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Evaluation of  microbiological quality in fresh sushi samples

Halil YALÇIN1, Tuncer ÇAKMAK2 

ABSTRACT
In this study, it is aimed to determine the microbiological quality of  60 different raw salmon finger 
sushi (maki rolls) samples randomly supplied from consumption points (sushi bar, sushi buffet, hotel, 
restaurant etc.) serving fresh sushi. The counts of  Escherichia coli, coagulase-positive Staphylococcus 
aureus, Vibrio paraheamolyticus and Salmonella spp. presence (+/-) were examined in these samples for 
the detection of  hygienic quality and pathogenic microorganisms. Twenty-nine of  29/60 (48.3%) 
samples were found to be positive for these microorganisms. Salmonella spp. presence was detected in 
2/60 samples (3.3%) while coagulase-positive S. aureus was found in 10/60 samples (16.7%) with the 
highest level of  4.84 log CFU/g. E. coli was detected in 15/60 samples (25.0%), V. paraheamolyticus was 
determined in 13/60 samples (21.7%) with a level of  2.90 log CFU/g and 2.82 log CFU/g, respectively. 
Based on the current findings, it is considered that microorganisms determined in the samples pose a 
risk to public health, authorities should mandate to conduct routine inspections more frequently and 
businesses selling sushi should be included in the annual sampling plan. It will be beneficial for healthy 
sushi production that it should be paid attention to hygienic production during the all manufacturing, 
storage and service stages and points of  sale and relevant staff  should be ensured to routinely receive
necessary food safety training to minimize the risk of  foodborne disease outbreaks.

Taze suşi örneklerinde mikrobiyolojik kalitenin değerlendirilmesi

ÖZ
Bu çalışmada; taze suşi servisi yapan rastgele seçilmiş tüketim noktalarından (sushi bar, sushi büfe, otel, 
restorant vs.) temin edilen toplamda 60 adet çeşitli çiğ somon parmak suşi (maki rolls) örneklerinin 
mikrobiyolojik kalitelerinin belirlenmesi amaçlanmıştır. Örneklerde hijyenik kalitenin ve patojen mik-
roorganizmaların tespit edilmesine yönelik Escherichia coli, koagulaz pozitif  Staphylococcus aureus, Vibrio 
paraheamolyticus sayıları ile Salmonella spp. (+/-) varlığı araştırılmıştır. İncelenen mikroorganizmalar yö-
nünden 29/60 (%48,3) örneğin pozitif  olduğu görülmüştür. 2/60 örnekte (%3,3) Salmonella spp. varlığı 
tespit edilirken, koagulaz pozitif  S. aureus’un 10/60 (%16,7) örnekte ve en yüksek 4.84 log KOB/g, E. 
coli’nin 15/60 (%25,0) örnekte ve V. paraheamolyticus’un 13/60 örnekte (%21,7) sırasıyla ortalama 2.90 
log KOB/g ile 2.82 log KOB/g olduğu saptanmıştır. Mevcut bulgulara dayanarak, örneklerde tespit 
edilen mikroorganizmaların halk sağlığı açısından riskler taşıdığı, yetkili otoritelerin daha sık rutin dene-
timler yapması ve suşi satışı yapan işletmelerin yıllık numune planına dahil edilmesi gerektiği düşünül-
mektedir. Gıda kaynaklı hastalık salgınları riskini en aza indirgemek için suşi üretim ve satış yerlerinde 
tüm üretim, muhafaza ve servis aşamalarında hijyenik üretime önem verilmesi ve ilgili personellerin 
rutin olarak gerekli gıda güvenliği eğitimini almalarının sağlanması sağlıklı suşi üretimi açısından faydalı 
olacaktır.
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INTRODUCTION

Sushi is a traditional Japanese food, consisting of  raw or 
cooked seafood in combination with eggs, vegetables and 
cold cooked rice prepared with vinegar and condiments that 
is shaped into bite-sized pieces, formed into a roll and often 
wrapped in seaweed (nori) (1, 2). Sushi is known to be a method 
to preserve fish in Southeast Asia in previous years (3). With 
its low-fat content, intense nutrients and delicious to consume, 
sushi, which is rich in high-quality protein and an excellent 
source of  omega-3 fatty acids, is a popular product consumed 
all over the world. It has become a popular food particularly 
in our country in the past 15 years and adopted by a wide 
population (4). The high level of  diversity in raw materials 

is based on manufacturer choices and local preferences. It is 
prepared with raw farmed salmon, tuna, and halibut, whiting, 
cooked scampi, large freshwater prawns, and raw vegetables 
such as cucumber, spring onion (scallions), and avocado (5, 6). 
It is a popular ready-to-eat (RTE) food preferred by consumers 
and offered cold at 4 °C with a sell-by date of  2 to 3 days after 
production which is served directly to human consumption 
without cooking or other processes to eliminate or reduce 
microorganisms to an acceptable level by manufacturers 
or businesses (6). Intrinsic factors (high water activity, near-
neutral pH) of  fish meat and raw fish products provide a 
favorable condition for microorganisms to develop and can 
cause spoilage within the whole process from the moment 
of  catching of  fish to consume in the presence of  extrinsic 
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factors (harvest, hunting, transportation, process, storage etc.) 
(7). It carries some potential health hazards due to possible 
contamination of  pathogenic microorganisms during raw 
material, process and storage. Monitoring of  microbiological 
quality is also important to prevent food poisoning cases 
(3, 6, 8, 9). Sushi is consumed similar to other fast foods 
without additional heat treatment to reduce microbial load. 
Therefore, forms of  raw seafood products prepared in homes, 
restaurants and sushi bars should be consumed in a shorter 
time than industrially prepared products (1). Several factors 
have been stated to be effective in a large number of  food 
poisoning cases reported in relation to sushi consumption 
(10, 11). The fact that other foodstuffs used in making 
sushi are prepared in advance for quick service and possible 
contaminations of  hands and other tools and equipment 
during the process may lead to an increase in the incidence of  
potential foodborne pathogens (2). Due to the reasons such as 
fish and other seafood products used in the preparation of  the 
product, other mixtures such as vegetables and rice and also 
being consumed raw, hygiene of  raw material and business, 
possible presence of  pathogenic microorganisms (Salmonella 
spp., Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, 
Bacillus cereus, Listeria monocytogenes), parasites (Anisakiasis etc.) 
and viruses (Norovirus) can cause health problems (1, 6, 12, 
13). Considering the growing popularity of  sushi and other 
raw seafood dishes especially worldwide, it would be beneficial 
to raise awareness about the safety of  raw seafood products 
consumption.

In the present study, it was aimed to determine the hygiene 
level of  the products at the consumption points serving fresh 
sushi (sushi bar, sushi buffet, hotel, restaurant etc.) in Antalya, 
to evaluate the microbiological quality and preparation 
conditions and to determine preventive measures to increase 
food safety in order to provide information about the possible 
health risks associated with the increased consumption of  
ready-to-eat sushi.

For this purpose, the samples were examined for E. coli 
as hygiene indicator microorganism, specific food-borne 
pathogens by the numbers of  coagulase-positive S. aureus and 
V. paraheamolyticus and presence of Salmonella spp.

MATERIAL AND METHOD

Sampling and preparation for analysis

Between June–July 2017, 60 samples of  sushi (N=60) 
obtained from the consumption points serving fresh sushi 
(sushi bar, sushi buffet, hotel, restaurant etc.) in the province 
of  Antalya on different days were used in this research study. 
Sushi samples taken into sterile containers under aseptic 
conditions were placed in polyethylene styrofoam boxes 
(2-4 °C) containing ice and were delivered to the laboratory 
in a short time. Sample size and weight were determined as 
5.00±0.88 cm and 21.00±1.74 g, respectively. Microbiological 
analyses were carried out with two replications.

Microbiological analyses

Twenty-five g sample was homogenized in 225 ml MRD 
(Maximum Recovery Diluent, MRD-Oxoid CM0733, UK) 
and aliquots of  0.5 ml of  prepared dilution were spread-plated 
onto Chromocult TBX Agar (Oxoid CM0945, UK). Plates 
were first incubated at 30±1 °C for 4±1h, then at 44±1 °C 
for 18±2h and growing blue-green colonies were determined 
as Escherichia coli. No confirmation has been made since 
chromogenic medium was used. The strain E. coli ATCC 25922 
(ATCC® 25922™, USA) was used as a positive control (14).

Five g sample was homogenized with 45 ml MRD for 

coagulase-positive Staphylococcus aureus (CFU/g) count, aliquots 
of  0.4-0.3-0.3 ml of  this dilution (a total of  1 ml) by adding 
5% Egg Yolk Tellurite (Becton-Dickinson, BBL-212357, 
USA) were spread-plate onto previously prepared Baird 
Parker Medium Agar (Oxoid CM0275, UK). The plates were 
incubated at 35±1 ºC for 48h. At the end of  the incubation, 
black-gray shiny colonies with a diameter of  2-3 mm, 
surrounded by round, convex, smooth, narrow, bright zoned 
area in plates are considered as possible S. aureus colonies and 
all developing typical colonies were counted. Confirmation 
of  typical colonies was performed by Staphylase (Staphylase 
Test Kit, Oxoid DR0595, UK) test. Colonies forming a visible 
agglutination were considered as coagulase-positive S. aureus. 
If  the coagulase (staphylase) test result is positive, the number 
of  S. aureus was determined as CFU/g by multiplying the 
counted colonies by the dilution coefficient. The strain S. 
aureus ATCC 25923 (ATCC® 25923™, USA) was used as a 
positive control (15). 

Twenty-five g sample was homogenized with 225 ml 
alkaline peptone water (APW, Merck 101800, Germany) 
(containing 3% NaCl), incubated at 35-37 ºC for 18-24h for 
Vibrio parahaemolitycus count. The content taken from the upper 
part of  this enrichment medium using a loop without shaking 
was spread-plate onto Thiosulfate-Citrate-Bile Salts-Sucrose 
Agar (TCBS, Hardy Diagnostics, USA) (containing 3% NaCl) 
and incubated at 35-37 ºC for 18-24h. Round colonies with 
a diameter of  2-3 mm and green-blue in the middle were 
evaluated as V. parahaemolitycus and confirmation of  typical 
colonies was performed by catalase, oxidase test and API® 20E 
(BioMerieux, France) biochemical reagent kit (16). 

Twenty-five g sample was taken into 225 ml buffered 
peptone water for Salmonella spp. identification and was 
incubated at 37±1 °C for 16-20h. After incubation, 1 ml of  this 
suspension was transferred into 10 ml of  Muller-Kauffmann 
Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn-Oxoid CM1048, 
UK) for selective enrichment. Tubes were incubated at 37±1 °C 
for 6-8h. Concordantly, 10 ml of  pre-enrichment suspension 
were transferred into Rappaport Vassiliadis Soy Broth (RVS-
Oxoid CM0886, UK) and incubated at 41.5±1 °C for 6-8h. 
Aliquots of  these secondary enrichment broth were then 
spread-place onto Xylose Lysine Deoxycholate Agar (XLD-
Oxoid CM0469, UK) and Brilliant Green Agar-Modified Agar 
(BGA-Oxoid CM0329, UK) using a loop and typical colonies 
were examined. Positive Salmonella spp. samples with typical 
colonies were confirmed using a Vidas device (mini VİDAS®, 
BioMerieux, France) (17).

RESULTS

Numbers of  E. coli, coagulase-positive S. aureus, V. 
parahaemolitycus of  60 analyzed sushi samples were calculated 
using base-10 logarithms and given as log CFU/g in Table 1. 
Salmonella spp. is presented as absent/present in Table 1.

DISCUSSION 
RTE sushi is considered a kind of  potentially hazardous 

food because it contains perishable ingredients. If  it is not 
prepared in a hygienic procedure and stored at low temperature, 
it may cause food poisoning (2). It is recommended by ICMSF 
(International Commission on Microbiological Specifications 
for Foods) that food containing seafood products should be 
kept at temperatures below or close to 5 °C (8). E. coli count 
in food products, which have been used to indicate direct or 
indirect fecal contamination, is a method used to indicate the 
cleanliness in food handling as well as the appropriateness of  
storage condition (2, 11). According to our study results, E. 
coli number was found to be ranging from ND (not detected 
the bacteria) and 3.96 log CFU/g in 15/60 samples (25%) and 
2.90 log CFU/g on average, and 75% of  the samples were 
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found to be negative for this microorganism (Table 1). The 
recommended limit for good quality foods (2.7 log CFU/g) 
was exceeded in 9 samples for E. coli (18). It is considered that 
this situation results from possible contamination due to poor 
hygiene and sanitation in operation, personnel or equipment 
during production and preservation in businesses, raw material 
and other reasons (production line design, water, etc.).

Staphylococcus aureus is a microorganism with variable 
virulence and produces toxin when it is exceeded the level of  
5 log CFU/g. Toxin dose of  less than 1.0 µg may produce 
symptoms of  intoxication (19). Although S. aureus is not part 
of  the normal fish microflora, it is reported that it is possible 
to have contamination arising from nutrients involved in fish 
products prepared with personnel and/or other foods during 
the process (2, 11). In this study, coagulase-positive S. aureus 
was detected ranging from ND and 4.84 log CFU/g in 10/60 
samples (16.7%) (Table 1). 

According to the results, the presence of  a sample with 
a potential to produce toxin indicates that proper personnel 
hygiene and other cleaning procedures are disrupted where the 
relevant sample is provided. S. aureus contamination denotes a 
lack of  good hygienic practices by businesses, spoilage after 
harvest due to diseases in fish used in the preparation of  raw 
materials or sushi or the possibility of  cross contamination 
during raw material and/or process stages (11, 20).

Vibrio parahaemolyticus is a microorganism that is more 
common in the hot summer months and naturally found 
in marine environments and constitutes an average of  30% 
of  the total microbial load in seawater. The primary control 
measure is mostly intended to prevent the proliferation of  this 
organism (8, 21). In our country, there is a legal regulation for 
the absence of  this microorganism in frozen and processed 
fish products (22). According to our study results, V. 
parahaemolyticus presence was detected in the level of  2.82 log 
CFU/g on average in 13/60 samples (21.7%), and it was found 
to be noncompliance with the relevant regulation (Table 1).

Salmonella spp. is a pathogen bacterium causes food 
poisoning and infection, and it is reported that even <10 CFU 
Salmonella spp. organisms may lead to infection (2). Possible 
contamination of  Salmonella spp. in raw materials, food 

manufacturing, tools and equipment used in the food chain, 
processing and retailing stages can cause very important health 
problems for public health. In general, all raw foods including 
fish, shellfish, fruits, vegetables, poultry, eggs, other foods of  
animal origin, dairy products and crops are always at risk for 
non-typhoid Salmonella spp. (23). Although there is a close 
relationship between RTE food consumption and Salmonellosis, 
previous studies have reported that the presence of  Salmonella 
spp. in sushi is not very common in general (9). Although 
outbreaks related to Salmonella spp. infected fishery products 
(fish borne) is not very common, it has been reported that 
after sushi consumption, 62 people in 11 different locations in 
The United States of  America experienced food poisoning and 
diagnosed with Salmonellosis. In our country, there is no RTE 
food definition and no legal regulation has been published 
specifically for these foods. Turkish Food Codex (TFC) (24) 
and Regulation on Seafood (22) report that Salmonella spp. 
should not be present (0/25 g-ml) in fishery products and 
processed or frozen fish products. The amount of  Salmonella 
spp. in RTE foods has been determined as 0/25 g by the 
European Commission (25). According to our study results, 
2/60 samples (3.3%) were found to be noncompliance with 
the relevant regulations (Table 1).

