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YAZIM KURALLARI

1  Makale İngilizce veya Türkçe olarak yazılabilir.
2 Tüm makalede, her sayfada bireysel satır numarası, nor-

mal kenar boşluğu ve çift aralık kullanılmalıdır. Bu kurallar 
Özet, Dipnot ve Kaynaklar bölümlerinde de uygulanma-
lıdır.  Makalenin Kaynaklar ve Tablolar dahil her sayfası nu-
maralandırılmalıdır.

3 Tüm makale tipleri Microsoft Word (2007 ve sonrası versi-
yonlar) Times New Roman karakteri ve 12 punto ile yazıl-
malıdır.

4 Makalenin genel organizasyonu şu şekilde olmalıdır: Başlık 
(açık, tanımlayıcı, kısa olmalıdır); Yazar(lar)ın ad(lar)ı; 
İşyeri açık posta adres (ler)i; Sorumlu yazarın telefon nu-
marası, faks numarası ve e-posta adresi; Özet, Anahtar ke-
limeler (3 – 6 kelime), Giriş, Materyal ve Metot, Bulgular, 
Tartışma ve Sonuç, Teşekkür , Kaynaklar, Tablolar (her biri 
ayrı sayfada), Şekiller (her biri ayrı sayfada)

5 Başlık ve altbaşlıklar, ayrı bir satırda koyuolarak ve paragraf 
girintisi olmadan yazılmalıdır.

6 SI birimleri ve standart kısaltmalar kullanılmalıdır.

Başlık Sayfası 
Başlık; Yazar(lar)ın ad(lar)ı; İşyeri açık posta adres (ler)i; Sorum-
lu yazarın telefon numarası, faks numarası ve e-posta adresi.

Ana Metin
Özet:Özet 300 kelimeyi aşmamalıdır ve kaynak kullanımından 
kaçınılmalıdır.  Türkçe sunulan makalelerde ayrıca İngilizce 
Özet (Abstract) bölümü hazırlanmalıdır.
Giriş:Bu bölümde sonuçların anlaşılabilmesi ve yorumlanabil-
mesi için o konu ile ilgili (daha önceden) yapılmış olan çalışma-
lar hakkında bilgilere yer verilmelidir. Giriş’te çalışmanın hipo-
tezi belirtilmelidir. Çalışmanın amacı bu bölümün en sonunda 
açık olarak yazılmalıdır. Sadece gerekli olan kaynaklara atıf ya-

pılmalıdır.
Materyal ve Metot:  Bu bölümde deneysel çalışmalar diğer araş-
tırmacılar tarafından tekrarlanabilecek yeterlilikteki detayı ile 
verilmelidir. İstatistik çalışmalar ayrı bir alt başlık şeklinde sunu-
labilir. Uluslararası indekslerde yer alan dergilerde yayınlanmış 
bir makalede açıklanan bir teknik yeniden kullanıldığında, me-
todun çok kısa açıklanması ve ilgili orijinal makaleye atıf yapıl-
ması yeterlidir. Hayvan deneylerini içeren çalışmalarda yerel etik 
kurul kararlarına uyulmalıdır.
Sonuçlar:Araştırma bulguları açık ve anlaşılabilir şekilde, Ma-
teryal ve Metot bölümünde verilen sıra ile sunulmalı, tartışma 
veya yorumlara yer verilmemelidir. Bulgular tablo ve şekillerle 
desteklenerek kısa olarak sunulmalıdır. 
Tartışmave Sonuç: Bulgular gereksiz ayrıntıya girmeden tartışıl-
malı, bulguların önemi ve literatür içindeki yeri vurgulanmalıdır.
Teşekkür:Parasal destek, çalışmalara veya makaleye kişisel katkı-
lar burada belirtilmelidir.

Kaynaklar
1 Makalede atıf yapılan tüm kaynaklar makale sonunda bir 

Kaynaklar Listesi halinde verilmelidir. Kaynak listesinde yer 
alan tüm kaynaklara da makale içinde atıf yapılmış olması-
na dikkat edilmelidir. 

2 JRVM American Medical Association kaynak yazma stili-
ni benimsemiştir. EndNote®kullanıcıları JRVM için yayın 
hazırlarken JAMA (Journal of American Medical Associa-
tion) kaynak yazım stilini seçmelidir.

3 Metin içinde, tablolarda veya şekillerde kaynak numaraları 
verilmelidir. 2 veya daha fazla kaynağın sitasyonunda bir-
inci ile sonuncu kaynak numaralarının arasına tire konul-
malıdır (Örneğin: Sitasyon1-4). Çoklu sitasyonlarda sita-
syonları birbirinden ayırmak için boşluksuz olarak virgül 
kullanılmalıdır (Örneğin: Sitasyon1,2,4) 

4 Kaynak Listesi: Kaynak listesi metin içindeki sitasyon sırası-
na göre numaralandırılmalıdır. 



5

Kaynakların yazılmasında aşağıdaki format uygulanmalıdır:

Dergiden Alınmış Bir Makale:Rainer S, Thomas D, Tokarz D, et 
al. Myofibrillogenesis regulator 1 gene mutations cause parox-
ysmal dystonic choreoathetosis. Arch Neurol. 2004;61(7):1025-
1029.
Kitap:Adkinson N, Yunginger J, Busse W, Bochner B, Holgate S, 
Middleton E, eds. Middleton’s Allergy: Principles and Practice. 
6thed. St Louis, MO: Mosby; 2003.
Kitap Bölümü:Solensky R. Drug allergy: desensitization and 
treatment of reactions to antibiotics and aspirin. In: Lockey P, 
ed. Allergens and Allergen Immunotherapy. 3rded. New York, 
NY: Marcel Dekker; 2004:585-606.
Yayına kabul edilmiş ama basılmamış çalışmalar referanslarda 
“(basımda)” olarak belirtilmelidir. Carrau RL, Khidr A, Crawley 
JA, Hillson EM, Davis JK, Pashos CL. The impact of laryngo-
pharyngeal reflux on patient-reported quality of life. Laryngo-
scope. In press.
Web kaynaklarına atıf yapıldığında URL adresi tam olarak ver-
ilmelidir. Sayfaya erişim tarihi ve varsa yazar adı belirtilmelidir. 
Antimicrobial Resistance. Infectious Diseases Society of Ameri-
ca. http://www.idsociety.org/Topic_Antimicrobial_Resistanc e/. 
Accessed July 21, 2014.
Sayı ve sayfa numarası belli olmayan ancak online erişime 
açık olan yayınlar Digital Object identifier (DOI) kodları ile 
belirtilmelidir. Smeeth L, Iliffe S. Community screening for 
visual impairment in the elderly. Cochrane Database Syst Rev. 
2002;(2):CD001054. doi:10.1002/14651858.CD1001054.
5) Kaynaklar listesinde yer alan dergilerin kısa adları Inter-

national The National Library of Medicine’a (NLM, https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals).

Tablolar
1 Geniş tablolar kullanılmamalı, zorunlu durumlarda kolon-

lar ile satırların yerleri değiştirilerek tablo daraltılmalıdır.
2 Birkaç tür veri aynı tabloda verilemiyorsa her biri farklı 

tablolarda ve anlaşılır şekilde verilmelidir. 
3 Tüm tablolar metindeki sıralamasına göre ana metinden 

sonra ayrı birer sayfada sunulmalıdır. Ayrıca tabloların 
gireceği yerler metin içerisinde belirtilmelidir. Metin içinde 
tüm tablolara atıf yapılmış olmalıdır.

4 Her tabloya makale dilinde kısa ve açıklayıcı başlık konul-
malıdır.

5 Tablo sütun başlıkları kısa ve anlamlı olmalıdır. Parantez 
içinde standart kısaltmalar ve ölçüm birimleri kullanıl-
malıdır.

6 Sütun ve satırları bölmek için dikey ya da yatay çizgiler kul-
lanılmamalıdır.

7) Tablo altına sadece tablo bilgilerini anlamayı kolaylaştıracak 
önemli açıklamaları içeren makale dilinde dip not konula-
bilir.

8 Tabloda başka bir makaleye ait bulgular kullanılacaksa, 
alıntı yapılan kaynak tablo altında dipnot olarak belirtilmeli 
ve kaynaklar listesinde de gösterilmelidir.

Şekiller
1 Tüm şekil ve resimler metindeki sıralamasına göre ana me-

tinden sonra ayrı birer sayfada sunulmalıdır. Şekil ve resim 
ile ilgili bilgi makale içinde yazılmalı ve şekile / resime yazı 
içinde numarası ile atıf yapılmalıdır.

2 Her şekil ve resmin makale dilinde başlığı olmalıdır.
3 Şekil ile ilgili açıklama şeklin altında ve makale dilinde ve-

rilmelidir.
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AUTHoR GUIDELInES

1 Manuscripts should be written in English or Turkish.
2 Manuscripts should have (numbered lines) with wide mar-

gins and double spacing throughout, i.e. also for abstracts, 
footnotes and references. Every page of the manuscript, in-
cluding references, tables, etc. should be numbered.

3 All type of manuscripts should be written in Microsoft 
Word (2007 and newer versions) using Times New Roman 
characters in 12 pnt.

4 Manuscripts in general should be organized in the following 
order: Title (should be clear, descriptive and not too long); 
Name(s) of author(s); Complete postal address (es) of af-
filiations; Full telephone, Fax No. and E-mail of the corre-
sponding author; Abstract, Keywords (3 – 6 phrases), In-
troduction, Material and Methods, Results, Discussion and 
Conclusion, Acknowledgements, References, Tables (sepa-
rate pages each) Figures (separate pages each).

5 Titles and subtitles should not be run within the text. They 
should be typed boldon a separate line, without indentation. 

6 SI units and standard abbreviations should be used.

Title Page 
Title (should be clear, descriptive and not too long); Name(s) of 
author(s); Complete postal address (es) of affiliations; Full tele-
phone, Fax No. and E-mail of the corresponding author.

Main Text
Abstract:Manuscripts of original research papers should include 
an Abstract of 300 or fewer words. References should not be cited 
in this section. 
Introduction:This section should supply pertinent background 
information to for understanding and interpretation of the re-
sults. It must identify hypothesis and purpose of the study. The 

aim of the study should be clearly given at the end of this section. 
Only essential references should be cited.
Materials and Methods:This section should describe the exper-
imental procedures in sufficient detail to allow other scientists 
to repeat the experiments. Statistical methods can be given in a 
separate subtitle. Where techniques that have already been de-
scribed in an indexed journal are used, this section should be 
concise and provide relevant references, only.
Results:The Results section should provide data that are clearly 
and simply stated. This section should be arranged in the order 
as in the section of Methods and not include discussion or con-
clusions. The results should be presented concisely, including ta-
bles or figures. 
Discussion and Conclusion:The discussion should focus on the 
subject/findings and should be brief, containing only discussion 
that is necessary for the interpretation of data.
Acknowledgements:Any additional information concerning 
funding and personal contributions to the work or manuscripts 
should be noted.

References

1 All publications cited in the text should be presented in a 
list of references (and vice-versa) following the text of the 
manuscript. 

2 JRVM follow the style adopted by American Medical Asso-
ciation. Users EndNote®software should select JAMA refer-
ence style when preparing references for JRVM.

3 Number references consecutively with superscript Arabic 
numerals, including text, tables, or figures. For 2 or more 
references cited at a given place, use hyphens to join the first 
and last numbers of a closed series (Example: Citation1-4). 
Use commas without a space to separate other parts of a 
multiple citation (Example: Citation1,2,4)

4 Reference list:List items numerically (eg. 1, 2, 3, 4) in the 
order they are cited in the text. 
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Use the following system for arranging your reference list:

For periodicals:Rainer S, Thomas D, Tokarz D, et al. Myofibril-
logenesis regulator 1 gene mutations cause paroxysmal dystonic 
choreoathetosis. Arch Neurol. 2004;61(7):1025-1029. 
For books:Adkinson N, Yunginger J, Busse W, Bochner B, Hol-
gate S, Middleton E, eds. Middleton’s Allergy: Principles and 
Practice. 6thed. St Louis, MO: Mosby; 2003. 
For book chapters:Solensky R. Drug allergy: desensitization and 
treatment of reactions to antibiotics and aspirin. In: Lockey P, ed. 
Allergens and Allergen Immunotherapy. 3rded. New York, NY: 
Marcel Dekker; 2004:585-606. 
Works accepted for publication but not yet published should be 
referred to as “in press”. Carrau RL, Khidr A, Crawley JA, Hill-
son EM, Davis JK, Pashos CL. The impact of laryngopharyngeal 
reflux on patient-reported quality of life. Laryngoscope. In press. 
Web references may be given. As a minimum, the full URL is 
necessary. Any further information, such as Author names, dates 
of arrival etc. should also be given. Antimicrobial Resistance. In-
fectious Diseases Society of America. http://www.idsociety.org/
Topic_Antimicrobial_Resistanc e/. Accessed July 21, 2014. 
Articles available online but without volume and page num-
bers may be referred to by means of their Digital Object iden-
tifier (DOI) code.Smeeth L, Iliffe S. Community screening for 
visual impairment in the elderly. Cochrane Database Syst Rev. 
2002;(2):CD001054. doi:10.1002/14651858.CD1001054.
5) Abbreviate the titles of periodicals mentioned in the list of
references; according to the International The National Library
of Medicine (NLM, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/
journals).

Tables
1 Large tables must be avoided. Reversing columns and rows 

which often reduce the dimensions of a table are preferable.
2 If many data are to be presented, an attempt should be made 

to divide them over two or more tables.
3 All the tables numbered according to their sequence in the 

text has to be submitted in separate pages. But the possible 
place for statement of each Table has to be identified in the 
text. The text should include references to all tables.

4 Each table should have a brief and explanatory title.
5 Column headings should be brief and clear in meaning. 

Standard abbreviations of units of measurement should be 
used in parentheses.

6 Vertical or horizontal lines should not be used to separate 
columns and rows.

7 Only essential explanations for understanding of the table 
should be given as a footnote at the bottom of the table.

8 In case of data taken from another publication used in the 
Table, the reference has to be cited as table footnote and also 
shown in the reference list.

Figures
1 All Figures should be submitted as separate pages. Illustra-

tions should be numbered according to their sequence in 
the text and possible place for statement of each has to be 
identified in the text. References should be made in the text 
to each illustration.

2 Each illustration should have a caption. 
3 Explanations should be given in the figure legend(s).
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Özet
Bu çalışmada, Arion İlaç Ar-Ge Merkezi ve Bavet İlaç San. ve Tic. A.Ş. tarafından geliştirilen, Origanum minutiflorum ve Laurus nobilis e-

sansiyel yağ karışımı ile vitamin bileşiklerinin (Noseba®), Nosemosis ile doğal enfekte balarısı kolonilerinde etkinliğinin araştırılması 

amaçlanmıştır. Bursa yöresi İkizce köyünde Mayıs 2019’da 10’ar çerçeveli kolonilerden sindirim yönteminde pozitiflik/negatiflik kontrolü 

için kovan başı en dış çerçeveden 30’ar arı muayene edilip,  pozitif çıkan kolonilerden Neubauer lamına alınarak ışık mikroskobunda 40x10 

büyütmede sayılıp Shimanuki-Knox formülü ile arı başına düşen spor sayısı tespit edilmiştir. Pozitif kovanlar spor sayıları dikkate alınarak 

7’şerli 4 gruba ayrılmış, toplam 28 kovan çalışmada kullanılmıştır. Üç ayrı deneme grubunda 1 lt 1:1’lik şeker şurubuna sırasıyla 20, 40 ve 80 

cc Noseba® karıştırılmış, Nosema-pozitif bir adet kontrol grubu ise deneme sonuna kadar tedavi edilmeden bırakılmıştır.

