95
etkinlik sagladigr bildirimi (Ali¢ Ural ve ark. 2017)
degerlendiginde bu ¢alismada 10. giinde saptanan
%99 etkinligin 6nceki ¢alismaya gore yitksek oldugu
tespit edildi. S6z konusu oransal farklhiliklarin
kopeklerin giardia ile dogal enfekte olmasina bagl
olarak kist atiimlarinda meydana gelebilecek olan
araliklt sacilimt ile iliskili olmast ile aciklanabilit. Sonug
olarak kopeklerde klinoptilolitin kist atthmint etkin
sekilde azalttig1 ve Onerilen dozda herhangi bir klinik
yan etkiye neden olmaksizin  kullanilabilecegi
sOylenebilir.
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ABSTRACT

This study was carried out in order to examine the factors affecting the survival of calves with rearing, feeding
and management of calves in dairy cattle farms in Afyonkarahisar province. The research was conducted in 25
dairy farms in center Afyonkarahisar and districts, and used 400 head Simmental calves and 117 head Holstein
calves which are birth in 7 farms which have regular records for their livability of calves in 2016 and 2017. The
survival rates were 0,920%0,021, 0,89610,023, 0,874£0,025 and 0,857£0,025 at 30, 60, 75 and 90 days of life in
the Simmental calves, respectively. The effects of dairy farm and birth season at 30, 60, 75 and 90 days of survival
rates, effect of age of dam at 60, 75 and 90 days of survival rates and effect of gender at 75 days of survival rates
in the Simmental calves were significant (p<<0,05; p<0,01). The survival rates were 0,918+0,027, 0,918+0,027,
0,918%0,027 and 0,893%0,029 at 30, 60, 75 and 90 days of life in the Holstein calves, respectively. The effects of
gender at 30, 60, 75 and 90 days for survival rates, effect of birth season at 30, 60 and 75 days of survival rates in
Holstein calves were significant (p<<0,05; p<<0,01). As a result, it was concluded that the survival rates in the
Simental and Holstein calves is low in terms of optimal productivity and ideal values, and the quality and
management of colostrum should be taken into consideration.

Keywords: Calf, dairy cattle, livability, management
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Afyonkarahisar Damizlik Siit Sig1r1 Isletmeletinde Buzagi Bakimi ve Yagama Giiciiniin
Degerlendirilmesi

oz

Bu calisma, Afyonkarahisar Ilinde bulunan damizlik siit sigirt isletmelerindeki buzagi bakimi ve yonetimi ile
buzagilarda yasama giicli ve etkileyen faktdrlerin incelenmesi amactyla yapilmistir. Arastirma, Afyonkarahisar
merkez ve il¢elerinde bulunan 25 adet damizlik siit sigir isletmesinde yuriitilmis olup yasama giict icin 7 adet
isletmenin 2016 ve 2017 yillarinda dogan 400 bas Simental ve 117 bas Holstayn buzagist kullanilmigtir. Simental
buzagilarda yasama glicti ortalamalari 30., 60., 75. ve 90. giinde sirastyla; 0,92010,021, 0,896%0,023, 0,874£0,025
ve 0,85710,025 olarak tespit edilmistir. Simental buzagilarda yasama gictine 30., 60., 75. ve 90. ginde isletme ve
dogum mevsiminin, 60., 75. ve 90. giinde ana yaginin ve 75. glinde ise cinsiyetin etkisinin énemli (p<<0,05; p<<0,01)
oldugu belirlenmistir. Holstayn buzagilarda yasama glicti ortalamalart 30., 60., 75. ve 90. ginde sirasiyla;
0,918+0,027, 0,918%0,027, 0,918%0,027 ve 0,89310,029 olarak hesaplanmistir. Holstayn buzagilarda 30., 60., 75.
ve 90. giinde yasama giiciine cinsiyetin, 30., 60. ve 75. giinde ise dogum mevsiminin etkisinin énemli (p<<0,05;
p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, Simental ve Holstayn buzagilarda yasama gliciiniin optimal
verimlilik ve ideal degerler bakimindan disiik oldugu, kolostrum kalitesi ve yonetimine 6nem verilmesi gerektigi
kanaatine varilmistir.
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GIRIS

Sigir yetistiriciliginde  optimum  karlilik  ve
sturdurilebilirlik icin her inekten yilda bir buzag
alinmast ve buzagilarda yasama gliciinin yiksek
olmast 6nemlidir. Buzagilarda yasama giict, belli bir
déneme kadar yasayan buzagi sayisinin canli dogan
hayvan sayisina bolunmesiyle hesaplanmaktadir.
Dogum sonrast yasama glicli, yeni dogan buzagilarin
cevre sartlarina adaptasyonunun belirlenmesinde ve
isletmelerin  karliligi acisindan  olduk¢a 6nemlidir
(Akcapinar ve Ozbeyaz 1999). Sigircilik isletmelerinde
buzagilar bireysel veya grup halinde kapali yada acikta
yetistitilmektedir. Gerek bireysel buzag kuliibelerinde
gerekse grup buzagi alanlarinda kullanilan altliklar ve
degistirme sikhigt 6nem atz etmektedir. Buzagi
barinaklarinda  zeminin  kuru  olmasi,  yeterli
havalandirma, hareket olanagi, yem ve su imkani ile
stressiz ortam gereklidir. Son yillarda ahsap, plastik ve
metalden buzadi barmnaklari yapilmaktadir (Ozyiirek
ve ark. 2013).

Buzagilara zamaninda, kaliteli ve yeterli kolostrum
verilmesi ile biylime, hastalik insidansi ve yasama
glici Uzerine olumlu etki yaptgi bildirilmektedir
(Yiiceer ve Ozbeyaz 2010). Buzagilarda yasama
giictinii etkileyen faktorler genel olarak irk, besleme,
iklim, hastaliklar, barmak, hijyen, dogum tipi ve
cinsiyettir (Ozyiirek ve ark. 2013).

Buzagilarda yasama giictiniin incelendigi calismalarda
1 aylik yasa kadar yasama giici Norvec’te % 95,4,
Fransa’da % 93,3 ve Iran’da % 93,51 olarak
bildirilmektedir. (Gulliksen ve ark. 2009, Azizzadeh
ve ark. 2012, Raboisson ve ark. 2013). Turkiye’de
diizenlenen  buzagt  kayiplart  sempozyumunda
buzagilarda yasama giiciiniin Italya’da % 75,00 (De
Amicis ve ark. 2017), ingiltere’de % 92,58 - % 97,53
(Gates 2013), ABD’de ise % 93,60 (APHIS 2010)
oldugu ifade edilmistir (Anonim 2017). Ayrica
Turkiye’deki buzagilarda yasama giicinin bélge ve
isletmelere gore farklilik gostermekle beraber % 85-90
arasinda oldugu bildirilmistir (Anonim 2017).

Tirkiye’de yapilan calismalarda Holstayn buzagilarin
30.giin, 60.giin, 75.gin ve 90.giinde yasama glci
strastyla; % 93,83- 97,00; % 93,83- 94,20; % 95,93-
96,34 ve % 85,90-95,00 arasinda, Simental buzaglarin
ise 30. ve 90 glinde yasama glici % 98,00 ve %92,00-
%98,80 arasinda oldugu bildirilmektedir
(Deliémeroglu ve ark. 1995, Akbulut 1998, Baspinar
ve ark. 1998, Karakas 2002, Kocak ve ark. 2007,
Kogak ve ark. 2008, Bayril ve Yilmaz 2010, Yiiceer ve
Ozbeyaz 2010, Ayasan ve ark. 2016).

Bu calisma, Afyonkarahisar ilinde bulunan damizlik
sut sigirt isletmelerindeki buzagr bakimi, beslenmesi
ve yonetimi bilgileri ile buzagilarda yagama glicii ve
etkileyen faktorlerin incelenmesi amactyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Bu aragtirma, Afyonkarahisar merkez ve ilcelerinde
bulunan 25 adet damizlik sit sigirr isletmesinde
yurttilmistir. Isletmelerden elde edilen veriler
incelenerek buzagi kayitlart diizenli olan 7 isletmede
01.01.2016-31.12.2017 arasmnda dogan 400 bas
Simental ve bir isletmedeki 117 bas Holstayn 1rki
olmak tuzere toplam 517 bag buzagin verileri
degerlendirilmistir.

Metod

Bu calisgma igin isletmeler ziyaret edilerek buzagi
bakimi, yetistirilmesi ve Olumleri ile ilgili veriler
gelistirilen forma kayit edilmistir. Tsletmelerde siirii
buytukligt, buzagmnin anasimndan ayrilma zamani,
kolostrumun ilk verilme zamani, sikligi ve miktar,
gbbek kordonu dezenfeksiyonu ve sikligi, buzagi
barinak tipi, kullandan althgin cesidi, miktart ve
degisim stklig1, sulugun cesidi, sttten kesime kadar
verilen yemlerin ¢esidi, miktar1 ve 6glin sayist, siitle
besleme sekli (anasini emzirme, biberon, emzikli
kova), siitten kesim yasi, buzagilari izleme yontemi,
stkligr ve siiresine ait bilgiler incelenmistir. Buzagilarda
yasama giciiniin degerlendirildigi 7 isletmede stitten
kesim yast 60-75 giin arasindadir. Buzagilarda yasama
glict; 30., 60., 75. ve 90. giin olmak iizere 4 dénemde
degerlendirilmistir. Haile-Mariam (1998) ve Riley ve
ark.  (2004)nin  bildirigleri  dogrultusunda  bu
donemlerde yasayan buzagiara “1” Olenlere ise “0”
kodu verilmistit.

Istatistiki analizlerde; Simental ve Holstayn buzagilar
ayri ayrt olmak tzere isletme (1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7),
dogum yii (2016 ve 2017), dogum mevsimi
(sonbahar-kis, ilkbahar-yaz), cinsiyet (erkek ve disi) ve
ana yastnin (2, 3, 4 ve 5 <) etkisinin belitlenmesinde
variyans analizi, aralarindaki farklilk 6énemli bulunan
gruplarin karsilagtirtlmasinda Duncan testi
kullandmistir.  Analizlerde PASW Statistics  18.0.0
programindan yararlanidmistir.

BULGULAR

Buzagi Bakimi ve Yonetimi

Bu aragtirma kapsaminda  Afyonkarahisar ve
ilgelerinde bulunan 25 adet damizhk stt sigi
isletmesinde Simental, Holstayn ve Hsmer irklarinin
bulundugu, agihkli olarak Simental wkiin (21
isletmede) tercih edildigi ve kapasitelerinin 90-270 bas
arasinda oldugu belirlenmistir. Isletmelerde diive ve
ineklerin tohumlanmasinda genellikle suni
tohumlamanin tercih edildigi, iki isletmenin ise boga
kullandig1 ifade edilmistir. Dogumdan sonra buzagiy
anasindan ayirma zamani yirmi iki isletmede 1-3 saat
icinde, iki isletmede 6-12 saat icinde, bir isletmede ise
dogumdan 3 gin sonra yapidigt belirtilmistir.
Isletmelerde kolostrumun dogumdan sonraki ilk 1-2
saat icinde, 3 glin siireyle ginde 2-3 litre olmak tizere
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2-4 kez/gin icirildigi ifade edilmistir. Buzagilarin
gobek kordonu dezenfeksiyonu ilki dogumdan
sonraki 3 saat igerisinde olmak tizere 3 glin streyle
giinde 2 kez yapildigi bildirilmistir. Incelenen
isletmelerde buzagi barinaklari genellikle seyyar buzagt
kultibesi (22 isletme), tg isletmede ise bireysel kapali
bélmeler seklindedir. Buzagt barinaklarinda kullanilan
althik, sap (19 isletme), odun talast (2 isletme) ve
1zgarall sistemdir (4 isletme). Buzagt bolmelerinde
kullanilan althgin degisim sikliginin genellikle 3 giinde
bir kez, bir isletmede haftada bir kez, bir isletme ise
ayda bir kez yapildig ifade edilmigtir. Buzagilarin stitle
beslenmesinde ¢ isletmenin sadece stit, digetlerinin
ise sutin yannda kesif ve kaba yem verdigi
belitlenmistir. Sttle besleme doéneminde verilen
besinin 6gln sayist genellikle iki olup sadece bir
isletmede 3 ogundiir. Siitle besleme stresinin ziyaret
edilen yirmi bes isletmenin on sekizinde 60-75 giin,
yedi isletmede ise 90 giin oldugu tespit edilmistir.
Isletmelerde suluk olarak kuliibe sulugu, siitle besleme
icin ise biberon kullanidmaktadir. Buzagilarin takibi,
on igletmede goézlem ve kamera birlikte, on bes
isletme ise sadece gbzlem yoluyla yapilmaktadir.
Isletmelerde aydinlatma amaciyla projektor, floresan
ve LED kullanildig belirlenmistir.

Buzagilarda Yagama Giicii ve Etkileyen Faktorler
Afyonkarahisar merkez ve il¢elerde bulunan Simental
ve Holstayn buzagilarda yasama glicine ait
ortalamalar ve standart hatalari Tablo 1 ve 2’ de
sunulmugtur. Ayrica 30., 60., 75. ve 90. gilinde
Simental ve Holstayn buzagilarin yasama giicii genel
ortalamalart Sekil 1°de verilmistir.

Bu calismanin  yuritildigt  isletmelerde  bulunan
Simental buzagilarda 30., 60., 75. ve 90. glinde yasama
giicli genel ortalamast sirastyla; % 92,0; % 89,6; %
87,4 ve % 85,7 olarak hesaplanmistir. Simental
buzagilarda yasama gictne 30. giinde isletme ve
dogum mevsiminin, 60. ginde isletme, dogum
mevsimi ve ana yasinin, 75. ginde isletme, dogum
mevsimi, cinsiyet ve ana yasiun, 90. ginde isletme,
dogum mevsimi ve ana yasinin etkisinin 6nemli

(p<0,05; p<0,01) oldugu tespit edilmistir.

Holstayn buzagilarda yasama gilicii genel ortalamalart
30., 60., 75. ve 90. giinde sirastyla; % 91,8; % 91,8; %
91,8 ve % 89,3 olarak tespit edilmistir. 30., 60. ve 75.
giindeki yasama glicline cinsiyet ve dogum mevsimi
faktorinin etkisi 6nemli (p<0,05; p<0,01), dogum
yilt ve ana yaginin ise 6nemsiz (p>0,05) oldugu tespit
edilmistir. 90. glindeki yasama glcline cinsiyetin etkisi
o6nemli (p<<0,01), dogum yili, dogum mevsimi ve ana
yast etkisinin ise Onemsiz  (p>0,05) oldugu
bulunmustur.

TARTISMA

Buzagi1 Bakimi ve Yonetimi

Afyonkarahisar merkez ve ilcelerinde ziyaret edilen 25
isletmede Simental, Holstayn ve Esmer irklarinin
bulundugu ve yaygin olarak Simental’in tercih edildigi
belitlenmistit. Etci-sttcti kombine verimli bir itk olan
Simental 1rkinin  Afyonkarahisar’da yogun olarak
yetistirildigi  gbrulmektedir. Bu durum irkin  besi
kabiliyetinin yaninda tatminkar sit verimine sahip
olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Dive ve ineklerin tohumlanmasinda isletmelerin 23’
suni tohumlama, 2’si ise dogal asim yapmaktadir.
Buzagilarin analarindan ayrilmast ise bir isletme hari¢
geri kalaninda 1-12 saat icinde, bir isletmede ise 3 glin
sonra  yapldigi  tespit  edilmistir.  Buzagilarin
annelerinden erken ayrilmast ile anneden gecebilecek
hastaliklar ~ 6nlenmis  olmaktadir.  Isletmelerde
buzagilara kolostrumun dogumdan sonraki ilk 1-2
saat icinde verildigi ve 3 gilin streyle giinde 2-3 litre
olmak tzere 2-4 kez/gin kolostrum icirildigi
belirlenmistir. Tamer (1998), yeni dogan buzagiya
kolostrumun ilk iki saat icinde en az 2 litre, ilk ¢ giin
ise kolostrum veya bunu takip eden gegis siitiinden
ginde 3,5 - 4 litre olmak Uzere giinde 3-4 6gunde
icirilmesi gerektigini ifade etmistir. Isletmelerde
buzagilara kolostrum verilme zamaninin uygun
oldugu gorilmektedir. Buzagilara verilen kolostrumun
kalitesinin  tespitine  iliskin  bir  uygulamanin
yapilmadigt tespit edilmistir. Bu durum isletmeler icin
riskli olup disiik kaliteli kolostrumun yasama giicind
distrebilecegi  degerlendirilmektedir.  Buzagilarda
gbbek  kordonu  dezenfeksiyonunun dogumdan
sonraki ilk 3 saat igerisinde olmak Uzere genellikle 3
giin sireyle giinde 2 kez yapildigi ifade edilmistir.
Patojen mikroorganizmalarin gébek kordonu yoluyla
bulasabildigi ve bulasmayt o6nlemek icin gébek
kordonunun dogum sonrast ilk 3 glinde 12 saat arayla
dezenfeksiyonunun  yapimasinin  Snemli  oldugu
bildirilmektedir (Anonim, 2019). Bu ¢alismanin
yuritildigi  isletmelerde  gbbek  kordonunun
dezenfeksiyonuna Onem verildigi tespit edilmistir.
Nitekim isletmelerin kayitlarinda gébek kordonu
enfeksiyonuna rastlanmamustir.

Bu calismanin yiritildigi isletmelerdeki buzagilarin,
yirmi iki isletmede seyyar buzagi kullbelerinde, ii¢
isletmede ise bireysel kapali bélmelerde barindirildigi,
buzagi bolmelerinde kullanilan altlik tipinin ise on
dokuz isletmede sap, iki isletmede odun talagt ve dort
isletmede ise 1zgara bulundugu tespit edilmistir.
Buzagi bolmelerinde kullanidan althigin degisim sikligt
genellikle ¢ ginde bir kez, bir isletmede yedi glinde
bir ve bir isletmede ise otuz giinde bir yapilmaktadur.
Moore ve ark. (2007) buzagilarin bireysel kuliibelerde
barindirilmasinin~ temel  amacinin hastaliklarin
yayllmasini Onlemek oldugunu, buzagl ishallerine
neden olan patojenlerin yayilmasi bireysel kuliibelerde
daha yavas olarak gerceklestigini ifade etmektedir.
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Ziyaret edilen isletmelerde Dbireysel kuliibelerin
kullanilmast ve bu kuliibelerin yetistirme kosullarina
uygun olmast isletmeler acisindan 6nemli bir avantaj
olarak degerlendirilmektedir.

Buzagilarin siitle besleme déneminde ig¢ isletmede
sadece stt, digerlerinde ise stt ile birlikte (7-30 giin
sonra) kesif ve kaba yem verildigi tespit edilmistir.
Sitle besleme déneminde verilen besinin 6giin sayist,
bir isletmede 3 6gin digetlerinde 2 6gtin oldugu ve
sitle  besleme igin ise  biberon  kullaniddig
belirlenmistir. Isletmelerde buzagilarin siitle besleme
stiresi 60-90 giin arasinda degismektedir. Isletmelerde
seyyat kuliibe suluklarinin kullanildig1 tespit edilmistit.
Arastirmanin yurttildagi isletmelerde buzagilarin on
isletmede gozlem ve kamera ile izlendigi, on bes
isletmede ise sadece gézlem yoluyla takip edildigi
tespit edilmistir. Buzagilarin glinliik takiplerini kamera
ve gozlem yontemlerinin  birlikte  yapilmasinin
yasanabilecek sorunlarda daha erken miidahale imkant
saglayacaktir. Isletmelerde aydinlatma olarak
projektor, floresan ve LED aydinlatma
kullanilmaktadir. Tsletmelerin aydinlatma tercihlerinin
yeterli oldugu distintlmektedir.

Buzagilarda Yasama Giicii ve Etkileyen Faktorler
Arastirmanin yuritildigt isletmelerde 2016 ve 2017
yillarinda dogan Simental buzagilarin 30., 60., 75. ve
90. glinde yasama giicii genel ortalamasi sirastyla; %
92,0, % 89,6; % 87,4 ve % 85,7 olarak tespit
edilmistir. Bu degetler (30. ve 60.glin yasama giicti),
Kaygisiz ve Harmandar (2018) tarafindan yapilan
calisma (%87,6) disinda bazt arastirmalarda Simental
buzagilar icin bildirilen degetlerden (%92,0-98,8) daha
disiiktir (Delidmeroglu ve ark. 1995, Akbulut 1998,
Kogak ve ark. 2008). Yasama giicii arasindaki
farkliliklarin ~ isletme  kosullarindan  kaynaklandig
dustintlmektedir. Nitekim diger aragtirmalarin 6nemli
bir kismi: Tarmm ve Orman Bakanligina bagh
isletmelerde yurttilmustiir. Bu calisma ise yetistiric
kogullarinda yapilmistir.

Simental buzagilarda yasama glctine 30. giinde
isletme ve dogum mevsiminin, 60. ginde isletme,
dogum mevsimi ve ana yasinin, 75. ginde isletme,
dogum mevsimi, cinsiyet ve ana yaginin, 90. ginde
isletme, dogum mevsimi ve ana yasinin etkisinin
o6nemli (p<0,05; p<0,01) oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada isletme faktSriintin buzagilarda yasama
glictine etkisi incelendiginde bitin dénemlerde en
dustik yasama glicii 6 numaralt isletmede, en yiiksek
ise 4 numarali isletmede dogan Simental buzagilarda
tespit edilmistir. Bu durum O&zellikle 6 numarali
isletmede gebe diive ile yetistirmeye baslanmasi,
kolostrum kalitesinin distik olmast ve buzagl
yonetimindeki aksakliklardan kaynaklanmis olabilir.
Ayrica isletmelerdeki bakim, besleme ve buzag:
idaresindeki farkhiliklarinda yasama giictinii etkiledigi
degerlendirilmektedir. Simental buzagilarda yasama
giicli, dogum mevsimi bakimindan incelendiginde,

ilkbahar ve yaz mevsiminde dogan buzagilarda yasama
glicli sonbahar ve kis mevsiminde doganlara gore
daha yiksek olmustur. Dogum mevsiminin yasama
giiciine  etkisinin  Kog¢ak ve ark. (2008)’nin
bildirislerinin aksine 6nemli (p<<0,05; p<0,01) oldugu
tespit edilmistir. Ayrica Unal ve ark. (2001) tarafindan
Simental buzagilarda yapilan bir arastirmada 3 aya
kadar yasama giici tim mevsimlerde dogan
buzagilarda % 100 olarak bildirilmis olup buzag:
Slimleri 3-6 ay arasinda gerceklestigi ifade edilmistir.

Simental  buzagilarda  yagama  glci  cinsiyet
bakimindan degerlendirildiginde incelenen biitiin
dénemlerde disi  buzagilarin  yasama  giiclinin
erkeklerden daha yiksek oldugu ve aralarindaki
farkliliklarin sadece 75. glinde istatistiki olarak 6nemli
(p<0,05) oldugu tespit edilmistir. Kocak ve ark.
(2008) tarafindan Holstayn, Simental ve Esmer irk
buzagilarda yapilan bir arastirmada da benzer bulgular
bildirilmigtir. Disi buzagilarda yasama glictiniin daha
yitksek olmast damuzlik adayt olan disi buzagilara daha
fazla 6zen gosterilmesinden kaynaklanmis olabilir.

Simental buzagilardaki yasama giicline ana yaginin
etkisi incelendiginde 60., 75. ve 90. glinde buzagilarin
yasama guci ortalamalart arasindaki farkliliklarin
istatistiki olarak 6nemli (p<0,05; p<0,01) oldugu, 4
yaslt incklerden dogan buzagilarin yasama giicii en
diigiik, 5 ve tizeri yash ineklerden dogan buzagilarda
ise en yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada Holstayn buzagilardaki yasama glcii
genel ortalamalart 30., 60., 75. ve 90. ginde sirastyla;
% 91,8, % 91,8; % 91,8 ve % 89,3 olarak tespit
edilmistir. Bu degerler, Karakas (2002) tarafindan
yapilan bir c¢alisma (% 85)9) ile Kaygisiz ve
Harmandar (2018)’n  bildirimlerinden (%  89,7)
yiksek, bazi calismalarda Holstayn buzagilar icin
bildirilen yasama gicii degetlerinden (%092,6-% 97,0)
ise daha digik olmustur (Baspmnar ve ark. 1998,
Kogak ve ark. 2007, Bayril ve Yilmaz 2010, Ayasan ve
ark. 2016). Bu durum, arastrmalarn yiratildagi
isletme kosullarindaki farkliliklardan kaynaklanmig
olabilir.

Holstayn buzagilarda 30., 60. ve 75. gindeki yasama
gliciine cinsiyet ve dogum mevsiminin etkisi 6énemli
(p<0,05; p<0,01), dogum yii ve ana yasin ise
o6nemsiz  (p>0,05), 90. gindeki yasama glicline
cinsiyetin etkisi énemli (p<<0,01), dogum yil;, dogum
mevsimi ve ana yagt etkisinin ise 6nemsiz (p>0,05)
oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada Holstayn
buzagilardaki  yagama gici dogum  mevsimi
bakimindan  incelendiginde  ilkbahar ve = yaz
mevsiminde doganlarin yasama gliciniin sonbahar ve
kis mevsiminde doganlara gére daha yiiksek olmustur.
Bu calismadaki bulgulara benzer sekilde Baspinar ve
ark. (1998)’da kis aylarinda dogan buzagilarin yasama
giciiniin diger mevsimlerde doganlara gére daha
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distik oldugunu bildirmistir. Bu arastrmadan farkl
olarak bazi calismalarda buzagilama mevsiminin
yasama glclne etkisinin istatistiki olarak Onemli
olmadigt bildirilmistir (Kogak ve ark. 2007, Bayril ve
Yilmaz 2010). Holstayn disi buzagilarda yasama giict,
incelenen tim donemlerde erkeklere goére daha
yiksek bulunmustur. Benzer sekilde Holstayn
buzagilarda  yapilan  bazi  aragtirmalarda  disi
buzagilarda yasama gliciiniin erkeklerden daha yiksek
oldugu bildirilmistir (Kog¢ak ve ark. 2007, Kocak ve
ark. 2008, Yiiceer ve Ozbeyaz 2010; Ayasan ve ark.
2016). Disi buzagilarda yasama giiciiniin daha ytiksek
olmast damuzlik adayr olan disi buzagilara daha fazla
Ozen  gosterilmesinden  kaynaklanmis  olabilir.