A study examining sushi samples taken in winter (December-
February) demonstrated that positive sample counts were 
determined as 11/447 (2.5%) for E. coli and 7/447 (16%) for 
coagulase-positive staphylococci while Salmonella spp. (0/447) 
and V. parahaemolyticus (0/155) were not detected. In samples 
taken in summer (June-August), V. parahaemolyticus was 
detected in 1/158 sample, examined samples were negative for 
Salmonella, determined limit was exceeded in 6/404 samples 
for E. coli and 2/404 samples for coagulase-positive staphylococci 
(8). Atanasovva et al. (11) revealed that E. coli was detected 
ranging from 2.0 and 3.3 log CFU/g in 24/125 fresh sushi 
samples, Staphylococcus spp. with high prevalence was detected 
ranging from 3.8 and 4.7 log CFU/g in all samples and the 
prevalence was high (125/125), Salmonella spp. was found in 
1/125 (0.8%) sample and Vibrio spp. were not detected in any 
sample. In several studies, it is shown that V. parahaemolyticus 
contamination in samples may originate from fishery and 
shellfish products used in the preparation of  sushi, Salmonella 
spp. and S. aureus contamination may be caused by vegetables, 
mayonnaise containing raw egg and personnel-related (3, 8). 
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Number of 

microorganisms 

(log CFU/g) 

Indicator and Pathogen Microorganisms Levels (sample-%) 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 
(coagulase positive) 

Vibrio 
parahaemolitycus 

Salmonella spp. 
(+/-) 

ND 0.0 (75.0%) 0.0 (83.3%) 0.0 (78.3%) 58.0 (96.7%) 

1.00<2.00 ND ND ND 

2.0 (3.3%) 

2.00<3.00 9.0 (15.0%) 4.0 (6.7%) 9.0 (15.0%) 

3.00<4.00 6.0 (10.0%) 5.0 (8.3%) 4.0 (6.7%) 

4.00<5.00 ND 1.0 (1.7%) ND 

5.00≥ ND ND ND 

Min. ND ND ND - 

Max. 3.96 4.84 3.86 - 

Means 2.90 3.24 2.82 - 

TOTAL 15.0(25.0%) 10.0(16.7%) 13.0(21.7%) 2.0 (3.3%) 

 

Table 1 Microorganisms analyzed in sushi samples and their numbers (N=60)

CFU: Colony Forming Unit, N: Number of  samples, ND: Not Detected 
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In 38 samples obtained from consumption points such as 
restaurant, sushi bar, Salmonella spp. and V. parahaemolyticus 
were not found, coagulase-positive staphylococci was detected 
ranging from 2.00 and 3.60 log CFU/g in 16/38 samples 
(42.11%) and found at an unacceptable level in 6 samples (3). 
Liang et al. (2) reported in packaged sushi samples taken from 
120 different consumption points that E. coli and S. aureus 
counts were 1.0 and 2.3 log CFU/g on average, respectively 
and Salmonella spp. was not detected in any samples. Wong and 
Cheung (21) indicated that the number of  E. coli was found as 
20/102 (19.6%) in 102 fresh sushi samples, V. parahaemolyticus 
was detected in only 3/102 samples (2.9%), the presence of  
E. coli and V. parahaemolyticus results from inadequate hygiene 
practices in pre-harvest, harvest and sushi processing stages 
and possible bacterial contamination in fishery and other 
aquaculture products. Coagulase-positive staphylococci, V. 
parahaemolyticus and Salmonella spp. could not be detected in 36 
samples taken from several restaurants, whereas positive E. 
coli count was found as 2/36 (5.6%) (7). Salmonella spp. was 
not detected in 28 sushi samples obtained from 7 different 
businesses whereas E. coli was found in 3.6% of  samples (9). 
E. coli was detected in 38/50 fresh sushi samples taken from 
sushi bars and S. aureus were found in 11/50 samples (26). 
Staphylococcus spp. was determined ranging from 3.3 and 3.8 
log CFU/g in samples obtained from 20 different retail points 
serving sushi, S. aureus count was found less than 2 log CFU/g 
on average (27).

According to the study results, it is considered that different 
findings may proceed from microbial contaminations to be 
occurred pre-harvest during and post-harvest in fishery and 
other seafood products used in making sushi (21), operational 
and personnel hygiene during the entire process, possible 
contaminations during preservation of  final product sushi 
and other raw materials and deficiencies in cold storage 
applications.

CONCLUSION
In order to maintain the quality of  food products, they 

must be kept at low temperatures. United States Food and 
Drug Administration (FDA) that in order to eliminate the 
possible parasite presence in raw seafood used in sushi, it is 
necessary to wait for 7 days below -20 °C or for 15h below 
-35 °C. According to EC (28) and TFC (24), in order to kill 
other parasites other than Trematodes in fishery products 
to be consumed raw, freezing process should be applied 
not less than 24h at -20 ºC or less than 15h at -35 ºC, and 
there is a regulation to preserve fresh fishery products at a 
temperature close to melting point. Due to the high potential 
of  food poisoning of  raw seafood products, they should be 
transported under temperature control in order to reduce 
microbial development and should be kept at ≤5 °C until 
the process in the businesses (21). It is initially necessary to 
choose suitable raw materials for microbial quality to make a 
healthy sushi. It should be taken into consideration that sushi 
rice is not a good substrate for microbiological development 
because of  its low pH (<4.6), however; it might contribute 
to inhibiting the development of  lactic acid bacteria since it 
contains fermented carbohydrates (1, 4, 6). As sushi is highly 
sensitive to deviations from optimal storage temperature, 
positive correlations between microorganism counts and 
storage temperatures may lead to loss of  quality during sell-by 
date (29). Careful selection of  other nutrients used in making 
sushi, maintenance of  cold chain during preparation processes 
and storage, compliance with hygiene and sanitation rules in 
personnel, equipment and service (3, 11) should be adopted 
as the basic principles in order to maintain the microbiological 
quality in the final product. In addition, businesses ensuring 
their personnel to receive hygiene training on a regular basis 
and increased frequency of  inspections by authorities will 
provide a significant contribution to minimize sushi-related 

food poisoning. GMP (Good Manufacturing Practice) or 
HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Point) food 
safety control systems incorporating into the manufacturing 
process by businesses will help strengthen the food safety 
control. The fact that consumers behave sensitively during 
transportation and storage of  ready-prepared sushi, prefer 
places making good quality sushi and care about shelf  life, 
people with chronic conditions such as immune system 
insufficiency, pregnancy and cancer should be more careful 
about sushi consumption due to their risks will contribute to 
healthy sushi consumption.
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Geleneksel ve fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot baharatı ve salçası kullanıla-
rak hazırlanan lahmacunların duyusal ve mikrobiyolojik yönden karşılaştırılması

Serap KILIÇ ALTUN, Mehmet Emin AYDEMİR, Hisamettin DURMAZ

ÖZ
Bu çalışmanın amacı geleneksel ve fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot baharatı ve salçası kullanarak 
hazırlanan lahmacunların duyusal ve mikrobiyolojik yönden karşılaştırılmasıdır. Mikrobiyolojik ana-
lizlerde; kullanılan çiğ dana kıyması (Ç), Hamur (H), geleneksel ev isot baharatı ve salçası ile hazır-
lanmış lahmacun harcı (GÇ), fabrikasyon isot baharatı ve salçası ile hazırlanmış lahmacun harcı (FÇ), 
geleneksel isot baharatı ve salçası ile hazırlanmış pişirilmiş lahmacun (GP) ve fabrikasyon isot baharatı 
ve salçası ile hazırlanmış pişirilmiş lahmacun (FP) örnekleri materyali oluşturdu. Mikrobiyolojik ana-
lizler için; toplam aerob mezofilik bakteri (TMAB) ve koliform grubu bakteri sayımı yapıldı. Duyusal 
analizler için; lahmacun örneklerinin tat, görünüm, koku ve kıvam açısından 1-5 arasında bir puanlama 
yapılması istenildi. Mikrobiyolojik analizler sonucunda; Ç, H, GÇ (0. saat), FÇ (0. saat), GÇ (5. saat), FÇ 
(5. saat), GP, FP örneklerinde ortalama TMAB sayılarının sırasıyla 3,88±0,60, 4,50±0,30, 6,48±0,25, 
6,12±0,25, 5,60±0,30, 5,53±0,62, 4,74±031 ve 4,60±0,30 log10 kob/g olduğu,  koliform grubu bakteri 
sayılarının ise sırasıyla 2,68±0,31, 1,45±0,25, 5,07±0,50, 5,00±0,75, 4,46±0,23 3,79±0,23, 1,39±0,78 
ve 1,61±0,79 log10 kob/g olduğu tespit edildi. Duyusal analizler sonucunda; panelistlerin geleneksel 
isot baharatı ve salçası ile hazırlanmış lahmacunlara tat, görünüm, koku ve kıvam açısından verdik-
leri puanların ortalamaları sırasıyla 3.9±0.16, 4.3±0.21, 3.8±0.08 ve 3.8±0.14 olarak, fabrikasyon isot 
baharatı ve salçası ile hazırlanmış lahmacunlarda ise 2.7±0.13, 3.3±0.26, 2.8±0.72 ve 2.8±0.48 olarak 
bulunmuştur. Sonuç olarak kullanılan isot baharatı ve salçasının, geleneksel veya fabrikasyon yöntemle 
üretilmiş olmasının, lahmacunun mikrobiyolojik kalitesi üzerine etki etmediği ancak duyusal kaliteye ise 
önemli düzeyde etki ettiği istatistiksel olarak ortaya konulmuştur.

Sensorial and microbiological comparison of  lahmacun produced by traditional and 
packaged isot (pepper) spices and paste

ABSTRACT
The aim of  this study was to examine the sensorial attributes and microbiological quality of  lahmacun 
produced bytraditionally-prepared isot spices and paste in comparison with commercial packaged isot 
spices and paste. Lahmacun samples used for microbiological analysis were: raw ground beef  (Ç), 
dough (H), lahmacun mixture (GÇ) produced bytraditional homemade isot spice and paste, lahmacun 
mixture (FÇ)  produced bypackaged isot spice and paste, cooked lahmacun (GP) produced bytraditional 
homemade isot spice and paste,  baked lahmacun produced bypackaged isot spice and paste (FP). For 
the microbiological analyzes, Plate Count Agar (PCA) was used for total aerobic mesophilic bacteria 
(TMAB), and Violet Red Bile (VRB) Agar was used for coliform bacteria. For the sensory analyzes, 
panelists were asked to score lahmacun samples between 1-5 on taste, appearance, smell and texture . 
Mean TMAB counts in Ç, H, GÇ (0. saat), FÇ (0. saat), GÇ (5. saat), FÇ (5. saat), GP, FP samples, were 
found as3,88±0,60, 4,50±0,30, 6,48±0,25, 6,12±0,25, 5,60±0,30, 5,53±0,62, 4,74±031 and 4,60±0,30 
log10 cuf/g, respectively. The meancoliform group bacteria counts in in Ç, H, GÇ (0. saat), FÇ (0. saat), 
GÇ (5. saat), FÇ (5. saat), GP, FP samples  were found as  2,68±0,31, 1,45±0,25, 5,07±0,50, 5,00±0,75, 
4,46±0,23, 3,79±0,23, 1,39±0,78 and 1,61±0,79 log10 cuf/g le. On the sensory analysis, the mean 
scores for lahmacun made with traditional isot spice and paste in terms of  taste, appearance, smell 
and texture, were found as 3.9±0.16, 4.3±0.21, 3.8±0.08, 3.8±0.14, respectively. The average ratings 
for lahmacun made with packaged isot spice and paste were 2.7±0.13, 3.3±0.26, 2.8±0.72, 2.8±0.48, 
respectively. The results indicate that there was no significant difference in terms of  microbiological 
quality between the traditional homemade and the commercially packaged isot spice and paste used, 
while significant difference was found for sensorial attributes.
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GİRİŞ

Lahmacun; kıyma, maydanoz, soğan, sarımsak, karabiber, 
tuz ve isot gibi baharatların kullanılarak hazırlanması ve 
pişirilmesi ile elde edilen bir mamuldür. Lahmacun kelimesi, 
Arapça’da etli hamur anlamına gelen ‘Lahm-i acun’dan (et 
ve hamur) türemiştir. Türk Pizzası olarak da adlandırılan ve 
ülkemizde üretimi ve tüketimi oldukça yaygın bir gıda olan 
lahmacunun tarihi Babillere kadar dayanmaktadır (1).

Biber, Dünya’da yaygın olarak yetiştirilen Capsicum cinsinden 
tek yıllık bir bitkidir. Kırmızıbiber (Capsicum annum L.) sahip 
olduğu renk ve aroması ile domatesten sonra, yaygın üretilen 
sebzeler arasında ikinci sırada yer almaktadır (2). Kırmızıbiberin 
üretimi en yaygın sırasıyla Çin, Meksika ve Türkiye’de 
yapılmaktadır. Türkiye’de üretilen toplam yaş kırmızıbiberin 
yarısına yakını Şanlıurfa il sınırlarında yetiştirilmektedir 
(3). Ülkemizdeki en yaygın kullanım biçimi kurutularak elde 
edilen baharat ve salça olan kırmızıbiber, taze ve sos gibi 
farklı şekillerde de yaygın olarak tüketilebilen bir sebzedir. 
Genellikle yemeklere çeşni ve renk katmak amacıyla kullanılan 
kırmızıbiberden üretilen isot baharatı ve salçası, özellikle çiğ 
köfte ve lahmacun gibi yöresel ürünlerin hazırlanmasında 
kendine has koyu kırmızı rengi ve aromasından dolayı önemli 
bir bileşen olarak kullanılmaktadır (5).

İsot baharatı üretimi geleneksel ev yapımı ve fabrika üretimi 
olmak üzere iki farklı şekilde yapılmaktadır. Geleneksel 
yöntemlerle evde üretilen isot baharatı, olgunlaşmış taze 
kırmızıbiberler tohum yuvaları ve sap kısımları ayrılarak 
elle iki parçaya ayrılıp, güneşte ön kurutma, tuzlayarak 
torbalarda terletme, güneşte son kurutma ve öğüterek yağlama 
şeklinde elde edilmektedir. Fabrika üretimi isot baharatının 
üretimi daha hızlıdır. Bu üretimde, nem oranı  %15’in altına 
düşünceye kadar fırınlarda kurutulan kırmızıbiber, öğütüleüp 
önce pul biber ardından tavlama ve kepertme işlemleri ile isota 
dönüştürülmektedir (3).

Ticari isot biberinden salça üretiminde kırmızı biberler 
önce yıkanıp parçalandıktan sonra çift cidarlı kazanlarda (85–
100 0 C) ısıtılmakta, ya da parçalanmadan otaklavda buharla 
100 0C’nin üzerinde ön ısıtma uygulanmaktadır. Bu işlemden 
sonra palperden geçirilerek pulp elde edilmekte ve genellikle 
evaporatörde konsantre edilmektedir. Daha sonra ambalajlara 
dolum işlemi yapılarak sterilizasyon uygulanmaktadır. 
Geleneksel isot salçası üretiminde ise biberler yıkanıp 
parçalandıktan sonra kıyma makinasından geçirilmekte ve 
güneşin önünde kıvamını alana kadar bekletilmektedir. Bu 
bekleme sırasında salçada fermantasyon meydana gelmekte ve 
böylece daha iyi bir aroma ve görünüm oluşması sağlanmaktadır 
(4).

Acı biberlerin yapısında antiinflamatuar, antikanserojenik, 
antilipemik, antioksidan, anti-dispeptik ve antibakteriyel etkisi 
olan kapsaisinin insan sağlığı üzerine birçok olumlu etkisi 
yapılan araştırmalarla rapor edilmiştir (6). Bu etkilerinin yanısıra 
acı biberler gıda sanayiinde doğal antimikrobiyal, aroma ve 
renk katkı maddesi olarak da pek çok alanda kullanılmaktadır 
(7, 8, 9).