Nosema sayımını takiben 2 gün üst üste 0,5 lt Noseba® karışımları tedavi gruplarındaki kolonilere oral yolla verilmiştir. Tedavi sonrası  +1, 

+5, +10 ve +15. günlerde tekrar spor sayımı yapılmış, kontrol grubu ile istatistiki olarak karşılaştırılmıştır. Sonuç olarak kontrol grubu ile

karşılaştırıldığında sırası ile 1. tedavi grubu %34,2; 2. tedavi grubu %67,2 ve 3. tedavi grubu % 99,9 etkili bulunmuş, kontrol grubu çalışma

sonunda 3. tedavi grubu (80 cc) ile tedavi edilmiş ve %99,9’luk etkinlik saptanmıştır. Çalışma süresince Noseba®’dan kaynaklı hiçbir yan etki

ve  koloni kaybı görülmemiştir.kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk

Anahtar Kelimeler:  Balarısı, Nosema ceranae, Noseba, Etkinlik

Abstract
In this study, we aimed to determine the effectiveness of Noseba® which is developed by Arion Drug Research Center and Bavet Drug Cor-

poration which containing Origanum minutiflorum and Laurus nobilis essential oil mixture with vitamin, in honeybee colonies naturally 

infected with Nosemosis. In May 2019, 25 individual bees were examined from the outer frame of the hive, for the control of positivity and 

negativity from the colonies with ten frames in the İkizce village of Bursa region. The number of spores per bee was determined with Shi-

manuki-Knox formula by using Neubauer slide from the positive colonies and counted at 40 × magnification under the light microscope. 

Positive hives were divided into four groups considering the number of spores, each group consisted of 7 hives and a total of 28 hives were 

used in the study.   

In three treatment groups, Noseba® solution was added into one litre of 1:1 sugar syrup with amounts of 20, 40 and 80 cc, respectively. One 

positive control group was remained untreated until the end of the experiment. 0.5 lt of Noseba® mixture were given orally to the colonies in 

the treatment groups for two consecutive days following the Nosema count. +1, +5, +10 and +15 days after treatment were re-counted and 

compared with the control group statistically. As a result, when compared with the control group, the first treatment group was 34.2%, the 

second treatment group was 67.2% and the third treatment group was found 99.9% effective, respectively. The control group was treated 

with the mixture as were used in the third treatment group (80 cc) at the end of the study and 99.9% efficacy was determined. No side 

effects and colonyloss were observed from Noseba® during  the study.

Keywords: Honeybee, Nosema ceranae, Noseba, Efficiency
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Giriş

Arılarda hastalığa neden olan etkenler; mantarlar (No-
sema apis, N. ceranae, Ascospherosis ve Aspergillosis), 
amip (Malpighamoeba mellificae), gregarinler, flagellata-
lar (Leptomonasapis, Crithidiamellificae), helmint nema-
todlar (Mermis albicans, Parachordodes tolosanus, Ag-
amomermis sp, Neoaplectana carpocapsae), bakteriler, 
virüsler ve artropodlarlardan (insekta ve akar sınıflarında) 
yaklaşık 119 etken bulunmaktadır.¹,2 Son yıllarda ortaya 
çıkan CCD-Koloni Çökme Bozukluğunun ana sebepleri 
bal arılarında gözlemlenen Varroosis, Nosemosis, Trachea 
akarı vb. gibi arı zararlılarıdır.1 N. apis ve N. cerenae ergin 
bal arılarında (Apis mellifera) Nosemosis’e neden olur ve 
bu etkenler ergin arılarının sindirim sistemine yerleşir. 
Nosemosis en yaygın arı hastalıklarından birisidir ve dün-
ya çapında önemli arı kayıplarına neden olur.3,4 Bu hastalık 
direkt olarak; sindirim sistemi bozukluklarına, arıların or-
talama ömrünün kısalmasına, koloni sayısının azalması-
na neden olur. İndirekt olarak; bal üretiminin ve polen 
toplamanın azalmasına ve kolonide önemli kış kayıpları-
na neden olur.5,6 Nosemosis; bakteriyel, viral ve protozoal 
hastalıklarla birlikte görülebilir. Bu durum arı kolonisi 
sağlığını, arı ürünleri ve üretimini olumsuz yönde etkiler. 
Her canlıda olduğu gibi bal arılarında da birtakım hastalık 
etkenleri gözlemlenmekte, koloni sağlığı ve devamlılığını 
olumsuz yönde etkilemektedir.5,7 CCD’ye (Colony Collapse 
Disorder) birçok faktör neden olabilir.8 Bu faktörlerden 
en önemlilerinden biri de Nosema cinsinde yer alan N. 
apis ve N. ceranae etkenleridir.9,10

Yapılan çalışmalarda Nosemosis Bursa yöresinde11,12 % 26, 
Kars yöresinde13 %15,74, Elazığ yöresinde14 %8,7, Muğ-
la bölgesinde15 %100, Bingöl yöresinde2 %26,16, Trakya 
bölgesinde16 %6,5, Hatay yöresinde17 ise %10 oranında 
bildirilmiştir.

Günümüze kadar yapılan çalışmalarda fumagillin içeren 
preparatlar kullanılmasına karşın N. ceranae enfeksiyon-
larına karşı etkinlikleri %70’leri aşmamıştır. Aynı zaman-
da Varroosis enfestasyonları ile birlikte miks seyreden 
Nosemosis olgularında Varroa ilaçlarının yeterince görev 
yapmadığı da bildirilmekte, bu nedenle öncelikle Nosemo-
sis’in kontrol altına alınması gerekmektedir.18 Bu çalışma-
da doğal bir ürün olan ve kalıntı problemi olmayan, Arion 
İlaç Ar-Ge Merkezi ve Bavet İlaç San. ve Tic. A.Ş. tarafın-
dan geliştirilen bitkisel esansiyel yağ karışımı ile vitamin 
bileşiklerinin Nosemosis ile doğal enfekte balarısı kolonil-
erinde etkinliğinin araştırılması amaçlanmıştır.

Materyal ve Metod
Bu çalışmada ergin arı örnekleri Bursa (İkizce köyü) 
yöresinden toplanmıştır. Nosemosis varlığının tespiti için 
en dış çerçeveden kovan başı 30’ar adet arı örnekleri alın-
mıştır. Laboratuvara getirilen canlı arı örnekleri hareketsiz 
kalmaları için derin dondurucuda bir gün bekletilmiştir. 
Bir gün sonra, hareketsiz kalan arılar digestion yöntemiyle 
Nosema varlığı yönünden incelenmiştir.

Digestion yönteminde pozitiflik/negatiflik kontrolü için 
kovan başı 10’ar arı muayene edilerek 10 arının abdome-
ni bisturi yardımı ile kesilmiştir. Abdomenleri bir havana 
alınarak her abdomen için 1 ml olmak üzere 10 ml distile 
su ilave edilmiştir. Uygun bir baget yardımı ile iyice ezilip, 
solüsyon homojen hale getirilerek lam-lamel arasına 
pipetle bir damla alınarak 40x10 büyütmede ışık 
mikroskobunda (Nikon Eclipse E100) Nosema sporları 
yönünden muayene edilmiştir. Pozitif bulunan 
örneklerden her koloni için 20’şer arı numunesi yukarıda 
anlatılan digestion yöntemiyle hazırlanıp 
solüsyonlarından birer damla Neubauer lamına alınıp, 
ışık mikroskobunda 40x10 büyütmede beş büyük ve her 
biri 16 adet küçük kare içeren sayım alanındaki Nosema 
sporları sayılmıştır. Arı başına toplam spor sayısı (N) şu 
formülle bulunmuştur:19,20 N=S×4×106/80. Etkenin tüm 
Bursa yöresinde N. ceranae olduğu, PCR ile daha önce 
saptanmıştır.21 Bu çalışma da aynı sabit arılıkta yapılmış 
ve dışarıdan yeni bir koloni girişi olmamıştır. Yapılan ilk 
Nosema spor sayımları sıfırıncı gün sayımları olarak 
kaydedilmiştir. Pozitif koloniler spor sayıları dikkate 
alınarak yedişerli dört grup oluşturulmuştur. Toplam 28 
kovan çalışmada kullanılmıştır. Noseba ticari ürünü 
Origanum minutiflorum ve Laurus nobilis bitkilerinin 
esansiyel (uçucu) yağlarından ve vitamin karışımından 
oluşmaktadır. Birinci grup tedavisiz kontrol, 2. grup 20 cc 
Noseba+1 litre şeker şurubu, 3. grup 40 cc Noseba+1 litre 
şeker şurubu ve 4. grup 80 cc Noseba+1 litre şeker şurubu 
ile hazırlanarak, sayımı takiben iki gün üst üste 0,5 lt te-
davi gruplarındaki kovanlara oral yolla verilmiştir. Tedavi 
sonrası  +1, +5, +10 ve +15. günlerde tekrar sayım 
yapılmış ve kontrol grubu ile yüzde azalma istatistiksel 
olarak karşılaştırılmıştır. Saha denemeleri 
10.04.2019-25.04.2019 tarihleri arasında yapılmıştır.

Bulgular
Çalışmada kullanılan 28 pozitif kovanda tedavi öncesi 
ortalama arı başına Nosema spor sayısı 17,8 milyon gibi 
yüksek bir oranda bulunmuştur. Kontrol grubu ve tedavi 
uygulanan 3 grubun elde edilen sonuçları tabloda 
verilmiştir. 

Aydin et al. 2020
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ma ceranae N. apis’e göre daha patojen, hızla kolonilerin 
sönmesine yol açan bir türdür ve arıcılar için ciddi tehdit 
oluşturmaktadır.8,9,21 Fumagillin etken maddesinin N. 
ceranae enfeksiyonlarında etkinliğinin sınırlı kalması ve/
veya Avrupa Birliği ülkelerinde sınırlandırılması-
yasaklanması ile esansiyel yağ, vitamin ve mineral 
karışımlarının arı hastalık etkenlerine karşı kullanımı 
artmıştır.22 Yapılan  çalışmalarda N. ceranae’nın 
fumagilline karşı direnç geliştirmeye başladığı, bir 
antibiyotik türevi olması, bazı durumlarda fumagillinin 
spor üremesini baskılayamadığı ve değişken etki 
gösterdiğinden dolayı fumagillinin üretimi 
durdurulmuştur.23,24 Günümüzde Nosemosis tedavisinde 
bitkisel kökenli ilaçlar veya yem katkı maddeleri 
kullanılmaktadır. Bitkisel etken maddelerden daha çok 
timol, sarımsak özü, nane özü, şalgam özünün ticari veya 
elde hazırlanan preparatları kullanılabilmektedir. 
Özellikle timol, bağırsaklarda patojen 
mikroorganizmaların gelişimini engelleyici etkisi, balda 
kalıntı bırakmaması ve arıya zarar vermemesinden dolayı 
daha fazla tercih edilmektedir.25,26 Bu maddelere ilave 
olarak organik asitlerden okzalik asit27 ve kabuklu deniz 
hayvanlarında bulunan kitosan da28 spor miktarını 
belirgin olarak düşürmektedir. Son yıllarda Nosemosisli 
kolonilerde Fumagillin ile yapılan uygulamalarda Bursa 
yöresinde tedaviye net cevap alınamaması, Ütük ve ark. 
(2016)’ın belirttiği gibi arılarda N. ceranae’nın bulunduğu 
kanısını uyandırmaktadır.

Bu karışımların balda kalıntı bırakmaması da tedavide 
tercih sebebi olmalarına neden olmuştur. Ancak 
ülkemizde bugüne kadar hazırlanan bu tür içerikler 
ticarileşmesine karşın ciddi bilimsel verilere 
dayanmamaktadır. Genelde etkinlik testleri ile ilgili 
bilimsel veriler eksiktir.22

Bitkisel ekstrat, esansiyel yağlar ve organik asitlerle Nose-
mosis üzerine yapılan çalışmalarda, LD50 ve LD 
değerleri, ürünler kimyasal değil bitkisel tabanlı olduğu 
için yapılmamıştır.25,27 Buna bağlı olarak Noseba üzerinde 
de LD50 ve LD çalışmaları yapılmamıştır.

Noseba’nın kullanıldığı tedavi gruplarında tarlacı arıların 
kovana giriş-çıkış sıklığının arttığı, tedaviye başlanmadan 
önce kovan önünde gözlemlenen zayıflamış arıların gö-
zlemlenmediği, tedavi edilmeyen pozitif kontrol gru-
plarında; tarlacı arıların giderek zayıfladığı, kovan 
önünde uçamayan arıların toplandığı, Nosemosis belirtisi 
olarak arıların kanat açıklıklarının arttığı, kovana giriş-
çıkışların azaldığı, hastalığa bağlı olarak kovandaki 
çerçeve sayısının giderek azaldığı gözlemlenmiştir.

Bu çalışmada ilk kez yeni bir ürün olan Noseba, kontrollü 
olarak Nosemosis ile doğal enfekte arı kolonilerine şeker 

Aydin et al. 2020

Tablo 1: Nosemosis ile doğal enfekte bal arısı kolonilerine Nose-
ba®’nın Etkisi

*Her grup 7 pozitif (10 çerçeveli) koloniden oluşmaktadır
** Toplam x 10 6 her koloni için spor sayısı
Grafik 1: **Tedavi Öncesi ve Sonrası Arı Başına Spor Sayısı

*Her grup 7 pozitif (10 çerçeveli) koloniden oluşmaktadır.
** Toplam x 106 her koloni için spor sayısı.

Tedaviyi takiben 2.grup kovanlarda spor sayılarında dal-
galanma olmuş, 15. günde %34,2 etkinlik sağlanmıştır. 15 
gün sonunda iki kovan tamamen menfi olmuş, 3.grupta ise 
kolonilerde 5. günden itibaren spor sayısında büyük düşüş 
göstermesine rağmen 15. günde etkinliğin %67,2’lerde 
olduğu saptanmıştır. Bu grupta bir kovan menfi olması-
na karşın üç kovanda spor sayıları tedavi öncesine göre % 
5’lere inmiştir. Dördüncü grupta tedavi sonrası 1. günde 
etkinlik %93,1’e ulaşmış, 5. günden itibaren sadece bir 
kolonide toplam 7 spor görülmüş, 15. Günde sadece bir 
kovanda iki adet spor tespit edilmiştir. Dördüncü tedavi 
grubu % 99,9 etkili bulunmuştur. Tedavi sonrası 30 günde 
tüm koloniler tekrar kontrol edilmiş, tedavi gruplarında 
spor sayıları korunmasına karşın kontrol grubu kolonileri 
aşırı zayıflayarak 4-5 çerçeveli duruma geçmiştir. Bu ned-
enle 250 cc x 2 defa (Noseba 80cc+1litre şurup) hesabı ile 
şuruplanarak 15 gün içinde eski durumlarına gelmiş ve 
4.gruptaki etkinlik aynı şekilde tespit edilmiştir. Tedaviden 
kaynaklanan anormal derecede arı ölümleri gözlemlen-
memiştir. ve koloni kaybına rastlanmamıştır.