Holstayn buzagilardaki yasama giiciine ana yasinin
etkisi incelendiginde 2 yash ineklerden dogan
buzagilarda yasama giicii en dustk, 4 yasl ineklerden
dogan buzagilarda ise en ylksektir. Ana yast
faktoriiniin buzagilarda 30., 60., 75. ve 90. glin yasama
glictine etkisi istatistiki yonden Onemsiz (p>0,05)
olmustur. Benzer sekilde Kocak ve ark. (2008)’da ana
yasinin buzagilarda yasama giiciine etkisinin istatistiki
diizeyde 6nemli olmadigint bildirmistir. Ayrica Bayril
ve Yimaz (2010), ana yasinin Holstayn buzagilarda
sttten kesimde (2. ay) yasama giicii Uzerine etkisinin
6nemli (p<0,01) oldugunu ifade etmektedir.

Tablo 1. Simental Buzagilarda Yasama Giiciine Ait Ortalamalar ve Standart Hatalar
Table 1. Least squares means and standard errors for survival rate in Simmental calves

30. giin 60. giin 75. giin 90. giin
Faktorler n X 1S 5 X 1S 5 X 4S5 X S 5
1 400 0,920%0,021 0,896%0,023 0,874+0,025 0,857%0,025
i§1etme *k *k *k *k
1 25 0,92810,0532 0,921%0,0582 0,885%0,063* 0,87310,065?
2 81 0,940%0,034 2 0,921%0,0372 0,921%0,0402 0,908%0,0412
3 29 0,93010,058 0,86910,0632 0,82410,0682 0,809£0,0702
4 92 0,98410,031 2 0,96410,0342 0,961%0,0372 0,960%0,0382
5 58 0,97610,0412 0,95610,0452 0,94810,0482 0,925%0,0502
6 77 0,81310,041b 0,78510,044b 0,75610,048b 0,735%0,050P
7 38 0,866+0,043% 0,85410,0472 0,82110,0502 0,79110,0522
Dogum Yilt
2016 104 0,934+0,031 0,910%0,033 0,882%0,036 0,87410,037
2017 296 0,906%0,021 0,88210,023 0,865%0,025 0,841%0,026
Dogum Mevsimi * *k sk *k
Sonbahar-Kis 232 0,88510,026b 0,85210,028b 0,82410,031b 0,80110,032b
Ilkbahar-Yaz 168 0,954%0,0262 0,939%0,0282 0,92410,0312 0,91410,0322
Cinsiyet *
Erkek 223 0,905%0,024 0,878%0,026 0,84410,021> 0,83410,030
Disi 177 0,934£0,025 0,914£0,027 0,903£0,0292 0,881£0,030
Ana Yas1 * * *x
2 217 0,938+0,021 0,933%0,0232 0,912£0,025% 0,911%0,026*
3 82 0,938+0,032 0,899%0,0352 0,853£0,0372 0,844£0,0392
4 24 0,827£0,055 0,778+0,059> 0,769£0,064> 0,728+0,067"
5= 77 0,976£0,037 0,972£0,0402 0,962£0,0442 0,948£0,0452

*: p<0,05; *¥F: p< 0,01
b Ayni stitunda her alt grupta farkls harfleri tastyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (p<<0,05).
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Tablo 2. Holstayn Buzagilarda Yasama Giictine Ait Ortalamalar ve Standart Hatalar
Table 2. Least squares means and standard errors for survival rate in Holstein calves

30. giin 60. giin 75. gin 90. giin
Faktorler n X+S % X 1S5 XS XS5
n 117 0,918%0,027 0,918%0,027 0,918%0,027 0,893%0,029
Dogum Yihi
2016 61 0,949+0,037 0,949+0,037 0,949£0,037 0,940£0,040
2017 56 0,887£0,037 0,887£0,037 0,887£0,037 0,846x0,040
Dogum Mevsimi * * *
Sonbahar-Kisg 61 0,855%0,037b 0,855%0,037b 0,855+0,037b 0,843%0,040
[lkbahar-Yaz 56 0,981%0,0392 0,981%0,0392 0,981£0,0392 0,943%0,042
Cinsiyet *ok *k Kk Hk
Erkek 57 0,845%0,038b 0,845%0,038b 0,845+0,038b 0,806%0,041>
Disi 60 0,990£0,0372 0,990£0,037» 0,990£0,037» 0,980£0,0402
Ana Yag1
2 28 0,889£0,054 0,889£0,054 0,889£0,054 0,876%0,058
3 28 0,934£0,053 0,934£0,053 0,934£0,053 0,910£0,058
4 17 0,942£0,066 0,942£0,066 0,942£0,066 0,883%0,072
5< 44 0,906£0,042 0,906£0,042 0,906£0,042 0,903£0,045

% p<0,05; **: p< 0,01

4b: Aynt stitunda her alt grupta farkl harfleri tastyan ortalamalar arasi farkhiliklar 6nemlidir (p<<0,05).
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SONUGC

Sonug¢ olarak incelenen isletmelerde Simental ve
Holstayn buzagilarin yagama giicii genel ortalamasi
30.giinde % 92,0 ve % 91,8 dizeyinde, 90.ginde ise
% 85,7 ve % 89,3 olarak tespit edilmistir. Isletmelerde
buzagt bakim ve yonetimine 6nem verildigi, Simental
ve Holstayn buzagilarda yasama gilicinin optimal
verimlilik ve ideal deger bakimindan disitk oldugu,
sitle besleme doéneminde kolostrum kalitesi ve
yonetimine dikkat edilmesi gerektigi kanaatine
varilmistir.
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ABSTRACT

This study was carried out in forty-six sheep aged between 1 and 4 years old breeding in Afyonkarahisar Province.
Totally 23 animals that were found to have fascioliasis as a result of the stool examinations of 127 animals
assigned as the study group, while clinically healthy 23 animals at the same age served as control group. All the
clinical, hematological and biochemical parameters were measured in all the animals. As a result of the
measurements showed that there was no statistically significant difference between the groups in terms of body
temperature, whereas, mean heart and respiratory frequencies, eosinophil count, aspartate aminotransferase,
gamma-glutamyl transferase, total and direct bilirubin levels were higher in animals with fascioliasis, while glucose,
albumin and total protein levels were decreased. At the end of the study, it was concluded that despite all
treatment options, fascioliasis still had a high incidence, and hematological and biochemical parameters could
make important contributions to the early diagnosis and treatment of the disease.

Keywords: Biochemistry, fascioliasis, findings, hematology, sheep

kksk

Afyonkarahisar Ilinde Yetigtirilen Koyunlarda Fascioliasis Invazyonun Gériilme Sikligi ile Enfeksiyonun
Bazi1 Hematolojik ve Biyokimyasal Parametreler Uzerine Etkisi

oz

Bu calisma Afyonkarahisar Ili'nde yetistirilen, yaslart 1-4 arasinda degisen, 127 bag koyunda yapilmistir. Yapilan
diski muayenelerinde fascioliasis etkeni barindirdiklari tespit edilen 23 hayvan calisma grubunu olustururken,
klinik olarak saglikli olduklari tespit edilen aymi yaglardaki 23 koyun ise kontrol grubunu olusturmustur.
Hayvanlarin timiinde bazi klinik, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerin Ol¢timleri yapimustir. Yapilan
Slgtimler sonucunda; vicut sicakhigt acisindan gruplar arasinda istatistiki acidan 6nemli bir fark gbzlenmezken,
kalp ve solunum frekanslari ortalamalari, eozinofil sayisi, aspartat aminotransferaz, gamma-glutamil transferaz,
total ve direk bilirubin diizeylerinin fascioliasisli hayvanlarda yiksek, buna karsihk glukoz, albimin ve total
protein diizeylerinin ise  azalmis oldugu tespit edilmistir. Calismanin sonunda; fascioliasisin tim tedavi
imkanlarina ragmen hala ylksek sayiabilecek bir insidansa sahip oldugu, hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerin hastaligin erken tani ve tedavisi acisindan 6nemli katkilar saglayabilecegi sonucuna varilmustir.
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GIRIS

Fascioliasis tim dinyada oldugu gibi ilkemizde de
koyunlar basta olmak tizere, sig1r, keci, manda ve daha
bir ¢cok hayvan tiriinde karsilagilan, sporadik olarak
insanlarda  goriilebilen (Ozkan ve ark. 2005,
Moghadami ve Mardani 2008, Emir ve ark. 2013,
Odabast ve ark. 2014), Lymnea truncatula adlt
arakonakeist bulunan, yaprak veya kelebek seklindeki
helmintlerin olusturdugu bir enfeksiyondur (Kleigman
ve ark. 2007, Blood ve Radostits 2007, Tinar 2011).
Akut ve kronik seyredebilen enfeksiyon sirasinda
koyunlarda fascioliasis etkenleri (Fasciola hepatica,
Fascola gigantica) buytime geriligi, canh agirhk ve verim
kayiplari, immun sistemin baskidanmast ve ileri
olgularda 6lime yol agabilmektedir (Hawkins 1984,
Mulcahy ve ark. 1999, Paz-silva ve ark. 2003). Agiz
yoluyla alinarak duodenuma gelen metaserkerlerden
serbest kalan trematodlar, barsak duvarina penetre
olarak  karaciger kapsili ve safra sistemine
yerlesmektedirler. Fascioliasisin seyti sirasinda ates,
hepatomegali, kilo kaybi, anemi ve eozinofili sikca
karsilagilabilen  bulgulardandir. Tedavi edilmeyip
kroniklesen vakalarda ishal, kusma, kolestaz ve buna
bagli  olarak  gelisen  sariik  gibi  belirtiler
gozlenebilmektedir (Vercelli-Retta ve ark. 2002, Akisi
ve ark. 2004, Emir ve ark. 2013).

Klinik  bulgulara ~ gbre  hastalilktan  siphe
duyuldugunda, diski  muayeneleri  yapilarak
etkenlerinin yumurtalarinin saptanmastyla kesin tani
konulmaktadir ~ (Blood ve  Radostits  2007).
Hematolojik ve kan biyokimysal muayenelerinde
eozinofili ve yiksek GGT diizeylerinin saptanmast
siklikla tespit edilen bulgulardandir (Matanovic ve ark.
2007, Kleigman ve ark. 2007).

Bu c¢alisma, Afyonkarahisar Ili'nde yetistirilen
koyunlarda fascioliasisin goriilme sikhigt ile enfekte
hayvanlarda olusturdugu patolojik etkileri klinik,
hematolojik ve biyokimyasal parametrelerle ortaya
koymak amaciyla yapilmustir.

MATERYAL ve METOT

Bu ¢alismada, Afyonkarahisar Ili'nde vyetistirilen
yaslart 1-4 arasinda degisen, 127 bas hayvanda
yaptigimiz diski taramalart sonucunda fascioliasisli
olduklar1 saptanan 23 bas koyun calisma grubunu
(CG) olustururken, yapilan diski muayenelerinde
fascioliasis  etkeni tespit edilmeyen ve Kklinik
muayeneler sonucunda saglikli olduklari saptanan ve
aynt yetistirme kosullarinda barindirilan toplam 23
koyun ise kontrol grubunu (KG) olusturmustur. Bu
calisma AKUHADYEK B.30.2.AKU.0.A2.00.00/204
sayith  referans numarasiyla, Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvan  Deneyleri Etik  Kurulu
(AKUHADYEK)  etik  kurallat  gercevesinde
yuritilmuistir.

Klinik Muayeneler

Her iki gruptaki hayvanlarda yontemine (Blood ve
Radostits 2007) uygun olarak rutin klinik muayeneler
(vicut sicakligy, kalp ve solunum frekanslart) yapilmis
ve elde edilen veriler kaydedilmistir.

Hematolojik Muayeneler

KG ve CG grubu hayvanlarin vena jugulatis'lerinden
kan Ornekleri alinarak hematolojik muayeneleri
yapimistir.  Hematolojik muayenelerde; eritrosit
(RBC), total l16kosit (WBC), hematokrit (HCT),
hemoglobin (HB), lenfosit (LENF), nétrofil NOTR),
eozinofil (EOZ), monosit (MON) ve bazofil (BAZ)
gibi hematolojik muayeneler kan sayim cihaz ile ticari
test kitleri kullanilarak Slctlmistiir.

Kan Biyokimyasal Analizleri

Calismanin  materyalini  olusturan  hayvanlarin
timinde alinan  kan  6rneklerinde  aspartat
aminotransferaz (AST), gamma-glutamil transferaz
(GGT), total protein (TP), albumin (ALB), kan tre
nitrojeni (BUN), kreatinin (KREA), glukoz (GLU),
total bilirubin (TB) ve direk bilirubin (DB) duzeyleri
otoanalizatbrde  ticari test kitleri  kullanilarak
Olctulmustiir.

Diski Muayeneleri

Diskida fasciolia yumurtalarinin mikroskobik tespiti
Cawdery ve Ruane (1971) tarafindan daha 6nceleri
bildirildigi sekilde sedimantasyon yontemi kullanilarak
yapilmis ve bu islem icin 1stk  mikroskobu
kullantlmistir.

Istatistiksel Analizler

Calismanin materyalini olusturan gruplar acisindan
klinik, hematolojik ve kan biyokimyasal parametreleri
arasindaki farkliliklar bagimsiz 6rneklemler icin  t-testi
(indipendent samples t-test) kullanilarak, SPSS 18.01.
for Windows paket programinda yapilmis, p<0.05
istatistiki olarak 6nemli kabul edilmistit.

BULGULAR

Hayvanlara ait klinik, hematolojik ve kan biyokimyasal
muayene sonuglari Tablo 1-3'te gosterilmistir.

Klinik Bulgular

Gruplara ait klinik bulgular Tablo 1'de g6sterilmistir.
Tablo 1 incelendiginde; ishal, 6ksiiriik, burun akintist
gibi semptomlar KG ve CG hayvanlarin hic birinde
saptanmadigy, konjuktiva ve mukozalarin
muayenesinde gruplarin hi¢ birinde belirgin bir sarilik
bulgusuna rastlanmadigl, ancak fascioliasis ile enfekte
hayvanlarin canli agirlik kazanimlarinin  daha az
oldugu goézlenmistir. Alinan anamnez bulgulart
fascioliasisli disi hayvanlarin stit verimlerinin de disik
oldugu seklindeydi. Viicut sicakligi bakimindan KG
ile CG hayvanlar karsilastirildiginda, istatistiki bir fark
olusmamasina ragmen, CG hayvanlarin viicut sicakligt
ortalamalarinin numerik olarak daha yiksek oldugu,
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buna karsilk solunum ve kalp frekanslar
ortalamalarinin CG hayvanlarda istatistiksel acgidan
onemli  derecede  (p<0.05)  yiksek  oldugu
gbzlenmistir.

Hematolojik Muayene Bulgulari

Calismada  kullanilan  hayvanlarin =~ hematolojik
muayene bulgulart Tablo 2'de gosterilmigtir. Tablo 2
incelendiginde; daha dasik LENF  yiizdeleri
ortalamasina karsiik WBC, EOZ, MON ve NOTR
duizeyleri ortalamalarinin CG hayvanlarda istatistiksel
acidan Onemli derecede yuksek, RBC, HB, HCT

Tablo 1. Klinik muayene bulgulari
Table 1. Findings of the clinical examinations

ortalamalarinin ise KG hayvanlardaki
ortalamalarindan anlamli derecede (p<0.05) diisiik
oldugu gézlenmisti.

Biyokimyasal Analiz Bulgular:

KG ile karsilagtinldiginda, Sl¢imi yapilan AST ve
GGT enzim dizeyleri ile TB ve DB konsantrasyonu
ortalamalarinin CG hayvanlarda yiksek, buna karsilik
GLU, TP, ALB, BUN ve KREA duzeylerinin ise
dusuk ve aradaki farklarin istatistiki acidan 6nemli
(p<0.05) oldugu saptanmustir (Tablo 3).

Grup/Semptom KG CG P degeri
(n=23) (n=23)
Cene veya karin altinda 6dem - -
Ishal +, (n=1) -
Diskida Fasciola spp. varligi +, (n=23) -
Viicut sicakligs ortalamalari (T°C) 38.1£0.20 38.5% 0.00
Kalp frekanst ortalamalatt (frekans/dk) 68.2% 3.00 77.2% 4.00 *
Solunum frekanst ortalamalari (frekans/dk) 25.2%0.20 343+ 1.20 *
*: p<0.05, KG: Kontrol grubu, CG: Calisma grubu, (-): Tespit edilmedi, (+): Tespit edildi.
Tablo 2. Gruplara ait hematolojik muayene bulgulari
Table 2. Hematologic examination findings of the groups
BAS
Grup/ WBC RBC HB HCT LENF NOTR EOZ MON %
Parametre (/mm3) (/mm3) (g/d % % % % %
Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant
SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
KG 8.23t1.16 8.24%1.46 10.20£1.18 27.20%1.32 56.18£2.10 41.10£2.30 2.00£1.00 1.00£0.00 0.01£0.00
CcG 11.04+1.34 521118 6284210  18.3242.22  3324#3.10 54244310 8204210  420£1.10  0.010.00
P degeri Hohok ook ook ok koK ook ook ook *
*: p>0.05, **: p<0.05, ***: p<0.01, KG: Kontrol grubu, CG: Calisma grubu
Tablo 3. Gruplara ait kan biyokimyasal analiz bulgular
Table 3. Blood biochemical analysis findings of the groups
GLU
AST GGT TP ALB (g/1) BUN KREA TB DB
Grup/ (U/L) (IU/1) /L) (/1) (mmol/L)  (umol/L)  (umol/L) (mol/L)
u
Parametre " Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant Meant SEM
SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM SEM
KG 64.48%2.24
84.16£10.20 36.24+3.18  78.12+2.34 33.431£0.44 1.58£0.32  56.13+2.22  2.85%0.40 1.12£0.04
+ +
G 178'1%_12'3 74.02£4.16  65.47%£3.26 21.60£0.28 43.3853.14 2.22+0.30  74.32£3.16  4.02£0.53 2.68.£0.05
P degeri ok Sokok ok ok ook * ok ok *

*: p>0.05, **: p<0.05, ***: p<0.01, KG: Kontrol grubu, CG: Calisma grubu
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TARTISMA

Calismamizin baslangicinda fascioliasis etkenleri tespit
etmek amactyla diskt  taramalart  yaptugimiz 127
hayvandan 23 tanesinde etken tespit etmemiz,
hastaligin g6rilme sikhiginin %18.1 'lik bir oranda
oldugunu géstermektedir. Kiigiik ¢apta bir prevalans
calismast olarak kabul edildiginde, ¢alismanin yapildig
bolgede daha Onceleri koyunlarda yapilan prevalans
calismasina rastlayamadigimizdan, elde etigimiz bu
orant, karsilastirma imkanimiz da olmamistir. Ancak
gaita muayenesi ile fascioliasis etkeni tespitine dayalt
daha Onceleri yapilan calisgmalarda hastaligin gbrillme
sikligy; Istanbul, Samsun ve Otdu, Konya, Elazig,
Van, Trakya bolgesi, Kirikkale, Sanlurfa bolgelerinde
strastyla %06, %18.1-30.2, %12.9, %16.1, %0.3-15.9,
%3.9-95, %0.6 ve %1.9 olarak bildirilmistir (Denizhan
ve Bicek 2018). Bu verilerden de anlagilacagt tizere
enfeksiyonun  prevalanst  bolgelere  gére  buytik
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliligin en 6nemli
nedenleri  hayvanlarin  yetistirme  tarzi  ve
barindirildiklart alan, iklim ve mevsimdir (Blood ve
Radostits 2007). Nitekim, yagisli mevsimlerden sonra,
sular altinda kalan meralarda, 10 ila 25 °C arasindaki
sicaklikta ve disitk rakimda yetistirilen hayvanlarda
yaptlan bir aragtirmada (Andrews, 1999), anian
kosullarda arakonakeilarinin popiilasyonlarinin arttigi
ve bu meralarda yetistirilen hayvanlarda fascioliasisin
yitksek insidenste seyrettigi bildirilmistir. Fasciola spp.
prevalansinin  yagmurlart takiben kanal boylarinda
yetisen otlara tutunan serketrlerin ve salyangoz
sayilarinin artmastyla dogrudan iliskilidir (Paz-Silva ve
ark. 2003). Yagmurlu havalarin hikim strdigi
iklimlerde fascioliasisin prevalanst hakkinda farklt
veriler rapor edilmekle birlikte, etkenlerin ve
arakonaketlarin  Ozellikle nemli ve bulutlu iklim
kosullarinda daha uzun siire yasadiklart bildirilmistir
Mamun ve ark. 2011). Calismanin  yapildig
Afyonkarahisar 1li 6nceleri kurak bir iklime sahip
olmakla birlikte, &zellikle son zamanlarda yapilan
baraj sayisindaki artisa ve iklimsel degisikliklere paralel
olarak, stirekli yagmurlarin hikim stirdiigi ve bulutlu
havalarin yogun gorildigd bir yer haline gelmistir.
Ayrica, ¢alismanin materyalini olusturan hayvanlarin
otlaklara salinmasi ve bu otlaklarin su kaynaklarina
yakin olmalari, bu parazit ile ilgili saptadigimiz
prevalanst agiklamaya yardimet olmaktadir.

Yaptigimiz ¢alismada KG ve CG arasinda viicut
sicakligt acisindan istatistiki acidan Gnemli bir fark
gozlenmemekle  birlikte, kalp ve  solunum
frekanslarinin  istatistiksel acidan G6nemli derecede
artmis  olmasi, solunumun  kompenzasyonuna
baglanabilir. Nitekim, hematolojik muayenelerde RBC
sayist ortalamasinin CG hayvanlarda 6énemli derecede
dustik ve buna HB ve HCT diizeylerinin eslik ettigi
actkca gorilmektedir. Bizim buldugumuz sonuclara
benzer sekilde, fascioliasisle dogal enfekte 214
koyunda yapilan bir ¢alismada, Haroun ve ark. (2009),
RBC, HCT ve HB sayilarinin azaldigi, normositik-

nomrokronik bir anemi ve bu hayvanlarda I6kositoz
ile  birlikte eozinofili  tablosunun  gelistigini
bildirmislerdir.

Arastrmamizda KG ile karsilasturiddiginda, WBC,
NOTR, MON ve EOZ duzeylerinin CG grubu
hayvanlarda oldukca yiiksek oldugu ve eozinofili
tablosunun hakim oldugu dikkati ¢ekmistir. Oyle ki,
Akistt ve ark. (2004), fascioliasis enfestasyonunda
EOZ sayisindaki artisini, oldukea yiiksek bir oranda,
%50 olarak bildirmiglerdir. (2009). Ayrica bu
calismadan elde ettigimiz tim bu hematolojik
bulgular, fascioliasisli hayvanlarda LENF diizeylerinin
azaldigl, buna karsilik EOZ, NOTR, MON ve WBC
diizeylerinin artig gosterdigini bildiren aragtiricilarin
(Resende ve ark. 2007) saptadiklart bulgular ile tam
bir uyum icerisindedir.

Bu calismada KG hayvanlar ile karsidastirildiginda;
AST ve GGT enzim dizeyleri ile TB ve DB
konsantrasyonlart ortalamalarinin  CG  hayvanlarda
anlaml derecede yiksek, buna karsiik GLU, BUN,
KREA, TP ve ALB dizeyleri ortalamalarinin ise
6nemli derecede digik oldugu  saptanmugtir.
Matanovic ve ark. (2007), o6lcimiinii yaptigimiz bazi
parametreler acisindan  elde ettigimiz bulgulara
benzer sonuglar bildirmelerine ragmen, farkli olarak,
AST duizeyinde anlamli bir azalma sekillendigini iddia
etmislerdir. Hodzic ve ark. (2013) ise, fascioliasis
olgularinda AST diizeylerinin 6nemli bir degisim
gostermedigini bildirmiglerdir. Elde ettigimiz ytksek
AST diizeyleri bu yontyle, bu arastirmacilarin
bulgulart ile farklilik arz ederken, fascioliasis
enfeksiyonu  sirasinda  AST  dahil  karaciger
enzimlerinde ylkselme olabilecegini bildiren diger
aragtirmacilarin (Scott ve ark. 2005, Mert ve ark.
2006, Emir ve ark. 2013) bulgulariyla uyum
gostermektedir.

Swarupd ve ark. (1986), fascioliasis invazyonu
sirasinda TP duizeylerinin degismedigini bildirmelerine
ragmen, yaptigimiz calismada KG ile
karsilastirildiginda enfekte hayvanlarin TP
diizeylerinin 6nemli derecede azaldigt saptanmis ve bu
azalmanin sebebi olarak, TP fraksiyonlarindan birisini
olusturdugu icin, ALB duzeylerindeki azalmaya
baglanmustr.

Mevcut calismamizda klinik bakida sarilik tablosu
gbzlenmemesine ve biyokimyasal muayenelerde her
iki grup ortalamalarinin fizyolojik sinirlar igerisinde
(Blood ve Radostits 2007) bulunmasina ragmen, TB
ve DB duzeyleri ortalamalarinin CG  hayvanlarda
istatistiksel acidan Onemli derecede yitksek oldugu
gbzlerden kagmamustir.  Benzer bulgulart daha
Onceleri tespit eden Hodzic ve ark. (2013), bu
durumun  fascioliasis  etkenlerinin  salgiladiklart
hemolitik toksinlerden ve hastaligin seyri sirasinda
safra sisteminin gordigu hasardan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

320



SONUC

Bu c¢alismada elde ettigimiz bulgular 1s181nda,
koyunlarda fascioliasis enfeksiyonu ile ilgili klinik
bulgularin hastaligin tanisinda her zaman yeterli
olamayacagi, ayrica iklimsel degisiklikler g6z 6niine
alindiginda, fascioliasisin tim tedavi imkanlarina
ragmen hala ylksek sayilabilecek bir insidansa sahip
oldugu, hayvanlarin saglik durumlarinin tespitinde ve

enfeksiyondan ne derecede etkilendiginin
belirlenmesinde, fasciolazisin erken tani, tedavi ve
prognozunda hematolojik ~ ve  biyokimyasal

parametrelerin 6lclimlerinin oldukca degerli katkilar
saglayabilecegi sonucuna varilmustir.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of prepartally injections of antioxidants on total antioxidant
status (T'AS), total oxidant status (TOS) and udder health parameters on day 14 postpartum in Holstein-Friesian
cows. Sixty-eight multiparous cows were divided into treatment (TRE; n=33) and control (CON; n=35) groups.
Injections of vitamins (A, D and E) and trace elements (Se, Cu, Zn and Mn) were administered intramusculatly to
cows into the TRE group on 21+5 and 10£5 days prepartum. Blood and milk samples were collected to evaluate
beta-hydroxybutyric acid (BHBA), TAS, TOS and udder health (somatic cell count (SCC), total bacterial count
(individual bacteria count (IBC) and colony formation unit (CFU)). TAS levels were higher in the TRE group
than the CON group. And TOS levels were lower in the TRE group than the CON group (P<0.001). Cows in
the TRE group had lower SCC than the cows in the CON group (p=0.042). In conclusion, prepartally
supplements of antioxidants were effectively reduced levels of serum TOS and SCC and increased levels of serum
TAS. But, it was detected that it did not affect on IBC and CFU levels.