Et ürünlerinde kullanılan baharatların çeşidi kullanılan 
ürüne, bölgeye ve bölge halkının damak tadına göre 
değişebilmektedir. Baharatların kendine has aroması yanında 
ürünün kalitesini iyileştiren antibakteriyel ve antioksidan 
etkileri de bulunmaktadır (10). Genel olarak et ürünlerinde 
karabiber, kekik, kırmızı pul biber, kimyon ve acı kırmızıbiber 
gibi baharatlar kullanılmaktadır. İsot baharatı, ülkemizde 
yaygın olarak kebap, köfte, çiğköfte ve lahmacun gibi kıyma 
ile yapılan ürünlere katılarak kullanılır. İsot gibi baharatlar et 
ürünlerinde yalnızca aroma vermek için değil aynı zamanda 
antimikrobiyal etkiyi sağlayan esansiyel yağ içerikleri ile 

bozulma riskini azaltmak için de kullanılmaktadır (11, 12).
Geleneksel ve fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot 

baharatı ve salçası yapım prosesleri yukarıda bahsedildiği gibi 
farklı şekildedir. Bu çalışmanın amacı da üretim prosesleri 
farklı olan isot baharatı ve salçasından hazırlanan lahmacunlar 
arasında duyusal ve mikrobiyolojik açıdan bir fark oluşturup 
oluşturmadığının araştırılmasıdır

GEREÇ ve YÖNTEM

Çalışmada materyal olarak; bir grup için geleneksel ev 
yapımı 10 gr isot baharatı, geleneksel ev yapımı 120 gr isot 
salçası, 500 gr çiğ dana kıyması, 20 gr maydanoz, 200 gr soğan, 
25 gr sarımsak, 5 gr karabiber, 20 gr tuz ve 100 gr ayçiçek 
yağıdan oluşan lahmacun harcı karışımı hazırlanmıştır. Diğer 
grup için aynı miktarda ve oranlarda malzemeler kullanılarak 
sadece geleneksel ev yapımı isot baharatı ve salçası yerine 
fabrika üretimi isot baharatı ve salçası kullanılarak lahmacun 
harcı hazırlanmıştır. Hazırlanan lahmacun harçları isot 
baharatı ve salçası daha iyi antimikrobiyal özellik göstermesi, 
aroma ve lezzetin daha iyi karışıma geçmesi için 5-6 saat +4 
°C’de bekletilmiştir. Bu süre sonunda her lahmacun için 100 
gr hamur açılarak üzerine 100 gr lahmacun harcı homojen 
olacak şekilde koyulmuştur.  Daha sonra fırında 200 °C’de 8 
dakika süreyle pişirilmiştir. Lahmacun piştiğinde lahmacunun 
yüzey sıcaklığı 98±2 °C olarak ölçülmüştür. Toplamda 104 
lahmacun (52 geleneksel isot ve salçası, 52 fabrikasyon isot ve 
salçası) pişirilmiştir.  Pişirildikten sonra 50 kişiye her gruptan 
bir lahmacun örneği olacak şekilde duyusal analizler için 
panelistlere tattırılmıştır. Mikrobiyolojik analiz için her grup 
lahmacundan ikişer tane olacak şekilde toplam dört lahmacun 
kullanılmıştır.  Lahmacun örneğinin tamamından küçük 
parçalar halinde kesilen her bir örnekten (Ç, H, GÇ, FÇ, GP 
ve FP) 25’er g tartılarak 225 ml (1:10 dilüsyon oranı) steril 
%0,1 peptonlu su (Oxoid CM 733R) ile 5 dakika homojenize 
edilmiş ve aynı çözelti ile 108 seviyesine kadar seri dilüsyonlar 
hazırlanmıştır. Hazırlanan dilüsyonlardan toplam mezofilik 
aerobik bakteri, koliform grubu bakteri sayımı için besi 
yerlerine ekimler yapılmıştır (13).

Toplam Mezofilik Aerob Bakteri (TMAB) Sayımı
TMAB sayımında Plate Count Agar (PCA) (Oxoid, 

CM0463) kullanılmıştır. Yayma plak yöntemine göre uygun 
dilüsyonlar petri kutularındaki besi yerlerine ekimi yapılarak, 
37 °C’de 24-48 saat inkübe edildikten sonra, bütün koloniler 
sayılmıştır(14).

Koliform Sayımı
Bu amaçla Violet Red Bile Agara (Oxoid CM107) çift katlı 

dökme plak yöntemiyle ekim yapıldı. Plaklarda 37±1 °C’de 24 
saat inkübasyon sonunda oluşan menekşe-kırmızı renkli tipik 
koloniler sayılmıştır (15).

Ph Tayini
Dijital pH metre (Selecta - pH 2001) ile ölçümler yapılmıştır.

Duyusal Analizler
 Lahmacunların duyusal analizleri için, Harran Üniversitesi 

Veteriner Fakültesinde öğrenimine devam eden 18-25 yaş 
aralığında, 40 erkek 10 bayan olmak üzere toplam 50 öğrenci 
panelist olarak belirlenmiştir. Lahmacun örnekleri tat, görünüm, 
koku ve kıvam açısından 1 ile 5 arasında puanlanmıştır (16).

İstatistiksel Analizler
Mikrobiyolojik analizlerden elde edilen sonuçlar logaritmaya 

çevrilmiştir. Duyusal analizlerden elde edilen bulgulara 
Bağımsız T testi yapılmıştır. Mikrobiyolojik analizlerden elde 
edilen bulgulara Mann Whitney U testi  yapılmıştır. İstatistiksel 
analizlerde SPSS paket programı (21.0. Version) kullanılmıştır 
(17). Sonuçlar ortalama ± standart hata olarak ifade edilmiştir. 

Geleneksel ve fabrikasyon yöntemlerle...
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BULGULAR

Mikrobiyolojik analizler sonucunda toplam aerobik 
mezofilik bakteri sayıları Ç 3,88±0,60, H 4,50±0,30, GÇ (0. 
saat) 6,48±0,25, FÇ (0. saat) 6,12±0,25, GÇ (5. saat) 5,60±0,30, 
FÇ (5. saat) 5,53±0,62, GP 4,74±031 ve FP 4,60±0,30, log10 kob/g olduğu, koliform grubu bakteri sayılarının ise Ç 
2,68±0,31, H 1,45±0,25, GÇ (0. saat) 5,07±0,50, FÇ (0. saat) 
5,00±0,75, GÇ (5. saat) 4,46±0,23, FÇ (5. saat) 3,79±0,23, GP 
1,39±0,78 ve FP 1,61±0,79 log kob/g olduğu tespit edildi. 
Örneklerin mikrobiyolojik analiz sonuçları Tablo 1 ve Tablo 
2’de verilmiştir. Her iki grupta da sıfırıncı saat ile beşinci saat 
arasında yaklaşık 1 log10’luk bir düşüş görülmüştür. Ayrıca her 
iki grupta da çiğ ve pişmiş lahmacunlarda TMAB sayısında 
yaklaşık 2 log10’luk, koliform sayısında ise 3 log10’luk bir düşüş 
görülmüştür. Ancak geleneksel ve fabrikasyon yöntemlerle 
üretilmiş isot baharatı ve salçasının, lahmacun yapımında 
kullanılmasının mikrobiyolojik kalite açısından istatistiksel 
olarak bir fark oluşturmadığı saptanmıştır (P>0.05). 

Ph tayini sonucunda sıfırıncı saate yapılan ölçümlerde GÇ 
5,3±0,1, FÇ 5,5±0,2, beşinci saatte yapılan ölçümlerde ise GÇ 
5,91±0,2, FÇ 5,82±0,4 olarak ölçülmüştür. Gruplar arasında 
Ph açısından bir fark olmadığı görülmüştür. Ph ölçüm 
sonuçları Şekil 1. de grafikte verilmiştir. 

Duyusal analizler sonucunda; geleneksel ev isot baharatı 
ve salçası ile hazırlanmış lahmacunların panelistler tarafından 
tat, görünüm, koku ve kıvam açısından verdikleri puan 
ortalamaları sırasıyla 3.9±0.16, 4.3±0.21, 3.8±0.08, 3.8±0.14. 
şeklinde olup, fabrikasyon isot baharatı ve salçası ile 
hazırlanmış lahmacunların panelistler tarafından tat, görünüm, 
koku ve kıvam açısından verdikleri puan ortalamaları ise 
sırasıyla 2.7±0.13, 3.3 ± 0.26, 2.8 ± 0.72, 2.8 ± 0.48 şeklinde 
olduğu hesaplanmıştır. Geleneksel isot baharatı ve salçası 
ile hazırlanmış lahmacunların tat, görünüm, koku ve kıvam 
açısından fabrikasyon isot baharatı ve salçası ile hazırlanmış 
lahmacundan daha yüksek puan aldığı tespit edilmiştir 
(P<0.001) Duyusal analizler sonucunda panelistler tarafında 
verilen puanlamaların ortalamaları Tablo 3 ’de verilmiştir.
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Örnek n Minimum Maximum Ortalama±SH 

Ç 2 3,77 4,00 3,88±0,60 

H 2 4,30 4,70 4,50±0,30 

GÇ(0 saat) 2 6,23 6,74 6,48±0,25 

GÇ(5 saat) 2 5,30 5,90 5,60±0,30 

FÇ(0 saat) 2 6,10 6,14 6,12±0,25 

FÇ(5 saat) 2 5,48 5,60 5,53±0,62 

GP 2 4,72 4,78 4,74±031 

FP 2 4,30 4,90 4,60±0,30 

n= Örnek sayısı 
 

 

Tablo 1 Lahmacun örneklerinin toplam aerob mezofilik bakteri sayıları (log kob/g)
Table 1 Total aerob mesophilic bacteria counts of  lahmacun samples (log cfu / g)

 
Örnek n Minimum Maximum Ortalama±SH 

Ç 2 2,60 2,77 2,68±0,31 

H 2 1,00 1,90 1,45±0,25 

GÇ(0 saat) 2 5,02 5,12 5,07±0,50 

GÇ(5 saat) 2 4,23 4,70 4,46±0,23 

FÇ(0 saat) 2 4,33 5,08 5,00±0,75 

FÇ(5 saat) 2 3,56 4,03 3,79±0,23 

GP 2 1,32 1,48 1,39±0,78 

FP 2 1,54 1,70 1,61±0,79 

n=Örnek sayısı 
 

 

Tablo 2 Lahmacun örneklerinin toplam koliform bakteri sayıları (log kob/g)
Table 2 Total coliform bacteria count of  lahmacun samples (log cfu / g)
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TARTIŞMA 

Yapılan duyusal analizler sonucunda geleneksel ve 
fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot baharatı ve salçası 
kullanılarak hazırlanan lahmacun grupları arasında istatistiksel 
olarak önemli bir fark olduğu görülmüştür. Geleneksel 
yöntemler ile üretilmiş isot baharatı ve salçası kullanarak 
hazırlanmış lahmacunları tat, görünüm, koku ve kıvam 
açısından daha yüksek puan almıştır. Fabrikasyon yönteminde 
isot baharatı ve salçasının üretim aşamasında yüksek ısıda 
kısa süreli olması, bunun aksine geleneksel yöntemde güneşte 
uzun süre bekletilmesinin, isot baharatı ve salçasının rengini, 
kıvamını ve tadını etkilediği düşünülmektedir.

Yapılan mikrobiyolojik analizler sonucunda geleneksel 
ve fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot baharatı ve salçası 
kullanılarak hazırlanan lahmacunlar arasında istatistiksel olarak 
bir fark görülmemiştir. İsot baharatı ve salçası üretim şeklinin 
farklı olması kırmızıbiberlerin içerdikleri kapsaisinin miktarını 
etkilemediğini ve dolayısıyla benzeroranlarda antibakteriyel 
etki gösterdiği sonucuna varılmıştır. Ancak çiğ dana kıyması 
ile baharatlar katılmış lahmacun harcı 5 saat bekletildiğinde iki 
grupta da mikrobiyal açıdan fark olduğu görülmüştür. Bu farkın 
sebebinin muhtemelen pH’dan  kaynaklanmadığı olmadığının, 
kırmızıbiberde bulunan kapsaisinin antibakteriyel etkisinden 

dolayı ve ayrıca lahmacun harcı içine koyulan sarımsak, tuz, 
karabiber ve soğanın da gösterdiği antibakteriyel etkisinden 
dolayı olduğu düşünülmektedir. 

Lahmacun harcı ile pişmiş lahmacunlar arasında da önemli 
farklar tespit edilmiştir. Uygulanan ısıl işlemi lahmacunun 
mikrobiyal yükünü düşürmüştür ancak tamamen yok 
etmemiştir. İlhak ve ark. (18) kıymalı pidelerde yapmış oldukları 
bir çalışmada da farklı süre ve sıcaklıklarda pişirilen kıymalı 
pidelerin, E. coli O157:H7 açısından 180 °C 5,5 dk. pişirilmesi 
sonucunda ancak güvenli olabileceğini bildirmişlerdir. Durmaz 
ve ark. (1) yapmış oldukları bir çalışmada lahmacunu 240-260 
°C pişirdikten sonra taze pişmiş lahmacunda TMAB sayısını 
ortalama 2.68±0.71 log kob/g düzeyinde E. coli bakteri sayısını 
ortalama 0.68±0.71 log kob/g düzeyinde tespit etmişlerdir. 
Yapılan bu çalışmalarda da görüldüğü gibi pişirme işleminin 
mikrobiyal yükü tamamen sıfıra düşürmemiştir. Bu açıdan 
mevcut çalışmada elde edilen bulgular, literatüedeki bulgularla 
benzerlik göstermektedir.

 Dorantes ve ark. (19)  disk difüzyon yöntemi ile yaptıkları 
bir çalışmada, çeşitli kırmızıbiber ekstraktlarının (0.02, 0.06, 
0.1, 0.3, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5 ve 2.5 ml / 100 g dozlarında) 
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus ve 
Salmonella Typhimurium’un üremesini baskıladığını rapor 
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Tablo 3 Geleneksel  ve fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot baharatı ve salçası ile hazırlanmış lahmacunlara panelistlerin verdiği 
puan ortalamaları 
Table 3 Mean scores given by panelists to lahmacuns prepared with isot spice and paste produced by traditional and fabrication 
methods

Şekil 1 Ph tayini sonuçları

   

 Geleneksel yöntemlerle üretilmiş 
isot baharatı ve salçası ile 
hazırlanmış lahmacunlar 

Fabrikasyon yöntemlerle üretilmiş isot 
baharatı ve salçası ile hazırlanmış 

lahmacunlar 

 n Minimum Maximum Ortalama Minimum Maximum Ortalama±SH 

Tat 50 1 5 3.9±0.16 1 5 2.7±0.13 

Görünüm 50 2 5 4.3±0.21 1 5 3.3±0.26 

Koku 50 1 5 3.8±0.08 1 5 2.8±0.72 

Kıvam 50 1 5 3.8±0.14 1 5 2.8±0.48 

n: kişi sayısı 

 



etmişlerdir. Koffi-Nevry ve ark. (20) yapmış oldukları bir 
çalışmada Capsicum annuum ve Capsicum frutescens’un Vibrio 
cholerae, Staphylococcus aureus ve Salmonella Typhimurium’a karşı 
etkili olduğunu, Soetarno ve Sukrasno ’nun (21)  yapmış 
oldukları araştırmada ise Capsicum’un üç farklı türünden elde 
edilen etanolik ekstraktlarının Gram +, Gram - bakteriler ve 
küflere karşı antimikrobiyal aktivitelerinin benzer olduğunu 
rapor etmişlerdir. Yapılan bu çalışmaların sonuçlarına göre 
kırmızıbiberlerde bulunan kapsaisinin antibakteriyel etkisi 
olduğunun ve dolayısıyla yapmış olduğumuz bu çalışmada da 
lahmacun harcına katılan isot baharatı ve salçasında bulunan 
kapsaisinin lahmacun harcındaki  mikrobiyal azalmanın 
muthemel sebebi oladuğu düşünülmektedir.

Sonuç olarak özellikle Güneydoğu Anadolu bölgesinde 
çokça tüketilen lahmacun, çiğköfte ve kebap gibi et ürünlerinde 
isot baharatı ve salçasının kullanılması ürünün duyusal lezzetini 
olumlu yönde etkilediği kanısına varılmıştır. Ayrıca lahmacun 
harcı hazırlanmasında kullanılan isot baharatı ve salçasının 
geleneksel ev yapımı veya fabrika üretimi olması lahmacunun 
mikrobiyolojik kalitesi açısından bir fark oluşturmadığı ancak 
duyusal olarak önemli fark oluşturduğu istatistiksel olarak 
ortaya konulmuştur. 
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The effect of  Calcitriol 1,25 (OH)2 - D3 on osteoblast-like cell proliferation du-
ring in vitro cultivation

Muhamed KATICA1, Filiz TEPEKÖY2

ABSTRACT
Osteoblasts are one of  the leading components of  the bone tissue,  derived from mesenchymal stem 
cells (MSCs) under the influence of  various local factors and growth hormones. 1,25-dihydroxyvitamin 
D3 (calcitriol), an active form of  vitamin D, plays an important role in retaining calcium and phosphate 
homeostasis within the body. Since vitamin D is also known to have effects on cell proliferation, our 
study aimed to investigate the effects of  different concentrations of  calcitriol on the proliferation of  in 
vitro cultured osteoblast-like cells from the bone marrow of  90-95 days old young adult rats of  both 
sexes. Calcitriol was applied at six (6) different concentrations (nM): 0.1, 1, 10, 20, 40 and  60. Each 
concentration was tested four times, counting the cells after 24 and 48 hours. After 24 and 48 hours 
treatment, the most effective dose of  calcitriol for cell proliferation was 0.1 nM for both males and fe-
males. The greatest reduction in the frequency of  osteoblast -like cells from both sexes after treatment 
of  24 and 48 hours, was a 60 nM calcitriol concentration.  Higher proliferative values of  osteoblast-like 
cells were obtained  in males compared to those obtained in females. Thus, the results of  the current 
study reveal that calcitriol treatment induces the proliferation of  osteoblast-like cells in a dose-depen-
dent manner and this effect shows difference in cells from different genders.
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INTRODUCTION

Osteoblasts originate from mesenchymal stem cells (MSCs) 
that later change into pre-osteoblasts under the influence 
of  various local factors and growth hormones. These 
factors decide whether these cell precursors will change into 
osteoblastic or other cell types, such as fibroblast, fat cells or 
chondrocytes (1). The osteogenic differentiation of  MSCs is 
mainly regulated by molecular components associated with 
embryonic skeletal development (2) and have recently been 
found to be achieved by interaction of  key signaling pathways 
related to osteogenesis (3).