Tartışma ve Sonuç
Nosemosis son yıllarda tüm dünyada olduğu gibi ülkem-
izde de yaygın bir şekilde görülmektedir. . . Özellikle Nose-



13

şurubu ile uygulanmış, %99,9 etkinlik tespit edilmiştir. 
Tedaviden kaynaklanan herhangi bir yan etki veya kolo-
ni kaybı görülmemiş, aksine koloniler hızla güçlenmiş 
ve ballık ilave edilmiştir. Ancak Nosema ile kontamine 
kolonilerde sporların bal ve petekte bir yıla yakın canlı 
kaldığı dikkate alınmalı18, bu ballı peteklerin değiştirilme-
si gerekliliğinden yola çıkarak Noseba karışımının uygun 
dozajlarda kullanılması ile arı bakım ve beslenmesinin 
doğru yapılmasıyla Nosema enfeksiyonun ciddi bir şekilde 
azaldığı tespit edilmiştir. 
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the use of ultrasonography on the determination of the thickness of adhesion formation at the 

abomasopexy site in cows which had undergone one-step laparoscopic abomasopexy. Ten Holstein cows with left displaced abomasum (LDA) 

were included in the study. Animals were treated with one-step laparoscopic abomasopexy whilst standing. Postoperative ultrasonographic 

examinations were carried out starting immediately after surgery (day 0), and on days 28, 90 and 120 by using a 5 MHz linear transducer. The 

thickness of the adhesion formation was measured between the abdominal wall and the abomasum. Ultrasonographic image revealed the 

area of fixation on day 0 as a mild distorted subcutaneous tissue. A heterogeneous hypoechoic irregular-shaped mass (adhesion) was observed 

between the abomasum and abdominal wall on days 28, 90 and 120. Average thickness significantly (p <0.05) increased from day 0 to day 28, 

but tended to decrease afterwards. The average thickness at the abomasopexy site was recorded as 20.47, 22.82, 22.34

and 21.92mm on days 0, 28, 90 and 120, respectively.

Ultrasonographic examination can diagnose and measure adhesions between the abomasum and the abdominal wall. During the study peri-

od, adhesion formation was followed up to the 120th day, and in this period the thickness of the adhesion tended to decrease. Long follow-up 

studies are thought to be beneficial to determine the difference in adhesion thickness.

Keywords: LDA, one-step laparoscopic abomasopexy, ultrasound, adhesions, cattle

Introduction

In recent years, laparoscopic abomasopexy (LA) tech-
niques have gained an acceptance for correction of left 
displacement of the abomasum (LDA). The LA technique 
combines the minimal invasiveness and visual control 
for abomasal positioning and fixation offered by  
laparoscopy.4,11 Janowitz (1998), described a two-step 
laparoscopically guided toggle pin (TP) fixation 
technique for LDA. The one-step procedure developed 
by Christiansen (2004) and Barisani (2004) involves 
placement of the TP suture within the abomasal lumen 
under laparoscopic guidance via the left paralumbar 
area in a standing cow. The other one-step 
procedures are performed via the ventral 

abdominal wall with the animal positioned in dorsal 
recumbency.2,13 

The advantages of one-step LA technique include confir-
mation of the LDA and the ability to evaluate adhesions 
between the abomasum and the left body wall or rumen. 
Furthermore, this technique can also be performed 
completely in a standing cow, is procedurally simpler, 
and requires less time compared with the two-step LA 
procedure.14

The success of these techniques depends on developing 
inflammatory adhesions in the abomasal fi xa ti on  re gi on
and these adhesions prevent recurrence of AD during the 
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current and the subsequent lactation.3,9 The degree and 
persistence of adhesions formed after correction of LDA 
using the laparoscopic TP suture techniques and espe-
cially traditional laparotomy techniques are poorly 
characterized.14 The strength and size of adhesions required 
to prevent recurrence after LA is unknown and further 
research is required to address this issue.3,14 A few 
authors have reported follow-up data for the assessment of 
adhesions of the abomasum to the body wall after 
laparoscopic abomasopexy.1,3,18 The presence or absence of 
adhesions, as well as their appearance at the site of the 
abomasopexy, were confirmed by laparoscopic visualization 
or necropsy findings.3,18 The au thors ha ve  re ported re peat 
laparoscopy 90 days after surgery found strong adhesions 
between the abomasum and body wall in all ten cows 
positioning the cow in dorsal recumbency. 
Furthermore, strong adhesions were observed in four 
cows that underwent repeat laparotomy 1 year after LA.3

Ultrasonography, as a diagnostic imaging technique, 
provides reliable information concerning the abomasum 
and its contents, and the condition of its wall enables 
identi-fication and assessment of any changes in adjacent 
structures.5,15 It is possible to measure the size of fibrinous 
adhesions between the abomasum and the abdominal 
wall via ultrasonographic examination.1 In only one study, 
ul-trasonography was performed for the follow-up of 
adhe-sions in the postoperative period of two-step LA.1 To 
our knowledge, there is no other study in the literature 
about ultrasound follow-up of adhesions after one-step 
LA for correction of LDA.

The goal of this study was to evaluate adhesion 
formation and measure adhesion thickness at the fixation 
area by using ultrasonography in a 4-month follow-up 
after one-step LA procedure for correction of LDA in the 
standing cow.

Materials and Methods
This study plan was approved by Local Ethics 
Committee of Uludag University (Decision no: 
2014-13/03). Ten Holstein cows with LDA were used for 
this study. Each animal was subjected to a general physical 
examination and special examination of the 
gastrointestinal system. The day prior to surgery, cows 
were examined transabdominally with ultrasound on 
the left side of the abdomen and was mainly focused on 
the examination of abomasal position and for the 
presence of adhesions. Ultrasonographic examinations 
were performed on non-sedated, standing cows using a 
5.0 MHz linear transducer (Mindray Z6 Vet, Turkey).

Animals were treated with one-step laparoscopic abo-

masopexy. In the preoperative period, the cows received 
a single dose of flunixin meglumine (Finadyne®, Intervet 
Co., 2.2 mg/kg bodyweight, intramuscularly). The surgical 
site of the animal was aseptically prepared, and 2% solution 
of prilocaine hydrochloride (Citanest®, Astra Zeneca PLC) 
was infiltrated locally at the points of entry for the trocar/
cannula units. 

Surgery was performed in the standing animal. Standard 
equipment was used (Dr. Fritz GmbH, Germany). The first 
incision was made in the left paralumbar fossa behind the 
ribs and beneath the transverse processes and a trocar was 
inserted into the abdominal cavity (portal site 1). Pneumo-
peritoneum was obtained and the abdominal cavity was 
explored. For the second portal, the incision was made 
on the dorsal part of the 11th intercostal space. Next a tro-
car-cannula unit was inserted in the 11th intercostal space 
under laparoscopic guidance. The long trocar was used for 
the placement of the toggle and for emptying the air from 
the abomasum. A stainless steel toggle pin with 2 lengths 
of polyamide suture (synthetic pseudo-monofilament 
non-absorbable suture; Kruuse Supramid, USP 3+4) at-
tached at its midpoint was inserted via the cannula into the 
abomasal lumen while the excess suture material remained 
exterior to the abdomen. The abomasum was deflated, and 
the excess suture material through with a long spieker were 
pushed down into the abdominal cavity and the needle was 
passed through the ventral aspect of the right abdominal 
wall and the threads were pulled. The t w o t h reads w e re 
passed through a rubber bottle cap and then knotted to-
gether. The abdomen was deflated and the incisions on the 
left abdomen were closed by polydioxanone suture (Mono-
plus, USP 2, Braun Aesculap, Tuttlingen) material.

In the postoperative period, the cows received ceftiofur 
hydrochloride (Excenel®, Zoetis Inc., 1.1 mg/kg 
bodyweight) intramuscularly once a day for 3 days. 
After laparoscopic abomasopexy, the animals were 
discharged on the day of surgery and allowed to mix 
with other cows. However, their feeding was kept under 
control the day after surgery. All cows were fed with half 
rations for the first three post-operative days and the 
following days were gradually increased. Full ration 
was started 7 days after surgery. Clinical follow-up of 
the animals was done on days 0, 28, 90, and 120. Skin 
sutures on the left abdomen were removed on day 14. 
Fixation sutures were not removed.

For the postoperative ultrasonographic examination, 
the abomasum fixation area was investigated in 
transverse and longitudinal directions by using a 5 MHz 
linear probe (Mindray Z6 Vet, Turkey) in each case on 
days 0, 28, 90, 
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and 120. The abomasum, its contents and the condition of 
its wall and the adhesion formation were evaluated and the 
thickness of the adhesion was measured between the ab-
dominal wall and the abomasal wall.

Statistical Analysis: Data were analyzed by the GLM proce-
dure. Model was specified as full factorial and polynomial. 
Post Hoc Multiple Comparison was chosen by Tukey HSD 
Test. Bonferroni was chosen as certainty at interval adjust-
ment. Differences were considered significant at a proba-
bility level of p<0.05 in all analyses. All statistical analysis 
was performed with SPSS software (version 23.0, SPSS Inc, 
USA) statistical program. The continuous values were giv-
en as mean ± standard deviation (SD).

Results
The cows with LDA had a mean age of 38.7 ± 21.9 (SD) 
months ranging from 24 to 96 months. The mean weight 
was 497.5 ± 65.5 kg (SD) with a range of 425 to 600 kg. The 
duration of illness ranged from 1 to 7 days with a mean 
of 3.9 ± 2.13 days (SD). All LDA cases were diagnosed af-
ter hearing classical resonant sounds (pings) on simulta-
neous auscultation and percussion of the left flank, espe-
cially over the last three ribs during clinical examination. 
In cows the abomasum was imaged with transabdominal 
ultrasonography over the left middle to upper third of the 
abdomen especially at the 11—12th intercostal space and 
no adhesions were detected.

One-step laparoscopic abomasopexy was successfully per-
formed in all 10 cows. No abdominal organs were acci-
dentally perforated during the entrance of the trocar and 
no major complications were encountered during surgery. 
During exploration of the abdominal cavity, the distended 
abomasum was observed between the rumen and the ab-
dominal wall on the left side. No other pathological find-
ings such as free fluid, adhesion or lesions were recorded. 
The median operation time, which was defined as the time 
required to insert the trocar and close the wound, was 46 
minutes (range, 29 to 76 min). The suture material was cut 
in some cases (cows 2, 4, and 8) by the lancet contained 
within the spieker during the placement of the suture in 
the right paramedian area. In these cases, this phase of the 
operation was repeated. This caused a prolongation of the 
operation time (mean 35 min).

In the postoperative period, gastrointestinal motility was 
restored within hours after surgery. The demand for water 
and hay increased in the postoperative period. Only in one 
case (case no. 9) recurrence of LDA was observed on day 
129. The animal was re-operated.
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The macroscopic appearance of the site of fixation (the tis-
sue under and around the rubber bottle cap) in all cows 
showed swelling with mild pain (inflammation) on day 28. 
The swelling noticeably decreased on successive examina-
tion days and was replaced by scar tissue. There was no 
suture material at the fixation site examined on day 90.

Ultrasonographic findings: The abomasal wall appeared as 
an echoic line. The ingesta were mostly homogeneous in all 
cows. In 9 of the 10 cows, abomasal contractions were nor-
mal (passive and slow movement) but an active movement 
of the abomasum was noticed in one case. A heterogeneous 
hypoechoic irregular-shaped mass (adhesion formation) 
was located between the abomasum and abdominal wall in 
all examinations (on day 28, 90 and 120).

On examination day 0, the area of fixation was observed as 
a mild distorted subcutaneous tissue. The location of the 
toggle-pin was found at a central position within the abo-
masum in relation to the fixation area with the presence 
of a comet-tail artifact. In this area, the thickness values 
varied from 14.29 to 27.39 mm; the average being 20.38 ± 
3.86 mm (mean ± SD).

On examination day 28, the toggle was visible in all cows 
as a hyperechoic object with a comet-tail artifact but the 
location was different. The toggle-pin position changed 
cranially or caudally from the fixation area. The thickness 
values were 16.90 to 30.10 mm; the average being 22.68 ± 
3.75 mm (mean ± SD) (Figure 1). 
Figure 1. A transverse (medial-lateral) ultrasound image on day 
28 postoperatively (case 6). The toggle-pin ( ↘ ) presenting the 
characteristic feature of a comet-tail shadowing artifact (↙) . 
(D): the distance between the abdominal wall and the toggle-pin,
( I) : Abomasum wall.
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On examination day 90, the toggle-pin was not evident in 
ultrasound images in all cattle. The thickness values de-
creased in comparison with the earlier period and were 
measured as 12.63-27.87 mm, the average being 21.85 ± 
4.23 mm (mean ± SD).

On examination day 120, the thickness values varied from 
19.91 to 27.70 mm; the average was 21.91 ± 2.54 mm (mean 
± SD). On the ultrasound image, there was a hypoechoic 
area with small hyperechoic spots (Figure 2).

A significant increase (p<0.05) was observed regarding the 
adhesion thickness from day 0 and 28, and tended to de-
crease afterwards (p>0.05) (Table 1).

Discussion and Conclusion
One-step LA has been considered an advancement of the 
two-step laparoscopic technique, and is charecterized by 
the ventral fixation of a toggle suture by using a spieker.16 
Our results show that one-step laparoscopic abomasopexy 
technique is advantageous in many ways, with shorter 
surgery time and faster postoperative recovery and char-
acterized by higher food intake and lower incidence of 

wound complications. Similar results have been reported 
in the literature.6,12,13,16 The average surgical time in our 
study was higher than that reported in the literature (46 
min).4,6,16 This difference ca n be  at tr ib uted to  th e nu mb er  
of cases in which the suture material was cut by the lan-
cet contained within the spieker during the withdrawal of 
the spieker from the abdominal wall in this study (30%), 
which increased the surgical time. The lower experience of 
the surgeons in this study could also have contributed to 
the increased surgical time. Similarly, Perotta et al. (2017) 
reported that the toggle thread was cut off by the trocar tip 
in one cow (4.76%).

The rates of recurrence after one-step laparoscopic 
abomasopexy were reported between 1.97% and 
9.52%.6,16 In this study, one cow showed recurrence 
(10%) of displacement on day 129 after surgery because 
of a lack of adhesion. The animal was re-operated. 
However, recurrence was not observed in other cows 
during the subsequent lactation period.

The success of any operation to correct a displaced aboma-
sum depends on the formation of an adhesion to hold the 
abomasum in position.7 Abomasopexy and manipulations 
in the abdominal cavity cause adhesion formation at the 
site of operation.19 Only a few authors reported follow-up 
data for the assessment of adhesions of the abomasum 
to the body wall after laparoscopic abomasopexy.1,3,18 I n  
these studies, the presence or absence of adhesions, as well 
as their appearance at the site of the abomasopexy, were 
confirmed by laparoscopic visualization or necropsy fi nd -
ings.3,18 In only one study, ultrasonography was performed 
for the follow-up of adhesions in the postoperative period 
of two-step laparoscopic abomasopexy.1 To our knowledge, 
there is no other study in the literature about ultrasound 
follow-up of adhesions after one-step laparoscopic abo-
masopexy for the correction of LDA.