Keywords: Antioxidant, cows, somatic cell count, total bacteria count, udder health.

kksk

Holstein-Friesian Ineklerde Prepartal Vitamin ve Iz Element Takviyelerinin Postpartum 14. Giinde
Toplam Antioksidan ve Oksidan Durumlari ve Meme Saglig1 Parametreleri Uzerine Etkileri

oz

Bu calismanin amaci, Holstein-Friesian 1rki ineklerde prepartal vitamin ve iz element enjeksiyonlarinin postpartum
14. giinde toplam antioksidan ve oksidan seviyeleri (TOS ve TAS) ile meme saghigi parametreleri Uzerine
etkilerinin degerlendirilmesiydi. Altmis sekiz multipar inek tedavi (TED; n=33) ve kontrol (KON; n=35) grubu
olarak ikiye ayrildi. TED grubundaki ineklere prepartum 215 ve 1015 giinlerde intramuskuler vitamin (A, D, E)
ve iz element (Cu, Zn, Se, Mn) enjeksiyonlari yapildi. Beta hidroksi bitirik asit BHBA), TOS ve TAS ile meme
sagligint (somatik hiicre sayist (SHS), toplam bakteri sayist (bireysel bakteri sayisi (BBS) ve koloni olusturan birim
(KOB)) degerlendirmek i¢in kan ve siit 6rnekleri toplandi. TAS seviyesi kontrol grubuna gore tedavi grubunda
daha yitksek bulunurken TOS seviyesi daha dusiik bulundu. Tedavi grubundaki ineklerin SHSleri, kontrol
grubundakilerden daha disiiktii (p=0.042). Sonug olarak, prepartal antioksidan takviyelerinin serum TOS ve siit
SHS seviyelerini etkili bir sekilde distirdigh ve serum TAS seviyesini arttrdigt gorildi. Ancak BBS ve KOB
seviyelerine etki etmedigi tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, inek, meme sagligl, somatik hiicre sayisi, toplam bakteri sayist.
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INTRODUCTION

Vitamins and trace elements are antioxidant
substances and they play a role in the body's
antioxidant defense system (Sen and Chakraborty
2011). Antioxidants are defined as substances that
inhibit oxidative damage (Abuelo et al. 2015) and are
obtained in two different ways as endogenous
(enzymatic and non-enzymatic) and exogenous (Sen
and Chakraborty 2011). The most common
antioxidant substances which exogenously obtained
are vitamin A, vitamin E, vitamin D, vitamin C,
selenium (Se), copper (Cu), manganese (Mn) and zinc
(Zn) (Mavangira and Sordillo 2018). Exogenous
antioxidant substances have also clinical importance
because they are used in the structure of endogenous
antioxidants  (superoxide  dismutase  (SOD),
glutathione peroxidase (GPX) and catalase (CAT))
(Sen and Chakraborty 2011). Oxidant substances (free
radicals) generally classified into two categories as
reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen
species (RNS) (Lykkesfeldt and Svendsen 2007). They
are produced as natural by-products during the
conversion of foods into a form of ATP using O in
the mitochondria (Mavangira and Sordillo 2018). But,
ROS (such as RO, RCOO,, H,O,, HO,, HO;, O,
O3) are the most abundant oxidant substances in
biological systems (Puppel et al. 2015). ROS are
reduced to a new molecule such as H>O by
antioxidant substances, or they are enzymatically
repaired by antioxidants. ROS are reduced to a new
molecule such as H>O or they are enzymatically
repaired by antioxidants (Sordillo and Aitken 2009).
But, when the production of free radicals exceeds the
antioxidants defense capacity, oxidative stress occurs
(Batistel et al. 2018). It has been reported that
oxidative stress impairs cells' structures (especially
immune cells) by damaging their macro components
such as DNA, lipid and protein (KKuhn et al. 2018). In
addition, it is known that excessive oxidative stress
can cause pathologic disorders of tissue and organ.
These pathologic disorders begin with function,
activity and immunological deficits particularly in the
heart, skeletal muscle, liver and blood cells that
require high energy (Puppel et al. 2015). The
periparturient periods are critical for oxidative stress
in dairy cows. The use of O during the transition
period in the cows increases due to the acceleration
of metabolic activities (Castillo et al. 2005). Moreovert,
the cows enter a negative energy balance (NEB)
because of increased metabolic demands in this
period (Abuelo et al. 2015). NEB induces more
lipolysis that gives rise to increased ROS production
and results in enhanced blood non-esterified fatty
acids (NEFA) (Song et al. 2014) and beta-
hydroxybutyric  acid  (BHBA)  concentrations
(Wankhade et al. 2017). Therefore, the oxidant
concentration significantly increases while the total
antioxidant capacity decreases with antioxidant

overuse during this period (Mavangira and Sordillo
2018). It was reported that inadequate levels of
antioxidants result in leukocyte dysfunction and then
health problems are enhanced (Sordillo and Aitken
2009, Mavangira and Sordillo 2018). Furthermore, it
is known that udder health is affected negatively in
the case of oxidative stress (Abuelo et al. 2015).

For these reasons, antioxidant administrations have
clinical importance in the periparturient period
(Spears and Weiss 2008). Therefore, this study was
aimed to evaluate the effect of prepartally injections
of some vitamins and trace elements on total
antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS)
of serum samples and udder health parameters
involving in SCC and total bacteria count (individual
bacteria count (IBC) and colony formation unit
(CFU)) on day 14 postpartum in Holstein-Friesian

Cows.
MATERIAL and METHODS

Animals, Housing, Diets and Management
Sixt-yeight pregnant multiparous Holstein-Friesian
dairy cows were used in this study. The farms were
visited before starting the study and the cows used
were selected from the Holstein-Friesian cows which
in the dry period and without any clinical disease,
then they were divided into treatment (TRE; n=33)
and control (CON; n=35) groups by the randomized
grouping method. The cows were managed in free-
stall barns, were fed according to their individual
needs with a total mix ration (TMR) and had free
access to water. Chemical analysis of TMR into far-
off, close up and fresh periods were done according
to the AOAC method (Joel, 1990; Table 1). Milk yield
of the previous lactation (305-d) and lactation
number of the cows in both groups were similar
(p>0.05; Table 2). The cows were milked with an
automatic milking system twice daily. The herds had
periodic systematic vaccination and controlled health
monitoring programs.

Experimental Design

This study was conducted between December 2018
and March 2019. In this study, 8 ml of solution
(Ademin®, Ceva) containing vitamins A, D and E
(500,000 L.U. of vitamin A, 75,000 L.U. of vitamin D
and 50 mg of vitamin E per ml) and 10 ml of solution
(Activate®, Alke) containing Se, Cu, Zn and Mn trace
elements (2.5 mg of copper gluconate, 1.25 mg of
sodium selenite, 5 mg of manganese gluconate, 5 mg
of zinc gluconate per ml) were administered
intramuscularly (im) using a 18-G cannula to each
cow into the TRE group on 21%5 and 10%5 days
before expected parturition (280 days) (Figure 1). In
the CON group, it was performed the same amounts
of saline injections as a placebo to each cow.
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Sampling and Laboratory Analysis

Blood samples (9 ml) were collected from the
coccygeal vein into vacutainer tubes (Hema & Tube®)
containing clot activator at postpartum 14t days. The
blood samples were centrifuged (Nive, NEF 200
centrifuge®) at 1.500g and 4°C for 10 min within 1 h
after the sampling and serum were stored at —20°C
until analyses. Milk samples (10 ml) were collected to
a sterile falcon equally from 4 lobes of udder on 14th
days postpartum. The samples were kept chilled on
ice-packs immediately during collection and were
transported to the laboratory +4°C for analyses
within 8 hours. TOS and TAS were measured using
autoanalyzer (Erba XL 600®) and commercial kits
(LOT: OK181040 and OK18095A respectively, Rel
Assay Diagnostics, Gaziantep). Milk SCC and total
bacterial count (IBC and CFU) was determined by an
automated fluorescent microscopic somatic cell
counter (Bentley IBC-M®; Bentley Instruments Inc.,
Chaska, MN, USA). And also, BHBA levels were
measured instantly using a hand-held meter (Vet TD-
4235, Hasvet®, Turkey) B-ketone monitoring system
and commercial kits (LOT: WK18D923-BOE) on day
14th postpartum.

Statistical Analysis

Kolmogorov-Smirnov and Levene test were used for
normality and homogeneity of wvariance of data,
respectively. When data were not distributed
normally, logarithmic conversations (logl0) were
done. Independent sample t-test was used to compare
means of all variables. Results were presented as the
mean T standard error of the mean (x* SEM). SPSS
14.01 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA; License No:
98692604) software package program was used for all
statistical analyses. P<0.05 was considered as
significant.

RESULT and DISCUSSION

Beta-hydroxybutyric acid levels were found similar in
the TRE (0.66+0.08 mmol/L) and CON (0.88£0.19
mmol/L) groups (p=0.186). Results from this study
showed that prepartally supplements of vitamins and
trace elements were effectively decreased levels of
TOS (p<0.001) and were effectively increased levels
of TAS (p=0.0306; Table 3). And also, it was detected
that it can be used to reduce the incidence and
damage of oxidative stress in dairy cows.

The SCC level in the TRE group (559.94+199.88
cells/ml) had lower than the CON group
(1173.03+£321.32 cells/ml) (p=0.042). However, IBC
level in the TRE group (771860.82£324756.90) was
similar ~ compare to  the CON  group
(658889.711289864.33 IBC/ml). Also, CFU levels
were found similar the TRE group (228.58193.38)
and the CON group (186.17+£80.19 CFU/ml)
(p>0.05; Table 4).

Free radicals play an important role in the host
immune system and low levels of ROS are required
for antibacterial activities of neutrophils (Andrei et al.
2011). It was reported that when more than normal
of ROS is produced if there are not enough
antioxidant substances in the body, pathologies of
organ and tissue occur as a consequence of oxidative
damage (Lykkesfeldt and Svendsen 2007). Dazry cows
are vilnerable to oxidative stress, particularly during the
transition period. Some researchers described that the
production of ROS and the use of antioxidants
substances are importantly increased due to increased
metabolic activity in the periparturient period (Spears
and Weiss 2008, Sordillo and Aitken 2009).
Moreover, Song et al, (2014) reported that ROS
generation increases due to increased lipolysis as a
consequence of NEB during the transition period.
Blood concentration of BHBA is directly
proportional to NEB (Barletta et al. 2017). In our
study, however, BHBA levels were found similar in
the TRE and CON group (p=0.1806). Therefore, this
result showed that the effect of lipolysis on the
production of ROS was homogenous in both groups.
Antioxidant supplementation has improving effects
on the health and performance of dairy cows (Spears
and Weiss 2008, Abuelo et al. 2016). In other words,
antioxidant administrations can be used to diminish
the destructive effects of excessive ROS generation
(Abuelo et al. 2016). For this reason, antioxidant
supplementation can be performed by the addition of
vitamins, minerals and trace elements to the diet of
the cows, especially in the form of premixes added to
the TMR. Besides, it can be done with commercial
vitamins and trace element injections for facilitating
the supplementation without requiring particular
management (Abuelo et al. 2015). Many researchers
have reported that when trace elements are used as
feed additives in organic form, more positive results
are obtained than other approaches (Ballantine et al.
2002, Andrieu 2008, DeFrain et al. 2009). It is stated
that this is due to interactions in the gastrointestinal
tract (Gressley 2009). Previous studies showed that
positive results were obtained with parenteral
supplementation of commercial formulations of
vitamins and trace elements with antioxidant
properties in dairy cows. However, in order to
compare the effectiveness of administration of the
organic or inorganic forms as well as of feed additives
or injections, more detailed studies on antioxidant
supplementation methods should be catried out
especially during the transition period in which
changes in the gastrointestinal environment and pH
due to ration changes. Although it is suggested that
TAS and TOS can be effective in monitoring the
feeding status (Mandebvu et al. 2003) and some
diseases in dairy cows (Atakisi et al. 2010), the results
may vary depending on the measurement method
(Andrei et al. 2016) and the feeding differences
(Mandebvu et al. 2003). TAS represents the sum of all
the antioxidants present in serum (Castillo et al. 2005,
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Lykkesfeldt and Svendsen 2007). TAS levels
significantly decrease during early lactation and dairy
cows have a low antioxidant defense in this period
(Gong and Xiao 2016). It was reported that
prepartum antioxidant administrations increase serum
TAS in cows (Omur et al. 2016). Omur et al. (2016)
reported that administration of vitamin (A, D and E)
and trace element (Se, Cu, Mn, Zn) combinations in
three weeks before parturition caused an increase in
the total antioxidant capacity and a decrease in the
total oxidant capacity in three weeks after parturition.
In our study, it was found that administrations of
vitamins and trace elements on 215 and 10£5 days
before parturition were increased the level of TAS
(P=0.036) while decreasing TOS (P<0.001) level in
two weceks after parturition. Oxidative stress is
associated with many health disorders and it may
cause impairment of udder health which has
economic importance in dairy cows (Turk et al. 2017).
It was reported that milk SCC reflects udder health
and administration of trace elements parenterally (Se,
Cu, Zn and Mn) improve udder health by reducing
SCC in dairy cows. (Abuelo et al. 2015). Yang and Li
(2015) reported that supplements of some antioxidant
(vitamin A, B, C, E and B-carotene, Se, Zn and Cu)
successfully prevent mastitis. Antioxidant
administrations  increase the bactericidal —and
phagocytic activity of immune cells and decrease the
SCC rate in dairy cows (Yang and Li 2015). It was
stated that injections of vitamin E about 10 and 5 d
before parturition increased neutrophil a-tocopherol
concentrations in the periparturient period in cows.
In addition, it was also reported that vitamin E and Se
supplementations improve the bactericidal activity of
neutrophils and at the same time, Se administration
reduce the bacterial CFU in milk (Hogan et al. 1993).

The administration of combinations or separately of
vitamins and trace elements has significant effects
synergistically on the improvement of udder health
(Yang and Li 2015). In our study, it was determined
that prepartally supplementation of vitamins and trace
elements decreased SCC (47.73%) significantly in the
TRE group compared to the CON group (P = 0.042)
and therefore it had a positive effect on udder health.
In contrast to similar studies, however, no significant
difference was found in levels of milk IBC and CFU
(p>0.05) when compared the TRE group to the
CON group. The reason for this situation is thought
that the dominant type of bacteria responsible for
mastitis is Staphylococcus anrens. Reduction in the SCC
may be interpreted as a decrease in the severity of
inflammation due to intramammary infection rather
than bacteriological recovery. Although antioxidant
supplementations can improve the function of
immune system cells, the bacteriological recovery rate
is insufficient because bacteria such as S. awreus have
the ability to escape from immune system cells and
even the ability living intracellularly in macrophages
and in alveolar cells (Batistel et al. 2018). In addition,
the SCC level according to the bacterial species is
significantly different. Therefore, the SCC threshold
value has a different level of specificity and sensitivity
depending on the type of bacteria (Petzer et al. 2017).
Similarly, SCC is an effective indicator in determining
the presence of intramammary infection, but it is not
sufficient to the evaluation of the difference in
mastitis pathogen because correlation level of
differences between SCC and total bacterial count
(IBC and CFU) varies according to the type of
pathogen (Junior et al. 2012).

8 AM

- 8 ml Ademin (Ceva, Turkey)

- Blood sampling
‘ - BHBA

Treatment group

- 10 ml Activate (Alke, Turkey)

| - TAC
' ‘ - TOC

8§ AM
Control group ——

- 8 ml % 0.9 NaCl
- 10 ml % 0.9 NaCl

- Milk sampling
- Scc

- IBC
- CFU

-21£5

-10+5 Parturition +14

Figure 1. Prepartum supplements of vitamins and trace elements and parameter measurement on day

14th postpartum in Holstein dairy cows
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Table 1. Ration content (100% dry matter basis) of cows in two
groups in the dry period (Far-off and Close-up) and fresh period

Far-off Close-up Fresh
Crude Protein 14,29 16,53 16,48
Crude Ash 6,76 6,68 7,04
Fiber 20,46 21,20 20,93
Fat 2,90 2,34 2,59
Starch 6,76 20,37 22,78
Nel 1495,56 1508,93 1513,39
Ndf 38,80 38,23 36,85
ADF 20,27 18,03 20
ADL 5,79 5,84 5,93
MEX1 2540,42 2553,62 2564,54

Nel: Dietary value of net energy, Ndf: Neutral detergent fiber, ADF: Acid
detergent fiber, ADL: Acid detergent insoluble lignin, MEX1: Energy that
can be metabolized.

Table 2. Comparison of descriptive data in both groups

Treatment Control p
(n:33; MeantSEM) (n:35; MeantSEM)
Milk yield of the previous lactation (L) 10374.88+452.13 11374.26£582.92 0.184
Number of lactation 3+0.21 3.51£0.21 0.097

Table 3. Comparison of the levels of total oxidant status (TOS) and total antioxidant status
(TAS) of serum samples in both groups

Treatment Control p
(n:33; Mean+SEM) (n:35; MeantSEM)
TOS (umol/L) 9.65%0.51 13.6£0.46 <0.001
TAS (mmol/L) 2.4610.02 2.3910.02 0.036

Table 4. Comparison of udder health parameters in both groups

Treatment

(n:33; Mean+SEM)

Control P
(n:35; Mean+SEM)

SCC (x103 cells/ml) 559.94+199.88
IBC (ibc/ml)

CFU (cfu/ml) 228.58%93.38

771860.821+324756.90

1173.03£321.32 0.042
658889.711+289864.33 0.554
186.17180.19 0.674

SCC: Somatic cell count, IBC: Individual bacteria count, CFU: Colony formation unit.

CONCLUSION

Cows supplemented parentally with vitamin (A, D
and E) and trace elements (Se, Zn, Cu and Mn)
before parturition showed improved udder health,
TAS and TOS levels in the second weeks of lactation,
thus decreasing effects of oxidative stress on health in

dairy cows. But, milk bacteria count was not affected
by antioxidant administrations. Further studies are
needed to investigate in more detail the effects of
antioxidant administrations on milk bacterial
populations.
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the spermatological parameters of Aksaray Malakli shepherd dog after freeze-
thawing semen with various additives. Study groups were set up as Tris-based extender (ITBE)+trehalose (10mM),
TBE+methionine (2mM) andcontrol. Sperm was collected by bulbus glandis massage (Digital Manipulation). Diluted semen
samples were aspirated into 0,25 ml French straws and equilibrated at 5 °C for 1,5 h. After equilibration, the straws were
frozen in liquid nitrogen vapor, plunged into liquid nitrogen for storage. For determination the sperm volume, grade semen
collecting tubes were used and the results were recorded in milliliters. The sperm concentration was determined with
hemocytometric method as mm?®. Eosin-nigrosine staining method was used for live sperm percentages. The HOS-test was
performed to determine the ratio of intact spermatozoa membrane. When the freeze-thawing results are statistically
examined with one-way analysis of variance, methionine group, motility (52,5%%*2,7) and HOS test analysis (43,1%%2,9),
(41,5%%3,1;33,2%%2,9) shown significant differences compared control (41,5%=%3,1; 33,2%%2,9) group (p <0,05). The best
result in the live sperm percentages was observed in methionine group but there was no statistically significant difference
between the groups (p> 0.05).In the trehalose group, motility, HOS test and live sperm percentages results were 50.0%
13,9;60,6%7%3,7;38,4£3,6%, respectively. As a result of the study, it was determined that methionine 2 mM added to tris-
based diluent in Aksaray Malakli shepherd dog sperm was beneficial on spermatological parameters. The cryoprotective
effect of methionine was found to be stronger than trehalose and control group.

Keywords: Malakli, methionine, sperm, trehalose

kkk

Farkli Katki Maddelerinin Aksaray Malakli Coban Képegi Spermasinin Dondurulmasina Etkisi

(074

Bu calismanin amaci, Aksaray Malaklt coban kdépegi spermasinin farkli katkt maddeleri iceren sulandiricilar ile dondurulup
¢6zim sonu spermatolojik parametrelerin aragtirilmasidir. Calisma gruplari, Tris ana stok (TAS)+trechaloz (10 mM),
TAS+metiyonin (2 mM) ve kontrol olarak olusturuldu. Ko6peklerden sperma digital maniplasyon yontemi ile alindi
Sulandirma islemi tamamlanan sperma ornekleri 0.25 ml lik payetlere ¢ekildi. Payetlenen spermalar 1.5 saat +5°C’ta
ckilibrasyona tabi tutuldu. Ekilibrasyon sonrasi payetler sivi azot buharinda donduruldu ve sivi azot igerisinde saklandi.
Sperma hacminin belirlenmesinde dereceli sperma toplama tiipleri kullanildi ve sonuglart mililitre olarak kaydedildi.
Hemositometrik yoéntem ile spermatozoon konsantrasyonu belirlenerek mm3 olarak kaydedildi. Oli canli spermatozoa
muayenesi i¢in eosin-nigrosin boyama yéntemi kullanildi. Spermatozoa plazma membran bitinligi oranint belirlemek icin
Hipo osmotik sisitme (HOS) testi yapildi. Sonuglar istatistiksel agidan tek yonli varyans analizi ile incelendiginde ¢6ziim sonu
metiyonin grubunda motilite (%52,5%2,7) ve HOS test parametreleti agsindan (%43,112,9), kontrol grubuna
(%041,513,1;%33,212.9) gore istatistiksel farkliik gbzlendi (p<<0,05). Coziim sonu canli spermatozoa oranina en yiksek
metiyonin grubunda ulagilmasina ragmen gruplar arast istatistiksel farkliik bulunamadi (p>0,05). Trehaloz grubunda ise
motilite, HOS test ve canlt spermatozoa orani sirasiyla %50,0%3,9;%60,613,7;%38,4£3,6 olarak bulundu. Calismanin
sonucunda Aksaray Malaklt coban képegi spermasinda tris bazli sulandirictya eklenen metiyonin 2mM dozunun spermatolojik
parametreler Uzerine faydalt oldugu belirlenmistir. Metiyoninin kriyoprotektif etkinliginin trehaloz ve kontrol grubuna gére
daha giicli oldugu kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Malakli, metiyonin, sperma, trehaloz
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GIRIS

Ulkemizde coban kopekleri Akbas ve Karabas olmak
tzere iki grup altunda toplanmaktadir. Kangal irki
kopekler grubunun en {inli tyesi olmakla beraber
Malakl;, Karabas ve Karakaya 1kt kopeklerde
mevcuttur. Malaklt 6zellikle Aksaray, Sereflikochisar
ve Nevsehir olmak tzere Tirkiye’nin degisik
bolgelerinde  bulunmaktadir.  Malakli  Karabasg
kopekleri Kangal irkina kiyasla daha iri yapili, kisa
killi, kuyruk yapisinin Kangal képeginde oldugu kadar
kivrik olmadigy, insana ve diger kopeklere karst daha
saldirgan oldugu yapilan calismalar ile belirlenmigtir
(Atasoy ve ark. 2014). Saf kopek yetistiriciligine olan
ilginin artmastyla bitlikte yardimer dreme teknikleri
kiicik  hayvanlarda  uygulamast  talep  edilen
yontemlerden olmustur (Pefia ve ark. 2006). Diger
hayvanlarda oldugu gibi kopek yetistiriciliginde de
genetik yapinin ve gen kaynaklarinin korunmast biytik
o6nem tagimaktadir. Bunun saglanabilmesi icin irkin
spermatolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve spermanin
katkt maddeleri ile dondurulmasi calismalart uzun
yillardir yapilmaktadir (Tosun ve Uysal 2007).

Dondurulmus sperma ile suni tohumlama diger
hayvan tirlerinde oldugu gibi képek spermasinda da
uygulanmaktadir. Tlk basarili dondurma denemesi
1954 yilinda Rowson tarafindan gerceklestirilmigtir
(England 1992). Képek spermasinin dondurulmasina
karst glinlimtizde artan bir ilgi gbzlenmektedir (Pefia
ve ark. 2000). Dondurulmus sperma ile yetistirme
programlarinin  bircok  faydast  bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlisi stiin 1k 6zelliklerini tastyan
kopeklerin - genetik  materyalinin - uzun  siire
saklanabilmesidir (Neagu ve ark.2010). Diger evcil
hayvanlarda oldugu gibi spermanin uzun streli
saklanabilmesi i¢in stvi nitrojen ile dondurulmasi en
iyi yontemdir. Bu yéntemle dondurulan spermanin
¢6zim sonu motilitesi %60-70 arasinda degismekte ve
fertilite orant %060 civarinda olmaktadir (Alamo ve
ark. 2005).

Setbest  radikallerin  hiicrede artigt  ve  hiicre
fonksiyonlart  tizerinde vyaptklart olumsuz etki
(oksidatif hasar) ‘oksidatif stres’ olarak adlandirilir
(Tekcan 2009). Sperma hiicrelerinin membran yapist
protein, glikoprotein ve glikolipit igeren iki siralt
fosfolipit katmandan olusan akict mozaik tarzindadir.
Bu yapinin %70 oraninda doymamis fosfolipit
icermesi,  spermanin  dondurulmast  sirasinda
doéntstimsiiz sivi fazdan jel fazina gegmesine neden
olmaktadir. Bu degisim canlilig1 azaltmakta ve
sonucunda soguk soku ve oksidatif stres kokenli
hasarlar gelismektedir. Oksidatif stres, spermatozoa
plazma membran kaybina, fonksiyonlarinin zarar
gormesi sonucunda motilite ve fertilite distslerine
neden olmaktadir (Watson 2000).

Spermatozoonlar normal sartlar alunda az miktarda
reaktif oksijen tirleri (ROT) uretmektedir. ROT un

spermatozoonun kapasitasyonu, hiperaktivasyonu ve
sperma-oosit  fuzyonu  icin  gerekli  oldugu
belirtilmektedir. Spermatozoonun sitoplazmast diigiik
miktarda enzim igerdigi icin plazma membrani yiiksek
miktarda doymamis yag asidi icermektedir (Agarwal
ve ark. 2008). Spermatozoon membranlarinda yiksek
miktarda bulunan doymamis yag asitleri akiskanlk
saglamast ve spermatozoonun zona pellusidaya
baglanmasi icin gereklidir. Bunun yani sira ROT
saldirisina karst hiicreyi savunmasiz birakmaktadir
(Agarwal ve ark. 2014). ROT olusumu ve membran
lipit peroksidasyonu sperm canlihigt ve fertilitesi icin
6nemli bir problemdir (Guthrie ve Welch 2012).
Lipitlerin peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre
membranimna saldirmast sonucu gerceklesir. Serbest
radikaller, hiicre membraninin dengesini ortadan
kaldirarak, hizli hiicre ve doku hasarina sebep olurlar.
Lipit peroksidasyon spermanin motilitesini disiiriict
etki gostermektedir (Agarwal ve ark. 2008, Tekcan
2009).