The proliferation and differentiation of  cells of  the 
osteoblastic lineage are controlled and guided by numerous 
transcription factors, growth factors and hormones (4, 5). The 
hormones  are responsible for regulating calcium homeostasis 
and bone remodeling act as designators of  osteoblast 
differentiation through activation of  particular transcriptional 
regulators (6). Bone regeneration was induced by the growth 
factors related to the bone development through stimulation 
of  osteogenic cell differentiation via a cell signaling cascade, 
eventually promoting alveolar bone regeneration (7).

Besides hormones and growth factors, the maintenance 
and achievement of  the regular organization of  bone tissue 
are also conducted with the contribution of  vitamins and 
minerals. 1,25-dihydroxyvitamin D3 (calcitriol), an active form 
of  vitamin D, plays an important role in retaining calcium 
and phosphate homeostasis within the body. In addition to 
its function in preserving mineral composition, it has main 
roles in various bodily functions, including its contribution 
to immune system and antitumoral activities, as well as the 
maintenance of  bone growth (8). Additionally, calcitriol has a 
particularly important place in bone tissue metabolism (9). The 
importance of  Vitamin D compounds on cellular basis was 

also investigated and these compounds have been suggested to 
alter cellular proliferation through several mechanisms, most 
effectively via effects on cell cycle progression, apoptosis, and 
differentiation in highly cell-specific manners (10).

MSCs, which can be isolated from several adult tissues 
including bone marrow aspirations, are capable of  inducing 
bone repair and regeneration in cell reconstructive therapies 
(11). Recently, a number of  studies have revealed the effects 
of  Vitamin D on the differentiation of  osteoblasts and, more 
recently, on MSCs (12). Calcitriol has been found to be osteo-
inductive, and to have the capacity of  promoting in vitro the 
differentiation of  human MSCs into osteoblasts (13).

Researchers’ conflicting views on the use of  vitamin 
D3 are evident. Some prefer its use in children and adults 
with certain osteopathies. Others do not support its use in 
curation, finding it unnecessary (14, 15). Though the effects 
of  calcitriol supplement on the growth of  bone matrix were 
investigated and its increasing effects on the mineral intensity 
were determined (16), its participation on proliferation of  
osteoblast like cells needs further investigation.

Osteoblast cell cultivation allows the cells grow under 
controlled conditions, through which a test cell is available 
to us at any time and on which we can directly apply the 
desired concentrations, in our case of  calcitriol, bypassing the 
digestive tract. Maniatopoulos et al. (17) cultured osteoblast-
like cells in young rats during the biopsy of  bone marrow 
stromal cells. Most of  the recent in vitro studies regarding 
osteoblast-osteocyte interaction are invariably performed with 
rodent cells, mostly murine cells, which diminishes the clinical 
relevance of  the data (18, 19).

The aim of  the study was to determine the effect of  
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different concentrations of  calcitriol on the proliferation of  in 
vitro cultured osteoblast-like cells from the bone marrow of  
90-95 days old young adult rats of  both sexes.

MATERIALS and METHODS

Animals

The experimental animals were treated under standard 
laboratory conditions, with adequate nutrition and treatment 
of  trained staff. The study was conducted on 14 albino Wistar 
rats, of  which 7 were males and 7 female rats, 90 to 95 days old 
and of  an average weight of  about 220-270 grams.  The rats 
had free access to food and water and 12-hour shift of  light 
and darkness. The air temperature was between 20 and 23 °C 
with 60%±10% air humidity. The animals were preoperatively 
selected so that they had a strong immune system and were 
free of  all viral and parasitic diseases. The experimental 
procedures during this study did not conflict with the Law on 
Animal Welfare of  Bosnia and Herzegovina (Official Gazette 
of  Bosnia and Herzegovina, number 25/09).

Surgical procedures 

Animals were sedated with lethal doses of  Pentobarbitone 
at doses higher than 40 mg/kg, i.m. (9).  The hairy covering 
in the hindlimb region was removed. The operating area was 
disinfected with 70% isopropanol. The skin and subcutaneous 
tissue were removed, as well as the muscles of  thigh and shin 
region. The next step involved extraction of  the hind limbs 
with musculature, separation at the aceto-femoral (hip) and 
tarsal joints. The tops of  the femurs and tibia were removed, 
thus making the bone marrow accessible and a 21-gauge needle 
was used for extrusion of  the bone marrow. 

Isolation and primary cell culture of  bone marrow cells

The obtained bones were washed several times with α - MEM 
medium (α - minimal esential medium) to which a common 
antibiotic was added.  Marrow plug suspension was dispersed 
by pipetting, filtered through 70-μm mesh nylon filter, and 
centrifuged at 200 × g for 10 min.  After centrifugation, the 
supernatant containing thrombocytes and erythrocytes was 
decanted and the bone marrow cells were resuspended with 10 
ml α- MEM, where the common antibiotics were

previously placed: 100 µg/ml Penicillin G, 50 µg/ml 
Gentamicin sulphate. The cells in the medium supplemented 
with 10% FBS were transferred to a plastic culture flask, (75 
cm2 plastic culture flask - Falcon TM, Div. Becton Dickinson 
and Co.,Oxnard. Ca.), sl. 9. The prepared vials with half-closed 
stopper were immediately transferred to a special incubator 
with a temperature ambient of  370C, with a presence of  
95% air and 5% CO2. The cells were approximately seeded 
in density of  1X103 cell/vial, after the first preliminary 
microscopic examination. We constantly monitored the 
maturation of  osteoblast-like cells under a light microscope, 
with magnification of  10X or 40 X.  On the third day the 
medium was changed by adding 0,7 ml 10% of  FBS. On day six, 
the medium was enriched with 10 mM Na-β-glycerophosphate 
(β-GP), 10-8 M Dexamethasone (Dx) and 50 µg/mL ascorbic 
acid (17). After the sixth day, the medium was being changed 
every other day. 

Subculture of  bone marrow cells

On the day 12 the bone marrow cells of  the examined rats 
were subcultured (I passage), by applying the conventional 
methods of  porcine trypsin use obtained from the exocrine 
portion of  the pancreas  (17). We emptied the medium from 
small plastic vials and injected 1ml of  pork trypsin, which was 

previously heated in a water bath at 370C,  for 3-5 minutes. 18 
ml α MEM was added into the same plastic culture flasks (75 
cm2  plastic culture flask – Falcon TM, Div.Becton Dickinson 
and Co.,Oxnard. Ca.), and then, using a sterile pipette, after 
one minute of  “shaking” the cells in suspension (from an old 
small pot), they were transferred  to a prepared larger pot in 
which the medium was previously placed. Finally 1,8 ml FBS 
was added. The subcultured cells were placed back into an 
incubator at the temperature of  370C, 100% relative humidity, 
and 5% of  CO2 and 95% of  pure air presence. The medium 
was being changed every other day, and the cultured cells 
constantly monitored using a light microscope. Over the next 
six days, the cells gradually progressed and the preconditions 
were made for the passage II, that is, for their preparation in 
suspension for the test. 

Calcitriol application (1,25(OH)2D3) 

Prepared cells in suspension after treatment with trypsin 
were transferred to a sterile plastic plate with appropriate dents 
(24 pieces). 1 ml of  cells in suspension were placed into every 
dent using an automatic pipette and two plates were filled, 48 
dents. A third, separate plate with 24 dents was a control one. 
Calcitriol was applied (1,25(OH)2D3), (Hoffman- La Roche) 
at six (6) different concentrations (nM) : 0.1, 1, 10, 20, 40 and 
60. Each concentration was tested four times, counting the 
cells after 24 and 48 hours.

Counting cells

The cells were counted manually, using Thoma’s 
hemocytometer, under the binocular light microscope Motic 
Type 102 M, with magnification 40X,  according to the below-
mentioned formula:  

Counted cell number X 1000 X dilution factor , to  obtain 
the number of  cells in 1mm3 in the suspension 

 (1 x 10-3/ml) (20).  Most representative fields were 
electronically recorded using Motic Images Plus 2.0 software.

Statistical analysis

All data obtained in the study were processed and analyzed 
using the following methods of  statistical analysis: Standard 
Error, Statistical Significance (T-Test), T-Test for small 
dependent samples.

RESULTS and DISCUSSION

The results of  the current study reveal that calcitriol 
treatment induces the proliferation of  osteoblast-like cells in 
a dose-dependent manner. Over the next few days of  culture 
of  osteoblast-like cells, an evident onset of  osteoblast cell 
maturation was observed (fibroblasts targeting the osteoblastic 
phenotype) (Figure-1). The most effective activity on the 
proliferation of  osteoblast-like cells, originating from both 
males and females, after a treatment of  24 and 48 hours, is a 
0.1 nM calcitriol concentration, which increases the number 
of  cells tested by about 40% relative to control cells (Tables 
1, 2, 4 and 5). The greatest reduction in the frequency of  
osteoblast-like cells from males after treatment of  24 (Table-1) 
and 48 hours (Table-4) was a 60 nM calcitriol concentration, 
which reduced the number of  cells tested by 75.3% relative to 
controls. In females, the number of  osteoblast-like cells was 
reduced by 93.9%. 

The results of  our study show that slightly higher 
proliferative values of  osteoblast-like cells were obtained  in 
males compared to those obtained in females (Table 3). The 
test cells originating from males were partly more resistant to 
the maximum concentrations of  calcitriol (60 nM), compared 
to test cells originating from females, by 18.6% (Table 3).
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Our research is in line with that of  (21), in the part related to 
the results obtained after calcitriol application. Wong et al. (21) 
in their study  found increased alkaline phosphatase activity. 
In our case, we received increased osteoblast proliferation. 
According to Wlodarski, 1990 (22)  and Vierecek et. al., 2002 
(23), the increased activity of  ALP as a major marker of  
osteoblast activity is necessarily accompanied by an increase in 
their proliferation.

It has been previously confirmed that Vitamin D affects 
osteoblast formation from MSCs derived from adipose tissue 
(24). However, there are several tissue types serving as a 
source for MSC such as bone marrow, adipose tissue, skin, 
and fetal tissues; and little is known about Vitamin D influence 
in osteogenic differentiation of  MSCs from these alternative 
sources (25). The results of  our study reveal the inducing effect 
of  calcitriol on proliferation of  osteoblast like cells obtained 
from the bone marrow. 

In previous studies investigating the roles of  calcitriol on 

bone metabolism, it was determined that calcitriol had affected 
bone matrix protein expression in cultured cells (26) and it 
was also found to modulate bone deposition process avoiding 
excessive and pathological mineralization (27). In addition to 
these studies regarding the protein expression in osteoblasts, 
other studies have revealed the roles of  calcitriol on osteoblast 
growth and differentiation stimulating bone formation (28). 
In the current study, we focused on the effects of  calcitriol on 
proliferation ability of  osteoblast like cells, rather than their 
metabolic activity. 

As demonstrated in previous studies, the bone extracellular 
matrix (ECM) includes molecules capable of  defining cell 
differentiation through the activation of  integrin subunits 
and providing signals that will successfully initiate and sustain 
cell adhesion, growth, proliferation and migration processes 
(29, 30). For proliferation, commitment, and differentiation 
of  MSCs, cell adhesion to the substrate is also a critical 
process (31). It was previously shown that the use of  titanium 
substrates and Vitamin D had an additive effect in regulating 
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Figure 1 Microscopic photographs of  test OB-like cells after the application of  different concentrations of  calcitriol (24 and 48 
hours).
Control OB-like cells in males (A).  OB-like cells in males after the application of  calcitriol (24 hours) conc. 0,1 nM (B). Proliferation of  OB-like cells  
evident (B), relative to the control OB-like cells (A). OB-like cells in males after the application of  calcitriol conc.10 nM (48 hours). Obvious high numerical 
representation of  OBs relative to the control, as well as evident destruction of  certain cells (C). OB-like cells in females after the application of  calcitriol 
conc. 20 nM (48 hours). OBs as we ll as corpuscles refracting light are present.

 

Ma
les 

Concentration 
(nM) 

Number of dents 
on a plastic plate 

 ( n ) 

Arithmetic 
mean  
(103) 

Standard 
deviation  

(S.D.) 

T –Test 
significance of 

differences relative 
to the control group 

60 4 0.9 0.1581 t=15.011  
SIGN.p<0.01 

40 4 2.1 0.2345 t=7,229    
SIGN.p<0.01 

20 4 3.2 0.2549 t=1.498 
NOT SIGN. 

10 4 3.0 0.0 t=3.244    
SIGN.p<0.05 

1 4 5.5 0.3082 t=9,177   
SIGN.p<0.01 

0.1 4 6.0 0.4301 t=9,449   
SIGN.p<0.01 

 Control group 4 3.5 0.3082 - 
 
 
 

 Table 1  Results obtained after application of  six different concentrations of  1,25-(OH)2 - D3 Calcitriol on osteoblast-like cells 
of  males after 24 hours
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ma

les
 

Concentration 
(nM) 

Number of dents 
on a plastic plate 

( n ) 

Arithmetic 
mean  
 (103) 

Standard 
deviation  

 (S.D.) 

T –Test 
significance of 

differences relative to 
the control group 

60 4 0.2 0.1581 t=35,796  
SIGN.p<0.01 

40 4 2.3 0.1225 t=14,144  
SIGN.p<0.01 

20 4 3.4 0.1732 t=1.069 
NOT SIGN. 

10 4 3.2 0.2739 t=0.707 
NOT SIGN. 

1 4 5.0 0.3240 t=10.251 
SIGN.p<0.01 

0.1 4 5.3 0.0829 t=36,248   
SIGN.p<0.01 

 Control group 4 3.3 0.0707 - 

 
 

 

 

Concentration 
(nM) 

1,25(OH)2-D3 

Significance of differences in mean values 
between males and females, T-Test 

60 t=6.261      SIGN.p<0,01 

40 t=1.5119     NOT SIGN. 

20 t=1.298       NOT SIGN. 

10 t=1.461       NOT SIGN. 

1 t=2.236       NOT SIGN. 

0.1 t=3.378       SIGN.p<0,05 

Control group t=1.265       NOT SIGN. 

 

 

 

Ma
les 

Concentration 
(nM) 

Number of dents 
on a plastic plate  

( n ) 

Arithmetic 
mean  
 (103) 

Standard 
deviation  

 (S.D.) 

T –Test 
significance of 

differences relative 
to the control 

group 

60 4 0.8 0.1275 t=13.655  
SIGN.p<0.01 

40 4 2.1 0.1871 
t=7,667 

SIGN.p<0.01 

20 4 3.2 0.1785 
t=1.046 

NOT SIGN. 

10 4 3.5 0.3536 
t=0.707 

NOT SIGN. 

1 4 5.1 0.0707 t=11.662 
SIGN.p<0.01 

0.1 4 5.5 0.2449 
t=11.225   

SIGN.p<0.01 
 Control group 4 3.4 0.2828 - 

 
 

Table 2  Results obtained after application of  six different concentrations of  1,25-(OH)2 - D3 Calcitriol on osteoblast-like cells 
of  females after 24 hours

Table 3  Significance of  differences in mean values between males and females, T-test, after application of  1,25-(OH)2- D3 - 
calcitriol, after 24 hours

Table 4 Results obtained after the application of  six different concentrations of  1,25-(OH)2 - D3 - calcitriol on osteoblast-like 
cells in males after 48 hours
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Fe
ma

les
 

Concentration 
(nM) 

Number of dents 
on a plastic plate  

( n ) 

Arithmetic 
mean  
 (103) 

Standard 
deviation  

 (S.D.) 

T –Test 
significance of 

differences relative 
to the control 

group 

60 4 0.2 0.1871 t=9.61  
SIGN.p<0.01 

40 4 2.6 0.4062 t=1.183 
NOT SIGN. 

20 4 3.4 0.2121 t=0.338 
NOT SIGN. 

10 4 3.2 0.0 t=0.465 
NOT SIGN. 

1 4 5.0 0.561 t=4.808 
SIGN.p<0.05 

0.1 4 5.3 0.200 t=8.433   
SIGN.p<0.001 

 Control group 4 3.3 0.4301 - 

 
 

 
 Concentration (nM) 

1,25(OH)2-D3 
Significance of differences in mean values 

between males and females, T-Test 

60 t=2.650       NOT SIGN. 