Ultrasonography provides reliable information 
concerning the abomasum, its contents and the 
condition of its wall and various developments of 
adhesion-fibrous tissue formation in adjacent 
structures.1,15 The adhesion-fibrous tissue area can be 
characterized and manifested as echogenic deposits and 
also as echogenic constricting bands or high-level 
echoes, as suggested by researchers.17 Ultra-sonographic 
images of the toggle-pin show typical artefacts (comet-
tail artifact) because of its metal structural nature.10 In 
this study, ultrasonographic examination was performed 
in standing position by a 5 MHz linear transducer as 
suggested by other researchers.1,5,15 The abdominal wall, 
abomasum content and wall of the abomasum, and 
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Figure 2. A longitudinal (cranial-caudal) ultrasound picture on 
day 120 postoperatively (case 10) presenting irregular shaped 
adhesion site (↙) which a hypoechoic area with small hypere-
choic spots ( ↘), the abomasum wall (I).

Table 1. Ultrasonographic measurement values taken on differ-
ent days of examination

p value:  0-90: p<0.080; 28-120: p<0.057; 90-120: p<0.066



19

toggle pin were easily examined in this way.

Al-Bayati (2011) was able to detect the toggle-pin in 
ultrasonographic controls even on the 180th and 270th 
days after o peration and also identified oval; round-
shaped hypoechoic adhesions between abomasal and 
abdominal walls. In our study, the toggle-pin was 
detectable ultrasonographically on days 0 and 28, but 
could not be determined in any case on day 90. On the 
90th day of the cases, there was no suture material on 
the fixation line. It was considered that the suture 
material had been continuously in contact with the 
abomasal content and therefore its strength was reduced 
and the threads were broken by organ movements. 
Ultrasonographically, the adhesion area showed a 
heterogeneous hypoechoic irregular-shaped mass 
between the abomasum and abdominal wall on 
examinations on day 28, 90 and 120. The adhesion 
thickness tended to decrease from day 28 to day 120. 
Similarly, in the study of Al-Bayati (2011), highest 
adhesion values were seen four weeks postoperatively 
and then decreased over time.

The localized inflammation at the site of fixation which 
was seen one month postoperatively may be due to the 
leakage of abomasal content into the wound area1 or as a 
result of the normal defense mechanism against 
the suture material.8 In our study, the swelling at the 
fixation site noticeably decreased on day 90 and was 
replaced by scar tissue. This decrease in tissue 
reaction could be interpreted by the absence of suture 
material.

Although laparoscopic techniques have been widely 
accepted in clinical practice for treatment of LDA, 
information about the strength and size of adhesions 
required to prevent recurrence after LA is still 
inadequate and further research is required. To the best 
of our knowledge, this is the first report describing 
ultrasonographic follow-up of adhesions after one-step 
laparoscopic abomasopexy for correction of LDA. 
According to our findings, ultrasono-graphic 
examination provides useful information regarding 
adhesion formation at the abomasopexy site. Long 
follow-up studies are thought to be necessary for the 
evaluation of the size, thickness and quality of the 
adhesion formation in the postoperative period.
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Abstract
Poultry management is associated with light due to positive effects of photoreceptors on animal’s growth, immunity and homeostasis. Colors 

influence the efficiency of poultry performance and behavior. Light-emitting diode (LED) can use for providing monochromatic light source. 

In this trial, two hundred Ross 308 broiler chicks were studied in four different light groups as follows; White (Control), Red (RL), green (GL) 

and blue (BL) during 42 trial days. At the end of the study, the serum Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutathione Peroxidase 

(GPx) and malondialdehyde (MDA) enzyme activities were measured to evaluate the oxidant-antioxidant balance. The oxidant marker MDA 

was found the highest value in group RL (p:0.0001 ; 9.24±0.33). On the other hand, in group GL, all antioxidant parameters were found the 

highest value (p<0.05).  Also, SOD and GPx values were increased in group GL (SOD: 150.61±9.14 ; GPx: 186.96±10.50)  than BL (SOD: 

139.29±5.19 ; GPx: 160.02±3.15) statistically (p<0.05). The results showed that red light may be a stressor, and on the contrary, green light may 

be a positive monochromatic color for growth, oxidant-antioxidant balance and homeostasis for broilers. 

Key words: poultry, green light, antioxidant enzymes, MDA
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Introduction

The light is converted to impulses to brain and effects on 
several physiological mechanisms1. Also, types of pho-
toreceptors in the eye have a complex process for visual 
system. However there are some differences between hu-
man and animal vision. The human eye detects a narrow 
range between 400-700 nm wavelengths on the scale in the 
electromagnetic spectrum. On the other hand, chickens 
can perceive smaller wavelengths (350nm) than humans 
as superior. Thus, they can sense the wavelengths of light 
in the wider spectrum.2,3 Chickens have seven photore-
ceptors in their eyes to separate the light colors. Besides 

that, they have five light receptors in their eyes which 
get an ability to see many colors to them.4 According to 
these structures, lightening is regarded an environmental 
stress factor for chicken’s physiology and poultry 
management.5 Many mechanisms are influenced by 
colors of light, especially growth performance, 
reproductivity, egg production and quality.6,7 

Color is an important aspect of light due to its effect 
on several physiological mechanism and behavior in 
poultry. The artificial colors used for poultry 
management are named white, red, green and blue. Red 
light gives animal more activity such as walking, 
flapping, aggression and 
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cannibalism.7,8 Green and blue lights are called tranquilizer 
colors, and stimulate drinking, bathing, sleeping, sitting 
which have positive impact on animal growth, reproduc-
tivity and immunity.7,9,10 It was reported that both green 
and blue lights reduce negative effects of stress and main-
tains the immunity.11 Also, increase of the antioxidant en-
zyme activities by blue light in poultry was determined by 
some researchers.12,13

The oxidant antioxidant balance in healthy status can be 
explained with superiority of antioxidant capacity. In a-
nimals, stressful stiuations such as long lightening, 
light colors, crowded, nutrition and etc. cause a damage 
in this balance, and oxidation is occured.14 Nevertheless, 
several pathological conditions could be existed in 
growth, immunity, reproductivity and animal 
products.15-17 The first defense systems responded the 
cellular homeostasis are antioxidant enzymes.18 
Malondialdehyde (MDA) is known as the most important 
molecule for oxidative status in tissue or cells. Belong to 
oxidative status, antioxidants are released to fight for 
homeostasis, however if they’re insufficient, exogenous 
antioxidants could be given to regulate the oxidant 
antioxidant balance.19 The best natural antioxidants in 
organism are carotenoids, glutathione (GSH), glutathione 
peroxidase (GPx), superoxidase dismutase (SOD) and ca-
talase (CAT) which also act as a free radical scavenger by 
eliminate the lipid peroxidation and oxidative damages.20,21 

Light-emitting diode (LED) is a popular monochromatic 
light source commercially. The advantage of LED lamps 
is single intensity of wavelength which has a narrow half 
band output.22 LED light spectra impacts photoperiodic 
answer of birds. This effect of LED light influences the 
broiler’s growth, behavior, immune response, physiological 
and biochemical alterations.23,24 According to these lite-
ratures, it can be said that light management is important 
for improvement of poultry productivity and welfare of 
animals. In this trial, we aimed to determine the effects of 
three monochromatic LED lamps in colors red, green and 
blue on oxidant and antioxidant enzyme activities in broil-
ers. 

Material Methods
Birds and Housing
The experiment was carried out in chicken coops in the 
Animal Husbandry Facilities of the Agriculture Faculty, 
Tekirdag Namik Kemal University. The study was carried 
out with the permission of University Animal Experimen-
tation Local Ethics Committee (Approval number: 
T2017-7-5). A total of 200 Ross 308 broiler chicks were 
obtained from a parent flock randomly mating for animal 
material

of the study. The chicks of one day age were placed in 
4 deep cages in the trial room isolated from daylight 
and a black screen was drawn between each 
compartment. The birds were housed d 0 in separate 
rooms. 
Groups were divided into 4 as follows respectively: 
White light (Control, 400-760 nm), Red light group 
(RL, 635-700 nm wavelength), Blue light group (BL, 
450-490 nm wavelength) and Green light group (GL,
490-560 nm wavelength). Each trial group was
randomly allocated 50 animals. LED lighting fixtures
were mounted on each cage and adjusted so that there
was no reflection on the  other cages. The LED lamps
were placed 10 cm above the head of broilers. The light
was arranged period of 23 hour (23L:1D). Chicks were
fed with 24% HP and 2900 kcal/kg ME powdered feed
throughout the trial and ad libitum access to feed and
water during 42 trial days.

Blood samples and Antioxidant Status

Birds were slaughtered at the end of the trial and the 
blood samples were taken from jugular vein at the 
slaughter day. 10 of each group totally 40 samples were 
collected into anticoagulant blood tubes. Plasma was 
obtained by centrifugation at 3000 g for 10 minutes 
and stored at -20   oC  until analyses day. Antioxidant 
enzymes in plasma such as Superoxide dismutase (SOD), 
Catalase (CAT) and Glutathione Peroxidase (GPx) 
enzyme activities were measured with commercial kits 
(Cayman Chemical Company, USA) by microplate 
reader and malondialdehyde (MDA) levels were 
measured according to the colorimetric method by 
Yoshoiko et al.25 with spectrophotometer. 

Statistical analysis

All the values were grouped and calculated as means
±standard errors. Statistical analyses performed with 
SPSS (Version 20.0). All parameters were examined by 
One-way for the difference between groups and 
considered significant at p<0.05. If the difference 
between groups was provided to be significant (p<0.05), 
Tukey’s test used.26 Nevertheless, Kruskal Wallis was used 
for analyzed the differences be-tween means in non-
homogenous groups, and following Mann Whitney U 
test applied between groups one by one.27

Results
In the study, the oxidant marker, MDA, was 
determined for stressful condition. The MDA value was 
increased in group red light (RL) compared to group 
Control (p:0,0001 ; 5.48±0.12 and 9.24±0.33, group 

Control and RL re-spectively) although there were no 
significant changes in groups green light (GL) and blue 
light (BL), as shown in Figure 1a. The antioxidants 
enzymes SOD, CAT and GPx 
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were found higher in groups GL (SOD, CAT and GPx 
respectively; 150.61±9.14, 4.18±0.07 and 186.96±10.50) 
and BL (SOD, CAT and GPx respectively; 139.29±5.19, 
3.69±0.08 and 160.02±3.15) compared to Control group 
(SOD, CAT and GPx respectively; 133.68±8.49, 3.86±0.18 
and 156.14±5.67) statistically (Fig1b-1c-1d ; p<0.05). On 
the other hand, between group Green and Blue, differences 
were found in SOD and GPx statistically (SOD and GPx  p 
values respectively, 0,007 and 0,038).

Discussion and Conclusion
In poultry management, lightening procedure is import-
ant due to the chickens’ sensitivity to light color or lighten-
ing periods. Light has a stimulating effect on photorecep-
tors that results in release of hormones for development 
of stress and aggression.28,29  To evaluate the stress which 
from oxidant and antioxidant capacity is necessary to de-
fine. Organisms have specific molecules for determining 
this oxidation cellularly such as MDA, GSH, SOD, GPx 
and CAT etc. There is a balance between these oxidant and 
antioxidant molecules for homeostasis. Although stress 
gives an increase in oxidants, oxidation lead to decrease in 
antioxidants. However, to generate the metabolism in that 
situation, antioxidants are produced and oxidative damage 
is repaired.30,31

Our results showed that oxidant and antioxidant balance 
of broiler were affected by LED light colors (Figure 1). An-
imals exposed under red light had the higher MDA value, 
which can be a stress marker, compared to group control 
(p<0.0001) although there was no differences were found 
among groups GL and BL (p>0.05). This result may be due 
to the red light improvement effect on cellular oxidative 
activity. Similarly, it was reported that red light had a stress 
effect such as cannibalism in hens.32 
Several studies suggested that monochromatic colors, 
green and blue have positive effect on growth and welfare 
against to stress especially in poultry management.7,10 In 
the present study, the antioxidant enzymes values were 
increased in groups GL and BL compared to group Con-
trol statistically (p<0.05). Animals reared under green 
light (group GL) had the highest SOD (150.61±9.14), CAT 
(4.18±0.17) and GPx (186.96±10.50) values compared to 
group Control and BL (Fig 1b-1c-1d; p<0.05). These in-
creases of antioxidative enzymes may be explained by 
oxidative defense mechanism which occurs with cellular 
protein expression. Abdo et al.13 determined that blue light 
could maintain the mRNA expression, and thereby pro-
teins known as SOD, CAT and GPx1, which are important 
in oxidative antioxidative balance were increased. There 
are some reports about the efficiency of green and blue 
light on bird’s growth.10,33 Those studies, it was indicated 
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Figure 1: The effect of monochromatic light differences on the 
change of serum oxidant and antioxidant values. A) Malondial-
dehyde (MDA) enzyme value; B) Superoxide dismutase (SOD) 
enzyme value; C) Catalase (CAT) enzyme value ; D) Glutathi-
one Peroxidase (GPx) enzyme value. 
Groups: Control, RL: red light, GL: green light, BL: blue light,  
respectively.
* p < 0.05,  RL, GL and BL versus C group
≠    p < 0.05,  GL and BL versus RL group
+ p < 0.05,  GL versus BL group
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that although blue light induces the growth in old age 
of birds, green light stimules the growth in youngers. 
Woodard et al.34 also reported that green and blue light 
has the positive effect in Japanese quails.
Monochromatic colors have been important for 
poultry management, especially green and blue. The 
obtained results suggest that either green or blue light 
has the best result for antioxidative balance of organism 
and maintain welfare. Thereby, green and blue light 
colors may be the sources for lightening process in 
poultry management. Furthermore, it can be said that 
green and blue light might be the best colors replace to 
others in broiler production.
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Özet
Sığır solunum sistemi hastalıkları kompleksi (BRDC) başta sığırlar olmak üzere birçok çift tırnaklı hayvan türünü etkileyen ve ülkemiz dahil 

olmak üzere tüm dünyada yaygın olarak görülen bir problemdir. Bu çalışmada Diyarbakır ilini temsil edecek şekilde 8 farklı ilçeden 229 sığır, 

192 koyun ve 12 keçi olmak üzere toplam 433 serum örneğinde Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine herpesvirus-1 (BoHV-1), Bo-

vine respiratory syncytial virus (BRSV), Bovine coronavirus (BCoV) ve Bovine parainfluenza-3 (BPIV-3) viruslarına karşı gelişmiş antikor-

ların varlığı incelenmiştir. Virus nötralizasyon yöntemiyle belirlenen seroprevalans değerleri BVDV, BHV-1, BRSV, BCoV ve BPIV-3 virusları 

yönünden sırasıyla sığırlarda %57,6, %37,6, %71,2, %75,5, %40,2; koyunlarda %39,6, %1,6, %79,7, %86,5, %16,7; ve keçilerde %66,7, %50, 

%100, %100, %8,3 olarak bulunmuştur. Aynı örneklem grubundan 39 sığır, 11 keçi ve 33 koyuna ait örnekler RT-PCR yöntemiyle incelenmiş 

ve pestivirus yönünden negatif bulunmuştur. Test edilen virusların seroprevalans değerleri arasında istatistiki olarak yüksek oranda farklılık 

tespit edilmiştir (p<0.001). Diyarbakır ilinde örneklenen tüm hayvanlarda BCoV ve BRSV seroprevalansının yüksek olduğu belirlenmiştir. 

Bu sebeple BCoV ve BRSV enfeksiyonlarının bu bölgede sadece sığırlarda değil aynı zamanda koyun ve keçilerde de BRDC enfeksiyonlarına 

yatkınlık oluşturabileceği değerlendirilmiştir.