Spermatozoa seminal plazmada bulunan
antioksidanlar ile kendisini oksidatif strese karst
korumaya calismaktadir (Kim ve Parthasarathy 1998).
Serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak icin
hicreler bunlart  nétralize eden  antioksidanlar
olusturmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizt ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme
hizt arasinda bir denge olmasi gereklidir. Boylece
hicre serbest radikallerin  olumsuz etkilerinden
korunmaktadir. Eger bu denge serbest radikaller
lehine bozulursa, tretimden daha yavas ndtralize
edilitflerse, hucrede serbest radikallerin  miktari
yikselir. Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina
giderebilseler de genellikle antioksidan —enzim
sistemlerini kullanirlar. Ancak, hiicre i¢i savunma
sistemlerinin  yetersiz kaldigt durumlarda, oksidan
hasara duyarh DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler
gibi hicresel makromolekiller hasar gérmektedir
(Sabuncuoglu  ve Ozgiines 2011). Dondurulup-
¢cozdirilen  sperm  hiicrelerinde  antioksidan
kapasitenin azalip, reaktif oksijen radikal olusumunun
artmast spermatolojik parametreler ve fertiliteyi
olumsuz  etkilemektedir. ~ Cozdirilmis  sperma
hiicreleri, taze spermaya gore peroksidasyona karst
daha hassastir (Kulaksiz ve Dagkin 2009). Tim bu
etmenlerden dolayt yapilan aragtirmalar spermanin
dondurulmast sirasinda sulandiricilara  antioksidan
Ozelligi yiiksek maddelerin ilave edilmesi tizerine
yogunlasmistir.

Metiyonin, esansiyel amino asitlerden bir tanesidir ve
glutatyon icin bir 6ncl amino asit gdrevi goriir. Bu
Ozellikleri sayesinde, ROT azalir ve kriyoprezervasyon
sirasinda  hucreleri  oksidatif strese karst  korur.
Igerigindeki tiyol gurubu sayesinde metiyonin kursun
ile selat olusturur ve hiicrelerden uzaklagsmasint saglar.
Metiyonin ayrica poliaminler (spermin ve spermidin)
sentezini saglar (Reed 1990, Patra ve ark. 2001,
Bouyeh 2012). Trehaloz hiicre icindeki suyun dis
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ortama ctkisini  saglayarak dondurma  sirasinda
meydana gelen buz kristali olusumunu azaltir. Enerji
kaynagt olarak ve ozmotik basmnct diizenleyerek
kriyoprotektif etkinlik gosterir (Garcia ve Graham
1989, Abdelhakeam ve ark.1991). Sekerlerin
dondurma-¢ozdiirme sirasinda meydana gelen soguk
sokunun onlenmesinde antioksidatif ve
kriyoprotektan 6zelliklerinin oldugu bircok ¢alismada
bildirilmistir (Woelders ve ark. 1997, Malo ve ark.
2010). Trehaloz ve taurin sulfonik amino asit
grubundan olup enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak  bilinmektedir (Reddy ve ark. 2010).
Disakkaritler spermanin dondurulmast siirecinde
ozmotik degisimlere karst membranin fosfolipit
baglarina etki ederek hiicre hasarinin 6niine gecmeye
calisugt bildirilmektedir (Molinia ve ark.1994, Liu ve
ark. 1998, Gungor ve ark. 2018). Trehalozun ko,
boga ve fare spermasinin dondurulmasinda basarilt bir
kriyoprotektan etki gosterdigi belirtilmektedir (Storey
ve ark.1998, Bilodeau ve ark. 2001, El-Alamy ve
Foote 2001) Kopek spermasmnin  kisa  streli
saklanmasinda ve dondurulmasina iliskin cesitli
antioksidanlar ile yapilmis bircok arastirma mevcuttur
(Uysal ve ark.2005, Martins-Besa ve ark.2007, Michael
ve ark.2009, Bencharif ve ark. 2012Inan¢ ve ark.
2018).Bu ¢alismada, Aksaray Malakhh Coban képegi
spermasinda  metiyonin ~ ve  trehaloz  iceren
sulandiricilarin ¢6zim sonu sperm motilite, 6l canl
ve plazma membran bitinligi tzerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Hayvanlarin secimi

Aksaray ilinde halk elinde yetistiriciligi yapilan2-5 yas
araliginda 10 bas erkek Aksaray Malaklisi Coban
Kopegi (Turk Mastifi) kullanildi. Sunulan calisma icin
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli izin (2016/217) alindt.

Sperma sulandiricisinin hazirlanmasi

Calismada temel sperma sulandirict olarak Tris Ana
Stok (T'AS) soltsyonu (tris297.58 mM, sitrik asit 96.32
mM, fruktoz 82.66 mM) kullanild1 (Gling6r ve Bucak
2016). Bunun tzerine (sperma alinacagr gin) %15
oraninda taze yumurta sarist eklendi ve 15 dakika
6000 devirde santrifiij islemi uygulanarak supernatant
kismi uzaklastirildiktan sonra %6 oraninda gliserol
eklenerek hazir hale getirildi. Daha 6nceki ¢alismalar
isiginda, metiyonin ve trehaloz gruplart belirlendi
(Akalinve ark.2015) ve TAS (Kontrol), TAS+ trehaloz
(10 mM), TAS+ metiyonin (2 mM)seklinde ¢alisma
gruplart olusturuldu

Spermanin toplanmasi

Kopeklerden sperma, bulbus glandise masaj yapilarak
digital maniplasyon yontemi ile alindi. Bulbus glandis
sismeye basladiginda prepusyum geri gekilerek penis
prepusyumdan ¢ikartildt masaja devam edilirken penis
arka bacaklar arasindan geriye cevrildi ve sperma

alindi. Uygulamada her koépekten haftada iki kez
olmak tizere toplam Gejakiilatin spermadan zengin 2.
Fraksiyonu kullaniddi. %80 ve tzeri motilite ile
mililitrede en az 400x10¢ sperma konsantrasyonuna
sahip ejakiilatlar bireysel olarak donduruldu.

Spermada  hacim, motilite ve yogunluk
muayenesi

Spermanin hacminin belirlenmesi i¢in dereceli sperma
toplama kadehlerinden faydalandi ve elde edilen
sonu¢c mililitre birimi ile belitlendi. Motilitenin
tespitinde Sicakligi 37°C ye ayarlanmis faz-kontrast
mikroskopun 400x buyiitmesinde lam-lamel arasina
alinan bir damla sperma numunesi en az 5 mikroskop
sahast incelenerek, bast yoniinde ileriye dogru dizgin
dogrusal hareket eden spermatozoonlarin tiimiine
orani belirlendi. Motilite degerlerinin ortalamast %
motilite orant olarak kaydedildi. Sperma yogunluk
muayenesi ise hemositometrik yontem ile ml’de
bulunan  spermatazoon  konsantrasyonu  olarak

belitlendi (Tekin 1994).

Olii-Canli Muayenesi

Spermatazoa canlilik orami tespitinde Eosin-Nigrosin
boyama yontemi kullanildi. Bu yéntemde bir damla
sperma ile bir damla Eosin boyast ve karisimin
tizerinede bir damla Nigrosin boyast eklendi ve siirme
froti hazirlanarak, mikroskobun 400x biyiitmesinde
300 hiicre sayilarak spermatazoonun bas kismi boya
almayanlar canli olarak kaydedildi ve sonu¢ % canlt
orani olarak belirlendi (Watson 1975).

Hipo Osmotik Sisirme (HOS) Testi

Sperma,100 mOsm hazirlanmig HOS solisyonu (0,9
gram fruktoz 0,49 gram trisodyum sitrat, 100 ml’ye
tamamlanarak)icerisinde tespit edilen numunelerden
preperat 30 dakika 37°C’ta inkiibasyonu sonrasi faz-
kontrast mikroskobun 400x buyiitmesinde 300 hicre
sayilarak spermatozoa mebranlarinin disiik ozmotik
basingta butinligi incelendi. Kuyrugu kivrik olan

spermatozoonlar membran bitinligi saglam olarak
belirlendi (Tekin 1994, Kulakstz 2009).

Istatistiksel analizler

Calismadan elde edilen veriler 6nemlilik testlerinden
once, tim degiskenler parametrik test
varsayimlarindan normallik yéntinden Shapiro Wilks
ve Kurtosis test ile, varyanslarin homojenligi
yoninden ise Levene’s testi ile incelendi. Normal
dagilim  gOsteren  degiskenler arast  farkliligin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi tek yonli varyans
analizi (One Way Anova) ile yapildi. Gruplar arasi
farkliligin belirlenmesinde ileri asama (post-hoc) testi
olarak Duncan testi kullanildi ve sonuglar ortalama *
standart sapma olarak verildi. IBM SPSS 21.0 paket
programindan yararlanildi.
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BULGULAR

Arastirma kapsaminda hayvanlardan alinan ortalama
sperma hacimleri ve ml deki spermatazoon sayist
Tablo 1’de belirtilmistir.

Metiyonin grubunda ¢6ziim sonu motilite ve HOS
test analizlerinde kontrol grubu ile istatistiksel farklilik
tespit edilmistir (p<<0,05). Canlilik muayenesinde en

iyi sonuca yine metiyonin grubunda ulasilmasina

ragmen gruplar arasi istatistiksel farklilik
bulunamamistir  (p>0,05).  Plazma  membran

butinligi analizinde (HOS test) Trehaloz 10 mM
kontrol grubuna karsi sayisal tstiinliik elde edilirken
bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamustir(p>0,05).

Tablo 1. Aksaray Malakli képeklerinde ortalama sperma miktari ve yogunlugu
Table 1. Mean of sperm volume and concentration of dogs which were used in the study

Hayvan No Sperma Miktar1 Sperma Yogunlugu
(ml) (mm3/ml)

1. Hayvan 1,5%0,22 440%21,6x10¢
2. Hayvan 1,65£0,24 615£28,57x10¢
3. Hayvan 2,15%0,12 610£49,67x10¢
4. Hayvan 2,2%0,14 410%10,8x10¢
5 Hayvan 1,7£0,25 520+43,2x106
6. Hayvan 1,4%0,14 465%306,29x10¢
7. Hayvan 2,2140,21 505£20,41x10¢
8. Hayvan 1,8%0,14 595+42,62x10¢
9. Hayvan 1,9£0,16 560£35,59x10¢
10. Hayvan 1,5%0,33 555£30,82x10¢

Tablo 2. Aksaray Malakli Képeklerinde Metiyonin ve Trehalozun ¢éziim sonu spermatolojik parametrelere etkisi
Table 2. Evaluation of additives on dog sperm parameters (Motility, Live-Dead, HOS test) after thawing

Gruplar Motilite (%) Canli Spermatozoa (%) HOS Test (%)
Kontrol 41,5%3,1b 57,8123 33,242 .9b
Trehaloz (10 mM) 50,0£3,92b 60,6+3,7 38,413,6%
Metiyonin (2mM) 52,5274 63,622 43,142 92
p 0,05* - 0,05*

+b: Aynu siitunda farklt harf tastyan gruplar istatistiksel olarak farkhidir (p<0,05).
ab: Different superscripts within the same column demonstrate significant differences (p<<0.05).

TARTISMA

Kopek spermastnin dondurulmasi, hem iireme amagh
hem ticari amach képekler i¢in 6nem kazanmaktadir.
Kopekler de  dahil  olmak  iizere, memeli
spermatozoalarinin  dondurulmasi, sperma fertilitesi
tzerinde bazt olumsuz etkiler yaratmasi bu teknigin
daha az kullanilmasina neden olmaktadir (Singh veark.
2012, Bucci ve ark. 2019).Kriyoprezervasyon,tim
memeli tlrlerinin sperm membranlarini etkilemesi
sebebiile kapsamli kimyasal ve fiziksel hasara neden
olmaktadir (Watson 2000).Hasarin nedeni, lipit fazdan
gecis  esnastnda  ROS  tarafindan  indiiklenen
membranin lipid peroksidasyonunda (LPO), ozmotik
stres ve sicaklik degisimlerinden dolayt hiicre zarlari
tzerindeki mekanik strese bagli olarak degisebilir
(Ortega Ferrusolave ark. 2009, Camara ve ark.
2011).Bu arastirmada, sulandiriciya eklenen metiyonin
ve trehalozun kopek spermasinda ¢6zim sonu
motilite, 6li-canli ve HOS test sonuclart tzerine
etkileri degerlendirilmistir.

Walczak Jedrzejowska ve ark. (2012) in vitro ve in
vivo caligmalarda, bircok antioksidan faktSriin sperm,
gebelik orant ve canlt dogum oranlari Gizerine yararlt
ctkileri oldugunu belirtmislerdir. Serbest radikallerin
zararll etkilerinden korunmak icin hucreler bunlart
nétralize eden antioksidanlar meydana getirmektedit.
Serbest  radikallerin  olusum hizt  ve bunlarin
antioksidanlar  tarafindan nétralize edilme hiz
arasinda bir denge olmasi gereklidir. (Tekcan 2009).
Sperma sulandiricisina  antioksidan ilavesi, ¢6zim
sonu sperm parametrelerinin iyilestirilmesi i¢in en
umut verici tekniklerden birisi oldugu bir¢ok
arastirmact tarafindan  belirtilmektedir. (Pefia  ve
ark.2006, Ogatave ark. 2015). Demirtas ve Untan
(2011) antioksidanlarin spermatozoayt serbest oksijen
radikalleri (SOR) ureten anormal spermatozoalardan
korudugunu,  16kositlerin  olusturdugu ~ SOR’u
temizledigini, DNA kirlmalarini ve erken sperm
olgunlasmasint engelledigini, soguk sokuna karsi
spermatozoay! korudugunu ve destekleyerek treme
tekniklerinin bagarisint yikselttigini belirtmislerdir. Bu
calismada, kopek sperma sulandiricisina  eklenen
Metiyonin 2 mM’ 1n ¢6zim sonu motilite ve plasma
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membran  butinligine olumlu etki g6sterdigi
belitlendi.  Buna  karsihk, ¢6zim sonu canlt
spermatozoa oranina belirli lciide fayda saglamakla
bitrlikte istatistiksel fark olusturmamistir. Calismada
6n degerlendirme amactyla alinan spermalarin bireysel
yogunluk degerleri Inan¢ ve ark. (2018) Aksaray
malaklist calismasindan yiiksek elde edildi. Elde edilen
bu sonucun diger calismada yas gruplarina gore
olusturulmus olan gruplardan dolayt olusacagi
kanisina varildi.  Calismamizdaki kontrol grubunda
elde edilen ¢6ztim sonu motilite ve canlilik degetleri
Inang ve ark. (2018) ¢oziim sonu sonuglart ile
benzerlik géstermektedir. Bunun yani sira elde edilen
bu sonuglar, Anadolu ¢oban kdpeklerinin spermasinin
dondurulmast soncunda ¢6zim sonu motilite ve canlt
spermatozoa oranlart benzer bulunmustur (Glngor

ve Bucak 2016).

Trehaloz, sperma hicrelerini, ROS'un olumsuz
etkilerinden nonenzimatik bir temizleyici gibi etki
gostererek korur (Badr ve ark. 2010) ve uygun
seviyelerde dondurulmus sperm hucrelerinin ¢6zim
sonu motilitesini ve membran biitiinligini korumak
icin gerekli olan enerjiyi saglar(Flores ve ark. 2010).
El-Badry ve ark.(2017) nin yapmis oldugu calismadan
farkli olarak bu calismada, sperma sulandiricisina 10
mM trehaloz eklenmesi, membran biitinligi tizerine
kontrol grubuna kiyasla olumlu etki g0sterirken
istatistiksel fark olusturmamistir. Motilite ve canl
sperma  oranlarinda  faydali  olmasina  ragmen
Trehalozun  spermatolojik  parametreler Uzerine
etkisini inceleyen bazi arastirmacilar, ko¢ (Sharawy ve
ark. 2015), bufalo (Igbal ve ark.2016), horoz (Mosca
ve ark. 2016) ve boga (El-Sheshtawy ve ark. 2015)
spermasinda  ¢6zim sonu degerlerinde iyilesme
oldugunu  belirtmiglerdir. ~ Benzer  sonuglarin
sulandiriciya  katki maddesi eklenerek dondurulan
Aksaray Malakh spermasinda da Inang ve ark. (2018)
tarafindan elde edildigi belirtilmistir.

Metiyonin, esansiyel bir amino asittit. Glutatyon
oncusii olmast ile ROS’u azaltan ve boylece hiicreleri
oksidatif strese karsi koruyan bir tripeptid oldugu icin
antioksidan 6zelliklere sahiptir. Ayrica, ¢ekirdek ve
hicre boliinmesi olaylarinda yer alan poliaminlerin
(spermin  ve spermidin) ve DNA ve diger
molekiillerin metilasyon reaksiyonlart icinmetil grubu
sentezinde metiyonin gerekir (Bouyeh
2012).Metiyonin, metiyonin stilfoksit olusturmak icin
oksidanlarla kolayca reaksiyona girerek antioksidan
savunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir(Livine ve
ark. 1999).Yapian calismalarda sulandiriciya 2 mM
Metiyonin ilavesi, ¢6ziim sonu sperma motilitesini
kontrol grubuna kiyasla arttirdigi belirlenmistir(Coyan
ve ark. 2010,Bucak ve ark.2012). Ayrica, Tuncer ve
ark. (2010) tarafindan metiyonin t¢ farkli dozunun
2,555 ve 10 mM akrozom bitinligini soguk
sokundan basariyla korundugu belirtilmistir.

SONUGC

Yapilan bu ¢alisma ile metiyonin 2 mM ve trehalozun
10 mM dozlarinin ¢bzim sonu  spermatolojik
parametreleri korudugu metiyoninin kontrol grubu ile
istatistiksel fark olusturacak sekilde olumlu etki
sagladigt  sonucuna vardmistir. Koépek —spermast
kriyoprezervasyonunda metiyonin ve trehaloz iceren
sulandiricilarin - kullanilmast ve  yapilacak  yeni
calismalar ile farkli dozlarin denenmesi Onerilebilir.
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ABSTRACT

Stem cell therapy can be an advantageous tool for non treatable diseases and has become a theme research for a
better solution to many neurodegenerative cases. Despite of being very common in pet animals and equines in the
field of veterinary medicine; stem cell based practises in bovines yet remain very limited. In the following study,
Bovine adipose derived stem cells (BASCs) were isolated and differentiated into neurospheres. The potential
expressions of neuron-specific markers B-III Tubulin, Nestin and Sox2 were demonstrated by
immunofluorescence staining on these neurospheres. The outcomes of the study may provide a better
understanding to the neurogenic potential of BASCs and can be a footstep for developing new therapeutical
approaches for neurodegenerative diseases and syndroms in bovines.

Keywords: Adipose, Bovine, Nestin, Neurosphere, Sox2

kkk

Sig1r Yag Dokusundan Izole Edilen Mezenkimal K6k Hiicrelerden Farklilagtirilan Nérosferlerde Sox2,
B-III Tubulin ve Nestin Ekspresyonlarinin Immunfloresan Boyama Yéntemi ile Incelenmesi

oz

Kok hiicre tedavisi, pek ¢ok tedavisi olmayan hastalikta oldugu gibi ¢ogu nérodejeneratif hastalik ve sendromda
da daha iyi tedavi protokollerinin gelistirilmesi i¢in 6énemli bir ¢alisma alani haline gelmistir. K6k hiicrelerin klinik
kullantmi pet hayvanlari ve atlarda her ne kadar yayginlagsmaya baslasa da sigirlarda kék hiicre kullanimi hala
oldukea siurhidir. Bu ¢alismada sigir yag dokusu kaynakli mezenkimal kék hiicreler izole edilmis ve bu hiicrelerden
nérosfereldesi gerceklestirilmistir. Elde edilen nérosferlerin néronspresifik belirtecler olan 3-IIT Tubulin, Nestin
ve Sox2 ekspresyonlart immunfloresan boyama teknigi ile degerlendirilmistir. Calismadan elde edilecek sonuglar
sigir yag dokusu kaynaklt mezenkimal kék hiicrelerin nérojenik potansiyelinin daha iyi anlagilmasi acisindan
o6nemli olmakla birlikte bu sonuclar sigirlarda norojenik defektlerde kullaniabilecek potansiyel tedavi
yaklasimlarinin gelistirilmesi hususunda da yol gésterici olacaktir.
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INTRODUCTION

Stem cell based therapies applied in human medicine,
have gained equal importance in veterinary medicine
during recent years, and are seen as a gleam of hope
in the treatment of many diseases and syndromes.
Today, treatment protocols and strategies using adult
mesenchymal stem cells are applied in curing various
diseases, especially locomotor system diseases,
especially in horses and pet animals (Consiglio et al.
2011, Lange-Consiglio et al. 2013, Corradetti et al.
2014). Cellular therapies are accepted as a most
promising and novel treatment approaches in treating
neurological disorders. Neural stem cells (NKH) are
self-regenerating multipotent cells which could be
obtained from embryo or fetal tissues only. The
ethical constraints and difficulties to access the fetal
tissues have directed the scientists to use adult stem
cell. According to studies, the subgranular zone and
subventricular zone (SVZ) in the central nervous
system and olfactory neuroepithelial region in the
nose are the sites for continued neurogenesis during
adulthood (Brann and Firestein 2014). However, it is
challenging to obtain neuronal stem cells from these
regions particularly in adulthood for the purpose of
cellular therapy. As a matter of fact mesenchymal
stem cells derivatives from different tissues could be
used to obtain the nerve cell or neurosphere. The
neuro precursor cells present in the obtained
neurospheres have ability to get differentiated into
neurons, astrocytes or oligodendrocytes when
cultured with appropriate media and conditions
(Reynolds and Weiss 1992). Furthermore, precursor
cells forming neurospheres can be applied directly in
the treatment of neurodegenerative diseases of both
humans and animals without differentiation (Girard
etal. 2011).

Previous studies reported that fat tissue-derived
mesenchymal stem cells obtained from humans and
many other animal species can differentiate into
neurospheres (Chung et al. 2013, Nagase et al. 2007,
Radtke et al. 2009). According to literature and to our
limited knowledge, no such study has been previously
reported in bovines.

Bovine adipose derived stem cells (BASCs) represent
a source of stem cells that express mesenchymal
markers CD73 and CD90 while lacking expression of
haematopoietic markers CD45 and CD34 (Cebo
2017, Da Silva et al. 2016). The studies reveal that
BASCs are multipotent and can undergo osteogenic,
adipogenic  and  chondrogenic  differentiation
(Sampaio et al. 2015, Da Silva et al. 2016). In another
study it was suggested that BASCs are less
immunogenic compared to bone marrow stem cells
from the same specie because of low expression of
MHC-I and MHC-II (Huaman et al. 2019). Stem cell
or neurosphere applications in neurodegenerative
diseases in cattle are thought to increase the chances

of treatment success which is very limited in this field.
The aim of this study was to characterize the adipose
tissues derived neurospheres properties in bovines.
The data of this study will guide the treatment of
neurodegenerative diseases in cattle and the clinical
applications of stem cells.

MATERIALS and METHODS

Adipose derived stem cells isolation and culture
The subdermal fat was collected from the freshly
slaughtered animals with the help of sterile forceps
and scissors and brought to laboratuary in sterile
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS Sigma, USA)
containing 2% Pen-Streptomycin (Gibco, UK). The
samples were first washed with sterile Iodine solution
and later on were washed with HBSS contaning 2%
Pen-Streptomycin for three times to remove any
contamination. The fat tissues samples were
transferred to 50 ml centrifuge tubes and fat was
mechanically dissected to fine samples being exposed
to enzymatic digestion using Collagenase 11 (Sigma,
USA) (1mg/ml-0.1%) at 37°C for 1 hour. The sample
after digestion was strained using 100 pm cell strainer.
The strained digested fat tissues were then
centrifuged at 250g for 10 minutes. By discarding the
supernatant, the pellet was dissolved in MEM (Sigma,
USA) containing 10% FBS and cultured in 25 cm?
flasks at 37°C and 5% CO2 incubator for
proliferation. The media was changed every 3+ day
and cells were passaged upon 70-80% confluence.

Neurospheres generation

BASCs from late passages were collected and plated
at a culture density of 5X104 cells/cm? on 0.01%
poly-L-Lysine (Sigma, USA) coated 4-well plates.
DMEM/F-12 (Gibco, UK), containing 1% Insulin-
transferrin-selenium (ITS) (Gibco, USA), 50ng/mL
EGF (Sigma, USA), and 50ng/mL FGF [R&D
System, USA) was used as neuropsheres culture
medium. The cells were allowed to get differentiated
in neuropsheres under optimal conditions. To
prevent the nutrient depletion, the half of the
medium was changed every 2" day. The BASCs
started differentiating into neurospheres after 48h
(Bez et al. 2003).
Neurospheres Collection and
Immunofluorescence

Neuropsheres were stained for particular markers by
Immunofluorescence studies as described by Sasaki et
al. (2010). A pool of neurospheres was developed 48h
post differentiation and washed with PBST
(Phosphate buffer saline containing 0.1% Tween 20
(BioRad, USA) three times for 5 min each. Later the
cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS
(pH 7.4) for 10 min at room temperature. After
fixation, the neuropsheres were again washed with
ice-cold PBS for three times 5 minutes each. The
permeability step was performed with PBS containing
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0.1% Triton X-100 (MP Biomedicals-France). After
washing with PBST, the blocking was carried using
10% serum from the species in which the secondary
antibodies were raised. The primary antibodies; anti-
Nestin (1:250 Goat polyclonal; Santa Cruz-sc21248),
anti-B-1II Tubulin (1:300 Mouse monoclonal; Abcam-
ab78078) and anti-Sox2 (1:50 Rabbit polyclonal;
Abcam- ab5603)used in this study were diluted in 1%
BSA in PBST. The secondary antibodies consisted of
Donkey anti Goat Alexafluor conjugated (1:250;
Abcam-ab150137), Goat anti Mouse Texas Red
conjugated (1:100; Abcam-ab6787) and Goat anti
Rabbit  Alexafluor conjugated (1:200; Abcam-
ab150077) respectively diluted in 1% BSA.

Osteogenic Differentiation

BASCs were collected after 3 passage and the cells
were seeded into 4-well plates at a density of 9,000
cells/cm? in growth media. After the cells reached the
confluence, the induction media which consisted of
10% FBS (Biowest, South America), 1% penicillin-
streptomycin  (Gibco, UK), 0.1% amphoterisin-B
(Biowest, France),50 pg/ml L-ascorbic acid (Sigma,
USA), 10 mMB-glycerophosphate (Gibco, UK), 0.01
uM dexamethasone (Sigma, USA) in a-MEM (Lonza,
Belgium). The media was changed in every 3 days and
the osteogenic differentiation was performed till 21
days.  The  osteogenic  differantiation  was
demonstrated by Alizarin Red S staining.