40 t=2.236       NOT SIGN. 

20 t=1.262       NOT SIGN. 

10 t=1.697       NOT SIGN. 

1 t=0.172       NOT SIGN. 

0.1 t=1.265       NOT SIGN. 

Control group t=0.188       NOT SIGN. 

 

 

 

M
ale

s 

Concentration 
(nM) 

Average difference 
d 

T-Test 

60 -0.1 t=0.489    NOT SIGN. 

40 0.0 t=0.0        NOT SIGN. 

20 0.025 t=0.077     NOT SIGN. 

10 0.5 t=2.451      SIGN.p<0,10 

1 -0.4 t=2.771    SIGN.p<0,10 

0.1 -0.5 t=1.715     NOT SIGN. 

 Control group -0.1 t=1.091    NOT SIGN. 
 
 

Table 5  Results obtained after the application of  six different concentrations of  1,25-(OH)2 - D3 - calcitriol on osteoblast-like 
cells in females after 48 hours

Table 6 Significance of  differences in mean values between males and females, T-test, after the application of  1,25-(OH)2 
-  D3 - calcitriol, after 48 hours

Table 7 Results of  testing the significance of  differences after 48 hours and 24 hours using T-Test (males)

Katica, Tepeköy
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the integrin expression of  human osteoblast-like cells, 
promoting the cell adhesion process (32). Vitamin D was also 
found to be related to osteogenic differentiation of  MSCs 
through the activation of  cell adhesion molecules (33). Thus, 
increased proliferation rate of  osteoblast-like cells in our study 
by addition of  calcitriol, might also be related to elevated levels 
of  cell adhesion molecules.

Conditions such as osteoporosis, osteoarthritis, and spinal 
disorders were observed in females in a greater extent than 
males (34). The difference in rate of  such diseases between 
females and males has been considered to be related to the 
difference in levels of  circulating sex hormones: estrogen and 
testosterone (35). However, currently a novel perspective has 
emerged, suggesting that the differences in bone properties, 
including morphology and size are caused by the genetic 
differences in male and female cells, which contribute to sexual 
dimorphism between males and females (36). Sex-dependent 
effect of  calcitriol on rat osteoblasts grown in titanium implants 
was also discovered previously, showing possible sex-specific 
effects of  calcitriol on osseointegration of  titanium implants 
(37). In recent studies it was demonstrated that different 
culture conditions affected the expression of  proteins related 
to osteoblast cell function and organic components of  the 
bone matrix in a sex-dependent manner (38). As demonstrated 
previously, female and male osteoblasts display differences in 
average basal characteristics on tissue culture polystyrene, with 
female cells having higher cellular alkaline phosphatase activity 
and levels of  osteocalcin, as well as higher concentration 
of  both forms of  Transforming Growth Factor Beta 1 
(TGF-β1) in their conditioned media compared to male cells. 
In contrast, male cells were found to have greater basal levels 
of  osteoprotegerin production (38). After the evaluation, E2 
treatment was shown to be related to reduced cell number 
only in female cells  (38). In the current study, it was revealed 
that osteoblast-like cells obtained from males displayed  a 
higher proliferation rate compared to those obtained from 
females, suggesting that calcitriol treatment might also affect 
osteoblast-like cell proliferation in a sex-dependent manner.

It is possible to grow primary culture of  osteoblast-like 
cells taken from the bone marrow of  young adult Wistar 
rats, 90-95 days old. Calcitriol has been found to improve the 
proliferation of  osteoblast-like cells during the application 
of  at least a concentration of  0.1 nM. It was revealed that 
osteoblast-like cells obtained from males displayed  a higher 
proliferation rate compared to those obtained from females, 
suggesting that calcitriol treatment might also affect osteoblast-
like cell proliferation in a sex-dependent manner. A better 
understanding of  the biology of  osteoblasts is a prerequisite 

for better curation of  diseased calcified tissues, as those are 
permanently exposed to numerous diseases and lesions of  
different traumatic, developmental and postoperative resection 
etiologies. 
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Piyasada satılan surimilerin mikrobiyolojik kalitesinin incelenmesi

Halil YALÇIN

ÖZ
Surimi, dünyada gün geçtikçe artan deniz ürünleri tüketimi içinde önemli bir paya sahiptir. Deniz 
ürünleri yakalama, taşıma ve işleme sırasında hasar görerek mikrobiyal kontaminasyona maruz kala-
bilir. Çalışmamızda satış ve tüketim noktalarından temin edilen 40 adet surimi örneği Toplam Aerobik 
Mezofilik Bakteri, E. coli, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. yönünden standart metotlar kullanılarak 
incelenmiştir. Örneklerdeki Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri sayısı (30 °C) 2.0x102-2.0x106 KOB/g, 
E. coli 3.2x102-9.0x102 KOB/g düzeyinde saptanmıştır. Enterobakter 1.0x103-2.0x103 KOB/g ve Pseu-
domonas spp. sayısı 5.0x102-3.0x103 KOB/g olarak belirlenmiştir. Çalışma sonuçlarına göre surimi ör-
neklerinin incelenen bakterilerle kontaminasyon seviyesi halk sağlığı açısından bir risk teşkil etmektedir.

Investigation of  microbiological quality of  surimi sold in the market

ABSTRACT
Surimi has an important share in the increasing consumption of  seafood in the world. Seafood may 
be damaged during capture, transport and processing and this could lead to microbial contamination. 
In our study, 40 surimi samples obtained from the sales and consumption points were investigated for 
Total Aerobic Mesophilic Bacteria, E. coli, Enterobacteriaceae and Pseudomonas spp. by using standard met-
hods. The total numbers of  aerobic mesophilic bacteria (30 °C) and E. coli in the samples were deter-
mined as 2.0x102-2.0x106 CFU/g, 3.2x102-9.0x102 CFU/g respectively. The numbers of  Enterobacter 
and Pseudomonas spp. were determined as 1.0x103-2.0x103 CFU/g, 5.0x102-3.0x103 CFU/g respectively. 
Findings of  the study indicate that the contamination level of  surimi samples with the bacteria inves-
tigated poses a risk to public health.
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GİRİŞ

Beyaz et kaynakları içerisinde önemli bir yeri olan deniz 
ürünleri tüketiminin artmasıyla uluslararası gıda ticaretinde ilk 
sıralarda yeri almıştır. Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Or-
ganizasyonunun (Food and Agriculture Organisation of  the 
United Nations-FAO)  2018 yılı verilerine göre suriminin dün-
ya genelinde üretim miktarı 800.000 ton düzeyine ulaşmıştır 
(1). Özellikle Uzakdoğu ülkelerinde tüketilmekte olan surimi 
ülkemiz piyasasında hem yerli üretim hem de ithal kaynaklı ola-
rak bulunmaktadır (2). Surimi beyaz etli balıkların kas doku-
sunun ezilip karıştırılarak homojen hale getirilmesinden sonra 
yağ, serbest amino asit ve peptidler gibi bileşenlerinin su ile 
yıkanarak uzaklaştırılması sonrasında (miyofibriler proteinleri-
nin konsantresi) içerisine yengeç, ıstakoz veya karides aroma-
ları gibi koku ve tad verici maddelerin eklenmesiyle hazırlanan 
işlenmiş bir gıda ürünüdür (3-5). Fermente ve çiğ ürünlerinin 
yanı sıra pişirildikten sonra paketlenip satışa sunulan surimiler, 
tüketilmeden önce ızgara, fırınlama, haşlama, buharda pişirme 
ve kızartma gibi ısıl işlemlere tabi tutulmaktadır (3, 6). Yetersiz 

hijyen ve ısı uygulaması sonucunda surimilerde sporlu bakte-
riler başta olmak üzere diğer bakteriler canlı kalabilmekte ve 
4-12 haftalık soğuk muhafazasında psikrofilik bakteriler ço-
ğalarak kabul edilebilir sınırların üzerine çıkabilmektedir (7). 
Bununla birlikte surimilerin işlenmesi sırasında kullanılan katkı 
maddeleri de (patates ve buğday nişastası gibi) bakteriyel kon-
taminasyona sebep olabilmektedir (8). Araştırmacılar surimi-
lerde toplam bakteri ve psikrofil bakteri sayılarının 102-104 

KOB/g düzeyinde bulunabileceğini ve depolama sürecinde bu 
sayının artabileceğini belirtmişlerdir (9, 10). Surimilerde genel 
canlı bakterilere bağlı bozulmalar görülebildiği gibi, patojen 
bakterilerden kaynaklı risklerde ortaya çıkabilmektedir. Nite-
kim Gonzalez ve ark. (11), inceledikleri 125 surimi örneğinin 
6’sında (%4.8) L. monocytogenes tespit etmişlerdir. Bunun yanında 
gıdaların bozulmasına Corynebacterium, psikrofilik Pseudomonas 
spp., Aeromonas, Staphylococcus, Listeria spp., Bacillus türleri ve 
koliformların sebep olabileceği ve bu bağlamda deniz ürünleri 
kaynaklı hastalıkların şekillenebileceği belirtilmektedir (12-16).

Alaska pollock balığından elde edilen surimilerin spor oluş-
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turmayan bakterilerle 104-106 KOB/g düzeyinde kontamine 
oldukları belirtilmiştir (14). Benzer şekilde surimi üretilecek 
balık kıymalarının yüksek toplam aerobik mezofilik bakteri 
içerdiğini bildirilmiştir (17). El-Kholie ve ark. (18), bebek gıda-
larına ilave edilen, sazan balığından yapılan kurutulmuş surimi 
örneklerinin sadece birinde 1.7x101 KOB/g düzeyinde toplam 
aerobik bakteri tespit ettiklerini belirtmişlerdir. Ariyawansa ve 
ark. (19), küçük balık türlerinde toplam aerobik bakteri sayısını 
8.0×103-2.0×108 KOB/g aralığında olduğunu ortaya koymuş-
lardır. Bunun yanında bazı örneklerde fekal koliform sayısının 
>1100 EMS/g olarak belirlendiğini, balıkların %70’inin E. coli 
ile kontamine olduğunu, 9 örnekte (9/160) Salmonella spp., 8 
örnekte (8/160) L. monocytogenes tespit ettiklerini ifade etmişler-
dir. Araştırmacılar balıkların yakalandığı su ve soğutmada kul-
lanılan buzların toplam aerobik mezofilik bakteri, koliformlar, 
fekal koliformlar, E. coli, Fekal streptococci ve Salmonella spp. ile 
kontamine olduğunu da ortaya koymuşlardır.

İşlenmiş balık ürünlerinde patojen bakterilerin bulunması 
kontamine kapların, aletlerin, suyun ve buzun kullanıldığına ve 
hijyenik olmayan uygulamaların yapıldığına işaret etmektedir 
(20). Adeshina ve ark. (21), balık işleme-hazırlama tezgâhlarının 
ve aletlerindeki kontaminasyonu ortaya koymuşlardır. Ülkemiz 
marketlerinde ve tüketim noktalarında yerini alan surimi hij-
yenik şartlarda üretilmediğinde ve hazırlanmadığında bir çok 
bakteri ile kontamine olabilme riski yüksektir. Ayrıca bakteriyel 
faaliyet sonucu surimilerin tad, renk, koku gibi duyusal özellik-
leri ve diğer kimyasal kalite kriterlerindeki değişiklikler tüketici 
tarafından kabul edilemez bir durumdur (22).

Bu çalışmada piyasada satılmakta olan surimilerin bazı mik-
robiyolojik nitelikleri incelenerek halk sağlığı açısından risk teş-
kil edip etmediği araştırılmıştır.

GEREÇ ve YÖNTEM

Mersin piyasasından temin edilen 40 adet surimi örneği so-
ğuk zincir altında laboratuvara getirilerek mikrobiyolojik yön-
den incelenmiştir. Örneklerden aseptik şartlarda 10 g alınarak 
90 ml peptonlu su ilave edilmiş (10/90) ve daha sonra homo-
jenizasyon yapılmıştır. Daha sonra seri dilüsyonlar hazırlanmış 
ve standart metotlar kullanılarak Toplam Aerobik Mezofilik 
Bakteri (TAMB), E. coli, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. 
araştırılmıştır. Bu çalışmada kullanılan besiyerleri ve katkıları 
Oxoid (USA)’den temin edilmiştir.

TAMB sayımı için Plate Count Agar (Oxoid CM0325, USA) 
kullanılmıştır. Hazırlanan dilüsyondan bu besiyerine ekim ya-
pılarak 30±1 °C’de, 48±2 saat inkubasyona bırakılmış ve son-
rasında petrideki tüm koloniler sayılmıştır (23). Çalışmada E. 
coli tespiti için hazırlanmış olan dilüsyonlardan 0.5 ml Chro-
mocult Tyrptone Bile X-glucoronide Agara (Oxoid CM0945, 
USA) yayma yöntemine göre ekilmiştir. Ekim yapılan petriler 
önce hücreleri canlandırmak amacıyla 30±1 °C’de 4±1 saat 
bekletilmiş ve daha sonra 44±1 °C’de 18±2 saat inkübasyona 
bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında besiyerindeki mavi-yeşil 
renkli koloniler E. coli olarak değerlendirilmiştir (24). Enteroba-
cteriaceae aranması için hazırlanan dilüsyonlardan 2 steril petri 
kabına 1’er ml konulmuştur. VRBGA (Violet Red Bile Glukoz  
Agar (Oxoid CM1082, USA)  45 °C’ye soğutularak dökülüp 
karıştırılmıştır. Sonra ikinci kat VRBGA dökülerek 37 °C’de 
24 saat inkübasyona bırakılmıştır. Sonuç olarak petrilerdeki 
menekşemsi zon oluşturan tipik koloniler sayılarak, seçilen 
kolonilere oksidaz testi uygulanmıştır (25). Pseudomonas spp. 
sayımında Cetrimide (Oxoid SR0102, USA) ilaveli Pseudomo-
nas Agar Base (Oxoid CM0559, USA) kullanılmıştır. Uygun 
dilüsyonlardan ekimi yapılan petriler 25±1 °C’de 48 saat inkü-
be edilerek değerlendirilmiştir (26). Mikrobiyolojik analizler iki 
tekerrür olacak şekilde yapılmıştır.

BULGULAR

Örneklerde yapılan analizler neticesinde TAMB sayısı 2.30-
6.30 log KOB/g (2.0x102-2.0x106 KOB/g), E. coli örneklerin 
çoğunda (32 örnek %80) tespit edilemezken, 8 örnekte (%20
), 2.50-2.95 log KOB/g (3.2x102-9.0x102 KOB/g) düzeyinde 
saptanmıştır. İncelenen surimi örneklerinde enterobakterler 
3.0-3.30 log KOB/g (1.0x103-2.0x103 KOB/g) ve Pseudomo-
nas spp. sayısı 2.69-3.47 log KOB/g (5.0x102-3.0x103 KOB/g) 
düzeyinde tespit edilmiştir. Örneklerin 11’inde (%27.5) bak-
teriler tespit limitinin altında kalmıştır (<10 KOB/g). Bakteri 
tespit edilen örneklerin sonuçları ve sonuçların standart sap-
ması Tablo 1’de verilmiştir. Ürünlerin genel hijyenik düzeyinin 
düşük olduğu ve kontaminasyonun varlığı ortaya konulmuştur.

TARTIŞMA ve SONUÇ

Surimi değişik yerlerden avlanan farklı tür balıklardan yapıl-
dığından bakteri florasında çeşitlilik olabilmektedir (14). Diğer 
yandan balıkların dokusu işleme sırasında kolayca zedelene-
bildiğinden mikrobiyal bulaşmaya açıktır (27). Bu mikroor-
ganizmalar suriminin bozulmasına sebep olabileceği gibi halk 
sağlığını da tehdit edebilirler (11, 19). Araştırmamızda surimi 
örnekleri TAMB, E. coli, Enterobacteriaceae ve Pseudomonas spp. 
yönünden incelenmiştir. Örneklerin 29’unda (%72.5) bakteri 
tespit edilmiştir. Bununla beraber TGK Mikrobiyolojik Kriter-
ler Yönetmeliği’nde araştırılan bakteriler açısından herhangi bir 
değer bulunmamaktadır (28).