Anahtar Kelimeler: Viral enfeksiyonlar, Ruminant, Seroprevalans, Virus nötralizasyon, RT-PCR, Diyarbakır

Abstract
The bovine respiratory system complex (BRDC) is a viral disease that affects many ungulates, especially cattle, and is common worldwide. 

Total of 433 sera (229 cattle, 192 sheep and 12 goats serum) were collected from eight district of Diyarbakır province, South Eastern Tur-

key. Serological analysis by serum neutralisation assay were performed against Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine herpesvirus-1 

(BoHV-1), Bovine respiratory syncytial virus (BRSV), Bovine coronavirus (BCoV), and Bovine parainfluenza-3 (BPIV-3) viruses. Detected 

seroprevalence rates against BVDV, BHV-1, BRSV, BCoV and BPIV-3 were 57.6%, 37.6%, 71.2%, 75.5%, 40.2% in cattle; 39.6%, 1.6%, 79.7%, 

86.5% , 16.7% in sheep and 66.7%, 50%, 100%, 100%, 8.3% in goats, respectively. Selected samples from 39 cattle, 11 goats and 33 sheep were 

negative for pestivirus by RT-PCR. A statistically significant difference was detected among seroprevalence values of tested viruses (p<0.001). 

Due to the high seroprevalence of BCoV and BRSV in all tested animals species, those viruses may be concluded as possible reason for ten-

dency to BRDC infections not only in cattle but also in sheep and goats in the region.

Key Words: Viral infections, Ruminants, Seroprevalance, Virus neutralization, RT-PCR, Diyarbakir

Giriş

Solunum sistemi enfeksiyonları çiftlik hayvanları 
yetiştiriciliğinde mortalite, gelişme geriliği, verim kaybı, 

karkas kalitesi ve karkas ağırlığında azalma gibi önemli 
ekonomik kayıplara neden olmaktadır.1 Sığırların solunum 
sistemi hastalık kompleksi (BRDC) birçok enfeksiyöz 
ajanın rol aldığı multi-etiyolojik bir hastalık tablosu olarak 
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nitelendirilir. BRDC gelişimine katkı sağlayan Pasteurella 
multocida, Histophilus somni, Mannheimia haemolytica 
ve Mycoplasma bovis gibi bakteriyel etkenlerin yanında, 
başta Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine her-
pesvirus-1 (BoHV-1), Bovine respiratory syncytial virus 
(BRSV), Bovine parainfluenzavirus-3 (BPIV-3) ve Bovine 
coronavirus (BCoV)  olmak üzere birçok viral etken ile 
söz konusu virus ve bakteriler BRDC klinik olgularında 
değişen kombinasyonlarda çoklu enfeksiyon şeklinde orta-
ya çıkar.2-4 Bu etkenler aynı zamanda koyun ve keçilerde de 
benzer enfeksiyon tablosuna neden olmaktadır.5 

BVDV, yakın antijenik özellik gösteren koyun ve keçile-
rin Sınır hastalığı virusu (Border disease virus -BDV) ve 
Klasik domuz vebası virusu (CSFV) ile birlikte Flaviviridae 
ailesinde Pestivirus cinsinde yer almaktadır. Pestivirus en-
feksiyonlarının klinik ve patolojik bulguları virus türüne, 
biyotipine, konakçının gebelik periyoduna, immünolo-
jik durumuna ve çevresel faktörlere göre değişmektedir. 
Non-sitopatojen BVDV suşuyla transplasental 
enfeksiyonlarda fetüsün immunokompedans gelişmeden 
önce virusla karşılaşması halinde immunotolere persiste 
enfeksiyon meydana gelmektedir.⁶ Hastalığın çoklu klinik 
form, patogenez ve bulguları arasında ölümcül 
karakterdeki mukoza hastalığı (MD), konjenital anomali, 
reprodüktif kayıplar, değişen derecelerde ateş, ishal, 
lökopeni, eroziv stomatitis, nazal ve oküler akıntı 
sayılabilir. Aynı zamanda virusun immun supresif etkisi 
sonucunda sekonder enfeksiyonlara duyarlılığın arttığı, 
bu sebeple virusun solunum sistemi enfeksiyonlarının 
oluşumunda önemli rolü olduğu da bildirilmiştir.⁷  

BoHV-1 Herpesviridae ailesinde, Alfaherpesvirinae alt ail-
esindeki Varicellovirus cinsinde yer almaktadır. BoHV-1 
enfeksiyonlarında üst solunum yolu ve genital sistem et-
kilenerek mukopurulent nazal akıntı, konjuntivit, püstüler 
vulvovajinit ve balanopostit meydana gelebilir. Akut en-
feksiyonu takiben trigeminal ve sakral gangliyonlarda la-
tent kalan virusun immunosupresyon ve stres faktörleri-
yle reaktive olduğu tespit edilmiştir.⁸ En önemli konakçısı 
sığırlar olmakla beraber koyun ve keçilerde de BoHV-1 
enfeksiyonları tespit edilmiştir. Bu sebeple sığırlarda en-
feksiyon gelişmesinde türler arası virus saçılımının etkili 
olabileceği ve küçük ruminantların muhtemel virus kay-
nağı oldukları öne sürülmüştür.⁹

Pneumoviridae ailesi Orthopneumovirus cinsinde yer alan 
BRSV sığırlarla birlikte koyun ve keçileri de enfekte ede-
bilmektedir.10 Hastalık görünümü ölümcül formdan sub-
klinik seyre kadar değişkenlik göstermektedir. Sığırlarda 
subklinik seyreden hastalık 5 aylıktan küçük buzağılarda 

şiddetli alt solunum yolu enfeksiyonuna neden olmak-
tadır.11 BRSV’nin, oluşturduğu hastalık bulguları dışında 
immun sistemi baskılayarak konakçıyı sekonder enfeksi-
yonlara duyarlı hale getirmesi sebebiyle solunum sistemi 
enfeksiyonlarında önemli rolü olduğu bilinmektedir.

BPIV-3, Paramyxoviridae ailesinde Respirovirus cinsinde yer 
almaktadır.12 Tek başına hafif seyirli enfeksiyon oluşturan 
virus, alveolar epitel ve makrofajların yanı sıra üst ve alt 
solunum yollarındaki siliyer solunum epitel hücrelerini de 
enfekte etmektedir. Etken sığırlarda görülmekle birlikte, tüm 
dünyada koyun ve keçilerin solunum yollarında sık rastlanan 
viral etkenlerden biridir. Koyun ve keçilerde pnömoni 
gelişimine sebep olabildiği gibi, klinik bulgu göstermeyen 
küçük ruminantlarda değişen oranlarda sero-prevalans 
değerleri de saptanmıştır.5,13

BCoV, Coronaviridae ailesinde Coronavirinae alt ailesinde 
Betacoronavirus genusunda yer almaktadır. Bovine-like 
CoV’ler vahşi ruminantların yanı sıra ishalli koyun 
dışkısında da tespit edilmiştir. BCoV sığırlarda neonatal 
ishal, kış dizanterisi ve solunum yolu enfeksiyonlarından 
sorumludur.14-15 Erken yaşta enteritis, depresyon, zayıflık ve 
gelişen neonatal ishale bağlı olarak sürüde ekonomik 
kayıplara yol açan coronavirus, neonatal ishalli oğlaklarda da 
tespit edilmiştir.16 Serolojik çalışmalar bovine coronavi-rusun 
sığır dışında koyun ve keçilerde de sirküle olduğunu 
göstermektedir.17-19

Ülkemizde BRDC etiyolojisinde rol alan virusların varlığı 
çeşitli çalışmalarla ortaya konulmuştur. Güneydoğu 
Anadolu Bölgesi’nde ve özellikle Diyarbakır ilinde söz 
konusu virusların tamamına yönelik sınırlı sayıda veri 
bulunmaktadır. Bu araştırmada ruminant yetiştiriciliği 
yönünden öneme sahip olan bölgede BRDC etiyolojisindeki 
viral etkenlerin serolojik durumunun belirlenmesi 
hedeflenmiştir. Ayrıca Güneydoğu Anadolu bölgesinde 
pestiviruslara yönelik çalışmaların ağırlıklı olarak serolojik 
yönde olması ve ilgili çalışmalarda yüksek seroprevalans 
değerlerinin belirlenmiş olması sebebiyle seçilen örneklerde 
pestivirus taraması yapılarak saptanması olası saha 
suşlarının moleküler tiplendirmesi de hedeflenmiştir.

Materyal ve Metot
Örneklenen hayvanlar                                hayvanlar
Örnekleme çalışmaları Diyarbakır ilinde yer alan Hani, 
Silvan, Eğil, Dicle, Sur, Yenişehir, Kayapınar ve Bağlar 
olmak üzere toplam 8 ilçede yapıldı. Saha koşullarını 
yansıtması amacıyla halk elinde bulunan küçük işletmelerde 
barındırılan ve tamamı 6 ay-5 yaş aralığında olan sığır, koyun 
ve keçilerden rastgele yapılan örneklemeler değerlendirildi.
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Örnekleme yapılan işletmelerde tek tür hayvan 
bulunduğu fakat ortak mera kullanıldığı yetiştiriciler 
tarafından beyan edildi. Örnekleme yapılan sürülerin aile 
işletmesi yapısında olduğu ve hayvan sayısının 5-25 baş 
arasında değiştiği kaydedildi.  Örnekleme sürecinde (UÜ-
HADYEK 2017-11-3) klinik bulgu, ırk ve cinsiyet farkı 
gözetilmedi. Değerlendirilen sığırların önemli bir 
bölümünde örnekleme anında klinik bulgu tespit 
edilmezken, 17 sığırda ve koyunların tamamında haf if 
solunum ve/veya sindirim sistemi bulguları görülmüş 
olduğu bildirildi. Araştırma kapsamında incelenen 
viruslara karşı aşılama yapılmamış olan 18 sürüden 229 
sığır, 192 koyun ve 12 keçi olmak üzere toplam 433 
hayvandan kan örneği kullanıldı. Sığır ve koyun örnek 
sayılarına kıyasla keçi sayısının oldukça az olması, 
barınaklardan sadece 2 tanesinde keçi yetiştiriciliği 
yapılırken diğerlerinde bulunmamasından 
kaynaklanmaktadır. Antikoagulansız tüplere alınan kan 
örnekleri soğuk zincir altında laboratuvara nakledildi. 
Santrifüjleme işlemiyle (3000 x rpm’de 10 dk) çıkarılan se-
rum ayrılarak 56°C’de 30 dk süreyle inaktive edildi ve test 
aşamasına kadar ≤ -20 °C’de saklandı. Yeterli miktara 
sahip olan örnekler arasından 39 sığır, 33 koyun ve 11 
keçi serumundan 0.5 ml ayrılarak RT-PCR’la pestivirus 
taramasında kullanılmak üzere inaktive edilmeden 
saklandı.

Hücre Kültürü ve Viruslar             Kültürü ve Viruslar
Araştırmada kullanılan virusların üretilmesi, titrasyonu 
ve test aşamalarında Madin Darby Bovine Kidney 
(MDBK) hücre hattı kullanıldı. Hücre kültürünün 
intrinsik pesti-virus enfeksiyonu yönünden ari 
olduğunun teyidi immunoperoksidaz testi ve RT-PCR 
yöntemiyle yapıldı.20 Virus nötralizasyon testlerinde test 
virusu olarak tamamı sito-patolojik etki (CPE) 
oluşturarak üreyen BVDV NADL, BoHV-1 Cooper, 
BRSV Atue, BPIV-3 SF-4 ve BCoV Me-bus referans 
suşları kullanıldı. Virusların titreleri 10 katlı 
sulandırmalar yapılarak standart mikrotitrasyon yöntemi-
yle belirlendi. Hücre hatlarının üretilmesi için pestivirus 
kontaminasyonu bakımından negatif olduğu önceden be-
lirlenen fötal dana serumu (%10) eklenmiş DMEM vasatı 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) kullanıldı. 

Virus nötralizasyon testi
Araştırma kapsamında antikor tespiti amacıyla mikronö-
tralizasyon yöntemi kullanıldı.21 Her serum örneği için 2 
göz olacak şekilde 50 µl dağıtıldı. Titresi belirlenen virus 
süspansiyonundan her göze 50 µl dağıtılıp BVDV, BRSV, 
BCoV ve PI-3 için 1 saat, BoHV-1 için ise 2 saat süreyle 
37°C, %5 CO2’li ortamda inkübasyona bırakıldı. 

Ardından tüm gözlere 300.000 hücre/ml olacak şekilde 
hazırlanmış MDBK hücre süspansiyonundan 50 µl ilave 
edildi. Tekrar aynı koşullarda inkübasyona bırakılan pleyt 
gözlerindeki hücreler 5-7 gün süreyle invert mikroskop 
altında incelenerek CPE oluşumları yönünden 
değerlendirildi. CPE oluşumunun görülmediği örnekler 
antikor pozitif olarak değerlendirildi. 

RNA izolasyonu ve RT-PCR Analizi

Seçilen örneklerde BVDV taraması amacıyla pan-pesti-
virus spesifik primerler kullanılarak RT-PCR uygulandı. 
Bu amaçla inaktive edilmemiş serum örneklerinden vi-ral 
RNA ekstraksiyon kiti (NucleoSpin® Virus, Mache-rey-
Nagel, Germany) kullanılarak nükleik asit izolasyonu 
gerçekleştirildi ve ticari kit (iScript™ cDNA Synthesis Kit, 
Bio-rad, USA) kullanılarak cDNA sentezi yapıldı. Pan-
pes-tivirus varlığını araştırmak amacıyla p324 (5’-ATG 
CCC WTA GTA GGA CTA GCA-3’) ve p326 (5’-TCA 
ACT CCA TGT GCC ATG TAC-3’) primerlerinin 
kullanıldığı RT-PCR protokolü uygulandı.22 Buna göre; 
94°C’de 2 dk ön ısıtmayı takiben 35 siklus olacak şekilde 
94°C’de 1 dk denatürasyon, 56°C’de 1 dk bağlanma, 72°C 
1 dk uzama ve son aşamada 72°C’de 7 dk son uzama 
işlemleri uygu-landı. 288 bp uzunluğundaki PCR ürünleri 
SafeViewTM (Applied Biological Materials, Canada) ilave 
edilen %2’lik agaroz jelde elektroforez uygulanarak 
görüntülendi.

İstatistiksel analizler
Araştırma kapsamında incelenen 5 virusa karşı elde 
edilen seroprevalans değerleri, hayvan türlerine göre 
dağılımı ve çoklu enfeksiyon verileri SPSS (IBM SPSS 
Statistics, Version 23) programında Ki kare testiyle analiz 
edildi.