Alizarin Red S Staining

For demonstrating calcium deposits as a result of
osteogenic differentiation; Alizarin Red S staining was
performed. For staining, the culture media was
discarded and cells were washed with Hank’s
Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma, USA). Then
cells were fixed by 4% paraformaldehyde (Merck,
Germany). After fixation, the paraformaldehyde was
discarded and cells were washed with distilled water.
Afterwards, cells were stained with 80 mM Alizarin
Red S (pH 4.2) (Merck, Germany) in deionized
distilled water for 30 minutes. After 30 minutes the
staining solution was washed carefully and plates were
observed under inverted microscope. The calcium
deposits were observed as orange-red stains.

Adipogenic Differentiation

After 3 passage, BASCs were seeded into 4-well
plates at a density of 9,000 cells/cm2. Cells were
cultured in growth media till they reached confluence.
After reaching confluence, cells were cultured with
adipogenic induction media (AIM) and adipogenic
maintanence media (AMM) for 21 days. The AMM
was only used at 7t and 15% days of differentiation in
order to maintain adipogenesis while the AIM was
used in the rest of the study. The AIM consisted of
10% FBS (Biowest, Soauth America), 1% pen-
streptomycin  (Gibco, UK), 0.1% amphotericin-B
(Biowest, France), 1pM dexamethasone (Sigma,
Belgium), 500  puM3-Isobutyl-1-methylxanthine

(IBMX, Sigma, Germany) 10 ng/mL insulin (Sigma)
in MEM. On the other hand AMM consisted of 10%
FBS (Biowest, South Merica), 1% penicillin-
streptomycin (Gibco, UK) and 10 pg/mL insulin in
MEM. After 21 days, Oil Red O staining was
performed in order to demonstrate oil droplets.

Oil Red O Staining

After 21 days of differentiation, the differentiation
media was discarded and cells were washed first with
PBS then with 70% ethanol. Afterwards the cells
wete fixed with 10% buffered neutral formaline for
20 minutes. Then formaline was discarded and cells
wetre washed with PBS and with 70% ethanol once
more. After washing the cells, Oil Red O stain was
applied for 25 minutes. The stock solution for Oil
Red O (12 mM Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA) in
isopropyle alcohol was diluted with deionized distilled
water in 2/3 ratio to be used in staining procedure.
After 25 minutes, staining solution was discarded and
cells were washed first with 70% ethanol and then
with deionized distilled water. A cross staining was
done by Harris” Hematoxylin for nuclear staining.

RESULTS and DISCUSSION

The fibroblast like plastic adherent cells were isolated
and proliferated for few passages (Figure 1). The stem
cells started making colonies 4-5 days post culture.
The cells from PO reached at confluence in around
11- 13 days. The cells from all different animals
expressed same morphology as the tissues were
isolated from male animals of same age. BASCs
designate the class of cells that could be easily isolated
and propagated (Chung et al. 2012). In order to
counter any changes we preffered isolating the cells
from same age group and from male sex only. The
cells exhibited the fibroblastic morphology, easily
reached to confluence which was consistent with
previous studies (Sampaio et al. 2015, Da Silva et al.
2016). Chung et al. (2012) reported that adipose tissue
are among the main sources of MSC in veterinary
medicine and have advantage of faster growth in -
vitro conditions compared to counterpart bone
marrow stem cells.

BASCs were formerly announced to have the capacity
to differentiate into osteocytes and adipocytes.
BASCs showed multipotent properties as they were
able to differentiate into both osteogenic and
adipogenic lineages (Sampaio et al. 2015, Da Silva et
al. 2016). Similar to previous studies, we were
successfully able to differentiate  BASCs into
adipogenic and ostegenic lineages. The adipogenic
differentiation was evaluated by Oil Red O staining.
After the staining, oil droplets were visible in red-pink
color under the microscope (Fig. 2 A,B). The
osteogenic differentiation was demonstrated by
Alizarin Red S staining. After the Alizarin Red S
staining, osteogenic differentiation was investigated
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under microscope. The red-orange stained calcium
deposits comfirmed the osteogenic differentiation

(Fig, 2 C,D).

Under the effect of optimal concentration of
epidermal growth factor (EGF) and fibroblast growth
factor (FGF), potent BASCs were observed to be
suspended in a serum free medium while undergoing
differentiation. This neurogenic differentiation media
allowed the BASCs to get transformed into the
characteristic 3-D clusters called neurospheres which
were consistent to previous studies performed on
MSCs. Similar to our study, Hu et al. (2013) reported
that EGF and bFGF supplementation to medium
promoted neural lineage differentiation in adipose
stem cells and impaired their mesodermal
differentiation ability.

Variations were observed in the sizes of neuropsheres
and morphology varied from round to oval
Unfortunately we couldn’t record the difference in
neurosphere numbers, size and shape variations with
advanced passage number. However, neurospheres
were observed to be increased in size 3-4 days post
generation. The neurospheres remained intact even at
6-7 days post differentiation. We also observed that
variations in cell density and variable concentrations
of growth factors in the median affected the
generation of neuropsheres. We noticed that the
concentration of EGF and FGF actually mattered the
most. At as low concentrations of EGF and FGF, as
20ng/ml, BASCs lacked the tendency to form the
characteristic neuropsheres. Hu et al. (2013) reported
the similar results. It was observed that at an opitimal

cell density of 90,000 cells/cm? and at concentration
of 50ng/ml for EGF and FGF the BASCs started
differentiating into neurospheres at 24 hours (Figure
3).

The immunofluroscence staining results showed that
the neurospheres strongly express neuron specific
markers B-III Tubulin, Nestin and Sox2 as shown in
the figure (Figure 4). Similar to other studies that
have been reported so far, we found that nearly all
constituent cells of originated neurospheres were
immunoreactive for neural intermediate
filament Nestin, proneuronal neurofilament marker
B-I1I Tubulin and transcription factor Sox2 (Reynolds
and Weiss 1992, Brazel et al. 2005). The expression of
Sox2 and generation of varying mature cell types,
including neurons, astrocytes, and oligodendrocytes,
proves the legitmate multipotency of
neuropsheres. Studies report that all neurospheres
contain cells at multiple stages of differentiation,
including stem cells, which are capable to proliferate
into neural progenitor cells, postmitotic neurons,
and glial cells (Theocharatos et al. 2013). Moreover,
the heterogeneity of the neurosphere increases with
its size, since more and varied cell types arise with a
longer time in culture (Jensen and Parmar 2000).

Summarising the neurospheres differentiation and the
potent neural markers expression, we assume that
BASCs have the great potential to generate
neuropsheres and could be wused to treat the
peripheral nerve injuries in veterinary profession.

Figure 1. Fibroblast-like morphology of BASCs at different passages. A: PO, B: P3;.Bar = 100 pm.
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Figure 2. Demonstration of osteogenic and adipogenic differentiations of BASCs. A,B: Adipogenic
differentiation. A: Control group, Bar=100 pm. B: experiment group, arrows: red stained oil droplets.
Bar=20 um. C,D: Osteogenic differentiation. C: Control group, Bar=100 pm. D: Experiment group,
arrow heads: Orange-red stained calcium deposits. Bar=100 pm.

Figure 3. Neurospheres at different time intervals. A: 24™ hour; B: 48 hour. Bar =500 um.
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DAPI B-111 Tubulin
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Figure 4. Immunofluoroscence staining on BASCs derived neurospheres. A, D, G: DAPL; B: Anti-
Sox2, E: Anti-Nestin, H: Anti-G-III Tubulin, C,F,I: Merged images.

CONCLUSION

The study showed that BASCs are able to
differentiate into capable neurospheres which express
at least Nestin, Sox2 and B-1II Tubulin. Although the
study showed the neurospheres of BASCs are indeed
having important qualities for neurogenesis, the cells
should be further investigated for their neuronal
character and their neural differentiation potentials by
checking other markers such as GFAP, Pax6 etc both
with mRNA and protein levels. In addition for the
peculiar application functions for regenerative
therapies, neurosphere culture system could be a
valuable source to study in vitro neurogenesis and
neural development in bovines. Since the BASCs
express low MHC I and MHC II expression so we
can assume that neurospheres harvested from adipose
tissues obtained from slaughtered animals could be
less immunogenic and may be opted for allogenic
studies.
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ABSTRACT

Red foxes, which are wild carnivores with the densest population in the world, live in areas close to where people
live. There are numerous studies on parasites, especially about zoonotic helminths, in red foxes are definitive
hosts for various parasite species. Limited numbered of researches have been conducted in Turkey. The purpose
of this study was to investigate the helminths of red fox by fecal examination. In total, 409 fox feces were
examined by fulleborne-flutation method and 20 different helminth eggs in 16 groups were detected on 65,8% of
samples; Dicrocoelid, diplostomid, echinostomid, heterophyid, anoplocephalid, Joyeuxiella sp., Mesocestoides sp.,
Taenia sp. Capillaria sp., rictularid, strongyl, strongyloid, Trichuris sp., Toxascaris leonina, ve Toxocara sp.
Trematod eggs, taenid type eggs and Toxocara sp. had more importance, because of their zoonotic importance.
Additionally, Trichuris sp. was the first report from red foxes in Turkey.

Keywords: Red fox, helminth, fecal examination, Middle Anatolia, Thrace
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Orta Anadolu ve Trakya'da Kizil Tilkilerde ( Vulpes vulpes) Digki Muayenesine Gore Bulunan Helmint
Tarleri

(074

Kizil tilkiler insanlarin yagadigi alanlara yakin bolgelere adapte olmus, diinyada en yogun poptilasyona sahip olan
yabani karnivotlardir. Bircok helmint tiirii icin sonkonak olan tilkilerde, zoonoz helmintler basta olmak tzere, ¢cok
sayida arastirma yapildigi goriiliir. Ulkemizde ise konu ile ilgili bilgi oldukea sinirlidir. Bu calismada tilkilerde diski
bakistyla tespit ettigimiz helmintlerin bildirilmesi amaclanmistir. Arastirma siiresince Orta Anadolu'yu temsilen
Kayseti ve Nevsehir illerinden ve Trakya'yt temsilen Kirklareli, Tekirdag ve Edirne illerinden toplanan 409 tilki
diskist fuelleborn-flotasyon yontemi ile incelenmistir. Incelen érneklerin %65,8'inde 16 grup iginde 20 farkls
helmint yumurtasina rastlanmustir; Dicrocoelid, diplostomid, echinostomid, heterophyid, anoplocephalid,
Joyeuxiella sp., Mesocestoides sp., Taenia sp. Capillaria sp., rictularid, strongyl, strongyloid, Trichuris sp., Toxascaris
leonina, ve Toxocara sp. Bu yumurtalardan trematodlar, taenid tip ve Toxvcara sp. yumurtalari zoonotik
6nemlerinden dolayt 6n plana ¢ctkmistir. Ayrica Trichuris sp. tilkilerden tilkemizde ilk bildirim olmustur.

Anahtar Kelimeler: Kizil tilki, helmint, digkt bakist, Orta Anadolu, Trakya
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GIRIS

Yabani karnivorlar arasinda en fazla popiilasyona
sahip olan kizil tilkiler (Vubpes vulpes), tilkemiz dahil
tim Kuzey yarim kirede yayiim gdsterir. Av yasagi
ve kuduz programlari ile bitlikte sayilari artan tilkilere,
sehir merkezlerinde, parklarda ve sokaklarda bile
siklikla rastlanabilmektedir. Bu yakin iligki ve temas
alan1 nedeniyle, tilkilerden insanlara bir¢ok parazit ve
hastalik bulasabilmektedi. Bu hastaliklarin
belirlenmesi ve kontrolti amaciyla, cok sayida ¢alisma
yapilmis, bu calismalarin 6nemli bir kismuni da
helmintik zoonozlar olusturmustur (Smith ve ark.
2003, Letkova ve ark. 2006, Magnaval ve Glickman
20006, Hegglin ve Deplazes 2008, Magi ve ark. 2008).
Tilkilerdeki parazitlerin tespitine yonelik makaleler
incelendiginde, insanlarda alveolar ekinokokkosize
neden olan Echinococcus multilocularis ve trichinellosise
neden olan Trichinella tirleri basta olmak lzere, viseral
toksokariosiz etkeni olan Toxocara sp. ve zoonoz bir
trematod olan Alaria alata 6ncelikle arastirilan zoonoz
helmintler olarak karsimiza ¢tkmaktadir (Shimalov ve
Shimalov 2003, Saeed ve ark, 2006, Cerbo ve ark.
2008, Zare-Bidaki ve ark. 2010).

Turkiye'de tilkilerdeki parazitlerin tespitine yonelik
yapilan calismalara bakildigl zaman ise fazla arastirma
bulunmadigi gorilir. Bu arastirma ile tlkemizde tilki
parazitlerine dikkat ¢ekmek ve literatiir bosluguna bir
katk1 yapmak amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calisma  materyalini  Turkiye'de  tilkilerde  E.
multilocularis'in varlig ve yayilisini belirlemek amaciyla
yapilan bir calisma kapsaminda toplanan tilki diskilart

Tablo 1. Tilki diskilarinda tespit edilen helmint yumurtalar:

Table 1. Helminth eggs in fox feces

olusturmugtur. Tilki diskilart morfolojik olarak kedi
diskisina benzerdir, ancak icerisinde c¢ok miktarda
meyve cekirdegi (yoresine gore degisiklik gosterir;
yabani armut, ali¢, Gzim gibi) ihtiva eder. Ayrica
tilkiler digkilarint genellikle tiimsek, tas tstid ya da
duvar std gibi kolaylikla gériilebilen yerlere birakirlar.
Bu 6zellikleri sayesinde de ¢evrede bulunan képek,
kedi, cakal, kurt, sansar gibi diger karnivorlarin
diskilarindan  kolaylikla ayrit edilebilirler. Arastirma
Kayseri, Nevsehir, Tekirdag, Edirne ve Kirklareli
illerine baglt ilgelerde, 2014 - 2015 yillart arasinda
yuratilmustir.  Tilki  diskilart  rengi, icerigi ve
seklinden ayirt edilerek toplanmustir. Toplanan diskt
Ornekleri ayri posetlere konmus, numaralandirilmas,
her bir 6rnegin alindigr il, ilge ve koordinatlar
kaydedilmistir. Diski 6rnekleri incelenmeden 6nce -
80°C'de 1 hafta bekletilmis, boylece zoonoz helmint
yumurtalarinin  inaktif olmasi saglanmistir. Genel
toplamda Orta Anadolu'dan 188, Trakya'dan 221
olmak tzere toplam 409 tilki digkist toplanmis ve
fuelleborn-flotasyon yontemi (880 gr ZnCl / 1 L su,
d: 1.5 ile incelenmistir. Tespit edilen helmint
yumurtalart ilgili literatiirler 1siginda teshis edilmis
(Thienpont ve ark. 1990, Tinar, 2011) ve
kaydedilmistir.
BULGULAR

Dist muayenesi sonucunda, 409 tilki digkistun 267
(%065,3)'sinde cesiti ~ helmint  yumurtalarina
rastlanmistir (Sekil 1). Genel enfeksiyon orant Orta
Anadolu'da %063,3, Trakya'da %66,9 olup, bulunan
helmint yumurta tipleri ve oranlart Tablo 1'de
sunulmustur.

Orta Anadolu (%)

Trakya (%)  Toplam (%)

Stuf Tiit/Grup (n=188) (n=221) (n=409)
Trematoda Dicrocoelid tip 3 (%1,0) 2 (%0,9) 5 (%1,2)
Diplostomid tip 3 (%1,0) 4 (%1,8) 7 (%1,7)
Echinostomid tip 3 (%1,0) 3 (%1,4) 6 (%1,5)
Heterophyid tip 2 (%1,1) 1 (%0,5) 3 (%0,7)
Cestoda Anoplocephalid tip - 1 (%0,5) 1 (%0,2)
Joyenxciella sp. 6 (%3,2) - 6 (%1,5)
Mesocestoides sp. 1 (%0,5) - 1 (%0,2)
Taenia sp. 9 (%4,8) 3 (%1,4) 12 (%2,9)
Nematoda Capillaria sp. 23 (%12,2) 73 (%033) 96 (%23,5)
Rictularid tip 13 (%6,9) 1 (%0,5) 14 (%3,4)
Strongyl tip 8 (%4,3) 8 (%3,0) 16 (%3,9)
Strongyloid tip 9 (%4,8) - 9 (%2,2)
Trichuris sp. 5 (%2,7) 11 (%5,1) 16 (%3,9)
Toxascaris leonina 59 (%31,4) 43 (%19,5) 102 (%24,9)
Toxocara sp. 30 (%15,9) 41 (%18,6) 71 (%17,4)
Acantocephala Macracanthorhyncus sp. 33 (%17,6) 4 (%1,8) 37 (%9)
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TARTISMA

Tilkilerde bulunan helmintlerin tespitine yonelik
yapilan  ¢alismalarin  ¢ogunda  yogun  helmint
enfeksiyonu oldugu (%85,1-100) ve ¢ok sayida farkli
helmint tirt bulundugu gorilir (Gortazar ve ark.
1998, Shimalov ve Shimalov 2003, Dalimi ve ark.
2006, Saeed ve ark. 2006, Martinez-Carrasco ve ark.
2007). Yapilan bu arastirmada ise, yalniz digki
muayenesi sonuclarini  igermesine ragmen genel
helmint enfeksiyonu %65,3 gibi yiiksek bir oranda
bulunmustur.  Bulunan  helmint  yumurtalar
morfolojilerine gbre ayrildiginda trematod, sestod,
nematod ve acanthocephala siniflarina ait 16 farklh
tipte yumurta kaydedilmistirt. Tespit edilen bu
yumurtalarin  teshisi yapilirken 6ncelikle tilkilerde
bulunan helmintler géz 6niinde bulundurulmus olsa
da, yumurtalarin kemiriciler basta olmak tUzere,
tilkilerin avladigi herhangi bir hayvana ait olabilecegi
de degerlendirilmistir. Tilkiler ortalama 6 km?lik bir
alanda gezdikleri icin, toplanan bazi diskilarin ayni
tilkiye ait olma ihtimali oldugu, bunun yaninda,
trematod ve sestodlar enfeksiyonlari basta olmak
tzere digki bakisinda bulunan sonucun nekropsiye
oranla distk olacagt dikkate alnmalidir. Sunulan
veriler bu durumlar g6z Oniinde bulundurularak
degerlendirilmelidir.

Nekropsi ¢alismalarina gére bugiine kadar tlkemiz
tilkilerinde gorilen trematod tiitleri Alaria  alata,
Heterophyes beterophyes, H. dispar, — Phagicola longa ve
Stictodora sawakinensis (Mimioglu ve ark. 1965, Burgu
ve Gigcla 1991, Giak ve ark. 2009) olarak
kaydedilmistir. Ulkemize yakin cografyalardan ise,
yukaridaki tirler yanunda Apophallus donicus, Cryptocotyle
lingna, Dicrocoelium dendriticum, Echinochasmus perfoliatus,
Isthmiophora melis, Metagonimus yokogawai, Metorchis bilis,
Opisthorchis — felineus, — Pseudamphistomum  truncatum
(Shimalov ve Shimalov 2003, Bowman ve ark. 2002,
Craig ve Craig 2005) gibi trematod tdrlerine de
rastlanmugtir.

Digenik trematodlar metazoan endoparazitler icinde
en genis grup olup, onlarca aile ve ylizlerce cinse
ayrilmakta ve 18000 dolayinda tiirii kapsamaktadir
(Olson ve ark. 2003). Tilkilerde Brachylemidae,
Cyathocotylidae,  Dicrocoelidae,  Diplostomidae,
Echinostomatidae, Heterophyidae, Nanophyetidae,
Opistorchidae ve Troglotrematidae gibi neredeyse her
aileden ¢ok sayida tire rastlanmaktadir. Ancak en
yaygin gorilenler heterophyid tiitlerdir. Bir¢ok
trematod yumurtast sekil ve boyut olarak birbirilerine
¢ok benzer oldugundan istk mikroskobunda ayrimi
kolay degildir. Bu nedenle yumurtalar grup olarak
degerlendirilmistir. Bu calismada 3 dicrocoelid, 2
heterophyid, 1 diplostomid ve 1 echinostomid tip
olmak tzere 7 farkli trematod yumurta tipi
saptanmustit. Trematoda sinifinda bulunan
parazitlerin hemen tamaminin zoonoz Ozellikte

olmast nedeniyle, bu gruptaki parazitler insan saglig
actsindan 6nem arz etmektedir.

Ik sirada gorillen yumurta (Sekil 1.A) saptanan en
kiiciik yumurta olup 22.4 x 15.2 pm ¢apinda, kapagin
birlesme yerinde omuz benzeri hafif ¢tkintt olmasina
karsin, kapagin karsi tarafinda cikintisi  yoktur.
Yumurta  taze  olmadigt  icin  mirasidyum
gorinmemekle birlikte sekil ve boyut olarak
heterophyid tip yumurta olarak tanimlanmistir. Bu
gruptan Ulkemiz tilkilerinde Heterophyes heterophyes, H.
dispar ve Stictodora sawakinensis kaydedilmistir. Bunun
vaninda kedi ve kopeklerde Dexigonimus ciurenaens,
Metagonimus yokogawai, Ascocotyle (Phagicola) longa, A.
(P.) italica ve Platynosomum fastosums’a rastlanmis olup bu
tirlerin de tilkilerde goériilme olasilig ¢ok yiiksektir
(Tinar 1976, Umur 1997, Umur 1998; Bigek ve ark.
2017). Yukaridaki tiirlerden yumurta uzunlugu 21-24
um araliginda olan tek tir Heterophyes dispar olup, bu
tirin daha Once tlkemizde gorilmis olmast
nedeniyle yumurtanin bu tlre ait olabilecegi
sanilmaktadir.

Ikinci tip yumurta (Sekil 1.B) asimetrik, 37.5-41.16 x
19.65-23.5 pum ve kapagin karst kutbunda disa dogru
belirgin ¢ikintt vardir. Yumurta taze olmadigindan
icinde embriyo yerine hava kabarcigi goérilmektir.
Sekil ve boyutlart nedeniyle heterophyid tip olarak
tanimlanmustir. Yumurta boyut olarak biraz kigtk
olsa da, sekil olarak S#etodora yumurtasi olabilecegi
dastintlmistiir. Ulkemizde bu cinsten S. sawakinensis'e
rastlanmis olmast (Burgu ve Gigli 1991) da bu
savimizi destekler niteliktedir.

Uclincii tip yumurta (Sekil 1.C) 29.6 x 23.6 um
capinda, simetrik, kismen kalin kabuklu olup kapagin
birlesme yeri i¢ kisimda belirgin, ancak disa dogru
ctkintt yapmaz ve karst kutupta citkintt yoktur. Digki
taze olmadigt icin icinde embriyo yerine hava
kabarcigt bulunan yumurta, sekil, boyut ve gbriintim
nedeniyle dicrocoelid tip olarak tanimlanmistir. Ancak
Dicrocoelidae ailesi 45 cins ve 400 den fazla tir
barindirtr  (Pojmadska 2008). Yumurtanin  taze
olmamasindan dolayt cins veya tir tanmmu
yaptlamamistir. Bununla birlikte Avrupa’da tilki ve
sincaplarda yaygin olarak bulunan Azhesmia foxi (30-40
x 19-25 pm) veya tlkemizde kuslarda rastlanan
(Goneng ve ark., 2012), Avrupa’da kemiricilerde
yaygin olan Corrigia veya Lyperosomum tirleri benzer en
yakin tirler olarak degerlendirilmistir.

Dérdunct tip yamurta (Sekil 1.D) 37-44 x 18-25 um,
hafif asimetrik ve kismen genis olup, dicrocoelid
tiptedir. Bu grupta ¢ok cesitli trematodlar bulunur.
Buldugumuz yumurtalar kemirici, kanatl, kirpi ve
kurbagalarda rastlanan ve arakonakligini  kara
sumuklilerinin  yaptgt Brachylecithum  titlerine  ait
yumurtalart akla getirmektedir. Bu cins altnda
Avrupa’da  30’dan  fazla  tir  bulunmaktadir
(Hildebrand ve ark. 20106).
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Besinci tip yumurta (Sekil 1.E) dicrocoelid tipte ve
43.28 (36.47-50.09) x 28.48 (23.68 - 33.27) um
¢apinda, kalin kabuklu ve kapakli olup boyut, sekil ve
gorintl olarak Platynosommum fastosum yumurtast olarak
distnilmistir.  Parazite  Ulkemizde  kedilerde
rastlanmis ve yumurta buyukligt 45x35 um olarak
verilmistir (Bicek ve ark. 2017).

Altnct  tip yumurta (Sekil 1.F) kicik tip
echinostomid yumurta olarak tanimlanmistir. Bu
gruptan tilki ve koépeklerde Echinocashmus perfoliatus
gorilmekte olup yumurtalart orta boy ve 75-86 x 52-
63 um capindadir (Guralp 1981; Tinar 2011). Tilki
diskilart bekledigi icin kapaklari agilmis ve igyapist
bozulmustur, buna karsin genel yapist ve OSlciim
sonugclarina gére yumurtalar ortalama 73.6 x 50.7 (70-
78 x 50-55) wm capinda Ol¢llmis ve sekil olarak
Echinocashmus sp. (perfoliatus?) yumurtast olabilecegi
tahmin edilmistir. Ayrica kiirsiimiizde bulunan ergin
E.  perfoliatus  yumurtalarn  ile de karsilastirma
yapimistir.

Yedinci tip yumurta (Sekil 1.G) sekil ve boyutlariyla
diplostomid yumurta olarak tanimlanmugstir. Bu grupta
20’den fazla cins ve ylizlerce tiir mevcut olup memeli,
kanath, balik vb. bircok canlida parazitlenir. Ancak
yumurtanin taze, icyapisinin belirgin olmasi nedeniyle
tilkiye ait olabilecegi tahmin edilmistir. Bu gruptan
tlkemizde tilki ve képeklerde gorilen tir Alaria
alatadir (Umur 1998). Bunun yumurtalart 98-134 x
62-68 um’dir. Bu ¢alismada tip 7'nin boyutlart 124.5 x
67.3 (119.9 - 132.9 x 63.9 - 71.9) um olarak saptanmus,
bu nedenle A.a/ata yumurtasi olabilecegi tahmin
edilmistir.

Bu ¢alismada sestoda sinifindan, Joyeuxiella sp. tip,
Mesocestoides sp. tip ve taenid tip olmak tizere t¢ farklt
helmint yumurtasina rastlanmistir. Bunun yaninda bir
Ornekte ise anoplosephalid tip tek bir yumurta
gorilmistir  (Sekil 2.A). Tavsanlarda tlkemizde
Anaplocephalidae ailesinden Mosgovoyia ve Cittotaenia
(Tagan 1989) tirleri bildirilmis, bu nedenle bu
yumurtanin tilkinin av mentsiinde olan bir tavsana ait
olabilecegi dustintlmustiir.