 Liu ve ark. (29), tarafından surimilerin başlangıç toplam bak-
teri sayısının 4.4 log KOB/g olduğu ve  -1 °C’de 35 gün depo-
lama sonunda bu sayısının 7.2 log KOB/g çıktığı bildirilmiştir. 
Coton ve ark. (7), surimi örneklerinin %98’inde başlangıç top-
lam aerobik mezofilik bakteri sayısını <102 KOB/g düzeyinde 
tespit etmişler. Soğuk depoya aldıkları örneklerin raf  ömrü so-
nunda %50’sinin <102 KOB/g  %10’nun 102-103 KOB/g, geri 
kalan %40’nın ise 103 KOB/g’dan fazla olduğunu bildirmiş-
lerdir. Araştırmamız kapsamında incelediğimiz örneklerde en 
fazla 6,3 log KOB/g TAMB tespit edilmiştir. Ayrıca örneklerin 
%27.5’i (11 adet) tespit limitinin altında kalmış, %32.5’i (13 
adet)  102-103 KOB/g, geri kalan 16 (%40) örnekte ise 3 log  
KOB/g düzeyinde toplam aerobik mezofilik bakteri belirlen-
miştir. Çalışma sonuçlarına göre belirlenen bakteri yoğunluğu 
ürünün raf  ömrünü kısaltacak ve halk sağlığını etkileyecek 
boyutlara gelebilir. Tespit limitinin altında kalan örneklerde az 
da olsa benzer bir riskin olduğu düşünülmektedir.

Shaviklo ve Rafipour (17), surimi üretiminde kullanacakları 
balık kıymasındaki toplam bakteri miktarının 7.1x105 KOB/g 
düzeyinde tespit ettiklerini, bununda sebebinin balığın bağırsa-
ğından kaynaklanan kontaminasyon olabileceğini belirtmişler-
dir. Ancak etkili bir süzme işleminden sonra bu değerin 3.1x103 

KOB/g düzeyine düştüğünü, aynı işlem sonunda elde edilen 
surimilerde Salmonella ve E. coli’nin bulunmadığını, çok düşük 
sayıda koliform (<10 KOB/g), Staphylococcus aureus (<100 KO-
B/g), maya ve küf  (<10 KOB/g) tespit edildiğini bildirmişler-
dir. Surimi işlemede kullanılan klorlu su (10 ppm) mikrobiyal 
kontrolü sağlasa da üretim aşamalarında elle müdahale çok ol-
duğu için mikrobiyal bulaşmalar olabilmektedir (30). Çapraz 
bulaşmanın önemli bir göstergesi olan E. coli araştırmamızdaki 
örneklerin 8’inde (%20), enterobakter ise 10’unda (%25) tespit 
edilmiştir. Soğukta veya dondurularak muhafaza edilen gıda-
larda indikatör bakterilerin varlığı üretim hijyenin eksikliğini 
göstermektedir.

Suriminin mikrobiyal kalitesine mevsim, kaynak, kalite ve 
işleme prosedürleri etki etmektedir (31).  Himelbloom ve ark. 
(31), surimi örneklerinde toplam canlı sayısını 1.9x105 KOB/g 
olarak rapor etmişlerdir. Çalışmamızda 7 örnekte (%17.5) >105 

KOB/g TAMB tespit edilmiştir. Araştırmalarda bakterilerin su-
rimi örnekleri arasında düzensiz dağıldığı ve tüketilmeden önce 
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ısıl işleme tabi tutulan surimilerin patojen bakteri içermediği 
belirtilmiştir (31, 32). Benzer şekilde incelemeye aldığımız ör-
neklerde de bakteri sayılarında düzensizlikler tespit edilmiştir. 
Bu durumun farklı üretim ve işleme şartlarından kaynaklana-
bileceği tahmin edilmektedir. Zhao ve ark. (10), surimilerin 4 
°C’de depolanması ile başlangıçta 1,87 log KOB/g olan toplam 
bakteri sayısının 6. günde 4.73 log KOB/g, 9. günde 4.89 log 
KOB/g, 12. günde ise 5.17 log KOB/g’a çıktığını, aynı şart-
larda E. coli sayısının ise sırasıyla 2.01 log KOB/g, 2.44 log 
KOB/g, 2.84 log KOB/g olduğunu bildirmişlerdir. Araştır-
macıların TAMB sonuçları ile çalışmamızda elde ettiğimiz bazı 
bulgular uyumludur. E. coli açısından değerlendirdiğimizde ise 
çalışmamızdaki 2.95 log KOB/g ile araştırmacıların 12. günde 
elde ettiği sonuç (2.84 log KOB/g ) yakındır. Çorapçı ve Gü-
neri (33), yengeç surimiden ürettikleri suşinin 1. gün analizinde 
E. coli tespit edemediklerini, TAMB sayısının 3.26 log KOB/g, 
toplam psikrofil bakteri ve toplam koliform sayısının <10 log 

KOB/g olduğunu belirtmişlerdir. Araştırmacıların sonuçları ile 
çalışmamız bulguları arasında farklılıklar bulunmaktadır. Bu-
nun nedeninin surimilerin farklı bir ürüne işlenirken uygulanan 
yöntem ve kullanılan katkı maddelerinden kaynaklanabileceği 
düşünülmektedir.

Yüksek su ve besin içeriğinden dolayı surimiler, depolama 
sürecinde bakteriyel çoğalma için uygun bir ortam sağlamak-
tadır. Zhou ve ark. (6), işleme alacakları surimilerde başlangıç 
toplam aerobik bakteri sayısının 103-104 KOB/g, enterobakter 
sayısının ise tespit limitinin altında kaldığını 48 saatlik ferman-
tasyon sonunda sayının sırasıyla 108 ve 104 KOB/g olduğunu 
ifade etmişlerdir. Çalışmamızdaki sonuçların bir kısmı(16/29), 
araştırmacıların başlangıçta tespit ettikleri toplam bakteri sa-
yısı ile uyum içerisindedir. Elde ettiğimiz enterobakter sayısı 
araştırmacıların çiğ örnekte bildirdiklerinin (<10) çok üstünde 
olmasına rağmen fermantasyondan sonra sayılan 104 KOB/g 

Yalçın

MAE Vet Fak Derg, 5 (1):  18-22,  2020 
20

Sıra No Toplam Aerobik  Mezofilik Bakteri E. coli Enterobacteriacea Pseudomonas spp. 

1 2.30 2.77 3.0 <1 

2 4.70 <1 <1 <1 

3 3.64 <1 <1 <1 

4 3.79 <1 3.14 <1 

5 5.73 <1 <1 <1 

6 3.96 <1 <1 2.74 

7 4.84 2.50 3.07 <1 

8 6.30 2.80 3.30 3.43 

9 2.80 <1 <1 3.47 

10 4.50 <1 <1 <1 

11 5.04 2.72 3.11 <1 

12 2.76 <1 <1 <1 

13 4.95 <1 <1 2.69 

14 2.81 <1 <1 <1 

15 2.65 2.89 3.23 <1 

16 4.92 <1 <1 <1 

17 4.57 2.59 <1 <1 

18 3.84 <1 <1 <1 

19 4.85 <1 <1 <1 

20 2.90 <1 3.27 <1 

21 6.17 <1 <1 <1 

22 4.59 <1 <1 <1 

23 3.83 2.70 3.20 2.95 

24 5.20 <1 <1 <1 

25 3.66 <1 <1 3.25 

26 3.67 2.95 3.20 3.39 

27 6.00 <1 <1 <1 

28 5.98 <1 3.17 <1 

29 4.51 <1 <1 <1 

Ortalama ± SS 4.33±1.13 2.74±0.15 3.17±0.09 3.13±0.33 

 

Tablo 1. Surimi örneklerinin mikrobiyolojik analiz sonuçları (log10 KOB/g, n=40, Ort ± SS).
Table 1. Microbiological analysis results of  surimi samples (log10 CFU/g, n=40, Mean ± SD).

<1 tespit limitinin altı, KOB: Koloni oluşturan birim, CFU: Colony Forming Unit, ORT: Ortalama, SS: Standart Sapma, SD: Standard Deviation



sayısının altında (2.0x103 KOB/g) kalmıştır. Üretiminde yak-
laşık %2.5 tuz kullanılan surimilerde enterobakter inhibisyonu 
için tuzlama önemli bir faktördür (2). Ancak hazırlanmasında 
az tuz kullanılan ya da kullanılmayan surimilerin bu bakteri açı-
sından risk teşkil edebileceği düşünülmektedir.

Şen ve ark. (34), surimi üretimi için 4 ay donmuş olarak de-
polanan mezgit ve sardalya balıklarından elde ettikleri kıymaları 
bakteriyolojik olarak incelemişler ve toplam mezofilik bakte-
ri sayısının mezgit kıymasında 3,4x105 KOB/g, sardalya kıy-
masında 1,5x105 KOB/g aynı sırayla psikrofil bakteri sayısını 
4,5x105 ve 2,5x105 KOB/g, koliform sayısını 120 EMS/g ve 
120 EMS/g, fekal koliform sayısını her iki örnekte de <3 EM-
S/g, S. aureus sayısını <100 KOB/g olarak tespit etmişlerdir. 
Benzer şekilde incelediğimiz örneklerin 15’inde (%37.5) en az 
iki bakteri tespit etmiş olmamız surimilerin aynı anda birçok 
bakteriyle kontamine olabileceğini ortaya koymaktadır.

Surimilerin dondurularak (-18 °C) depolanması gerekir. An-
cak dondurulduktan sonra çözündürülmesi biyolojik değerli-
ğinde azalmaya sebep olabilmektedir (35). Bu yüzden soğuk 
muhafaza da tercih edilebilmektedir. Dinçer ve ark. (36), mezgit 
etinden ürettikleri surimilerden yaptıkları sosislerin +4 °C’de 
15 gün depolandığında bozulduğunu ancak depolama boyunca 
patojen bakteri (S. aureus)  tespit edemediklerini belirtmişlerdir. 
Depolama süresince ortama hakim olan psikrofil bakteriler S. 
aureus’u baskılamış olabilir. Bazı örneklerimizdeki E. coli, Ente-
robacteriaceae ve Pseudomonas spp. bulguları (örn: Tablo 1’deki 2., 
5., 21. ve 29. sıradakiler) araştırmacıların sonuçlarını destekler 
niteliktedir. Bakteri inhibisyonu sağlayan esansiyel yağların (37) 
kullanılmasıyla surimilerin raf  ömrü uzatılabilir.

Sonuç olarak, incelediğimiz surimi örneklerinde halk sağ-
lığı yönünden tehdit oluşturabilecek bakterilere rastlanıl-
mıştır. Surimiler birçok bakteri gelişmesi için uygun besi or-
tamıdır Örneklerin 11’inde bakteri sayısı tespit limitinin (<1 
log KOB/g) altında kalmıştır. Önemli bir kontaminasyon 
belirteci olan E. coli 8 örnekte ortalama 2.74±0.15 log KO-
B/g düzeyinde bulunmuştur. Surimilerin üretim, depolama 
ve servis aşamalarında soğuk zincirin kırılmamasına dikkat 
edilmelidir. Bu aşamalarda hijyen eğitimi almış kişilerin görev-
lendirilmesi halk sağlığını korumaya katkı sağlayacaktır. Ayrıca 
nitelikli ham maddenin seçiminin ürün raf  ömrüne etki ettiği 
unutulmamalıdır. Elde edilen sonuçların deniz ürünleri üreti-
mi ve işlenmesinde potansiyel kontaminasyonu önlemek için 
alınacak tedbirlere katkı sağlayacağı düşünülmektedir. Genel 
olarak su ürünlerindeki risklerin ortaya konulması açısından 
resmi kurumlarca denetim ve kontrollerin arttırılması ve yeni 
araştırmaların yapılması önerilmektedir.
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Bir köpekte gebeliği sonlandırmak için kullanılan Aglepriston (RU 46534),  
sonraki östrus sikluslarını ve meme bezi büyümesini  etkiler mi?

Tuğra AKKUŞ1

ÖZ
Bu olguda Veteriner Fakültesi Hayvan Hastanesine getirilen 22 aylık Labrador Retriever ırkı köpekte 
uzun süren meme bezlerinde şişlik olgusunun klinik ve laboratuvar bulguları eşliğinde aydınlatılması 
sunulmuştur. Anamnezde östrus belirtilerinin üzerinden dört ay geçmesine rağmen devam eden meme 
bezlerinin büyüklüğü ve bir önceki östrusunda gebe kalıp gebeliği sonlandırmak için aglepriston 
uygulandığı bilgisi alındı. Fiziki muayenede meme bezlerinin kranialden kaudale artan ölçüde normale 
göre hiperplazik olduğu tespit edildi. Palpasyonda meme bezlerinin yumuşak kıvamlı ve meme 
başlarından süt geldiği görüldü. Meme bezi ultrasonografisi ve akciğer radyografisinde patolojik 
bir durumla karşılaşılmadı. Kan serum prolaktin ve progesteron ölçümleri kaydedildi. Klinik ve 
laboratuvar bulguları doğrultusunda yalancı gebelik teşhisi konularak kabergolin ve papatya çayı ile 
tedavisi yapıldı. Hasta bir yıl boyunca yapılan seksüel siklus takiplerinde aynı şekilde ve sürelerde meme 
bezinde tekrarlayan büyümeler meydana geldiği izlendi. Tedavi ve takipler süresince meme bezlerinde 
makroskobik herhangi bir kitle veya olumsuz durum gözlenmedi. Sonuç olarak, hormonal gelişim 
tam oturmadan erken yaşta yapılan gebeliği sonlandırmak için kullanılan ekzojen ajanlardan biri olan 
aglepristonun, köpeklerin sonraki seksüel sikluslarında düzensizlikler ve meme bezlerinde birtakım 
sorunlara neden olarak, bozulan hormonal dengenin ileride çeşitli rahatsızlıklara predispozisyon 
oluşturabileceği şüphesini oluşturmuştur. 

Does Aglepriston (RU 46534) used to end pregnancy in a dog affect subsequent estrus 
cycles and mammary gland enlargement?

ABSTRACT
In this case, pre/postoperatively clinical and laboratory findings at the case of  swelling of  a long time 
mammary glands in 22 month old Labrador Retriever breed bitch were presented Veterinary Faculty 
Animal Hospital. In the anamnesis, it was learned that the size of  the mammary glands although it 
has been four months since oestrus symptoms and that aglepriston was used to stay pregnant and 
terminate the pregnancy in the previous oestrus. Physical examination revealed that the mammary 
glands were hyperplasic from cranial to caudal and increased to normal. Palpation showed that the 
mammary glands had a soft consistency and milk came from the mammary gland. Mammary gland 
ultrasonography and lung radiography showed no pathological condition. Blood serum prolactin and 
progesterone measurements were recorded. According to the clinical and laboratory findings it was 
diagnosed as pseudopregnancy and treated with cabergoline and daisy tea. Repeated enlargements of  
the mammary gland were observed in the same manner and durations during the sexual cycle follow-
ups performed for one year. No macroscopic mass or adverse condition was observed in mammary 
glands during treatment and follow-up. In conclusion, aglepriston, one of  the exogenous agents 
used to terminate pregnancy at an early age without hormonal development is suspected  of  causing 
disturbances the latter sexual cycles of  dogs and some problems in the mammary glands, which may 
lead to predisposition to various disorders in the future.
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GİRİŞ

Köpeklerde başarılı bir çiftleşmenin gerçekleştiği kabul 
edildiğinde gebeliğin engellenmesi veya sonlandırılması 
için; östrojenler, prostaglandinler, dopamin agonistleri 
ve glikokortikoidler yaygın olarak kullanılmaktadır (1,2). 
İstenmeyen gebeliklerin sonlandırılmasında en güncel yaklaşım, 
progesteron antagonistlerinin (antiprogestin, progesteron 
reseptör blokörleri) uygulanmasıdır (3,4,5). Progesteron 
antagonistleri, progesteron reseptörlerine bağlanan ve 
reseptörleri işgal ederek endojen progesteronun etkilerini 
engelleyen sentetik steroidlerdir(6,7). Mifepriston (RU 38486), 
aglepriston (RU 46534), onapriston (ZK 98299) üç farklı 
progesteron antagonistleridir ve hidrofilik zincirleri birbirine 
benzerlik gösterir(8). Progesteron antagonistleri günümüze 
kadar çalışılan tüm türlerde gebelikleri sonlandırmaktadır (6,9).

Köpeklerde mifepriston ve aglepriston gebeliği 
sonlandırmak amacıyla kullanılmıştır. Mifepristonun enjektabl 
bir analoğu olan aglepristone (RU 46534) uterusta bulunan 
progesteron reseptörlerine, progesterona kıyasla üç kez 
daha fazla affinite göstererek bağlanır, onları fikse eder ve 
progesteron bağlanmasını bu şekilde önlemiş olur. Fransa’da 
geliştirilen ve Ekim 1996’dan bu yana Alizine® adı altında, 
köpeklerde gebelik sonlandırılması endikasyonuyla veteriner 
hekimlik alanında kullanıma sunulmuştur.(3,4,5,9). 