Bulgular
Test edilen 433 hayvanda BVDV, BoHV-1, BRSV, BPIV-3 
ve BCoV etkenlerine karşı seroprevalans değerlerine hay-
van türüne göre bakıldığında sığır, koyun ve keçiler 
arasın-da istatistiki olarak önemli düzeyde fark olduğu 
bulundu (p<0,001). Tüm hayvan türlerinde en yüksek 
seropozitiflik oranı BCoV’e karşı saptandı (Tablo 1). 
Buna göre sığır, koyun ve keçilerde BCoV’ a karşı 
seropozitiflik oranları sırasıyla %75,5, %86,5 ve %100 
olarak tespit edildi (Şekil 1). BRSV’a karşı 
seropozitiflik değerlerinin de yüksek oranlarda 
seyrettiği tespit edildi (Tablo 1). Hayvan türlerine göre 
BRSV ve BCoV seroprevalans değerleri arasında 
istatistiki farklılık olmadığı görüldü (p ≤ 0,058). En düşük 
seroprevalans değerleri BoHV-1’e karşı saptanırken, 
hayvan türleri açısından en düşük seropozitiflik oranı 
koyunlarda (%1,6) tespit edildi (Şekil 1). Keçilerin 
tamamında BRSV ve BCoV’ a karşı seropozitiflik 
görülürken (%100,0), BPIV-3 virusuna karşı antikor 
varlığı sadece bir keçide tespit edildi. 
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Tekli ve çoklu seropozitifliklerin değerlendirilmesiyle 
istatistiki olarak önemli farklılıklar tespit edildi (p<0,001). 
Çoklu seropozitiflik değerlerinde en yüksek olarak ikili ve 

üçlü pozitiflik kombinasyonu (sırasıyla %28,4 ve %27,7) 
belirlendi. Tüm hayvanlarda ikili seropozitiflik kombi-
nasyonu ele alındığında en yüksek seropozitiflik oranı 
BCoV-BRSV kombinasyonunda bulundu (%66,6). Benzer 
olarak üçlü kombinasyonlarda BCoV-BRSV-BVDV kom-
binasyonlarının en yüksek orana sahip olduğu belirlendi 
(%63,3). Koyun ve keçilerde beşli seropoziflik kombi-
nasyonu görülmezken, sığırlarda bu oran %13,9 düzeyinde 
bulundu. Araştırma sonunda toplam 40 (%9,2) hayvanda 
araştırma kapsamında değerlendirilen 5 virustan hiçbir-
ine karşı antikor tespit edilemedi. Sığır, koyun ve keçile-
rde seronegatif oranlar sırasıyla %10,9 , %7,8 ve %0 olarak 
bulundu. İnaktive edilmemiş olan 83 örneğin panpestivi-
rus primerleriyle yapılan RT-PCR uygulamasında ise tüm 
örnekler pestivirus yönünden negatif sonuç vermiştir.

Tartışma ve Sonuç
Sığır solunum sistemi hastalıkları kompleksi (BRDC) sığır-
larda önemli ölçüde ekonomik kayıplara neden olabilen 
bir hastalıktır. BRDC gelişimine katkı sağlayan virusların 
koyun ve keçilerdeki solunum sistemi hastalıklarında da 
rol aldığı bilinmektedir. Ülkemizde BRDC enfeksiyonları 
yaygın olup hayvan sağlığı ve ekonomik açıdan önemi 
birçok çalışmada vurgulanmıştır.23-26

Sığırlarda BVDV enfeksiyonu dünya genelinde yaygın 
olup, ülkemizde ruminantlardaki seropozitiflik oran-
ları %1,8-%96,6 arasında saptanmıştır.3,27-31 Güneydoğu 
Anadolu bölgesindeki illerde yapılan çalışmalarda Şan-
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Şekil 1: Test viruslarına göre belirlenen seroprevalans değerleri 
(%)

Şekil 2: Hayvan türlerine göre çoklu enfeksiyonların dağılımı 
(n: 433, %)

(-): Belirtilen hayvan türü ve lokasyondan örnekleme yapılmamıştır; S: Sığır; Ky: Koyun; Kç: Keçi

Tablo 1: Araştırılan virusların lokasyonlara göre seroprevalans değerleri
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lıurfa’daki sığırlarlarda BVDV seroprevalansı %96,6 olarak 
belirlenmiştir.3 Çabalar ve ark.29 tarafından BVDV se-
roprevalansı Şanlıurfa’da %71,0, Gaziantep’te %40-66,0, 
Diyarbakır’da %92,8-100 düzeyinde bildirilmiştir. Böl-
genin büyük bölümünü temsilen değerlendirilen sığır 
örneklerinde ise BVDV seroprevalansı %48,05 olarak be-
lirlenmiştir.31 Doğu ve Güneydoğu Anadolu bölgesindeki 
keçilerde aborta neden olan etkenlerin serolojik olarak 
incelendiği bir çalışmada BVDV için seroprevalans değeri 
%30,2 olarak gösterilmiştir.28 Araştırmamızda Diyarbakır 
ilinde BVD virusuna karşı sığır, koyun ve keçilerdeki se-
roprevalans değerleri sırasıyla %57,6 , %39,6 ve %66,7 
(ortalama %49,9) olarak bulunmuş olup daha önce elde 
edilen değerlerle benzerlik göstermektedir. Ancak Pestivi-
rus cinsindeki virusların antijenik yakınlığı ve tespit edile-
bilen çapraz reaksiyonlar göz önüne alındığında koyun 
ve keçilerde elde edilen seropozitiflik değerlerinin sadece 
BVD virusunun türler arası geçişinden kaynaklanmayabi-
leceği, diğer pestivirusların (özellikle BDV) varlığından da 
ileri gelebileceği dikkate alınmalıdır. Diğer taraftan yüksek 
seroprevalans değerleri elde edilmiş olmasına karşın sığır, 
koyun ve keçi örneklerinde RT-PCR ile yapılan virolo-
jik analizlerde pozitif sonuç bulunamamıştır. Bu durum 
örneklenen hayvanlar arasında persiste enfekte birey bu-
lunmadığı ve örnekleme sırasında viremi safhasında akut 
enfeksiyon olmadığına işaret etmektedir. Bölgede yapıla-
cak geniş kapsamlı saha çalışmalarıyla elde edilecek izolat-
ların moleküler karakterizasyonunun yapılmasıyla ülkem-
izde BVDV’nin moleküler epidemiyolojisiyle ilgili bölgesel 
verilerin tamamlanabileceği değerlendirilmektedir.

BoHV-1 sığır, koyun ve keçilerde solunum ve genital en-
feksiyonlara neden olup, immun sistemi baskılayarak 
hayvanları diğer enfeksiyonlara predispoze hale getirir. 
Ülkemizde yapılan çalışmalarda ruminantlar için sero-
pozitiflik oranları %2,27 – 61,5013,32-36 olarak bildirilmiştir. 
Diyarbakır bölgesinin incelendiği çalışmalarda sığırlar 
için antikor değerleri %47,7-79,0 arasında değişmekte-
dir.31,37 Bu çalışmada sığır, koyun ve keçiler için seropreva-
lans değerleri sırasıyla %37,6 , %1,6 ve %50,0 olarak tespit 
edilmiştir. Elde edilen bu değerler Diyarbakır ilinde daha 
önce belirlenen seroprevalans değerlerinden daha düşük-
tür. Dünyada ve ülkemizde yapılan çalışmalarda keçilerin 
koyunlara oranla daha yüksek seropozitiflik gösterme-
si9,13,27 tür direnci ihtimalini akla getirmektedir. Deneysel 
çalışmalarda BoHV-1 ve CapHV-1’in doğal konakçıları 
arasında çapraz enfeksiyon oluşturabildiğinin 
gösterilmesi yanında,Ardından tüm gözlere 300.000 
hücre/ml olacak şekilde hazırlanmış MDBK hücre 
süspansiyonundan 50 µl ilave edildi.38 Koyun ve keçilerde 
doğal BoHV-1 enfeksiyonu da tespit edilmiştir.9 Bu 
bilgiler ışığında ülkemizdeki bazı işletmelerde koyun ve 
keçi gibi potansiyel rezervuar hayvanların sığırlarla 

beraber barındırılmasının oluşturabileceği riskler göz ardı 
edilmemelidir.

BRDC’nin bir diğer önemli etkeni olan BRSV enfeksiy-
onu da dünyada yaygın olup, seroprevalansının %100’e 
ulaşabildiği gösterilmiştir.39 Ülkemizde sığırlarda saptanan 
seropozitiflik değerleri %44,6–97,1 arasında 
değişmektedir.23,40-41 Türkiye’nin batı bölgelerindeki koyun 
ve keçilerde BRSV seroprevalansı %50,9-%74,7 arasında 
saptanırken,13,27 Güneydoğu Anadolu bölgesinde BRSV 
ile ilgili çalışmalar sınırlı olup, Çabalar ve ark.42 tarafından 
sığırlardaki seropozitiflik oranı %67,3 olarak bulunmuştur. 
Bu çalışmada sığır, koyun ve keçilerden elde edilen sırasıy-
la %71,2 , %79,7 ve %100 seroprevalans değerleri, bölgede 
daha önce tespit edilen değerlerden daha yüksektir. Hay-
vanlar arasında BRSV bulaşmasının aerosoller yoluyla 
olması ve böylece hızlı yayılması yüksek seroprevelans 
değerlerinin sebebi olarak değerlendirilebilir.

BPIV-3 özellikle makrofajları enfekte ederek, 
immunsuppresyona bağlı sekonder enfeksiyonları 
tetikleyebilmektedir. Ülkemizde yapılan çalışmalarda 
sığırlarda BPIV-3 seropozitiflik oranlarının % 11,0-91,1 
arasında  değiştiği gösterilmiştir.17,23,27,35,40-43 Koyun ve 
keçilerde ise %  3,3- %16,2 arasında değişen değerler 
bildirilmiştir.13,27,44-45 Van ve Bitlis illerinde yapılan 
patolojik incelemelerde pnöymonili keçilerin %66,6’sının 
akciğerlerinden BPIV-3 antijeni tespit edilmiştir.46 Bu 
çalışmada Diyarbakır bölgesinden elde edilen serolojik 
bulgular önceki veriler ile uyumluluk göstermektedir. En 
yüksek seroprevalans değeri sığırlarda (%40,2) tespit 
edilirken, koyun ve keçilerde daha düşük değerler (%16,7, 
%8,3) saptanmıştır. 

BCoV sığırlarda solunum ve sindirim sisteminde 
enfeksiyona neden olarak hayvanlar arasında fekal-oral ve 
solunum yoluyla bulaştırılabilir.47 BCoV’un sığır 
popülasyonlarında yüksek seropozitiflik düzeyleriyle (%
82-90) seyrettiği bilinmektedir.10,48 BCoV’un sığırlar 
dışında, diyareli kuzu ve oğlakta tespit edilebildiği 
bildirilse de4,16 özellikle küçük ruminantlarda solunum 
hastalıkları kompleksine katıldığını gösteren çalışmalar 
oldukça sınırlıdır. Ülkemizde sığırlarda BCoV 
enfeksiyonlarının varlığı değişik yöntemlerle göster-
ilmiştir.15,17,49-52 Sığırlarda BCoV seroprevalansı %4,4-100 
arasında saptanırken,15,17,49,51-52 Güneydoğu Anadolu bölge-
sini temsilen Şanlıurfa ilinden alınan örneklerde bu oran
%13,3 olarak bulunmuştur.49 Bu çalışmada Diyarbakır 
ilinde saptanan değerler oldukça yüksek olup sığır, koyun 
ve keçilerde sırasıyla %75,5 , %86,5 ve %100 düzeylerindedir. 
Dünyada koyun ve keçilerde coronavirus tespiti ya da 
seroprevalansına yönelik sınırlı sayıda çalışma 
bulunmaktadır.18-19 
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Yang ve ark.19 Güney Kore’de 804 keçideki sero-
pozitiflik oranını %1 olarak saptamıştır.Tråvén ve ark.18 
iseİsveç’te 218 koyundaki seropozitiflik oranını %19 
olarak saptamıştır. Bu çalışmada koyunlarda seropozitiflik 
düzeyinin yüksek olduğu (%86,5) görülürken, test edilen 
keçilerin tamamında antikor saptanmıştır. Ancak 
örneklenen keçi sayısının oldukça düşük olması nedeniyle 
elde edilen verilerin bölgedeki durumu tam olarak 
yansıtmaya yeterli olmadığı ve daha geniş örnek 
popülasyonunun incelenmesi gerektiği değerlendirilmektedir. 
Diğer taraftan küçük ruminantlarda yüksek seroprevalans 
değerlerinin saptanmış olması bu hayvan türlerinde 
Coronavirus patogenezinin araştırılmasının gerekliliği 
konusunu gündeme getirmektedir.

Test edilen hayvanlardan 40 tanesi (%9,2) (25 sığır, 15 
koyun) araştırmada ele alınan etkenler yönünden sero-
negatif olarak belirlenirken, 393 (%90,8) tanesinde 
antikor tespiti yapılmıştır. Bu durum Diyarbakır 
bölgesinde solunum sistemi viral enfeksiyonlarının 
yaygınlığına işaret etmektedir. Seropozitif olan 
hayvanlardan sadece 41 tanesinde (%9,5) tekli enfeksiyon 
saptanması ise bölgedeki çoklu viral enfeksiyonların 
yaygınlığını (%81,3) gösteren önemli bir veridir. Çoklu 
enfeksiyon olarak belirlenen olgular ko-enfeksiyon 
şeklinde gerçekleşmiş olabileceği gibi, farklı zamanlarda 
oluşan tekli enfeksiyonlarla oluşan antikor yanıtlarına da 
bağlı olabilir. Klinik vakalardan alınacak örneklerde 
yapılacak virolojik çalışmalar bölgede görülen eş zamanlı 
çoklu enfeksiyonlar hakkında etiyolojik veriler sunacaktır. 
Bu çalışmada elde edilen serolojik verilere göre en yüksek 
olarak ikili (%28,4) ve üçlü (%27,7) kombinasyonlar 
saptanmıştır. Bu kombinasyonlar arasında en sık 
karşılaşılanlar sırasıyla BRSV-BCoV ve BRSV-BCoV-
BVDV seropozitifliği olarak belirlenmiştir. Araştırmada 
test edilen viruslara karşı aşılanmamış hayvanlar 
kullanılmıştır. Bu hayvanlar arasında yüksek 
seroprevalans değerlerinin saptanması söz konusu 
virusların bölgede geniş ölçekte sirküle olduğunu 
göstermektedir. Her üç hayvan türünde saptanan 
seroprevalans değerlerindeki farklılıkların, sürüde 
persiste enfekte hayvan varlığı, barındırılma koşulları, 
beslenme şekli, stres faktörleri ve hayvan giriş-çıkışı gibi 
faktörlere bağlı olduğu bilinmektedir. Örneklenen 
hayvanların tür bazında ayrı barındılmasına karşın ortak 
mera kullanıyor olması türler arasının enfeksiyon 
bulaştırılması açısından önem taşıdığı göz ardı edilemez. 
Bu araştırmada elde edilen temel veriler ışığında vakaların 
klinik gözlem ve virolojik çalışmalarla desteklenmesini 
içeren kapsamlı çalışmalar yapılması, bölgedeki solunum 
sistemi enfeksiyonlarının etiyolojisine ilişkin detaylı 
verileri ortaya çıkaracaktır.
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Özet
Çalışmanın amacı, Türkiye’deki safkan İngiliz ve Arap ırkı yarış atlarında sıklıkla karşımıza çıkan tendinitis olgularında, atın bireysel yapısal 

özelliklerine ilişkin değerlendirmeler yapılarak, elde edilen bulguların prognostik önemlerinin ortaya konulmasıdır. Bu amaçla, metakarpal 

fleksor tendolarında tendinitis veya peritendinitis saptanan 118 safkan İngiliz (n=62, % 52,5) ve Arap (n=56, % 47,5) atlarına ait, toplam 120 

olgu değerlendirildi. Anamnez alınmasını takiben, klinik olarak genel ve topallık tanısına yönelik özel muayeneler yapıldı. Ardından palmar 

metakarpal bölgeden ultrasonografik muayeneler yapılarak kesin tanı konuldu. İstatistikî değerlendirmelerde SPSS 13.0 programı kullanıldı. 