Iran ve 1spanya’da %1,2-34,6 oranlart arasinda J.
pasqualei (Gortazar ve ark. 1998, Dalimi ve ark. 2000,
Martinez-Carrasco ve ark. 2007, Zare-Bidaki ve ark.
2010), Suudi-Arabistan'da 8 tilkinin G'sinda .
echinorynchoides bulunmustur (Alagaili ve ark. 2011).
Turkiye'de tilkilerde bildirilen tir ise J. echinorynchoides
(%1,9)'dir (Mimioglu ve ark. 1955). Mesocestoides sp.
ise tilkilerde en fazla gériilen helmintlerden biri olup
dinyada  yayiist  bazt  caligmalarda  %80'lere
varmaktadir (Gortazar ve ark. 1998, Cerbo ve atk.
2008, Zare-Bidaki ve ark. 2010). Tilkilerde genellikle
M.  lineatus bulunmakla bitlikte, M. [litteratus da
bildirilmistir (Criado-Fornelio ve ark. 2000, Shimalov
ve Shimalov 2003, Martinez-Carrosco ve ark. 2007).
Turkiye'de tilkilerde bulunan tek tur ise M. Jneatus

(%60-76,9)'dur (Mimioglu ve ark. 1955, Gicik ve atk.
2009). Bunun yaninda tlkemizde kopekte M. corti
bulundugu da bilinmektedir (Aypak ve ark. 2012). Bu
calismada  Joyewsiella  sp. ve  Mesocestoides  sp.
yumurtalarina rastlanmistir (Sekil 2.B, 2C). Bu iki
sestodun bulunma orant literatirlerde bildirilenlere
gore oldukeca dustktir. Bunun nedeni séz konusu
olan iki sestodun disk: ile atilan halkalarinin dayanikh
olmasindan dolayt digkida parcalanmamasi  ve
flotasyon yontemi ile yumurtalarin tespit edilememesi
olarak yorumlanabilir.

Tilkilerde Teanidae ailesinden bircok sestod turli
bulunur. Bitin Taenia ve Echinococcus titlerinin
yumurtasi morfolojik olarak neredeyse birbirinin aynt
olup, taenid tip (Sekil 2.D) olarak isimlendirilirler.
Tilkiler bu tutlerden FEchinococcus multilocularis'in asil
son konagidir ve parazite tilkilerde yaygin olarak
rastlanir. Insanlarda 6liimcil bir hastalik olan alveolar
ckinokokkosize neden oldugu igin tilkilerdeki yayilist
ile ilgili diinyada cok sayida calisma yapilmistir
(Oksanen ve ark., 20106). Diger 6nemli bir zoonoz tiir
olan E. granulosus da tilkilerde bildirilmistir (Dalimi ve
ark. 2006, Hackett ve Walters 1980, Richards ve ark.
1995). Bunun yaninda Taenza crassiceps, . hydatigena, T.
munlticeps, . pisiformis, 'I. polyacantha ve T. taeniaeformis
tiurleri Taenidae ailesinde bulunan ve tilkilerden
bildirilen diger turlerdir (Rataj ve ark. 2013, Saced ve
ark. 2006, Shimalov ve Shimalov 2003). Tirkiye'den
kaydedilen tirler ise E. maultilocutaris (10 tilkiden
birinde), E. granulosus (%5), T. multiceps (%010), T.
pisiformis (%010), T. polyacantha (%013,6), T. taeniacformis
(%10)'dir Mimioglu ve ark. 1955, Gicik ve ark. 2009,
Avcioglu ve ark. 2016). Bu calismada tilki diskilarinda
% 2,9 oraninda taenid tip yumurta bulunmus, ancak
tir ayrmmi yaptmamustir. Konu ile ilgili detaylt
sonuglara ilgili literatiirden ulagilabilir (Girler ve ark.
2018).

Incelenen tilki diskilarinin %3,4'inde rictularid tip
yumurtaya rastlanmistir (Sekil 2.F). Rictularid tip
yumurtalar Physaloptera sp. yumurtalarina benzemekle
birlikte, dis katmaninin ince olusu ve eninin daha
genis olusu ile farklilik gésterir (Tiar, 2011). Dinya
literattrleri incelendiginde Rictularidae ailesinden
tilkilerden bildirilen tirtn  Prerygodermatitis — affinis
(syn=Rictularia affinis) (%4,2-54,5) oldugu gorilir
(Gortazar ve ark. 1998, Martinez-Catrasco ve ark.
2000, Cerbo ve ark. 2008, Dalimi ve ark. 2008, Rataj
ve ark. 2013). Turkiye'de ise bu aileden tilkilerden
bilditilen tek tir R. cabirensis (%027,4)'dir (Mimioglu ve
ark. 1955).

Strongylida takiminda binlerce tiir bulunur ve
bunlarin  cogunlugunda yumurtadan tir teghis
miumkin degildir. Tilki diskilarinda, bu takimda
bulunan ve strongylid ya da strongyloid tip olarak
tanimlanabilecek  ¢esitli  yumurtalara rastlanmistir
(Sekil 2.E, 2.G1, 2G2). Strongylida takiminda cok
fazla tiir bulunmasi ve digkilarinin yerden toplanmast
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nedeniyle, tespit edilen bu yumurta tipleri icin bir
yorum yapmaktan kacinilmustir.

Askaridiosis diinyada ve Turkiye'deki karnivorlarda
yaygin olarak gorilen, Toxocara canis, T. cati ve
Toxascaris  leonina'nin  neden oldugu paraziter bir
hastaliktir (Ttar 2011). Tilkilerde T. canis (Wolfe ve
ark. 2001, Vervacke ve ark. 2005) ve T. leonina
(Reperant ve atk. 2007, Ziadinov ve ark. 2010)'ya
siklikla rastlanitken, T. ca#/nin bildirildigi yayin da
mevcuttur  (Martinez-Carrasco  ve  ark.  2007).
Turkiye'de tilkilerde yapilan calismalarda Toxocara canis
(%20-35,2) ve Toxascaris leonina (11,1-65) bildirilmistir
(Mimioglu ve ark. 1955, Gicik ve ark. 2009). Bu
calismada hem Toxocara sp. (Sekil 2.H) hem de T.
leonina yamurtasina (Sekil 2.1) rastlanmustir.

Trichuris cinsinde tilkilerden bildirilen tek tir T.
valpisdir.  Dinyada yayihist  %0,2-12,3  arasinda
degisirken (Gortazar ve ark. 1998, Cerbo ve ark. 2008,
Rataj ve ark. 2013), Turkiye'de tilkilerden bildirim
yoktur. Bu calismada ise tilkilerde ilk olarak tesaduf
edilen parazitin yumurtasina  (Qekil 2.K) disk
orneklerinin = % 39'unda  rastlanmustir.  Capillaria
cinsinde ise C. aerophila (akcigerde) ve C. plica (idrar
kesesinde) tiitlerine sikhikla rastlanmakta, dinyadaki
yayilslart sirastyla % 0,2-74,1 ve % 80,5 olarak
verilmektedir (Richards ve ark. 1995, Criado-Fornelio
ve ark. 2000, Saced ve ark. 2000). Bunun disinda tir
belirtmeksizin barsaklardan Capillaria sp. (%00,3-22,5)
toplanan bildirimler de mevcuttur (Cerbo ve ark.
2008, Ziadinov ve ark. 2010, Rataj ve ark. 2013).
Gicik ve ark. (2009) nekropsi yaptiklart 20 tilkiden

birinin  (%5)  incebagirsaginda  Capillaria  sp.
bulundugunu bildirmistir. Mimioglu ve ark. (1955) ise
C. aerophiladya (%19,0), C. plica (%5,8) ve C. lineare
(%3,9)'ye tesadtf etmislerdir. Capillaria lineare ile ilgili
literatiir bilgi tartismalidir. Mimioglu ve ark. (1955) bu
tirtn C. feliscati le sinonim olabileceginden bahsetmis
ancak gintimiizde Capillaria cinsinde bdyle bir tiir
olmadigt belirtilmektedir (Moravec 2000). Bizim
calismamizda ise tilki digkilarinin % 23,5'inde
capillariid tip yumurta (Sekil 2.]) bulunmustur.

Acanthocephala sinifindan  tilkilerde cesitli  tiirler
bildirilmis olup, Macracanthorhyncus catulinus % 0,1-
27,3 (Richards ve ark. 1995, Shimalov ve Shimalov
2003, Martinez-Carrasco ve ark. 2007), M. hirndinacens
%227 (Dalimi ve ark. 2000), Prosthorbynchus transversus
%0,7 (Richards ve ark. 1995) ve Pohymorphus sp. %01,2
(Saced ve ark. 20006) oranlarinda bildirilmistir.
Turkiye'den tilkilerden bildirilen tek tir ise M.
birudinacens (%043,1)'dur (Mimioglu ve atk. 1955). Bu
calismada  tespit  edilen  acanthocephalid  tip
yumurtalarin morfolojik olarak Macracanthorhyncus sp.
tirlerine benzedigi gérilmustir (Sekil 2.L1).

Helmint yumurtalart yaninda protozoon ookistlerine
de rastlanmustir. Bunlar kiiciik tip (%2,7) ve buyiik tip
(%4,2) olmak tizere iki farkli protozoon grubu olarak
degerlendirilmistir. Buytk tip ookistler (Sekil 2,N)
Isospora sp., kicik tiplerin (Sekil 2.M) Besnoitia sp.,
Hammondia sp., Sarcocystis sp., ya da sporlanmamis
kiicik tip Isospora sp. olabilecegi dustintlmustir
(Dumanli ve Karaer 2010).
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Sekil 1. Tilki diskilarinda rastlanan trematod yumurta tipleri (6l¢t 20pm)
Figure 1. Trematod egg types in fox feces (bar 20um)
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Sekil 2. Tilki disklarinda sestod, nematod ve acanthocephala yumurtalari (6l¢ii 20pm)
Figure 2. Cestoda, nematoda and achatocephalid eggs in fox feces (bar 20pum)

SONUC

Sonug¢ olarak bu ¢alisma ile tilki diskilarinda
rastladigimiz  helmint yumurtalarinin  verilmesi ve
tlkemizde bu konudaki literatiire katki yapilmast
hedeflenmistir. Arastirma sonucunda 20 farkli helmint
yumurta tipine rastlandigi  g6rilmistir.  Disks
materyalinin az olmast nedeniyle yalniz flotasyon
yontemi kullanilmis, sedimentasyon ve Baerman
Wettzel yontemleri ile digki incelenememis ve
dolayistyla da bazt trematod helmint yumurtalarini ve
larvalari gérme imkanimiz olmamuistir. Bunun yaninda
bulunabilecek zoonoz hastalilardan korunmak icin
diski dondurulmustur. Bu da sonucari olumsuz
etkileyecek bir unsurdur. Sonuglar degerlendirilirken
bu durumlar g6z Oninde bulundurulmahdir.
Bunlardan bazilatinin zoonoz olmasi, bazilarinin da
Turkiye'de tilkilerden ilk kayit olmasi minasebetiyle
Snem arz ettigi gézlenmistir. Ulkemizde yabani
karnivorlarda bulunan helmintlerin ortaya ¢ikarilmasi
icin daha pek ¢ok c¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Yapilacak
bu ¢alismalarin nekropsi sonuglarina  dayanmasi
durumunda, elde edilecek verilerin gercegi daha iyi
yansttacagt da géz 6ninde bulundurulmalidur.

TESEKKUR

19. Ulnsal Parazitoloji Kongresi'nde poster bildiri olarak
sunulmustur.
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ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the cytotoxic effects, which have an important place ,in terms of public
health as using herbal food supplement, of ginger, turmeric and clove seeds over healthy cells. In this study,
designed as an in vitro cell culture study, fibroblast cells were used to investigate the effect of plant extracts on
healthy cells. MTT cell viability test was used to determine cytotoxicity. The MTT test was performed according
to ISO 10993-5 standards and when the cell viability was calculated to be below 70% in the MTT method, the
sample was considered potential cytotoxic. When the viability values calculated according to the absorbance
values obtained from MTT test are examined; It was calculated that ginger and turmeric extracts were not
cytotoxic at any concentration, including the highest concentrations. On the other hand, it was calculated that 1: 2
concentration of clove extract was cytotoxic and the viability was 26.7%. As a result of this study, it has been
found that clove use is remarkable in terms of plant nutritional supplements with its current use in terms of
cytotoxic effect compared to turmeric and ginger.

Keywords: Curcuma Longa, Zingiberaceae , Dianthus Caryophllus, Cytoxicity

kkk

Ginliik Yasamda Gida Takviyesi Olarak Kullanilan Zencefil, Zerdegal ve Karanfilin Sitotoksik
Etkilerinin Aragtirilmasi

(074

Bu calismanin amaci, giinlik yasamda gida takviyesi olarak kullanilan ve halk sagligi acisindan 6nemli bir yeri olan
zencefil, zerdecal ve karanfil tohumlarinin saglikli hiicreler iizerinde sitotoksik etkilerini arastirmaktir. In vitro
hiicre kaltirt calismast olarak tasarlanan bu calismada, bitki 6zlerinin saghkli hiicreler Uzerindeki etkisini
arastirmak icin fibroblast hiicreleri kullanulmugtir. Sitotoksisiteyi belirlemek icin MTT hiicre canliligt testi
kullandmustir. MTT testi ISO 10993-5 standartlarina gére yapildi ve MTT yonteminde hiicre canliigi % 70'in
altinda oldugu hesaplandiginda, numunenin sitotoksik potansiyelde oldugu kabul edilmistir. MTT testinden elde
edilen absorbans degerlerine gore hesaplanan canhilik degerleri incelendiginde; Zencefil ve zerdegal ekstrelerinin,
en yiksek konsantrasyonlar dahil olmak tizere herhangi bir konsantrasyonda sitotoksik olmadigt hesaplanmistir.
Ote yandan, 1:2 oraninda karanfil ekstresi konsantrasyonunun sitotoksik ve canliigin % 26.7 oldugu
hesaplanmustir. Bu calisma sonucunda, 6zellikle karanfil kullaniminin zerdecal ve zencefil ile karsilastirildiginda
sitotoksik etkiye sahip olmasi bakimindan mevcut kullanimiyla, bitkisel gida takviyeleri acisindan dikkate deger
oldugu tespit edilmistir.
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GIRIS

Halk sagligt acisindan dengeli beslenme son detrece
onemlidir. Besin tiketiminde besinlerin bilesimi
hakkinda guvenilir veri gerektirir. Bu veriler ayni
zamanda, farklt besinler icin gida kaynaklari hakkinda
gerekli bilgileri iceren saglikli beslenme icin gidaya
dayali beslenme kilavuzlarinin  da  temelleridir
(Elmadfa ve Meyer 2010). Zerdecal (Curcuma longa
Linn. Syn C. domestica Valeton), Hindistan'da yaygin
olarak kullanilan gida koruyucu, renklendirici ve
baharat olarak kullanilan bir bitkidir (Aggarwal ve ark.
2007, Chattopadhyay ve ark. 2004). Bununla birlikte
geleneksel tip icerisinde de birgok tibbi tedavi edici
Ozellik  bu  baharata  baglanir  (Balaji, 2010,
Chattopadhyay ve ark. 2004). Curcumin’in genel tibbi
Ozelligi; antioksidan, antienflamatuar, antiviral ve
antifungal etkilere sahip olmasina baglanmaktadir
(Akram ve ark. 2010).

Zencefil’de gelencksel tip icerisinde ve gida takviyesi
olarak kullanilan bir diger bitki olup (Zingiber officinale
Rose)), Zingiberaceae ailesine aittir. Bu bitkinin Gtiney-
Dogu Asya'da ilk olarak kullanildifi, daha sonralari
baharat olarak bir¢ok ilkede yemege lezzet katmak
icin yaygin bicimde kullanildigi ifade edilmektedir
(Park ve Pizzuto 2002). 45'den fazla cins ve 800 alt
tire sahip (Haniadka ve ark. 2013) ortalama 30 ila 90
cm yiksekliginde yetisen dik, ¢cok yillik bir bitkidir;
Sarimsi, mor dudakli ciceklerden olusan nadiren cicek
acan yesilimsi sart sacaklara sahiptir (Tyler ve Foster
1993). Hindistan'da ve taze ve kurutulmus koklerin
farkli ubbi Urtnler olarak kullanildigi gibi, Cin'de de
kullanimit yaygindir. Bunun yant sira, zencefil rizomu
da  geleneksel bitkisel ilaglarda  kullandmistir.
Zencefilin saghgt tesvik eden bakis acisi, zengin
fitokimyasina atfedilmektedir (Shukla ve Singh 2009).
Jolad ve ark. (2004) taze zencefili iki genis kategori,
yani ugucu ve ugucu olmayan kategoriler halinde
gruplandirilmis. Ucucu maddeler, zencefilin farklt
aromasint  ve tadini  saglayan  seskiterpen ve
monoterpenoid hidrokarbonlari icermektedir. Aksine,
ucucu olmayan keskin bilesikler arasinda gingeroller,
shogaoller, paradoller ve zingerone bulunmaktadir.
Laboratuvar hayvanlarinda, zencefil gastrointestinal
sistemin hareketliligini arttirmakta ve analjezik,
yatistiric, antipiretik ve antibakteriyel 6zelliklere sahip
oldugu ifade edilmektedir. Ayrica zencefil yaginin
farelerde cilt kanserini Onledigi  kanitlanmistir.
Michigan Universitesi'nde yapilan bir arastirma,
gingerollerin ~ yumurtalik  kanseri  htcrelerini
oldurebildigini gdstermistir (Ahmed ve ark. 2011).

Diger bitkisel gida takviyesi olan karanfil (Dianthus
caryophlius)’de son derece yaygin kullanilmaktadir. Bu
bitkinin temel Ozelliklerine bakildiginda; yavas bir
oranda 0,5 m ile 1 m'ye kadar biyiyen ¢ok yillik bir
bitkidir. Temmuz-Agustos aylar arasinda
cigeklenmekte ve tohumlar Agustos-Eylil aylarinda
olgunlasmaktadir. Ttrleri hermafrodittir ve Lepidoptera

denilen giiveler ve kelebekler tarafindan tozlastirilir.
Bitki kendi kendine verim verme &zelligindedir. Bu
sebeple yaban hayatina uyum saglayabilen nadir
bitkilerdendir. Uyumlu oldugu toprak yapist hafif
(kumlu), orta (loamy) ve agir (kil) topraklar ve iyi
drene topraklardir. Golgede biyliyemezler ve kuru
veya nemli topragl tercih eder. Bitki atmosferik
kirlenmeyi tolere edebilir (Fern 1997, Polunin ve ark.
1965, Zhu ve ark. 1998).

Karanfil bitkisi, geleneksel tipta kullanilan bitkilerden
biri olan Caryophyllaceae familyasina aittir. Karanfil
agact Endonezya ve Pasifik adalarina zgidir. Ayrica
giizelligi sebebiyle diinya capinda sts agact olarak
yetistirilmektedir (Mohammed ve Al-Bayati 2009).
Yapilan caligmalarda; antikanser, antiviral,
antibakteriyal, ~ antioksidan  ve  renoprotektif
etkilerinden bahsedilmistir (Al-Snafi 2017). Dunyada
¢cok sayida hasta saglik amach sifali bitkiler
kullanmaktadir. Bu nedenle, terapotik potansiyelleri,
biyolojik ~ 6zellikleri ve gtivenilirliklerinin  bilimsel
incelemesi, dogru kullanimlart hakkinda calismalar
halen stirmektedir (Gopal ve ark. 2019). Bu sebeple,
gunlik yasamda gida takviyesi olarak kullanilan ve
halk sagligi acgisindan 6nemli bir yeri olan zencefil,
zerdegal ve karanfil tohumlarinin saghkli hiicreler

Uzerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi
amaclanmistir.
MATERYAL ve METOD

DMEM Medium (Biological Industries, ABD),
Trypsin EDTA Solution ¢ (Biological Industries,
ABD), Foetal Bovine Serum (Biological Industries,
ABD), Pen-Strep Solution (Biological Industries,
ABD), fosfat tamponlu tuz c¢6zeltisi (PBS),
sitotoksisite testleri icin; MTT, htcre kultird
calismalart icin biyolojik glivenlik kabini (Esco, Class
II BSC), CO2li inktbatér (Binder, ABD), santrifiyj
(Hettich, Rotina 380R, Almanya), tekrarlayici pipet
(Gilson, Repetman, ABD), ¢ok kanalli pipet (Gilson,
PipetmanUltra, ABD), sitotoksisite caligmalart igin;
mikroplaka okuyucu (Biotek, PowerWave XS82,
ABD). Hicre kiltira calismalarinin tamami, kaltir
kaplari ve c¢oklu kuyucuklu plakalarda (Corning,
ABD) gerceklestirilmistir.

Aktardan temin edilen Zencefil, Zerdecal ve Karanfil,
TS EN ISO 10993- 12 standardinda belirtildigi sekilde
numunelerden 0,2 g/ml olacak sekilde tartilarak 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Elde edilen ekstraktlar
in vitro testlerde kullanilmistir.

MTT: Sitotoksisiteyi belitlemek icin TS EN ISO
10993-5 standartlarina uygun sekilde MTT testi
yapildt. Bu test hiicre proliferasyonunun Ol¢tilmesi
igin 3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5
diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyum
tuzuw'nun  kullanildigt hassas bir metod olup eger
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canlilik %70’in altinda hesaplanirsa numune sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Kirikkale  Universitesi  Bilimsel ve Teknolojik
Aragtirmalar  Uygulama ve Arastirma Merkezi
Biyouyumluluk Laboratuvart hiicre kitiiphanesinde
kriyotiipler  kullanidarak -80°C  de dondurularak
saklanan 1.929 (Fare adipoz saglikhi fiboblast hiicre
hatt) hicreleri, dondurucudan alinarak ¢6zilmesi
saglanmus olup DMEM igerisinde %89 DMEM, %10
FBS ve % 1 penisilin streptomisin olacak sekilde
besiyeti hazirlanmistit. Cozulme islemi
gerceklestirilirken  htcreler falkon tip igerisine
alindiktan sonra 4 ml hazirlanmis olan besiyerinden
eklenmistir. Bu islemden sonra hiicrelerin bulundugu
falkon tiip 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir.
Santrifiyj isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan
stipernatant atilmis ve pellet besiyeri ile siispanse
edilerek flaska aktarilmistir. 37°C’de % 5 COs iceren
inkiibatore alinan flasklar 24 saatte bir kontaminasyon
ve hicre c¢ogalmalarinin incelenmesi igin kontrol
edilmistir.  Hucreler flask  ylzeyini tamamen
kapladiginda kdltiirler tripsin - enzimi yardimi ile
kaldirilmis ve pasajlanarak yeni flasklara aktarilmistir.
Flasklara —aktarlarak c¢ogaltlan 1.929  hiicreleri
yuzeyleri kaplama oranlarina bakiarak hiicrelerin
yuzeyden ayrilma islemi gerceklestirilmistir. Takiben
hicreleri flasktan kaldirmak icin icindeki vasati atip 2
ml PBS (1X) ile yikanarak ardindan 2 ml Tripsin-
EDTA  cklenip 4 dakika boyunca etiivde
bekletilmigtir. ~ Inkiibasyon  isleminden  sonra

htcrelerin ylzeyden ayrilmalart mikroskop yardimu ile
kontrol edildikten sonra taze besiyeri eklenerek
hticreler falkon tipe aktarilmistir. Aktarma isleminden
sonra falkon tipler 2000 rpm ve 2 dakika santrif(j
edilmistir.  Yapilan santriflij isleminin ardindan
sipernatant kismi atilarak falkon tiiptin en alt
929kisminda kalan pellet Iml taze besiyeri ile
stspanse edilmistir. Bu islemin ardindan hticre sayimt
hticrelerin tripan blue ile boyandiktan sonra kuyucuk
basina 10x10* hticre disiicek sekilde 96 kuyucuklu
plakalara (well plate) ekilmistir. 37°C’de %5 CO2’li
inktbatorde 24 saat inkiibe edilen hiicreler 24 saatlik
inktibasyonun ardindan triinler 6 farkli konsantrasyon
ve 4 tekrar olarak uygulandi. 24 saat inkiibasyonun
ardindan platelerdeki vasat atilmis ve her kuyucuga
aynt gun hazirlanan (Img/ml MTT) 50 ul MTT
solisyonundan eklenerek ve 2 saat 37°C’de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda MTT soliisyonu atilip
kuyucuklara 100 ul izopropanol eklenmis ve ELISA
okuyucuda 570 nm’de okutulmustur.

BULGULAR

MTT testi sonucunda c¢ikan absorbans degerlerine
gbre hesaplanan % canliik degerleri incelendiginde;
zencefil ve zerdegal ekstraktlarinin  en  yiksek
konsantrasyonlart ~ da  dahil  herhangi  bir
konsantrasyonda toksik olmadigi, karanfil ekstraktinin
1:2 konsantrasyonun toksik etkiye ve %206,7 canliliga
sahip oldugu hesaplanmistir (Tablo 1,2,3).

Tablo 1. Zencefil ekstraktinin uygulandigt 1.929 fibroblast hiicrelerindeki % canlilik degerleri
Table 1. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with ginger extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 71,8+3,72

1:4 89,6%4,6

1:8 94,9157

1:16 96,8+2,9

1:32 102,5%2,5

1:.64 105,6£5,4

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-% 20 DMSO 18,9124
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Tablo 2. Zerdecal ekstraktinin uygulandigt 1.929 fibroblast hiicrelerindeki %ocanlilik degerleri
Table 2. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with curcuma extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 75,5£3,01

1.4 86,91,6,7

1:8 95,2£3,69

1:16 95,5£3,01

1:32 96,8%5,17

1:.64 98,07£5,28

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-% 20 DMSO 18,9424

Tablo 3. Karanfil ekstraktinin uygulandigi 1.929 fibroblast hicrelerindeki % canlilik degerleri
Table 3. % viability in 1.929 fibroblast cells treated with Clove extract

Konsantrasyon % Canlilik Degerleri
1:2 26,759

1:4 90,7142

1:8 93,4+1,7

1:16 99,0135

1:32 109,9+4,5

1:64 109,329

Kontrol 100£0,04

Pozitif Kontrol-%20 DMSO  189+24

TARTISMA

Yapilan bu ¢alisma ile zerdegal, zencefil ve karanfil’in
her birinin insan fibroblast hiicrelerine olan etkilerini
belirleyerek toplum saglg: tizerine etkilerinin neler
olabilecegini degerlendirilmistir. In vitro
calismalardaki temel prensip; organizma hicrelerinin,
laboratuvar kosullarinda spesifik bicimde tasarlanan
kaplarda uygun nem, 1st ve besin kaynagl ortam
kosullarinin hazirlanarak kontaminasyondan
korunmus bir sekilde canlihiginin stirdirilmesi olup
insan hiicrelerini de igerebilen herhangi bir canlt
hticresinin suni ortamda yasatilabilmesi, tercih edilen
bir doku ya da organdan alinan hicrelerin
kullanilabilmesi bir ¢ok etik kaygtyr geride biraktigt
icin hiicre kultird c¢aligmalarinin tercih sebepleri
arasinda yer almasini saglamistir (Tokur ve Aksoy
2017, Zucco ve ark. 1998). Hiicre kiltirinin en stk
kullanildigy bilimsel sahalar agi, kanser arastirmalari,
ilac calismalari ve ek olarak in vitro sitotoksisite
calismalaridir  (Gilbert ve Boutros 2016). Diger
yandan sitotoksite terimi, hiicre dlimiinii tanimlayan
bir kelime olup, sitotoksisite calismalari, arastirilan
maddenin sitotoksik potansiyelini ortaya koyabilmek
icin yapilmaktadir. Hiucre kaynakli sitotoksisite
calismalari, hem uygulama kolayligi, hem de in vivo

calismalardan elde edilen bilgi birikimiyle uyum
gostermesi  sebebiyle, hayvan deneylerine alternatif
olarak da 6zellikle toksikoloji laboratuvarlarinda sikca
kullanilir diizeye ulasmistir (Riss ve Moravec 2004).