Köpekler monoöstrik hayvanlardır. Çoğu ırklar 4-10 ay 
(ortalama 6-7 ay) aralıklarla östrus gösterir. Seksüel siklusları 
4 evrede incelenir (10). Anöstrus süresi ırka bağlı olarak 2-10 
ay arasında değişmektedir. Anöstrus sonrası dönem olan 
proöstrus, 21 güne kadar uzayabilmektedir. Östrus dönemi 
2-12 günlük bir süreyi kapsamaktadır (11). Östrustan sonraki 
dönem diöstrus veya metaöstrus olarak tanımlanmıştır. 
Metöstrus terimini kullanan yazarlar östrustan sonra 18-
20 hafta devam eden ve progesteron değerlerinin yüksek 
seyretmesi olarak tanımlamışlardır (12). Diğer yazarlar ise 
diöstrus veya metöstrusu corpus luteum aktivitesine bağlı bir 
siklus dönemi olarak tanımlamaktadırlar. Bu dönemin 9-12 
hafta devam ettiğini ortaya koymuşlardır (11). 

Bu olguda, ilk östrus siklusunda gebe kalan bir köpeğin 
gebeliğini sonlandırmak amacıyla kullanılan aglepriston 
uygulaması sonrası östrus siklus sürelerinin düzensizliği ve 
meme bezlerinde neden olduğu anormal büyümeler ile yapılan 
siklus takiplerde bu durumların tekrarı  olgusunun bilgisi 
sunulmuştur. 

OLGU TANIMI 

Çalışma materyalini Veteriner Fakültesi Hayvan Hastanesine 
getirilen ve dış bakıda meme bezlerinde belirgin şişliğe sahip 
20 kg ağırlığında, 22 aylık Labrador Retriever ırkı dişi bir köpek 
oluşturdu. Hastanın anamnezinde hiç doğum yapmadığı, ilk 
östrusunda (11 ay) çiftleştiği, 1 ay sonra yapılan kontrolde 
gebelik teşhisi konulduğu ve gebeliği sonlandırmak için 
aglepriston (Alizin®, Virbac) uygulandığı, uygulama sonrası 
bir hafta süreyle hayvanda iştahsızlık bulguları gözlendiği, 
meme bezlerinin büyüdüğü ve sonraki ilk östrusunun erken 
görüldüğü kaydedildi. Ayrıca iştah ve genel durumun iyi olduğu 

bilgisi alındı. Vücut ısısı 38,5°C, nabız ve solunum normaldi. 
Fiziki muayenede bütün meme bezlerinde şişkinlik olduğu ve 
bu şişkinliğin arka meme bezlerinde daha fazla olduğu tespit 
edildi (Şekil 1). 

Palpasyonda meme bezlerinin yumuşak olduğu, red 
edilemediği ve içerisinden seröz yapıda süt geldiği belirlendi. 
Meme bezinin ultrasonografisinde yer yer süt kalsifikasyon 
ve hiperplazik bez yapısı görüldü, herhangi bir fıtık bulgusu 
oluşturacak duruma rastlanmadı (Şekil 2A). Radyografik 
muayenede akciğer loblarında makroskobik olarak metastazik 
odaklar görülmedi (Şekil 2B).

 Laboratuvar incelemelerinde serum prolaktin (16,81 ng/ml) 
ve serum progesteron (1,12 ng/ml) seviyeleri kaydedildi. Klinik 
ve laboratuvar bulguları doğrultusunda; östrus üzerinden uzun 
zaman geçmiş olup hayvanın anöstrusta olması gerekirken 
hayvana yalancı gebelik teşhisi konuldu. Tedavide kabergolin 
(Dostinex®,Pfizer) 5µg/kg dozda günde bir kere 1 hafta oral 
olarak uygulandı. Bunun yanında meme bezlerinde rezolüsyona 
yardımcı olmak için lokal olarak papatya çayı kompresi önerildi. 
Bir hafta sonra yapılan takip ve kontrollerde memedeki şişliğin 
indiği belirlendi (Şekil 3). 

Aynı hayvanın seksüel siklus takibi bir yıl boyunca yapıldı. 
Bu takiplerde de östrus siklusunun bitiminden 4-5 ay sonrasına 
kadar aynı şekilde yalancı gebelik belirtilerine rastlandı. 

Bir köpekte gebeliği...

Şekil 1. Meme bezlerinde görülen hiperplazi

Şekil 2. Meme bezinin ultrason görüntüsü (A), Akciğer radyografik 
görüntüsü (B).
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TARTIŞMA VE SONUÇ

Dişi köpeklerde progesteron, endometriyum epitelini 
implantasyon için hazırlar. Fekondasyon sonrası uterus 
sekresyonunu kontrol eder, implantasyon gerçekleşene kadar 
(18-21 gün) embriyonun uterus salgılarıyla beslenmesini sağlar. 
Ayrıca; gebeliğin 65. gününe kadar, uterus kontraksiyonlarını 
en düşük seviyede tutar. Progesteronun gebelik üzerindeki bu 
etkilerinden dolayı istenmeyen gebeliklerin sonlandırılması 
veya doğumun uyarılması amacıyla, antiprogesteronlar 
başarıyla kullanılabilmektedir (3,4,5). Aglepriston, çiftleşme 
gününden başlayarak gebeliğin 45. gününe kadar gebelik 
sonlandırma amacıyla uygulanabilir ve uygulama protokolü, 
24 saat arayla 0.33 ml/kg dozunda iki s.c. enjeksiyon olarak 
belirtilmiştir. Erken dönem gebeliklerde yapılan uygulamalar, 
rezorpsiyonla; orta dönem yapılan uygulamalar ise abortla 
sonuçlanmaktadır (1). Orta dönem gebeliklerde yapılan 
uygulamalar sonrası, vaginadan mukoid kahverengi bir akıntı 
gelir. Akıntı görülmesinden 24 saat sonra abort başlar. Abortus 
süreci yaklaşık 3-5 gün sürer. Bu esnada hayvanda hafif  
depresyon, anoreksi, meme bezlerinde konjesyon oluşabilir 
(3,13-15). Sunulan olguda çiftleşmeden bir ay sonra yapılan 
aglepriston sonrası anamnezle alınan semptomlar literatür 
verileriyle uyumludur.

Antiprogesteron uyarımı sırasında plazma progesteron 
seviyesi düşmemektedir. Ancak vücut sıcaklığının düşmesi, 
servikal kanalın açılması ve doğum davranışlarının 
görülmesi, normal doğumdan farksız olarak gerçekleştiğini 
göstermektedir (16). Aglepriston uygulaması sonrası luteal 
dönem ve interöstrus zamanının kısaldığı (17,18) ayrıca orta 
dönem gebeliklerde uygulama sonrası 12 saat içinde prolaktin 
plazma seviyesinde artış olduğu bildirilmiştir (2,3). Son yıllarda 
aglepriston, kedi ve köpeklerde etiyolojisinde progesteronun 
rol aldığı bazı jinekolojik problemlerin tedavisinde 
denenmektedir. Bunların başlıcaları; doğumun uyarılması 
(3,19), kistik endometriyal hiperplazi-pyometra kompleks 
(7,9,20-22), meme fibroadenomatozisi (23) insülin direnci (25) 
ve aşırı büyüme hormonu salınımıdır (25). Olguda gebeliğin 
sonlandırılması amacıyla önceden yapılmış olan aglepriston 
uygulaması sonrası; interöstrus aralığının kısaldığı, prolaktin 
artışına bağlı meme bezlerinin büyüdüğü ancak iki ay sonra 
indiği bilgileri bildirilen çalışmalarla uyumludur. 

Aglepriston uygulamasının istenen özelliklerinin yanı sıra 

birtakım yan etkileri de belirtilmiştir. Yapılan bir çalışmada, 
aglepriston uygulanan altı köpekten üçünde enjeksiyon 
bölgesinde ağrısız yangı semptomları oluşmuş ve belirtiler bir 
aylık süre sonunda ortadan kalkmıştır (1,14). Aglepriston ile 
üst üste aynı köpekte iki kez yapılan abort uyarımı sonucunda 
fertilitenin olumsuz etkilenmediği (26), yapılan diğer çalışmada 
ise fertilitenin azaldığı ortaya konulmuştur (2). Schäfer-
Somi ve ark (27), aglepriston ile iki abort sağlandıktan sonra 
köpeğin 3 siklus boyunca çiftleştiği ancak gebe kalmadığını 
belirtmiş ve yapılan ovariohisterektomi sonrası kistik 
endometriyal hiperplazi teşhisi konulmuştur. Pettersson ve 
Tidholm (14), aglepriston uygulaması sonrası ilk östrusta iki 
köpekte pyometra, bir köpekte tedavide başarısızlık, diğer 
köpeklerde ise geçici olarak anoreksi, enjeksiyon bölgesinde 
lokal reaksiyon, polidipsi ve kilo kaybı görmüşlerdir. Galac 
ve ark (2), aglepriston tedavisinden 4 hafta sonra uterusun 
ultrasonografisi ile kistik endometriyal hiperplazi oluştuğunu 
bildirmişlerdir. Sunulan olguda ise aglepriston uygulaması 
sonrası östrus siklusu düzensizliklerin döl verimini olumsuz 
etkileyebileceği ancak olgumuzdaki köpeğin jandarma eğitim 
köpeği olması nedeniyle çiftleştirme ve gebelik düşünülmemesi 
dolayısıyla fertilite değerlendirmesi yapılamamıştır. 

Serum progesteron (P4) konsantrasyonları <1.0 ng/mL 
ile başlayan süre anöstrus olarak tanımlanır. Bazal olarak 
tanımlanan kesin bir serum P4 konsantrasyonu hala çalışma 
konusudur. İşlevsel luteal doku, P4 <1.0 ng/mL olduğunda 
yok sayılır. Anöstrus içindeki köpekler <0.7 ng/mL, genellikle 
<0.3 ila 0.5 ng/mL serum P4 konsantrasyonlarına sahiptir 
(28). Anöstrus, uterusun involüsyonu ve siklusun yeniden 
başlatılmasında önemli bir rol oynar. Doğum yapmamış 
köpeklerde, endometrial iyileşme östrusun başlamasından 
yaklaşık 135 gün sonra tamamlanır. Anöstrus ilerledikçe 
hipotalamik GnRH dalga sayısı ve genliği ile hipofiz ve 
ovaryuma yanıt verebilirliği artar. (29). Kısa anöstrus, interöstrus 
aralığının süresini kısaltacaktır, böylece normal endometriyal 
iyileşmenin tamamlanmasını ve/veya hipotalamus-hipofiz-
ovaryum ekseninin normal bağlantısını önleyerek sonraki 
izleyen dönemde doğurganlığı olumsuz yönde etkileyecektir 
(30). Sunulan olguda, değerlendirilen hormonal ölçümlerden ve 
siklus takiplerinden; östrus sonrası dört ay geçmesine rağmen 
tam ve yeterli bir anöstrus dönemi olmayıp ileriki süreçte 
genital organlarda sorunlar çıkabileceği düşünülmüştür. 

Sunulan raporda genç bir dişi köpekte (22 aylık) aglepriston 
uygulaması sonrası takip eden ilk östrus siklusundaki düzensizlik 
ve meme bezlerinde şişkinliğin devam etmesiile hastanın bir 
yıllık izleminde de aynı sorunların devam ettiği görülmüştür. 
Genç yaşlarda ve gebeliği engelleyen aglepriston gibi ekzojen 
ajanların östrus siklusunda düzensizliğe yol açarak ileriki 
yaşlarda infertilite nedeni olabileceğini şüphesi uyanmıştır. 
Aglepristonun seksüel siklus üzerine etkisinin net olarak ortaya 
konulabilmesi için ilave çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır.
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Şekil 3. Tedavi sonrası meme bezi görüntüsü.
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Etiological treatment of  protozoer diarrhea in neonatal ruminants
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ABSTRACT
Diarrhea is a multifactorial symptom of  infectious agents, nutritional and environmental factors. Alt-
hough many prevention and treatment strategies have been developed to prevent diarrhea, diarrhea 
is still one of  the most common problems in ruminants. Cryptosporidiosis, coccidiosis and giardiasis 
in newborns and young ruminants are important protozoer diseases causing diarrhea. Although the 
symptomatic treatment of  neonatal diarrhea is similar, there are differences in the etiologic treatment. 
In this review, antiprotozoal drugs used in the treatment of  cryptosporidiosis, coccidiosis and giardiasis 
are discussed.
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INTRODUCTION

Diarrhea that is caused by infectious or non-infectious factors 
and is characterized by the removal of  large amounts of  fae-
ces frequently and watery consistency is a crucial symptom in 
animals (1). As it is common all over the world, it is one of  
the main problems for not only cattle and sheep but also goat 
breeding in our country (2). Diarrhea is mostly observerd in 
calves, lambs and kids through the neonatal period. There are 
many infectious (bacterial, viral, parasitic, protozoan, fungal) 
and non-infectious (alimenteric, toxic, allergic, etc.) reasons in 
the etiology of  diarrhea (1, 3). Cryptosporidiosis, coccidiosis 
and giardiasis that cause diarrhea are critical protozoan disea-
ses for newborns. These protozoer diseases cause diarrhea by 
themselves and/or as mixed infections (4–6). These factors 
lead to diarrhea by causing abnormal motility, hypersecretion, 
changes in ion transport and permeability disorders in the in-
testinal mucosa (1). Metabolic changes owing to neonatal di-
arrhea and symptomatic treatment of  diarrhea are similar, but 
even so there are differences in etiologic treatment. Despite 
chemotherapeutic advances, neonatal diarrhea is still progres-
sing with high morbidity and mortality. Furthermore, growth 
retardation and high treatment costs due to diarrhea cause gre-
at losses in the national economy (3, 7).

Cryptosporidiosis Treatment

Cryptosporidium parvum (C. parvum) is an intracellular protozo-
an parasite that causes gastrointestinal disease and diarrhea. 
Cryptosporidiosis is a vital neonatal infection in calves, lambs 
and kids with high morbidity (8). The epidemics of  diarrhea 
caused by cryptosporidiosis are encountered in many count-
ries. Deaths caused by cryptosporidiosis, which is an impor-
tant reason of  neonatal diarrhea in our country, cause serious 
economic losses (9).

The main problem of  cryptosporidiosis is the lack of  a ef-
ficient method or drug for disease prevention and treatment 
(10). Because oocysts are resistant to environmental conditi-
ons and most of  the disinfectants (11). More than 200 active 
substances have been tested against cryptosporidiosis to date 
(12). Although some of  these substances tested have shown 
promising effects for the treatment of  the disease, none of  
these drugs have completely eliminated the disease or fully got 
the clinical findings under control. Clinical and parasitologi-
cal responses to the treatment of  the disease vary depending 
on the immune system of  animals, duration of  antiprotozoer 
treatment and the use of  other drugs in treatment (10). The 
drugs used in treatment are shown in Table 1.

Paromomycin, an aminoglycoside derivative, is one of  the ap-
propriate antibiotics so as to take C. parvum infections under 
control. Paromomycin shows antiprotozoer effect against the 
substance by being absorbed in small amounts along therest-
rictive apical membrane that binds extra cytoplasmic parasites. 
(10). When paromomycin is used prophylactically at 100 mg/
kg in calves and kids for 11 days, it not only reduces the oocyst 
excretion in the faeces but also shortens the oocyst excretion 
period (13, 14). However, oocyst excretions can be observed in 
animals once again right after the use of  the drugs is prophy-
lactically over (15). When paromomycin is therapeutically used 
in lambs at different doses and on different days
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 (100 mg/kg, 3 per day, 200 mg/kg, 2 per days), it diminis-
hes the oocyst excretion and severity of  clinical findings (16). 
When all these data are taken into consideration, paromomy-
cin can be applied in both prophylaxis and treatment of  cryp-
tosporidiosis.