Olgulardan 102’sinde (% 85,0) tendinitis ve 18’inde (% 15,0) peritendinitis saptandı. Tendinitis ve peritendinitis olgularının yarış atlarının 

ırk, cinsiyet, yaş, cidago yüksekliği ile vücut ağırlığı özelliklerine göre dağılımları incelendi. Buna göre, çalışma materyalini oluşturan 118 

attan 62’sinin (% 52,5) Safkan İngiliz, 56’sının (% 47,5) Safkan Arap ırkı olduğu tespit edildi. Bu atların 37’sinin (% 31,4) dişi , 81’inin (% 68,6) 

erkek  olduğu belirlendi. Yaşlarına göre, 2-3 yaş arasında 48 at (% 40,7), 4 6 yaş arasında 62 at (% 52,5) ve 7 yaştan büyük olan toplam 8 at (% 

6,8) olduğu belirlendi.  Atlar vücut ağırlıklarına göre 400 kg’dan az olanlar (40/118, % 33,9), 401-450 kg arasında olanlar (39/118, % 33,1), 

451-500 kg arasında olanlar (25/118, % 21,2), 501-550 kg arasında olanlar (13/118, % 11,0) ve 550 kg’dan fazla olanlar (1/118, % 0,8) şeklinde 

gruplandırıldı. Cidago yüksekliklerine göre 145-155 cm arasında olanlar (40/118, % 33,9), 156-165 cm arasında olanlar (66/118, % 55,9) ve

165 cm’den fazla olanlar (12/118, % 10,2) şeklinde üç grupta değerlendirildi. Bu faktörlerin tendinitis peritendinitis insidansında istatistiksel

olarak önemli etkileri olup olmadığı değerlendirildi. Yapılan değerlendirmelerde istatistiksel olarak anlamlı sonuçlar ortaya çıkmamış olsa

da, Türkiye koşullarında tendinitis geçiren safkan İngiliz ve Arap ırkı yarış atlarına ilişkin etiyolojik faktörler bakımından (ırk, yaş, cinsiyet,

cidago ve vücut ağırlığı), elde edilen bulguların literatürle uyumlu olması dikkat çekici bulunmuştur.

Anahtar sözcükler: Tendinitis, İngiliz ve Arap yarış atı, Irk, Yaş, Cinsiyet, Cidago ve Vücut ağırlığı

Abstract
The objective of this study was to determine the relationship between the individual structural characteristics of the horse and tendonitis in 

Thoroughbred and Arabian racehorses in Turkey and to display their prognostic relevance. In the study, a total of 120 cases were evaluated 

of 118 Thoroughbred (n=62, 52.5%) and Arabian (n=56, 47.5%) racehorses with tendonitis and peritendonitis on metacarpal flexor tendons. 

For this purpose, following taking the anamnesis, general clinical examinations and lameness examinations were done. After that, ultraso-

nography on palmar metacarpal flexor tendons and definitive diagnosis was made. SPSS 13.0 programme was used for statistical analysis. 

Tendonitis (n=102, 85.0 %) and peritendonitis (n=18, 15.0 %) were diagnosed in 120 cases. The distributions of tendonitis-peritendonitis cas-

es according to breed, gender, age, height and body weight characteristics of racehorses were analyzed. According to this, it was determined 

from 118 racehorses that Thoroughbreds were 62 (52.5%), purebred Arabian racehorses were 56 (47.5%). Of these horses, 37 were detected as 
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Tendo hastalıklarının, spor atlarında performans düşüklü-
ğüne, hatta spor hayatının sona ermesine sebep olan, en 
önemli problemlerden olduğu bilinmektedir.1-4 Tendinitis, 
tendonun moleküler yapısında ve biyomekaniksel özellik-
lerinde kalıcı değişimlerle sonuçlanır. Zarar görmüş bir 
tendo uzun süre normal fonksiyonunu yapamadığı gibi 3,4, 
özellikle atletik performansa geri dönen atlarda 5 nüks de 
sık görülür. 3,4,6,7 

1994 1995 yılları arasında, Ankara ve İstanbul Atlı Spor 
Kulüplerine bağlı konkur müsabakalarına katılan, 220 at-
tan 154’ünde belirlenen çeşitli lezyonların 79’unun, yani 
% 51’inin tendo, tendovagina ve bursa sinovyalis lezyon-
ları olduğu bildirilmiştir.8 Alkan ve arkadaşlarının9, toplam 
102 yarış atında, topallık nedeni olan hastalıkları ele al-
dıkları bir değerlendirmede, topallıkların % 18,4 oranında 
tendo hastalıklarından kaynaklandığı ortaya konulmuştur. 
2016-2018 yılları arasında Brezilya’daki yarış atlarındaki 
tendinopatilerin değerlendirildiği bir çalışmada, ortopedik 
lezyonlar içerisinde ikinci sırada olduğu vurgulanan tendi-
nitis olguları insidansı % 25,6 (40/156) olarak bildirilmiş-
tir.10  

Tendinitisin oluşumunda rol oynayan hazırlayıcı sebep-
lerin başında; yapısal anomaliler (amudiyet bozuklukları 
vb), kötü zemin koşulları, nallama hataları, bilinçsiz ilaç 
kullanımı11, antrenman yetersizliği, binici hataları ve uzun 
mesafeli koşular yer almaktadır.6,7,12-15 Tendinitisin yapıcı 
sebepleri ise fizyolojik tendo esnekliğini aşan şiddetli geril-
meler, tendo bölgesine isabet eden travmalar ve bazı kim-
yasal ajanlardır (kollajenaz gibi).6,13-16 Günümüzde pek çok 
tendinitis nedeni biliniyor olsa da, safkan yarış atlarında 
görülen tendo lezyonları bakımından güncel epidemiyolo-
jik çalışmalara hala ihtiyaç duyulmaktadır. Çünkü tendini-
tisin prevalansı yüksek ve sağaltım sürecinin uzun olması 
nedeniyle, muhtemel nedenlerinin belirlenmesi ve buna 
göre profilaktik ölçemler alınması önemlidir.12

Muskuloskeletal hasarlar, yarış endüstrisinde çok büyük 

ekonomik kayıplara neden oldukları için pahalıya mal 
olurlar.17 İngiliz yarış atlarının, Arap atlarına göre, hem 
muskuloskletal yaralanmalar hem de tendinitis bakımın-
dan daha fazla risk altında olduğu bilinmektedir.18 Diğer at 
ırklarının tendolarıyla kıyaslandığında, İngiliz yarış atları 
tendoları, gerilme limitinin üst sınırına daha yakın sevi-
yede antrenman ve yarış temposuna maruz kalmaktadır.6 
Bu nedenle, galop sırasında yüksek bir risk altında olan 
tendo fibrillerinde, progresif hasarlanmalar şekillendiği 
bilinmektedir.4,16,19 Arap atlarında tendinitis prevalansına 
ilişkin çalışma sayısı oldukça az olmakla birlikte; 2005-
2012 yılları arasında Amerika’da yarışlara katılan Arap at-
larının değerlendirildiği bir çalışmada, musculus fleksor 
digitalis superficialis (MFDS) tendinitis prevalansının % 
19,0 (8/42), musculus interosseus medius’a ilişkin desmi-
tis prevalansının ise % 7,1 (3/42) oranında tespit edildiği 
bildirilmiştir.20

Tendinitis insidansında, yaşlılığa bağlı olarak artış şekillen-
diği3,13,21 ve bu durumun istatistiksel olarak da anlamlı 
olduğu belirlenmiştir.21 Cinsiyet bakımından, aygırların 
kastre edilmiş erkeklerle ve dişilere oranla, tendinitis ve 
desmitis prevalanlarının fazla olduğu belirtilmiştir (p< 
0,01).21 Vücut ağırlığı bakımından değerlendirildiğinde, 
tendinitis şekillenen atlarda ortalama vücut ağırlığının 
daha fazla olması istatistiksel olarak önemli derecede 
anlamlı bulunmuştur (p= 0,01).12 Kalisiak’ın çalışmasında 
(2012), İngiliz yarış atlarındaki vücut ölçümlerinin 
tendinit prevalansı üzerindeki etkisi açıkça 
gösterilmişken, Arap yarış atlarında vücut ölçümlerinin 
tendinit prevalansı üzerinde istatistiksel açıdan önemli bir 
etkisinin olmadığı bildirilmiştir.18

Türkiye koşullarında tendinitis geçiren atlara ilişkin eti-
yolojik faktörleri (ırk, yaş, cinsiyet, vücut ağırlığı, cidago) 
irdeleyen herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır.  

Bu çalışmanın amacı, ülkemizdeki safkan İngiliz ve Arap 
yarış atlarında sıklıkla karşımıza çıkan tendinitis olgula-
rında (metakarpal fleksor tendo lezyonlarında), atın 
bireysel yapısal özelliklerine ilişkin değerlendirmeler 

Calıskan et al. 2020

mares (31.4%) and 81 were Stallions (68.6%). According to the ages, there were 48 horses (40.7%) between 2-3 years-old, 62 horses (52.5%) 

between 4-6 years-old and 8 horses (6.8%) older than 7 years-old. Horses were grouped according to the body weights as lighter than 400 kg 

(40/118, 33.9%), between 401-450 kg (39/118, 33.1%), between 451-500 kg (25/118, 21.2%), between 501-550 kg (13/118, 11.0%) and heavier 

than 550 kg (1/118, 0.8%). They were assessed in three groups according to their heights as between 145-155 cm (40/118, 33.9%), between 

156- 165 cm (66/118, 55.9%) and longer than 165 cm (12/118, 10.2%). These parameters were analyzed whether to have any statistical sig-

nificance on tendonitis-peritendonitis incidence. Although no statistically significant results were found in the assessments, in terms of etio-

logical factors (race, age, gender, height and body weight) related to Thoroughbred and Arabian racehorses undergoing tendonitis in Turkey

conditions, it was found remarkable that the findings were compatible with the literature.

Key Words: Tendonitis, Thoroughbred ve Arabian racehorses, Breed, Age, Gender, Height-Body weight
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yapılarak, elde edilen bulguların prognostik önemlerinin 
ortaya konulmasıdır. 

MATERYAL ve METoT
Atlar
Çalışma materyali, Bursa Uludağ Üniversitesi Veteriner 
Fakültesi Cerrahi Anabilim Dalı’na tendo problemi şikâye-
ti bildirilen Bursa Osmangazi, İstanbul Veliefendi ve İzmir 
Şirinyer hipodromlarında yarışmakta veya yarış antrenma-
nında olan safkan İngiliz ve Arap atları arasından seçildi. 
Bu atlardan, ön ekstremite fleksor tendolarında tendinitis 
ya da peritendinitis geçirmiş veya geçirmekte olan 118 ata 
ait, toplam 120 olgu çalışmaya alındı.

Ekipman
Çalışmada, ekipman olarak iki nokta arasındaki mesafe, 
çevre ve alan ölçümleri yapabilen bilgisayar programıyla 
desteklenmiş olan, 5-7,5 MHz’lik lineer ve 6-7,5 MHz’lik 
mikrokonveks problara sahip sabit bir ultrasonografi ci-
hazı (Sonostar-Dynamic Imaging®, London, UK) ve aynı 
problar ile kullanılabilen, taşınabilir özellikte ultrasonog-
rafi cihazı (MCV Concept-Dynamic Imaging® Co., Lon-
don, UK) ve ara yastıklar kullanıldı.  

Anamnez, Klinik ve Ultrasonografik Muayene
Tendo problemi olduğu düşüncesiyle muayene talep edilen 
atlara ilişkin, at sahipleri veya antrenörlerinden atın geç-
mişi ve şikâyetleriyle ilgili detaylı bilgiler alındı. 

Anamnez doğrultusunda, ön ekstremite fleksor tendola-
rında sakatlık olduğu düşünülen atlara, genel ve özel klinik 
muayene yapılarak etkilenen ekstremite ve tendo/tendola-
ra ilişkin bulgular, hazırlanan tendo muayenesi formuna 
kaydedildi. Arka ekstremite tendolarına ilişkin lezyonla-
ra, ön ekstremite tendoları lezyonlarına göre çok daha az 
oranda karşılaşıldı. Bu nedenle arka ekstremite tendolarına 
ilişkin sakatlanmalar bu çalışmaya dahil edilmedi. 

Ön ekstremitelerde metakarpal bölgenin palmar yüzünde, 
os carpi accessorium distal seviyesinden proksimal susam 
kemikleri hizasına kadar olan bölgede ultrasonografik mu-
ayene yapıldı. Muayene sırasında herhangi bir seda-tif ilaç 
uygulaması yapılmadı ve atın vücut ağırlığını dört ekstre-
miteye eşit olarak dağıtmasına dikkat edildi. Yüzlek yerle-
şim gösteren MFDS tendosunun detaylı değerlendirilebil-
mesi için, problara uygun ara yastıklar kullanıldı.  

Ultrasonografik muayene bulguları, anamnez ve klinik 
muayene bulguları ile birlikte değerlendirilerek kesin tanı 
konuldu.    
Muayene Kayıtları

At sahiplerine veya antrenörlerine ilişkin kimlik ve ileti-
şim bilgileri, hastanın adı, ırkı, yaşı, cinsiyeti, donu, cidago 
yüksekliği ve canlı ağırlığı gibi eşkâl bilgileri alınan her bir 
at için ayrı bir muayene dosyası oluşturuldu ve ata takip 
amaçlı yapılan her muayenesinde ayrı bir form düzenlen-
di (ayrıntılı tendo muayenesi formu). Anamnez, klinik ve 
ultrasonografik muayeneler sonucunda elde edilen bilgiler, 
tendo muayene formunun ilgili bölümlerine kaydedildi.  
Muayenede kaydedilen bilgileri içeren bu muayene dos-
yaları ile ultrasonografik muayenelerde alınan görüntüle-
re ait çıktılar, ayrı bir klasörde arşivlendi. Her bir olguya, 
kronolojik sıraya göre dosya numarası verildi. Tüm veriler 
excel dosyası olarak bilgisayara da kaydedildi.

İstatistiksel Yöntemler
Klinik ve ultrasonografik muayenelere göre tendinitis veya 
peritendinitis geçirmiş ya da geçirmekte olduğu olgularda, 
atlara ilişkin parametrelerin etkisini istatistiksel olarak de-
ğerlendirmek amacıyla SPSS (Statistical Package for the
Social Sciences, SPSS Inc, Chicago, USA) 13.0 programı 
kullanıldı. 

BULGULAR

ATLAR-Signalement
İkisinde bilateral sakatlanma tespit edilen, 118 safkan İngi-
liz ve Arap atlarına ait toplam 120 olgu çalışma materyali 
olarak değerlendirildi.

Irk
Çalışma materyalini oluşturan 118 attan 62’sinin (% 52,5) 
Safkan İngiliz, 56’sının (% 47,5) Safkan Arap ırkı olduğu 
tespit edildi (Tablo 1). 

Cinsiyet
Çalışma materyalini oluşturan 118 attan 37’sinin (% 31,4) 
dişi (kısrak), 81’inin (% 68,6) erkek (aygır) olduğu belir-
lendi. Otuz yedi kısraktan 19’unun İngiliz (% 51,4), 18’inin 
Arap ırkı (% 48,6) olduğu tespit edildi. Seksen bir aygırdan 
43’ünün İngiliz (% 53,1), 38’inin Arap ırkı (% 46,9) olduğu 
saptandı (Tablo 1). 