Bu calismada sitotoksititesinin incelenmesi amaglanan
¢ bitkiden ilki olan; Caryophyllaceae titleri Gzerindeki
onemli bir calismada dort farklt Caryophyllaceae tirt
ekstraktinin sitotoksik etkilerini makrofaj hticre hatlar
uzerinde incelemis ve bu calismada, ilk defa S.
officinalis, G. trichotoma ve D. sylyestris gibi Caryophyllaceae
tirlerinden  elde edilen  ekstraktlarin  memeli
monositleri/makrofajlart hiicre ¢izgilerinin canliligin
etkiledigini ve kaspaz-3 aktivasyonu ile apoptozisi
indukledigini gOstermislerdir (Gevrenova ve ark.
2014). Potansiyel bilesiklerin veya bitki kékenli
ekstrakte preparasyonunun antikanser aktiviteleri icin
taranmast i¢in farklt u¢ noktalara sahip farkl in vitro
sitotoksisite  analizleri kullanilmistir. En  yaygin
kullanilan analizler, MTT, kalsein-AM ve Hoecst
33342 analizlerini iceren boya lekelerinin kullanimini
icerir. Bu boyalar, mitokondri fonksiyonunun (MTT),
esteraz  aktivitesinin  (calceinAM) ve DNA
baglanmasinin  (Hoechst 33342) dolayli olarak
Olclilmesini saglayan, devam eden hiticresel strecleri
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ortaya  ¢tkarmalarini  saglayan  bazi  gOsterge
Ozelliklerine sahiptir (Plengsuriyakarn ve ark. 2012).

Yine farkli tibbi arastirmalarda adindan séz edilen
zencefilinde sitotoksititesi son derece 6nemlidir.
Plengsuriyakarn ve ark. (2012)'nin yaptiklart calismada
zencefil  ekstraktinin  normal  hucrelere  olan
sitotoksititesinin kolanjioselliler kanser hiicrelerine
gore 3.5 kat daha az oldugunu bildirmislerdi.

Mahavorasirikul ve ark. (2010)’da zencefilin ham
etanolik zerresi 6zunun, 34.26 ug / ml IC50 ile insan
kolanjioselltler kanser hiicrelerine (CCA), CL-6 hiicre
hattina gére 3.5 kat karst sitotoksik aktivite sergiledigi
MTT tahlili ile gostermislerdir (Mahavorasirikul ve
ark. 2010). Bu calismada da zencefil ekstraktt ayni
yontemle Ol¢tldiginde 1:2  olan en  yiksek
konsantrasyonda dahi 1.929 fibroblast hiicrelerinin %
71,8£3,72 ile hala canliliklarini koruduklart tespit
edildi. Bu sonucun Mahavorasirikul ve ark. (2010)'nin
yaptigl calismadaki normal hiicre hattinda sitotoksik
etkisinin kanser hiicrelerine gbre 3.5 kat daha az
bulunmasi neticesiyle kiyaslandiginda  zencefilin
normal metabolik hicrelerde daha az toksik
olabilecegi 6ngdrulmistiir.

Yapilan bir calismada kurkumin ve analoglarinin
bir¢ok kanser tiiriinde etkili oldugu ifade edilmis olup
kurkuminin birden fazla hiicresel sinyal yolagini
uyarabildigi ve ayrica bir¢ok sayida molekiiler yapiyla
etkilestigi konusunda goriis bildirilmistir (Toptas ve
Alagéz 2016). Normal hiicre tzerine toksik etki
gOstermemesi Uzerine mevcut ¢alismadan elde edilen
veriler Toptas ve Alagéz (2016)'in sonuglariyla
benzerlik géstermektedir. Ayrica Toptas ve Alagéz
(2016)"in ¢alismalarinda anti-neoplastik aktivitesinin
yitksek olmasi, diisitk molekil agirligina sahip olmast,
bu molekili; potansiyel kemoterap6tik bilesiklerin
gelistirilmesinde ideal 6ncti molekil haline getirdigi
ifade edilmektedir. Fakat biyoyararlanimmn dustik
olmasindan dolayt analoglarinin  olusturulmasinin
gerektigi  de  vurgulanmustir.  Ancak  dustk
biyoyararlanima sahip olmasindan dolay: analoglarinin
sentezlenmesi de vurgulanmaktadir.

Gevrenova ve ark. (2014) ise, Caryophyllaceae (karanfil)
tiriinin ekstraktlarinin makrofaj hiicre hatlart tizerine
sitotoksik etkileri tzerine etkilerini arastirdiklart bir
calismada; tahlil edilen titlerden elde edilen ham
ekstreler, makrofaj hiicre hatlarina dogru sitotoksik
etkiler ortaya ¢ikarmustir. Gypsophila tiirlerinde,
gypsogenin 3-0-glukuronid tiirevleri, gézlemlenen
sitotoksisiteden sorumlu olabilecegini ve bu nedenle,
Caryophyllaceaenin ham 6zu, kanser hiicrelerine karg
ajanlarin potansiyel gelisimi icin arastirmaya deger
oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan c¢alismada da
Caryophyllaceac'in de kanser arastirmalarinda anlamb
sonuglar  verebilecegini  dustindirmekle  beraber
zencefil ve zerdecalin aksine Gevrenova ve ark.

(2014)'nin da belirttigi sekilde sitotoksik etkilerinin
olabilecegi de tespit edilmistir.

SONUC

Zencefil ve zerdecal'n sitotoksik etkisinin 6zellikle
normal hicreler icin OSnemsenmeyecek diizeyde
oldugu tespit edilmis olmakla beraber karanfil
bitkisisin de bu ifadenin gegerli olmadigi goérilmistiir.
Bu nedenle glnliik hayatimizda siklikla kullanilan bu
baharatlara yonelik ¢alismalarin in vitro denemelerine
ek olarak in vivo denemeletle desteklenmesi sonucuna
varilmigtir.
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ABSTRACT

Artificial insemination (Al) in goat is currently limited by the poor fertility obtained following the cervical
insemination with frozen-thawed semen. The objective of the present study was to determine the efficiency of
frozen semen use in two different breeding ages at Saanen goats. The effects of synchronization and fertility rates
were also examined. Ninety-eight (98) Saanen goats were divided into two groups: Group-1 = 49 (7-months-old)
and Group-2 =49 (19-month- old) does. Estrus was synchronized by impregnated intravaginal sponges (30 mg;
fluogestone acetate, FGA), and i.m. administration of 50 pg of cloprostenol (PGF2x) and pregnant mare serum
gonadotropin (PMSG, 500 1U), at 48 h before sponge removal. Cervical fixed time Al was carried out with frozen
semen 43 h after removal of the sponges during the breeding season. Estrus was detected by teaser buck. The
occurrence of estrus in Group-1 and Group-2 were 71.4%, 63.3%, respectively (p>0.05). Sixty-six (60) goats were
inseminated with frozen-thawed semen. The pregnancy rate was determined by abdominal scanning. Pregnancy
rates were (Group-1: 31.4%, Group-2: 32.3%) not differed significantly between age groups (p>0.05). Besides,
higher lambing rates were obtained in Group-1 (145.5%) than in Group-2 (90.0%) due to increased prolificacy
and reduced embryonic failure. In conclusion, Saanen goats in younger ages, starting from the 7 months old age
could be included in the breeding programs and could provide several benefits such as higher percentages of
synchronization success and prolificacy.

Keywords: Artificial Insemination, breeding age, fertility, frozen semen, pregnancy

kkk

Farkli Ureme Yagindaki Kegilerde Dondurulmus Sperma ile Servikal Tohumlama

oz

Kecide dondurulmus sperma ile servikal suni tohumlama (ST) uygulamas: diisiik gebelik oranlart nedeniyle halen
sinirhidir. Bu calismanin amact iki farkli Greme yasindaki Saanen kegilerinde donmus sperma kullaniminin
ctkinligini belirlemekti. Senkronizasyon ve gebelik oranlarmin etkileri de incelenmistir. Doksan sekiz (98) disi
Saanen kegisi iki gruba ayrildi: Grup-1 = 49 (7 aylik) ve Grup-2 = 49 (19 aylik) kegi. Ostrus 11 giin siiresince
intravajinal siinger (30 mg; fluogestone acetate, FGA) ve siingerin cikarilmasindan 48 saat 6nce 50 ug
kloprostenol (PGF2a) ve gebe kisrak serum gonadotropini (PMSG, 500 1U) ile senkronize edildi. Sabit zamanl
servikal tohumlama dondurulmus sperma ile Greme mevsiminde siingerlerinin ¢ikarilmasindan 43-45 saat sonra
gerceklestirildi. Ostrus arama tekesi ile tespit edildi. Grup 1 ve Grup 2'de 6strus gériilme oranlart sirastyla %71.4,
%063.3 olarak tespit edildi (p>0.05). Altmisaltt (66) keci dondurulmus-¢6zdirilmis spermayla tohumlandi.
Gebelik abdominal ultrasonografi ile belirlendi. Gebelik oranlart (Grup-1: %31.4, Grup-2: %32.3) yas gruplar
arasinda anlaml bir farklihk g6stermedi (p>0.05). Ayrica, artan ¢oklu dogum ve azalan embriyonik kayiplar
sayesinde Grup-1’de (%145.5), Grup-2’ye (%90.0) gore daha yiiksek oranda yavru elde edilmistir. Sonug olarak,
Saanen kecileri, 7 aylik yastan itibaren suni tohumlama programlarina alinabilir ve yliksek senkronizasyon bagarist
ve yavru verimine gibi bircok fayda saglayabilir.
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INTRODUCTION

Goats play a crucial role due to their high tolerance to
heat stress and harsh conditions for many rural
communities. In contrast to other ruminants, they are
able to convert limited forages and crops into meat,
skins and milk easily. The growing demand for goat
milk, cheese, yogurt and ice cream triggers the
foundation of a new industry, pioneering of novel
marketing methods and improving research.
However, recent developments in  assisted
reproductive  technology — such  as  artificial
insemination (Al) in the small ruminant industry
cannot provide adequate success for breeders.
Despite the various methods including surgical or
non-surgical inseminations that are being used in
both primiparous and multiparous goats, success rates
are limited by the poor fertility (Leboeuf et al. 1998,
Cognie et al. 2003, Purdy et al. 2009, Kulaksiz et al.
2012).

The success of Al contains various stages such as age,
health, semen collection and storage, estrus detection
and mainly the insemination technique (Leboeuf et al.
2000, Arrebola et al. 2012, Yeni and Gundogan 2018).
Associated with our study, insemination techniques
are classified into two types, surgical and non-surgical
(Althouse 2007). Cervical insemination is non-
invasive and a low-cost technique that can be counted
in non-surgical part. However, the complexity of the
cervical anatomy of small ruminants is the primer
limit of success rates in this method. It is performed
by transferring the semen into the cervix with the aid
of an adequate catheter and speculum. An adequate
catheter and selection of does affect the advance of
the catheter in the cervical rings and thereby the
depth of semen deposition into the cervix, which
leads to higher pregnancy rates (Leethongdee and
Ponglowhapan 2014). For this purpose, the breeding
age of does can be related to the success rate of this
Al technique. In line with this hypothesis, in
anatomical research, the length of the cervix showed
a variance regarding the age and previous pregnancy
status in ewes and does (Hyacinth et al. 2016). In
another study in goat, it has been stated that
multiparous does have longer cervix length than
primiparous ones, that favors deeper penetration and
it could be associated with elevated pregnancy rates
due to the depth of semen deposition in the genital
tract (Intrakamhaeng et al. 2011). Salomon and
Maxwell (1995) has reviewed various studies in ewes
and concluded that lambing rates increased with the
depth of insemination. However, to the best of our
knowledge, the relationship between cervical Al
success and age has not been investigated in Saanen
goats. Therefore, we aimed to determine this
relationship by performing a cervical Al by using
frozen-thawed buck semen in Saanen goats at
different breeding ages.

MATERIAL and METHODS

Animal Maintenance and Selection

This study was conducted at the private farm in
Seferihisar, (38° N, 26° E) Izmir/Turkey. Ninety-
nine Saanen goats, at 7 or 19 months of age, were
selected by their final evaluation score. The animals
were maintained under the constant nutritional
regime, dehydrated alfalfa; mineral salts and water
were provided adlibitum.

All animals were selected where the following criteria
meet: The one with at least 2.75 body condition
score, average body weight between 50-55 kg, showed
at least 3 visible regular (21 days) estrus cycle and
confirmed by ultrasound examination of the
reproductive tract before the hormonal treatment.
This study was conducted according to ethical laws
and regulation of Ankara University Animal
Experiments Local Ethics Committee.

Estrus Synchronization

Forty-nine primiparous and forty-nine nulliparous
Saanen goats were synchronized according to
Lebouef et al. (2007), during the breeding season. All
animals were treated with an intra-vaginal sponge (30
mg fluogestone acetate, FGA) for 11 days,
intramuscular injection of 500 IU pregnant mare
serum  gonadotropin  (PMSG), and 50 pg
prostaglandin  F2alpha (d-cloprostenol, Juramate)
were administered 48 hours before the sponge
removal.

Estrus Detection

Hstrus was detected with a teaser buck 24h after the
sponge removal. Behavioral and physiological
changes were examined according to following
criteria; the females that does not have standing heat
and one more estrus sign (tail wagging, cervical
mucus, utination) have been discarded from the
insemination program.

Semen assessment and Al

Semen samples were imported commercially from
Capgenes, France. A total of 66 frozen semen straws
from three different bucks were used. Frozen semen
samples were thawed at 37°C for 30 sec., gently dried,
placed into insemination gun and kept not more than
5 min before use. All the does were restrained by two
technicians gently and perianal disinfection is done
before the insemination. The hindquarters of does
were raised over a rail, and semen was deposited as
deeply as possible into the cervix through a speculum
fixed with a light source. Timed artificial
inseminations were performed at 43-45 hours from
sponge removal.

Pregnancy detection
Does were positioned in dorsal recumbence and
monitored abdominal ultrasound with using a 7.5

358



MHz linear probe (Esaote, Lab-One, Italy) 30 days
after insemination and kidding rates were recorded.

Statistical analysis

Chi-square analysis was performed to test the
significance of the difference between pregnancy
status and date of birth. In all analysis p<0.05 was
considered as statistically significant. All statistical
analysis was performed using SPSS for Windows
14.1.

RESULTS
The success rate of synchronization was recorded as

71.4% in Group 1, 63.3% in Group 2 and there was
no significant difference between the age groups

(p>0.05). Likewise, the overall pregnancy rate was
found 31.8% and similar pregnancy rates were
obtained in Group 1 and Group 2 as 31.4%, and
32.3% respectively (p>0.05) (Table 1).

A total of 25 offspring were obtained from 21
pregnant does, six twin pregnancies in Group 1, one
triple pregnancy in Group 2, four early embryonic
losses (one in Group 1 and three in Group 2) and one
false pregnancy in Group 2 were detected owing to
the use of ultrasonography. Overall lambing rate was
119.0%. Although there was no statistically significant
difference between the groups lambing rate was
higher in Group 1 (145.5%) than Group 2 (90.0%)
(Table 2).

Table 1. Synchronization success and pregnancy rates of age groups

Synchronization Pregnancy
0 Does in 0 Pregnant Non-Pregnant
Estrus (%) does (%) does (%)
Group 1 35 71.4 11 31.4 24 68.6
Age
Group 2 31 63.3 10 323 21 67.7
Table 2. Various reproductive parameters of age groups
Reproductive parameters n Group 1 (%) n Group 2 (%)
Twin rate 6 54.6 0 -
Triplet rate 0 ) 1 10.0
Kids/Inseminated does 16/35 45.7 9-31 29.0
Kids/Pregnant does 16/11 145.5 9-10 90.0
Early embryonic loss 1 29 3 9.7
False pregnancy 0 } 1 10.0
DISCUSSION In the present study, the effect of age on fertility was

In order to obtain the maximum reproductive
efficiency, does should be bred as soon as they reach
their sexual maturity. Thus, it is essential to establish
a breeding program considering the specific time of
the birth that the offspring could reach the puberty at
the beginning of the breeding season. The success of
the synchronization followed by the pregnancy
outcome depends on many factors including the
reproductive history of the females. Nulliparity,
primiparity and multiparity, hence, the age of the
animal could affect the reproductive outcome.

investigated. Although the pregnancy rates were
similar between the nulliparous and primiparous
goats, the efficiency of synchronization
numerically higher in younger animals (p>0.05).
Variation of the response to the synchronization due
to the difference in the ages of does has been
documented by several researchers (Sanwal et al.
1983, Mellado et al. 2000, Romano et al. 2000,
Whitley and Jackson 2004). Although some protocols
have led to higher superovulation rates in younger
females (Sanwal et al., 1983), other methods such as
teasing have not been effective in young, post-
pubertal animals (Mellado et al. 2000). In a study
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conducted by Romano et al. (2000), the fertility of the
multiparous does were found highest followed by the
nulliparous females, while the lowest was observed in
primiparous does, on the contrary to prolificacy rates.

Another factor that plays a role in the success of
synchronization is the type of hormonal product
used. Motlomelo et al. (2002) compared the fertility
of the ninety does synchronized with controlled
internal drug (progesterone)-releasing device (CIDR),
Methyl acetoxy progesterone (MPA) or FGA for 16
days and found that the estrus rates were highest in
CIDR group (100%) and lowest in MAP group
(93%), however, the lowest conception rates were
obtained in CIDR group (46.7%) while it was highest
in FGA group (60%). Despite the variables such as
the duration of progesterone treatment, breed, age
and the semen processing, in the present study,
67.3% of the does FGA treated does have shown
visible estrus signs, ranging from 71.4% to 63.3%
regarding the age groups of the animals. Thus, it can
be concluded that FGA is a more reliable choice of
progesterone derivate in younger does.

As studied by many researchers, the fertility of the
females is depended on several factors. The breed,
the age of the animals (Anel et al. 2005), the specific
time of insemination (Karagiannidis et al. 2001,
Donovan et al. 2001, 2004, Fernandez Abella et al.
2003,) the performing professional (Anel et al. 2005),
the doses of hormonal treatments (Tirpan et al. 2019,
Hill et al. 1998), the processing of semen that is being
used (Donovan et al. 2001, 2004, Hill et al. 1998,
Ehling et al. 2003, Fernandez-Abella et al. 2003) and
the method of insemination (Salamon and Maxwell
1995, Moses et al. 1997, Anel et al. 2005, Donovan et
al. 2001, 2004, King et al. 2004, Szabados 2000,
Perkins et al. 1996, Yamaki et al. 2003). In the present
study, cervical inseminations were performed by
using frozen-thawed semen and similar pregnancy
rates were obtained in Group 1 and Group 2 as
31.4% and 32.3% respectively. In comparison with
other researches, this rate was acceptable (Karatzas et
al. 1997, Donovan et al. 2001, 2004, Stanimir et al.
2016). Donovan et al. (2001) have compared the
pregnancy rates of six different breeds of ewes after
the cervical insemination with frozen-thawed semen.
Surprisingly, the pregnancy rates were varied from
18% to 77%, and from these results, it was obvious
that the bred has a major effect on the pregnancy
outcome of the inseminations. In another study, the
pregnancy rate was found 44% when the choice of
the method was cervical inseminations (Donovan et
al. 2004), although laparoscopic insemination method
has yielded 71.6% (Hill et al. 1998). Despite the
higher pregnancy rates obtained with laparoscopic
insemination method, it is an invasive and highly
expensive method in which many equipment and
expert labor need. Furthermore, concerns about
animal welfare limit the application of this method.

When the effect of age was focused regarding the
success of Al practices, according to the study
conducted on 44,448 Churra sheep, the fertility
outcome of the intravaginal insemination was
decreasing in 1.7% per year with the ewes being aged
and the difference was more visible when the
laparoscopic insemination method was performed
(2.0%) (Anel et al. 2005). Furthermore, they
discovered that the fertility rates of vaginal
insemination increases until 3.5 years of age, peaks up
to 4.5 and begins to decrease after that. In the present
study, there was no significant difference between the
7 months old and 19 months old does regarding the
pregnancy rates although the lambing rate was found
higher in the younger age group.

In the present study, overall lambing rate was 1.19,
which was varied from 1.45 to 0.9 regarding the age
groups and was higher in younger animals; however,
it was lower than the data collection of Andries
(2017), in which the rate was found 1.84. Animal-
related factors such as breed, age, body condition
score, genetics, and environmental factors including
season, weather, stress, nutrition, pasture composition
have a great impact on the lambing rate. The change
in the litter size with the aging was investigated by
using the data from 29,567 Polypay and Suffolk breed
ewes and resulted in the information that starting
from the 1 year of age, the litter size increases, up to
4-7 years of age followed by a decrease after 7 years
of age. Similarly, 15-month-old ewes had +0.21 litter
size as compared to 12-month-old ewes (Notter
2000).

Apart from these factors, the difference in the
lambing rate might have mainly been caused by two
reasons. The enhanced prolificacy rate of younger
animals can be linked with the increased hormonal
response, considering the same PMSG doses were
used for both groups. Besides, in our previous study
(Tirpan et al. 2019), higher PMSG doses (400 to 500
IU) have led to the alterations in the timing of
ovulation and 500 IU dose shortened the duration of
estrus behaviors in Angora goats. In addition, it has
been reported that the PMSG doses significantly
affects the conception rates (Hill et al. 1998). The
survey study of 28,444 Merino ewes, which were
inseminated laparoscopically revealed that starting
from the dose of 200 IU (62.4%) the conception rate
increases with peaking at 300 IU (79.1%) and
decreasing above 375 1U (69.4%).

Besides from that phenomenon, the embryonic
mortality rate was higher in older does (25.0%) than
in younger ones (5.8%). Embryonic failures may lead
to critical economic loss to the breeders of seasonally
bred reproducing animals such as sheep and goats
since when it is detected, it is often far beyond the
point to rebreed the females (Diskin and Morris
2008).  Various factors such as breed, genetics,

360



nutrition, ovulation rate and previous pregnancy
history could affect the survival rate of the embryos
(Bolet 1986). Although similar embryonic mortality
rates were observed among different species like pigs,
sheep and goats, different mechanisms are accounted
for these losses. On contrary to sheep, in pigs, the
effect of the breed has more importance than the
ovulation rate and the main reason behind the
embryonic loss in goats is the failure of corpus
luteum (Wentzel 1982) since as distinctive from the
sheep; gestation is dependent on corpus luteum in
goats. Samir et al. (2016), investigated the effect of
parous and breed on the embryonic and fetal failure
in Zaraibi, Damascus and crossed breeds and
obtained that the overall incidence was 41.3%.
According to the results, significant differences were
obtained regarding the age and the breed. Similar to
the present results, the incidences of embryonal and
fetal failures were encountered more frequent in does
older than 3 years of age (44%) compared to the
younger ones (38%) (p<<0.05). Although when the
effect of the breed was also taken into account, this
outcome was reversed in Zaraiebi breed as the higher
embryonic mortality rate was obtained in younger
animals. Furthermore, contrarily with the present
study, the incidence has found higher in nulliparous
does (42%) than parous ones (40%) p (<0.05).
However, in Damascus and Crossed breeds,
nulliparous does have shown the reversed results,
with lower incidences (p<<00.5). In sheep, a
substantial-high 292 percentage of incidence in
parous merino and Pleven blackhead sheep were
observed without any significant difference in the Ile
de France breed (p<0.05) (Yotov 2012). It was
concluded that previous pregnancy status of the
animals had a different effect on the embryo loss
within each breed indicating the importance to build
up strategies to optimize the fertility of small
ruminants in each breed. The increase of the
incidence of embryonic failure in parous females
could be due to the possible microbial contamination
of the uterus during the previous pregnancies that
could lead to alterations in the environment of the
uterus and/or could cause cytolytic effect on the
embryo as well as the epithelial changes of the uterus
(Yotov 2012, Vanroose et al. 2000).

In conclusion, Saanen does in younger ages, starting
from the 7 months old age could be included in the
breeding programs and could provide several benefits
such as higher percentages of synchronization success
and prolificacy in addition to the decreased frequency
of embryonic failures; however, it is necessary to
consider the wvariations of the reproductive
parameters among different breeds. Besides, cervical
insemination technique could easily be applied on a
larger scale farm, and it could be considered as a
method that simplifies the use of frozen buck semen
in Turkey.
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ABSTRACT

The present study was conducted to examine the protective roles of trolox and alpha-lipoic on post-thawed Pirlak ram sperm
parameters, oxidative stress and DNA damage in non-breeding season. Semen samples from 5 healty Pirlak rams (2-3 years
of age) were used in the study. Six ejaculates for each rams were collected and pooled. Ejaculates were split into three
aliquots and diluted to a final concentration of 150x10° spermatozoa/ml with the base extender containing 1 mM alpha lipoic
acid, 1 mM trolox and no additive (control) were cooled to 5 °C and equilibrated for 3 h then frozen in 0.25 ml French
straws. Samples were thawed in 37 °C and evaluated in terms of spermatological parameters, DNA damage, oxidative stress.
Sperm motility was increased, acrosome rate and DNA damage were decreased significantly (p<0.05) in ALA, head abnormal
sperm rate and membrane integrity were increased, acrosome rate and DNA damege were decreased significantly (P < 0.05)
in trolox when compared to the control group. Compared with the control group, reductions in spermatozoon MDA and
GSH levels were statistically significant (P <0.05) in lipoic acid and trolox groups. Results of this study suggest that alpha-
lipoic acid and trolox improve sperm parmeters, oxidative stress and DNA damage in non-breeding season.