Halofuginone lactate, a derivative of  quinazolinone, is an effe-
ctive antiprotozoal agent against lactate eimeria, theileria and 
cryptosporidia (17). Halofuginone shows a cryptosporidios-
tatic effect on sporozoite and merozoite stages of  C. parvum 
(18). Halofuginone lactate is frequently used in the prophylaxis 
and treatment of  cryptosporidiozis in calves, lambs and kids 
(18–21). In the study conducted over calves, animals in the tre-
atment group were treated with halofuginone lactate at a dose 
of  0.1-0.12 mg/kg for 7 days (18, 20, 21). In these studies, 
the use of  halofuginone lactate in reducing oocyst excretion 
is an appropriate treatment option whereas the efficacy of  the 
active substance in the treatment of  diarrhea is controversial. 
In the studies, because reoccurrence of  oocyst excretion of  
some animals after treatment indicates that halofuginone can-
not completely prevent the life cycle of  parasite. In addition to 
this, halofuginone lactate treatment alleviates the clinical fin-
dings regarding to cryptosporidiosis and decreases mortality 
rates in calves (10, 22). Prophylactically use of  halofuginone 
lactate (0.1 mg/kg) in calves during the first 7 days following 
birth significantly reduces the oocyst excretion rate in animals 
(22). The use of  the active substance in small ruminants at the 
indicated dose and time decreases the oocyst excretion in the 
faeces (10). In general, halofuginone lactate can be effectively 
used in both prophylaxis and treatment of  cryptosporidiosis 
(at a dose of  0.1 mg/kg for 7 days) (19–22).

Decoquinate is an antiprotozoer substance that can be used in 
the treatment of  cryptosporidiosis and toxoplasmosis, espe-
cially in coccidiosis (23). It has been reported that the use of  
decoquinate in experimentally infected calves (2.5 mg/kg, for 
21 days from birth) may be effective in treatment (10). Howe-
ver, in another study where decoquinat was used at a dose of  2 
mg/kg twice a day for 28 days from birth, it was stated that the 
active substance had no effect on oocyst excretion or clinical 
findings (24). In a comparative study conducted about efficacy 
of  halofuginone (0.1 mg/kg) and decoquinate (2-5 mg/kg), it 
was found that halofuginone significantly reduced the excreti-
on of  oocysts compared to decoquinate (25).

Nitazoxanide is a nitratiazole benzamide derivative antiparasi-
tic agent effective against most helminths, bacteria and proto-
zoa. The antiprotozoer effect of  nitazoxanide is different from 
its antibacterial effect. The antiprotozoer effect on C. parvum is 
thought to be similar to its effect on Neospora caninum (N. Cani-
num). After taking nitazoxanide by an oral way, it turns into an 
active metabolite tizoxanide by being hydrolyzed (10). In vitro, 
it was determined that nitazoxanide inhibited N. caninum pro-
tein disulfide isomerase enzyme and restrained the metabolic 
activity of  the parasite in N. caninum (26). Nitazoxanide is app-
lied for the treatment of  cryptosporidiosis in AIDS patients 
along with anti-retroviral therapy in humans. There is little in-
formation about its effect against cryptosporidiosis in animals 
(10). In a study where nitazoxanide was used for treatment and 
prophylaxis in calves (twice a day by adding 15 mg/kg milk to 
body weight), it was reported that the active substance had no 
effect on oocyst excretion (27). In another study, however, it 
was reported that when nitazoxanide was used in calves (1.5 g, 
twice a day, 5 days), the oocyst excretion period was shortened 
and fecal consistency arranged (28).

Azithromycin is a macrolide antibiotic used for immunocom-
promised humans and the treatment of  cryptosporidiosis in 
animals. Thanks to azithromycin treatment, oocyst excretion 
was suppressed in naturally infected calves (1500 mg/day, 7 
days) and it was reported to contribute to clinical recovery 
(29). However, azithromycin is an expensive active substance 
and there are not enough studies to evaluate the efficacy of  the 
drugs for the disease (10).

Activated charcoal used along with organic acids obtained by 
distillation and putrification from tree barks can be used for 
the protection and treatment of  cryptosporidiosis (30). Whi-
le activated charcoal affects normal flora very few in the in-
testinal system, it contributes to the reduction of  the number 
of  oocyst by adsorbing oocyst of  Cryptosporidium spp. On the 
contrary, organic acids reduce the number of  oocyst by aiming 
at replacing disinfectants against C. parvum oocyst. It is also 
thought that organic acids have an inhibitory effect on the 
development of  active substances. It has been reported that 
oocyst excretion in animals has reduced by oral administration 
of  activated charcoal containing organic acids to calves (10 g 
solution with milk substitute feed, at intervals of  8 hours for 
4 days) experimentally infected with C. parvum (31). In another 
study, it was reported that oocyst excretion reduced and cli-
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Drugs Dosage/Application time Administration route

Paromomycin
Treatment 100 mg/kg, once a day, 3-5 days

By adding into drinking water or milk
Prophylactic 100 mg/kg, once a day, 11 days

Halofuginone
Treatment 0.1 mg/kg, once a day, 7 days

Oral
Prophylactic 0.1 mg/kg, once a day, during 7 days after birth

Azithromycin Treatment 1500 mg/day, 7 days Oral 

Decoquinate Treatment 2.5 mg/kg, once a day, 21 days Oral 

Organic acids

Activated charcoal

Treatment
Calves; 60 ml, twice a day, 4 days.

Lambs and kids; 10 ml, 4 days, twice a day.
By adding into the milk or by directly drinking 
the solution.

Prophylactic

Calves; 60 ml/day, 7 days, once a day, during 7 days 
after birth.

Lambs and kids; 10 ml/day, 7 days, once a day, during 
7 days after birth.

Table 1 Drugs used in cryptosporidiosis, doses, application times and routes of  administration
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nical findings improved when mixtures (2-3 times a day, 3.75 
g/day dose, as a suspension in the milk substitute feed) was 
provided to the kids aged 3-17 days (30).

It has been reported that oral bovine serum concentrate used 
for passive immunotherapy reduces oocyst excretion in calves 
and reduces the severity of  clinical symptoms. (5 days at 57 g/
day in added milk replacer, 2 days at 57 g/day by blending with 
rehydration liquid). Three potential different mechanisms have 
been proposed for the efficacy of  bovine serum concentrate 
in reducing the severity of  cryptosporidiosis. The first possible 
mechanism of  effects is that immunoglobulins in oral bovine 
serum concentrate may cause a decrease in the number of  pa-
rasites over the intestinal system. The second possible mecha-
nism is that growth factors in bovine serum increase the repair 
of  intestinal cells. The third possible mechanism is that bovine 
serum concentrate may reduce the invasion and replication of  
the parasite in reducing the severity of  infection (32).

Coccidiosis Treatment  

Coccidiosis is a protozoal infection caused by coccidia pa-
rasites of  the Eimeria genus, leading to diarrhea by affecting 
particularly young ruminants (33). As a result of  intracellular 
growth and proliferation of  the active substances, the dama-
ge in the intestinal cells and mucosa occurs. Mortality, growth 
retardation and veterinary expenses are among the economic 
damages of  the disease to livestock (33, 34).

In a herd, managing economy can be successfully accomp-
lished in coccidiosis after obtaining detailed information and 
management principles about the disease. Unless such infor-
mation is observed, systematic treatments are not appropria-
te. Preventive measures are the key to controlling coccidiosis. 
Effective methods for disease prevention involves minimizing 
theme of  susceptible young animals with infective oocyst and 
administration of  coccidiostatic drugs prophylactically injec-
ted to animals during agamous developmental stages of  the 
parasites. After the oocysts are transferred to the intracellular 
form, the effects of  drugs on the parasites are limited (33–35).

Anticoccidial drugs have different modes of  action on the 

endogenous phase of  the life cycle of  eimeria species (33). 
Sulfanomides, amprolium and decoquinate parasites make an 
effective impression in the early stages of  life cycle (33, 36). 
Toltrazuril and diclazuril are molecules that are effective in all 
stages of  life cycles of  coccidia. These active substances can 
be used both in the treatment of  the disease and prophylaxis 
of  the disease (33). The active substances used in coccidiosis 
are shown in Table 2.

Sulfanomides are fundamentally effective on the agamous 
growth phase of  the parasites. Sulfanomides are frequently 
carried out in treatment, but still they do not have sufficient 
effect on gamonts. However, sulfanomides are effective in 
controlling secondary bacterial infections in cases of  coccidi-
osis (36). Sulfaquinoxaline, sulfamethazine, sulfadimethoxine 
and sulfathiazole are sulfanomide derivatives implemented in 
the treatment of  coccidiosis. There is a risk of  toxication due 
to long term use or overdose of  sulfanomides (37).

The structures that amprolium targets are meronts. This active 
substance has low toxicity and is conducted by adding to drin-
king water of  animals throughout 3-5 days (36). Amprolium is 
recommended to be used for 10 days in cattle, at 50-62.5 mg/
kg for sheep through 5 days, and at 100 mg/kg in 4 days for 
goats. Given that amprolium is an antagonist of  vitamin B1, 
it should not be used for a long time and vitamin B1 supple-
ments must be implemented. In spite of  hygienic measures, 
amprolium can be orally used for 3 weeks by adding 5-10 mg/
kg milk or drinking water as long as outbreaks of  coccidiosis 
cannot be prevented in the herd (37, 38).

Decoquinate is used as anticoccidial drugs that are injected 
into the feed in many countries. Long-term use is recommen-
ded as decoquinate coccidia is effective in only initial phases 
of  the life cycle (36). It was determined that oocyst excretion 
decreased when 0.5-1 mg/kg decoquinate was injected to the 
rations of  experimentally infected calves. Furthermore, It is 
reported that decoquinate positively contributes to the growth 
rate of  calves. As a result, when decoquinate is implemented 
by adding 0.5-1 mg/kg dose to the animal feed, it successful-
ly suppresses the formation of  oocyst and prevents cases of  
coccidiosis (39).
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Drugs Dosage/Application time Administration route

Sulfamethazine Treatment 140 mg/kg, once a day, 3 days. Oral

Sulfaquinoxaline Treatment 60 mg/kg, once a day, 4 days. Oral 

Sulfadimethoxin Treatment
First day 55 mg/kg as a half  dose in the following days, 
once a day, 4 days.

Oral 

Sulfathiazol Treatment 150 mg/kg, 3-6 days. Oral 

Amprolium

Treatment

.

Calves; 10 mg/kg, once a day, 5 days.

Lambs; 50 mg/kg, once a day, 5 days.

Kids; 100 mg/kg, once a day, 4 days. By adding to drinking water

Prophylactic

Calves; 5 mg/kg, once a day, 3 weeks. Lambs; 50 mg/kg, 
once a day, 3 weeks.

Decoquinate Prophylactic 0.5-1 mg/kg, at least 28 days. By adding to feed

Toltrazuril

Treatment Calves; 5 mg/kg, single dose.

Lambs and kids; 20 mg/kg, single dose. Oral 

Prophylactic Same as treatment doses.

Diclazuril Prophylactic 1 mg/kg, single dose. Oral 

Table 2  Drugs used in coccidiosis, doses, application time and routes of  administration
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Benzene acetonitrile compounds (toltrazuril, diclazuril) are ef-
fective against all stages of  development in the life cycle of  
eimeria. These compounds are suitable for both treatment and 
prophylactic use (33). The single use of  toltrazuril at a dose 
of  15 mg/kg decreases oocyst excretion and provides clini-
cal findings improvement in infections caused by Eimeria bovis 
(E. bovis) and Eimeria zuernii (E. zuernii) for calves (40). It was 
reported that coccidiosis could be under control by using a 
single dose 1 week before the emregence of  expected outb-
reaks. Toltrazuril dose rate that will be implemented to kids 
is recommended to be double dose rate approximately rather 
than the dose which is going to be conducted to cattle and she-
ep (33). It was stated that the cases of  coccidiosis attached to 
E. bovis and E. zuernii was prevented thanks to administration 
of  diclazuril prophylactically at a dose of  1 mg/kg with single 
dose (36).

The regular use of  anticoccidial drugs in the poultry sector 
has provided eimeria species develop resistance to these drugs. 
However, it is not certain whether eimeria species will develop 
resistance to anticoccidial treatment in cattle or not, it should 
be remembered that a potential risk may ocur (36).

Giardiasis Treatment

Giardiasis is an important infection arose from Giardia intestina-
lis (G. intestinalis), which is an intestinal protozoan with flagella, 
causing diarrhea, weight loss and lethargy in farm animals (8, 
11, 39). It is one of  the most common parasites causing loss 
of  yield in ruminants. Most mammals are susceptible to infec-
tions caused by G. intestinalis (11).

Many active substances are known to be effective against giar-
dia. However, no drug has been licensed to use in the giardiasis 
treatment for ruminants nowadays (41). The active substances 
used in giardiasis are shown in Table 3.

Nitroimidozols such as metronidazole, tinidazole, quinacrine 
or furazolidine are extensively used in the treatment of  giardi-
asis for humans. In veterinary medical science, metronidazole 
and secnidazole are used in pet animals, calves and lambs (39, 
42). It has been reported that the administration of  a single 
dose of  secnidazole, a nitroimidazole derivative in lambs and 
calves, significantly reduces cyst excretion (42, 43). Volpato et 
al. reported that secnidazole, which was administered as a sing-
le dose (400 mg/kg) in calves, treated giardiasis and that drug 
continued the efficiency for 30 days (43). Besides, Toros and 
Ural reported that secnidazole administered at a single dose of  
30 mg/kg in calves resets cyst excretion (44).

Benzimidazoles, extensive-spectrum antihelmentics, are ot-
her compounds used in the treatment of  giardiasis. Benzimi-

dazoles have a high safety margin and selective toxicity (41). 
In vitro studies, it has been reported that benzimidazoles are 
more effective on giardiasis than metronidazole and tinidazole 
(41,45,46). Benzimidazoles affect tubulin polymerization, an 
important component of  cell skeletal structures of  giardia 
trophozoites. In this way, all functional activities of  the tubuli-
ne structures such as median line and ventral disc are limited. 
In conclusion, benzimidazoles prevent trophozoites from at-
taching to intestinal mucosa and colonization (14). Fenbenda-
zole and albendazole reduce cyst excretion in calves (41,47,48). 
Fenbendazol, provides regeneration in the clinical appearance 
of  the disease by reducing the duration and peak level of  cyst 
excretion (41,49). The doses of  benzimidazoles required for 
giardiasis treatment are higher than those used in antihelmint-
hic treatment (41). When albendazole is used 20 mg/kg for 
3 days and fenbendazole is used at 10 mg/kg for 3 days, it is 
quite effective to eliminate the infection (39, 42, 50). Since the 
duration of  treatment is more important than the doses in the 
prophylaxis of  the disease, it is recommended that benzimida-
zoles be administered in small doses and at frequent intervals 
in the studies (47, 49).

Paromomycin Cryptosporidium spp., regarded as effective against 
protozoan parasites such as a broad-spectrum, is an aminogl-
ycoside derivative antibiotic (10). Paromomycin, by being atta-
ched to the small subunit of  rRNA, inhibits protein synthesis 
which has a direct effect on giardia (41). The active substances 
showing poor absorption from the gastro-intestinal system is 
well tolerated by calves (15). In experimentally infected cal-
ves (50-75 mg/kg/day for 5 days) it was determined that pa-
romomycin reduces cyst excretion effectively (41). In a study 
examining the efficacy of  albendazole and paromomycin on 
the disease in lambs with giardiasis, it was stated that paro-
momycin implemented at a dose of  100 mg/kg/day for 3 days 
was more effective than albendazole (50).

Drugs used in the treatment of  giardiasis are effective against 
giardia, but cyst excretions can be observed in animals within 
2-3 weeks after treatment. Since giardia cysts can survive up to 
1 week in faeces and up to 7 weeks in soil, the action time of  
most active substances may be insufficient to protect animals 
from re-infections (14). The studies emphasize the importance 
of  establishing a combined control program that includes clea-
ning, disinfection and treatment protocols of  animals in order 
to minimize re-infections after treatment (11, 41).

CONCLUSION 

The complete treatment depending on the cause in diarrhea 
which causes great harm to the economy of  our country is the 
most important factor affecting the success of  treatment. It is 
required to be performed at appropriate dose and time throu-
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Drugs Dosage/Application time Administration route

Albendazole
Treatment 20 mg/kg, once a day, 3 days.

Oral 
Prophylactic

Calves, 5 mg/kg, once a day, at 27 days interval, 3 
times.

Fenbendazole Treatment 10 mg/kg, once a day, 3 days. Oral

Paromomycin Treatment 50-75 mg/kg, once a day, 5 days. Oral 

Dimetridazole Treatment Calves; 50 mg/kg, once a day, 5 days. Oral 

Secnidazole Treatment
Calves; 30-400 mg/kg, single dose.

Lambs; 10 mg/kg, single dose.
Oral 

Table 3 Drugs used in giardiasis, doses, application time and routes of  administration
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gh appropriate drug selection in order to eliminate not only 
the infection but the risks of  re-infection as well. This study, 
which we think that it will be the current reference guide for 
veterinary practioner, will also provide positive contributions 
to the protection of  herd health.
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