Keywords: Alpha-lipoic acid, Non-breeding season, Ram sperm, Trolox.

kkk

Sezon Dig1 Pirlak Kog Sperma Sulandiricisina flave Edilen Lipoik Asid ve Trolox’un Dondurma ve
Cozdiirme Sonrast Spermatolojik Parametreler, Oksidatif Stres ve DNA Hasart Uzerine Etkileri

(074

Bu calismanin amact sezon dist dénemde Pirlak ko¢ sperma sulandiricisina ilave edilen trolox ve alfa lipoik asitin (ALA)
¢6zim sonu spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve DNA hasari tizerine etkileri arastirildi. Calismada sperma 6rnekleri
5 saglikli Pirlak kogtan (2-3 yas) elde edildi ve her koctan 6 ejakulat toplanarak karistirildi. Ejakulatlar mlP’de 150x100
spermatozoon olacak sekilde antioksidan icermeyen (kontrol) ve antioksidan iceren 1 mM ALA ve 1 mM trolox sulandiricilar
ile sulandirildr. Sulandirilan 6rnekler 0,25 ml'lik payetlerde 5 °C’de 3 saat ckilibrasyona tabi tutularak sivi azot buharinda
donduruldu,37 °C'de ¢6zdurilerek spermatolojik parametreler, DNA hasari, oksidatif stres acisindan degerlendirildi. ALA
grubunda kontrol grubuna gore spermatozoa motilitesi, akrozom ve DNA butiinligi istatistiki (p<0.05) olarak daha yiiksek
bulundu. Trolox grubunda kontrol grubuna gére daha yiiksek akrozom ve membran butinligh ile daha az DNA hasari
tespit edildi. (p<0.05) . Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, ALA ve trolox gruplarindaki oksidatif stres parametrelerindeki
azalmalar istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) bulundu. Bu c¢alismanin sonuglarina gbre Ureme mevsimi disinda Pirlak kog
sperma sulandiricisina ilave edilen ALA ve troloxun ¢6ziim sonu spermatolojik parametreleri, oksidatif stresi ve DNA
hasarina karst koruyucu bir etki gésterdigi kanaatine varilds.

Anahtar Kelimeler: Alfa lipoik asit, sezon dist iireme, kog spermatozoon, trolox.
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GIRIS

Giniimiizde kog ve teke spermalarinin dondurularak
suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmast sonucu
elde edilen bagar: tatmin edici degildir. Bunun da en
6nemli nedenlerinden  bir tanesi dondurulup
¢ozdirilmesi sonucunda elde edilen sperma
kalitesinin istenen seviyede olmamasidir. Gerek kii¢tik
ruminantlar da bu problemleri ortadan kaldirmak
gerekse buylk ruminantlar da elde edilen basariyl
daha da ilerletmek icin spermanin dondurulmasinda
farklt kimyasal maddeler kullanilarak spermanin uzun
stre saklanma calismalart devam etmektedir. Genetik
materyalin 6nemli bir parcasini olusturan erkek gamet
hticreleri olan spermatozoitlerin dondurulmast nesli
tikenmekte olan, degerli, essiz hayvanlarin genetik
korunmast icin son derece 6nemli bir arac haline
gelmistir.

Kriyopreservasyon; hiicrelerin  dondurularak uzun
yillar saklanmast anlamina gelmektedir.
Kriyopreservasyon isleminde amag¢ ¢ok disiik 1sida
canlt bir hiicrenin veya dokunun minumum hasatla
fonksiyon kaybi olmaksizin uzun siireli saklanmasidir.
Spermanin sulandirilmasi, sogutulmasi, dondurulmast
ve  ¢ozdirilmesi  asamalarini  kapsamaktadir
(Trounson 1990, Bailey ve Bilodeau 2000). Sperma
sulandiricisina katilan  antioksidanlar  ve  katks
maddeleri spermatozoa mitokondrisi ve
akrozomunun  fonksiyonel  biitinligi  tzerine
soguktan koruyucu etki yapar. Boylece, ATP
enerjisinin ~ Uretilmesini  saglayarak  spermanin
¢Ozdirilmesi sonrast spermatozoa  motilitesini
artirmaktadir. (Shiva ve ark. 2010) Antioksidan ilavesi
spermatozoitlerin  saklanmasi  islemi  siiresince
oksidatif stresi azaltarak etkileyebilmekte ve béylelikle
sogutulmus sperma kalitesini artirmaktadir. (Bilodeau
ve ark. 2001) Antioksidanlarin sperma kalitesini
artirarak, DNA hasarini  Onleyerek ve l6kositler
tarafindan tretilen reaktif oksijen ttrevlerinin (ROT)
stptriclsi olarak spermotozoonlart korumaktadir.

Vitamin E yagda ¢Oziinen ve hiicre membranindaki
en 6nemli zincir kirict antioksidandir. Spermatozoon
motilitesini ve sayisint artirir, lipid peroksidasyonu
azaltip spermatozoonun yagayabilirligini artirmaktadir.
E vitamini; oksidatif strese karst koruyucu oOzellige
sahiptir. (Akiyama 1999)  En aktif formu alfa-
tokoferoldiir. Cok giicli bir antioksidan olan alfa-
tokoferolin en o6nemli goérevi serbest oksijen
radikallerinin ataklarina karst membran lipidlerindeki
doymamius yag asitlerini korumaktir (Rice ve Kennedy
1988) Alfa-tokoferoliin antioksidan etkisi ytksek
oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir (Deichsel ve
ark. 2008). Genel olarak vitamin E alkoksil radikalini
ve lipid peroksili ndtralize  ederek,  lipid
peroksidasyonu engellemektedir (Agarwal ve ark.
2003). E vitamini en 6nemli lipofilik antioksidan ve
esasen hiicre membraninda bulunur bu ylzden
membran  stabilitesinin = korunmasinda  yardim
etmektedir. B vitamini, doymamis yag asitlerinden

ziyade antioksidan molekiillerinden hidrojen atomu
ayirarak serbest radikallerin olusmasint saglar boylece,
serbest radikal reaksiyon zincirinin kirilmalar meydana
gelerek unreaktif olarak bilinen antioksidan radikalleri
ortaya ctkar (Ozden ve ark. 2009).

Alfa lipoik asit (ALA) acil grup transferinde ve krebs
dongusiinde bir koenzim gibi yardimetr molekdl olarak
1951 yilinda Reed ve arkadaslart tarafindan
kesfedilmistir. 1980°li yillarda bilim camiast tarafindan
gicli bir antioksidan oldugu ortaya kondu. ALA
hayvanlar ve insanlar tarafindan sentezlenebilmektedir
(Carreau  1979) ALA’nin  okside ve redikte
formlarinin antioksidan etkinlikleri vardir. (Packer ve
ark. 1995). ALA (thioctic asit olarakta bilinen) vitamin
benzeri bir antioksidandir, hiicre icini ve disini ¢esitli
serbest oksijen radikallerine karst korumaktadir
(Suzuki ve ark. 1991). Alfa lipoik asit disilfid bir
bilesiktir ve pyruvate dehydrogenase and @ «-
ketoglutarate dehydrogenase icin bir koenzim olarak
mitokondride bulunmaktadir. Bu maddenin eksojen
olarak ilave edilmesi bagll olmayan alfa lipoik asit
seviyesini artirmaktadir ki bu da hem in vivo hem de
in vitro oksidatif stresin azaltilmasini ve kuvvetli bir
antoksidan olarak davranmasi saglanabilir. Alfa lipoik
asit hem suda hem de yagda ¢Ozinen, hicre
mebraninda lipid peroksidasyonlar dahil serbest
radikalleri azaltlmasinda ve mitokondri kaynakli
serbest radikal stiptrtcileri kadar etkinligi yiksektir
(Selvakumar ve ark. 2005).

Bu calismada, Pirlak koglarinin spermasinin uzun
sireli saklanmasinda sperma sulandiricilarina katilan
trolox ve ALA’nin sezon dist donemde ¢6zim sonu
spermatozoa motilitesi, morfolojisi, Slii-canlt orani,
membran bitinligl, oksidatif stres parametreleri ve
DNA hasart tizerine etkilerini belitlemek amactyla

yapild1.
MATERYAL ve METOD

Bu c¢alismada hayvan materyali olarak Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Aragtirma Merkezi biinyesinde bulunan 2-3 yash 5
adet Pirlak 1rki kog¢ kullanildi. Sezon dist dénemde
koclardan haftada iki kez suni vajen yardimiyla her bir
kogtan toplam 6 ejakulat alindi. Sperma 6rnekleri bir
tipte bitlestirilerek  (pooling) dondurma 6ncesi
spermatolojik muayeneleri yapidiktan sonra 3 esit
hacme ayrildi Calismada dondurma sulandirict olarak
Tris ana stok soliisyonu (% 5 gliserol, % 20 yumurta
sartst) kullandarak 1 mM trolox, 1 mM ALA ve
herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 3
farkli grup olusturuldu,. ml’de 5x108 olacak sekilde
dozajlanarak  sulandirildi.  Sulandirilan  spermalar
5°C°de 2-3 saat ekilibrasyondan sonra azot buharinda
dondurularak stvi azot icinde saklandi.
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Spermatolojik Muayene

Sperma motilitesi 37°C’ta 1sitma tablali faz kontrast
mikroskopta (Olympus CX31, Olympus Optical Co.,
Ltd., Japan) ve en az 5 alan olacak sekilde 200x lik
biylutmede degetlendirilerek % olarak kaydedildi
(Demirci 2002). Anormal spermatozoa orant sivi
fikzasyon yontemi ile belitlendi. Fikzasyon amacl 1
ml Hancock stvist igine 1-2 damla sperma numunesi
damlatiip  iyice karisimlari  saglandiktan  sonra
karisimdan bir damla sperma lam izerine alinarak
tzerine lamel kapatilarak immersiyon objektifinde
1000x faz-kontrast mikroskopta 400 spermatozoon
sayllarak anormal spermatozoa orant % ( olarak
kaydedildi ~ (Schafer = ve  Holzmann  2000).
Spermatozoon membran bitinligi ve canliliginin
belirlenmesi amactyla Hipo Ozmotik Swelling Test-
Eozin (HOST-E) testi uygulandi. Sperma 6rneklerinin
100 mOsm/Itye ayatlanmis fruktoz solisyonu
icerisine % 1lik eozin-Y ilave edilereck HOST-E
solisyonu hazirlandi.  ve 35°C de 30 dakika inkiibe
edilip inkiibasyon sonrast froti ¢ekilen lamlar hizlica
kurutularak hazirlandi. Hazirlanan preparatlardan
toplam 200 hiicre sayild: ve dort tipe (Tip L: kuyruk
sismis ve bag boya almamus, HOST + /E- ;Tip II:
kuyruk sismemis ve bas boya almamis, HOST- / E-;
Tip III: kuyruk sismis ve bas boya almig, HOST + /
E +; Tip IV: kuyruk sismemis ve bas boya almus,
HOST- / E +) gore spermatozoon basinin boya alma
ve spermatozoon kuyrugunun kivrilma durumuna
gore degerlendirildi (Gundogan ve ark. 2011).
Spermatozoa GSH icerigi Sedlak ve Lindsay (1968)
metodu kullaniarak 6l¢lildi. MDA konsantrasyonu
Draper ve Hadley (1990) bildirdigi ¢ift kaynatma
metodu ile belitlendi. Spermatozoon DNA hasarinin
belirlenmesinde Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE) yontemi kullanildi. Comet assay olarak da
adlandirilan  bu yontemde Inang ve ark. (2019)
metodu kullanilarak alkali pH da farkli molekil
agirliklarina  ve  elektrik  yikiine sahip DNA
molekillerinin  elektriksel alanda gé¢leri incelendi.
Degetlendirme ise elde edilen DNA migrasyon
goruntilerine gére yapildi (Singh ve ark. 2003).

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde
tek yonli varyans analizi (ANOVA) uygulandt.
Gruplar arasi farkin 6nemini belirlemek i¢in Post-hoc
Duncan testi kullanildi. Analizler bilgisayar ortaminda
SPSS (16.0) paket programinda gerceklestirildi.

BULGULAR

Dondurma-Cézdiirme Sonrast  Spermatolojik
Parametreler

Dondurma-¢6zdirme sontast elde edilen
motilite,anormal spermatozoon ve akrozomla ilgili
elde edilen bulgular Tablo 1°de sunulmustur. En
yitksek motilite ALA grubunda (% 58.3+1.66) tespit
edildi (P<0.05). Akrozom bitinligh antioksidan
iceren  gruplarda  (%17,66%£2,21;  9%17,91+2,74)
kontrol grubuna gére (28,8313,17) tiim daha yiksek
bulundu (P<0.05).

Dondurma-Cozdiirme Sonrast1 HOST-ETest
Parametreleri

Dondurma-¢ézdirme sonrast HOST-E sonucunda
elde edilen bulgular Tablo 2’de wverildi. Tip 1
(HOST+/E-) orami agisindan kontrol grubuna gore
ALA grubundaki artis, Tip II (HOST-/E-) orant
yoniinden kontrol grubuna gére trolox grubundaki
azalis ve Tip III (HOST+/E+) orani bakimindan
kontrol grubuna gbre trolox grubundaki artisin

6nemli (P<0.05) oldugu belitlendi.

Dondurma-Cézdiirme Sonrast DNA Hasarlar:
Dondurma-¢ézdiirme sonrast DNA hasart yoniinden
clde edilen bulgular Tablo 3’de sunuldu. Buna gére
kontrol grubuna gbre trolox ve ALA igeren
gruplarinda daha yiksek DNA biitinligt tespit edildi
(P<0.05).

Dondurma-Cézdiirme Sonrasi Oksidatif Stres
Parametreleri

Dondurma-¢ézdiirme  sonrast  oksidatif  stres
parametrelerine ait bulgular Tablo 4de verildi.
Kontrol grubu ile karsilastrildiginda, lipoik asit ve
trolox gruplarinda spermatozoon MDA ve GSH
dizeylerinde , azalmalar istatistiki olarak Onemli

(P<0.05) bulundu.

Tablo 1. Dondurma-¢6zdiirme sonrast spermatolojik parametreler (x + SEM, n:0)

Table 1. Spermatological parameters after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Motilite Basg Orta Kistm Kuyruk Toplam Akrozom
Gruplar (%) (%) (%) (%) (%)
Kontrol 50.0£2.58>  1.08+0.30P 0.33%0.10 7.58%0.59 9.0+0.71 28.831+3.172
Trolox (1mM)  45.012.23>  3.41%0.62* 0.25£0.11 6.66£1.06  10.33%1.31 17.6612.21b
ALA(ImM) 58.3%1.660  1.66£0.44> 0.08+0.08 8.41+0.98  10.16%0.66 17.91£2.74b

a-b: Herbir siitun icerisinde farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan énemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.
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Tablo 2. Dondurma-¢6zdiirme sonrast HOST-Eparametreleri (X + SEM, n:0)
Table 2. HOST-E parameters after freezing-thawing (X + SEM, n:6)

HOST+/E- HOST-/E- HOST+/E+ HOST-/E+

Gruplar (%) (%) (%) (%)
Kontrol 42.33%4.58 22.50%1.31s 17.00+4.01b 18.16%2.76b
Trolox (1 mM) 34.66%1.66b 13.33%1.600 28.33+1.87 23.66+2.23
ALA (ImM) 55.8342.03¢ 2316237 19,501,500 11.50%1.31s

a-b: Ayni sttun icerisindeki farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

HOST + /E-: kuyruk sismis ve bas boya almamis
HOST- / E-: kuyruk sismemis ve bas boya almamus
HOST + / E +: kuyruk sismis ve bas boya almis,
HOST- / E +: kuyruk sismemis ve bas boya almis.

Tablo 3. Dondurma-¢6zdirme sonrast DNA Hasatlart (X + SEM, n:6)
Table 3. DNA damages after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Gruplar DNA (AU)
Kontrol 49.0017.09-
Trolox (1 mM) 30.50%3.55P
ALA (ImM) 25.3313.44>

a-b: Stitun icerisindeki farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

Tablo 4. Dondurma-¢6zdiirme sonrast oksidatif stres parametreleri (X + SEM, n:6)

Table 4. Oxidative stress parameters after freezing-thawing (X £ SEM, n:6)

Gruplar MDA GSH
(nmol/ml) (mg/dl)
Kontrol 6.3 £0.612 7.2+ 0.64
Trolox (1 mM) 4.2 + 0470 3.1 £0.45b
Lipoik (1ImM) 3.2+ 0.24> 3.7 £ 0.43>

a-b: Herbir stitundaki farkli harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (P < 0.05).

ALA: alfa lipoik asit.

TARTISMA

Kog spermasinin uygun bir sekilde dondurularak sun’i
tohunlamada kullanilmast koyun yetistiriciligini ve
islahini dogrudan  olumlu  yénde  etkilmektedir.
Spermanin dondurulmast ve bu esnada gelisen olaylar
spermatozoonlarin fonksiyonlarinin hasar gérmesine
yol a¢maktadir. Sperma sulandiricilarina ilave edilen
kryoprotektif maddeler ile antioksidanlar dondurma
isleminin ve beraberinde gelisen olumsuz etkilerin en
aza  indirmesini = saglamaktadir.  Dondurulmus-
¢6zdirilmis spermada azalan antioksidan kapasite ve
artan ROT olusumu, spermatolojik 6zellikleri ve

fertiliteyi olumsuz olarak etkiler. Bu nedenle kog
spermasinin dondurulmasinda antioksidan maddeler,
¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler tizerine
olumlu etkileri olabilecegi dusiinildiginden sperma
sulandiricilarina katilmaktadir (Chen ve ark. 1993,
Sinha ve ark. 1990).

Subjektif motilite acgisindan ALA grubu kontrol
grubuna gére belirgin bir dstiinlik sagladi (P<0.05).
Akrozom butinliigi acisindan antioksidan igeren
gruplar  kontrol grubuna gére olumlu etkisi
gozlemlendi (P<<0.05). Baspinar ve ark. (2011) tris
bazli Merinos ko¢ spermasi sulandiricisina  farkls
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konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) ALA ilavesi ile
dondurma-¢6zdiirme sonucunda kontrole gére 1mM
ilave edilen grupta artisin 6nemli oldugu bildirdiler.
Andreea ve Stela (2010) tris bazli sperma
sulandiricisina vitamin E  ve sistein ilave ederek
dondurduklart ko¢ spermasinda ¢6ziim  sonrast
vitamin E ilave edilen grupta motilite % 59,160larak
bildirmektedirler. Anghel ve ark. (2010) tris bazlt kog
sperma  sulandiricisina fakli  konsantrasyonlarda
bovine serum albumin (BSA), sistein ve Vitamin E
flave ederek dondurduklart spermalarda ¢6zim
sonrast 1 mM vitamin E grubunda motilite %
62,610larak bildirmektedirr. O’Flahtery ve ark. (1997)
tris sulandiricist  (kontrol) ve tris  sulandiricisina
vitamin E ilave ederek iki grup halinde dondurduklart
boga spermalarinda ¢6zim sonrasi anormal akrozom
orant strastyla % 7 ve % 9 olarak bildirmektedir.
Anghel ve ark. (2010) tris bazli kog¢ sperma
sulandiricisina fakli konsantrasyonlarda bovine serum
albumin (BSA), sistein ve vitamin E ilave ederek
dondurduklar1 spermalarda ¢oziim sonrast 1 mM
vitamin E ilave edilerek dondurulan grupta anormal
spermatozoon oranlarini diistirmesi istatistiki olarak
anlamli oldugu bildirmektedirr. Elde edilen sonuglar
bazt arastirmacilar ile uyum gosterirken bazi
calismalardan yiksek ya da disik sonuclar ortaya
¢itkmasinin nedenleri arasinda irk, mevsim, koclardaki
genotipik degisiklikler, sperma sulandiricisinin igerigi,
sulandiricida  kullandan  yumurta  sarisinin - oran,
sulandiricilarin icerdigi  komponentlerin  miktar ve
oranlarinin,  farkliigindan kaynaklanmis olabilecegi
disiintlmektedir. Ayrica bu farkliliklar spermanin
sulandirilmasinda  ve dondurulmasinda  kullanilan
tekniklerden  ¢6zim  stresi ve  sicakligindaki
degisimlerden ve analizi yapan kisi gibi faktérlerden
kaynaklanabilir.

Membran butiinligi ve Oli-canli spermatozoon
oraninin  belirlendigi modifiye HOST-Ebulgular
Tablo 2’de sunuldu. Buna gére, HOST+/E- oran
acistndan  kontrol grubuna gére ALA grubundaki
artts, HOST-/E- orani yoninden kontrol grubuna
gore trolox grubundaki azalis ve HOST+/E+ orant
bakimindan kontrol grubuna gére trolox grubundaki
artisin 6nemli (P<0.05) oldugu belirlendi. Giindogan
ve ark. (2011) Purlak koglarda farkli sulandiriciar ile
kisa streli saklama calismalarinda tris bazli sulandirict
grubunda sulandirma sonrasi 0. saatteki ortalama
HOST+/E- , HOST-/E- , HOST+/E+ ve HOST-
/E+ oranlarini sirastyla % 62, % 26, % 3 ve % 9
olarak bulmuslardir. Giindogan ve ark. (2010)’nin
Pirlak  koglarda spermanin tris ile sulandirilmast
sonrast 0. saatteki 25 ve 100 milyon yogunluklu
gruplarda HOST+/E- oranlarint sirastyla ortalama %
58 ve % 49 olarak bildirmektedirler. Akman (2007)
Swiss Albino 1rki fare spermatozoonlarindaki optimal
hipo-ozmotik ozmolariteyi 20-60 mosm olarak
belirledikleti calismalarinda ortalama HOST+/E-,
HOST-/E-, HOST+/E+ ve HOST-/E+ oranlarin
strastyla % 29.6 + 3.2, %23.8 £ 5.0, % 18.1 £ 2.7 ve

% 28,6 * 1.0 olarak bulmustur. Gozlenen
farkliiklarin temelini 1k, mevsim ve sperma alma
metodu  gibi  faktérlerin  yant  sira  sperma
sulandiricilarina katillan antioksidanlarin farkliligys ve
spermanin  sulandirilmasinda, saklanmasinda  ve
degerlendirilmesinde kullanilan teknik, ¢6zim siiresi
ve sicakligindaki degisim ve analizi yapan kisi gibi
faktorlerinde olusturabilecegini distindirmektedir.

DNA hasart yoniinden kontrol grubuna gére trolox
ve ALA igeren gruplardaki azalmalar istatistiki olarak
6nemli (P<0.05) bulundu. Ibrahim ve ark. (2008) kizil
geyiklerde yaptiklari bir calismada ALA spermanin
dondurma-¢ézdiirme sonrast motilite ve yasama
glictinii artirdigt bununla beraber DNA hasarini ise
azalttgini bildirmektedirler. Hughes ve ark. (1999)
farklt yogunluklarda X isinlarina maruz kalmis insan
spermasinda meydana gelen DNA hasart ve askorbik
asit ile wvitamin E (x-tekoferol)’in bu DNA
butinligini ne derece korudugunu comet analiz
yontemiyle arastirdiklart  caligmalarinda 300 pM
askorbik asitin ve 30 uM a-tekoferol’in DNA
butinliginin  korunmasinda  etkili  oldugunu
bildirmektedirler. DNA hasarinda gézlenen farkliliklar
arasinda 1rk, mevsim ve sperma alma metodu gibi
faktorlerin yant sira dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin icerdigi
komponentlerin miktar ve oranlar1 ile sperma
sulandiricilarina katilan antioksidanlarin farkli olmasti,
spermanin  sulandirilmasinda  ve dondurulmasinda
kullantlan  tekniklerin farkliligs ¢6zim  stresi ve
sticakligindaki degisimler gibi etkenlerin de rold
olabilir.

Oksidatif stres parametreleri (MDA ve GSH)
acisindan ALA ve trolox igeren gruplarda kontrol
grubuna gbre olumlu etkiler gbzlemlendi (P<0.05).
Silva ve ark. (2010) Santa Inés kog¢ sperma
sulandircilarina ilave ettikleri 50 uM Trolox/108
dondurma ¢6zdiirme sonrast lipid peroksidasyon
diizeyleri tzerine kontrol ve diger gruplara gore
olumlu etki yaptigini ve oksidatif stresin kontrolii
amactyla sperma sulandiricisina  ilave  edilmesi
gerektigini bildirmistir. O’Flahtery ve ark. (1997) tris
sulandiricisina vitamin E ilavesi ile dondurduklart
boga spermalarinda ¢6ziim sonrast MDA seviyesinin
azaldig1 bildirilmistir. Sichetle ve ark. (2011) siit bazl
sperma sulandiricistna 100 pug/ml katalaz ve 100pM
trolox ilave ederek dondurduklart ko¢ spermasinda
¢bzim sonrast trolox grubunda MDA seviyesinde
kontrole gore dusiis gortlmiistir. Andreea ve Stela
(2010) tris bazli sperma sulandiricisina vitamin E ve
sistein ilave ederek dondurduklart ko¢ spermasinda
¢6zUim sonrast vitamin E ilave edilen grupta MDA
seviyesindeki azalmanin kontrol gurubuna gore
6nemli oldugunu bildirmektedirler. Baspinar ve ark.
(2011) tris bazli Merinos ko¢ spermast sulandiricisina
farkli konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) ALA ilavesi ile
dondurma-¢ézdiirme sonucunda 1mM ilave ALA
grubunda MDA seviyesi kontrole gore yiiksek
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oldugunu  bildirmektedirler.  Oksidatif ~ stres
parametrelerinde literatlir  bilgileri ile aralarinda
gbzlenen farkliliklar dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin icerdigi
komponentlerin ~ miktar ~ ve  oranlarmin  ve
sulandiricinin  antioksidan  ilave edilmeden 6nce
santriflj  yapiip  yapimadigindan  kaynaklanmis
olabilecegi gibi spermanin sulandirilmasinda  ve
dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki farkliliklara,
¢6zUim siresi ve sicakligindaki degisimlere, analizin
yapildigi yontem ve analizi yapan kisi gibi faktorlere
bagli olarak da meydana gelmis olabilir.

Sonug olarak Pirlak irki koglarin spermalatinin sezon
dist dénemde uzun stireli saklanmasi sirasinda
kullanilan  ALA ve trolox'un ¢6zum  sonu
spermatolojik ~ patametreleri,  oksidatif  stres
parametreleri ve DNA  hasarimt  koruyucu  etki
sagladigl tespit edilmistir. Trolox ve ALA ilavesinin
ko¢ spermasinin uzun streli saklanmasindaki yararh
sonuclarinin ileriki arastirmalarda suni tohumlama
sonrasinda fertilite sonugclaryla  desteklenebilecegi
kanaatine varidu.
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