Calıskan et al. 2020

Tablo 1. Çalışmada değerlendirilen atların ırk ve cinsiyetlere 
göre dağılımı
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Yaş
Çalışma materyalini oluşturan atların yaşları, iki ile dokuz 
yaş arasında değişmekteydi. Yaş ortalaması 4,1 ± 1,6 olan 
atların yaş gruplarına göre dağılımlarına bakıldığında, 2 
yaşlı 15 (% 12,7), 3 yaşlı 33 (% 28,0), 4 yaşlı 34 (% 28,8), 
5 yaşlı 12 (% 10,2), 6 yaşlı 16 (% 13,6), 7 yaşlı 4 (% 3,4), 8 
yaşlı 1 (% 0,8) ve 9 yaşlı 3 (% 2,5) at olduğu tespit edildi 
(Tablo 2).

Atlar yaşları bakımından 2-3 yaşlılar (yarışa yeni başla-
yanlar), 4-6 yaşlılar (yarış hayatının ortasında olanlar) ve 
7 yaşından büyük olan (yarış hayatının sonunda olan) atlar 
şeklinde gruplandırıldığında, 2-3 yaş arasında toplam 48 at 
(% 40,7), 4-6 yaş arasında 62 at (% 52,5) ve 7 yaştan büyük 
olan toplam 8 at (% 6,8) olduğu belirlendi (Tablo 3).  

Cidago Yüksekliği
Cidago yükseklikleri 145 ile 178 cm arasında değişmekte 
olan atlar üç gruba ayrıldı. Buna göre atlar, cidago yüksek-
likleri 145-155 cm arasında olanlar (40/118, % 33,9), 156 
-165 cm arasında olanlar (66/118, % 55,9) ve 165 cm’den
fazla olanlar (12/118, % 10,2) şeklinde gruplandırıldı. Bu
gruplandırma temelinde, cidago yükseklikleri 145-155 cm
arasında olan 1 at (% 1,6), 156-165 cm arasında olan 49 at
(% 79,0) ve 165 cm’den fazla olan 12 (% 19,4) İngiliz ırkı at
olduğu belirlendi. Arap ırkı atların cidago yüksekliklerine
göre dağılımları incelendiğinde, 145-155 cm arasında 39 at
(% 69,6), 156-165 cm arasında 17 (% 30,4) at olduğu ve 165
cm’den uzun at olmadığı belirlendi (Tablo 4).

Vücut Ağırlığı
Vücut ağırlıkları 342 kg ile 550 kg arasında değişmekte 
olan atlar dört gruba ayrıldı. Buna göre atlar, vücut ağır-
lıkları 400 kg’dan az olanlar (40/118, % 33,9), 401-450 ara-
sında olanlar (39/118, % 33,1), 451-500 kg arasında olanlar 
(25/118, % 21,2), 501-550 kg arasında olanlar (13/118, % 
11,0) ve 550 kg’dan fazla olanlar (1/118, % 0,8) şeklinde 
gruplandırıldı. İngiliz ırkı atların vücut ağırlıklarına göre 
dağılımları incelendiğinde, 400 kg’dan daha zayıf at olma-
dığı, 401-450 kg arasında 26 at (% 41,9), 451-500 kg ara-
sında 22 at (% 35,5), 501-550 kg arasında 13 at (% 21,0) ve 
550 kg’dan ağır olan 1 at (% 1,6) olduğu belirlendi. Vücut 
ağırlıkları bakımından Arap ırkı atlar değerlendirildiğinde, 
400 kg’dan daha zayıf olan 40 at (% 71,4), 401-450 arasında 
13 at (% 23,2), 451-500 kg arasında 3 at (% 5,4) olduğu ve 
501 kg’dan daha ağır at olmadığı tespit edildi (Tablo 5).

Calıskan et al. 2020

Tablo 2. Çalışmada değerlendirilen atların ırk ve yaşlara göre 
dağılımları

Tablo 3. Atların yaş gruplarına göre dağılımları

Tablo 4. Atların cidago yüksekliklerine göre dağılımları

Tablo 5. Atların ırk ve vücut ağırlıklarına göre dağılımları

Ultrasonografik Tanı
Tendinitis
Ultrasonografik muayene bulgularına göre 120 olgudan, 
102’sinde (% 85,0) tendinitis olduğu tespit edildi (Tablo 6). 
Peritendinitis
Yapılan ultrasonografik muayenelerde 120 olgudan 18’inde 
(% 15,0) tendolarda bir değişiklik görülmeksizin sadece 
peritendinitis olduğu belirlendi (Tablo 6). 
Ultrasonografik tanıya göre tendinitis ve peritendinitis ola-
rak gruplandırılan olguların ırk, cinsiyet, yaş, cidago yük-
seklikleri ve vücut ağırlıklarına göre dağılımları, sırasıyla, 
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Tablo 7-8-9-10-11’de verilmiştir. Tendinitis ve peritendini-
tis olgularının yaş ve ırklara göre dağılımları da Tablo 12’de 
yer almaktadır.

Klinik ve ultrasonografik olarak bilateral sakatlanma tes-
pit edilen Arap ırkı 2 atta (2/120, % 1,7), etkilenen her bir 
ekstremite ayrı birer olgu olarak değerlendirildi.  Bu olgu-
lardan birinde bilateral tendinitis (hafif dereceli), diğerin-
de ise farklı ekstremitelerinde unilateral tendinitis (FG) ve 
peritendinitis saptanmıştır.

TARTIŞMA ve SonUÇ

Atlar - Signalement
Irklar
İngiliz yarış atlarında, galop sırasındaki gerilim nedeniyle 
MFDS tendosunun % 12-16 oranında uzadığı4,18,21 ayrıca 
tendo merkezindeki fibrillerin 43-45 °C’ye kadar çıkan ısı 
nedeniyle hipertermik değişimlere maruz kaldığı bildiril-
miştir.3,12,19 Bu durum İngiliz yarış atlarında sıklıkla tendi-
nitis şekillenmesinde önemli bir faktördür. Kalisiak (2012); 
2001 2006 yılları arasında, Polonya’da Varşova Yarış Pistin-
de yarışan at popülasyonunun yalnızca % 64,45’inin İngi-
liz ırkı olduğu halde, tendinitis ve desmitis tanısı konulan 
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Tablo 7. Irklara göre tendinitis-peritendinitis olgularının 
dağılımı

* Bilateral sakatlanma tespit edilen Arap ırkı 2 at nedeniyle
şekillenen sayı artışı

Tablo 8. Cinsiyetlere göre tendinitis-peritendinitis olgularının 
dağılımı

* Bilateral sakatlanma tespit edilen 2 aygır nedeniyle şekillenen
sayı artışı

Tablo 9. Yaşlara göre tendinitis-peritendinitis olgularının 
dağılımı

* Bilateral sakatlanma tespit edilen 4 yaşlı 2 at nedeniyle
şekillenen sayı artışı (Bu atlardan birinde bilateral tendinitis,
diğerinde ise farklı ekstremitelerinde unilateral tendinitis ve
peritendinitis saptanmıştır)

Tablo 10. Cidago yüksekliklerine göre tendinitis-peritendinitis 
olgularının dağılımı

* Bilateral sakatlanma tespit edilen cidago yüksekliği 157 ve 160
cm olan 2 at nedeniyle şekillenen sayı artışı

Tablo 6. Olguların ultrasonografik tanıya göre dağılımı 
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atlardan % 84,49’unun İngiliz ırkı olduğunu bildirmiş, İn-
giliz ırkı yarış atlarının tendo lezyonu oluşumu bakımın-
dan büyük bir risk altında olduğunu vurgulamıştır. Aynı 
çalışmada, Arap ırkı yarış atlarında tendinitis prevalansı % 
15,5 olarak bildirilmiştir. İngiliz aygırların yüksek cidago-
ya ve fazla vücut ağırlığına sahip cüsselerinin, tendinitise 
predispozisyon oluşturabileceği vurgulanmıştır.18

Kalisiak Arap aygırlara ilişkin bilinen bir tendinitis preva-
lansı olmadığını belirtmiştir.18 2005-2012 yılları arasında 
Amerika’da yarışlara katılan Arap atlarında karşılaşılan 
muskuloskletal yaralanmaların irdelendiği retrospektif 
bir çalışmada, MFDS tendinitis prevalansı % 19,0 (8/42) 
ve musculus interosseus medius’a ilişkin desmitis preva-
lansı ise % 7,1 (3/42) oranında tespit edilmiştir.20 Yapılan 
literatür taramalarında, Safkan Arap ırkı yarış atlarında 
karşılaşılan tendinitis olgularıyla ilgili az sayıda çalışmaya 
rastlanmış olması18,20 dünyadaki at populasyonu içerisinde 

İngiliz ırkı yarış atlarının önemli bir yer tutması nedeniy-
le, bu konu hakkında yapılan çalışmaların daha çok İngiliz 
ırkı atlar üzerinde yapılmasından kaynaklandığını düşün-
dürdü.  

Ülkemizde TJK tarafından, sıcak kanlı at ırklarından İn-
giliz ve Arap ırkı atlar için yarışlar düzenlenmektedir. Bu 
yarışlarda, her at kendi ırkından atlarla yarışmaktadır.22 
Çalışma materyalini oluşturan 118 attan 62’sinin (% 52,5) 
İngiliz, 56’sının (% 47,5) Arap ırkı olduğu belirlendi. Buna 
göre İngilizler’de tendinitis % 79,0 (49/62), peritendinitis 
ise % 20,9 (13/62) oranında tespit edildi. Araplar’da % 91,4 
(53/58) oranında tendinitis, % 8,6 (5/58) oranında periten-
dinitis belirlendi. Ancak tendinitis insidansı bakımından 
yapılan değerlendirmelerde bu iki ırk arasındaki farklılık, 
istatistiksel olarak önemli bulunmadı (p > 0,05). Bu durum, 
yüksek hızda koşma kapasiteleri bakımından geliştirilmiş 
olan bu ırkların, biyomekaniksel olarak benzer özelliklere 
sahip olabileceğini, bu konuda detaylı çalışmalar yapılması 
gerektiğini düşündürdü.  

Cinsiyet
Moreira ve arkadaşlarının 2016-2018 yılları arasında Bre-
zilyada ortopedik yaralanmaların yaygınlığı ile klinik epi-
demiyolojik bulguların belirlenmesi amacıyla yaptığı ret-
rospektif bir çalışmada (2019), ortopedik yaralanma tespit 
edilen 156 olgudan 71’inin dişi (% 45,5) ve 85’inin erkek 
(% 54,5) olduğu belirtilmiştir.10 2002 ve 2004 yıllarında Ja-
pon Yarış Birliği’ne (Japan Racing Association-JRA) kayıtlı 
olan atlarda, farklı çalışmalarda yapılan değerlendirmele-
re göre, cinsiyete göre tendinitis ve desmitis prevalansının 
aygırlarda, kastre edilmiş erkeklere ve dişilere oranla fazla 
olduğu belirlenmiş ve oranlar arasındaki farklılık istatistik-
sel olarak da anlamlı bulunmuştur (p < 0,01).12,21 Kalisiak, 
2001-2006 yılları arasında, Polonya’da Varşova Yarış Pis-
tinde yarışan at popülasyonunu değerlendirdiği çalışmada 
(2012), İngiliz aygırlardaki tendinitis prevalansının kıs-
raklara oranla tüm yaş gruplarında daha yüksek olduğunu 
vurgulamış, Arap ırkı atlarda da benzer bir durumun söz 
konusu olduğunu belirtmiş, ancak bu durumun istatistik-
sel olarak anlamlı olmadığını ifade etmiştir. İngiliz aygır-
lardaki tendinitis prevalansının yüksek olmasını kısrak-
ların daha az sıklıkla yarıştırılmasıyla ilişkilendirmiştir.18 
Aynı çalışmada, Arap atlarında erkeklerin dişilere göre her 
yaş grubunda daha fazla yarış koştuğu ve bunun istatistik-
sel olarak da önemli derecede anlamlı olduğunu (p=0,011) 
tespit edilmiştir.18

Erkeklerin, dişilerden daha fazla oranda tendinitise maruz 
kalmış olması, dişilerin mizaçları nedeniyle başka amaç-
larla10 veya damızlık olarak kullanılmaları10,13 bakımından 
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Tablo 11. Vücut ağırlıklarına göre tendinitis-peritendinitis olgu-
larının dağılımı

Tablo 12. Tendinitis-peritendinitis olgularının yaş ve ırklara 
göre dağılımları
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erkeklere oranla daha erken dönemde yarışlardan çekilmiş 
olmasıyla ve erkeklerin, dişilere oranla daha hızlı koşuyor 
olmalarıyla ilişkilendirilmektedir.13 

Çalışma materyalimizi oluşturan atlardan % 31,4’ü dişi 
(37/118), % 68,6’sı erkektir (81/118). Dişilerde tendinitisin 
% 91,9 (34/37), peritendinitisin % 8,1 (3/37) oranında gö-
rüldüğü tespit edildi.  Erkeklerde ise, tendinitisin % 81,9 
(68/83*), peritendinitisin % 18,1 (15/83*) oranında görül-
düğü belirlendi. Ancak tendinitis insidansı bakımından 
yapılan değerlendirmelerde cinsiyetler arasındaki farklılık, 
istatistiksel olarak önemli bulunmadı (p > 0,05).  
Çalışmamızda, sakatlanan erkek at sayısının, hem İngiliz 
hem de Arap ırkı yarış atlarında, dişilere göre daha yüksek 
olması (81’e karşılık 37) literatür bilgisiyle10,12,13,18,21 uyumlu 
bulundu. Bu durum antrenman ve yarışlara daha yüksek 
oranda katılan erkeklerin, daha hızlı ve/veya daha uzun 
mesafelerde koşturulmaları ihtimalleriyle ilişkilendirildi. 
Bununla birlikte, kısrakların damızlık olarak da kullanı-
labilme alternatifleri nedeniyle, sahiplerinin muayene ve 
sağaltım masraflarını göze almamaları neticesinde daha 
az oranda muayeneye sunuldukları da düşünülebilir. İsta-
tistiksel olarak anlamlı olmasa da, tendinitise maruz kalan 
erkek at oranının dişilere kıyasla nispeten düşük olması (% 
81,9’a karşılık % 91,9), koşu performansları ön planda tu-
tulan erkek yarış atlarında at sahiplerinin/antrenörlerinin 
koruyucu önlemler ve sağaltım bakımından daha duyarlı 
davranmaları ile ilişkilendirilebilir. 
* 81 erkek ata ait toplam 83 olgu (68 tendinitis ve 14 peritendini-
tis) değerlendirilmiştir" ifadesini veren

Yaş
Yaşlı atlarda daha çok şekillendiği ortaya konulmuş olan 
yumuşak doku lezyonlarından17 tendinitisin insidansında, 
yaşlılığa bağlı olarak artış şekillendiği belirlenmiştir.3,13,21 
Kasashima ve arkadaşları21, 1999 yılında JRA’da yarışan 
10.262 İngiliz atında, ≥ 3 yaşlı atlarda ön bacaklarda tendi-
nitis ve desmitis risklerinin, 2 yaşlı atlara oranla iki kattan 
daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Üç ve 4 yaşından büyük 
atlarda da hem tendinitis riskinin hem de desmitis riskinin 
arttığı da ortaya konulmuştur (p < 0,01).21 Takahashi ve ar-
kadaşlarının, 2002 yılı JRA kayıtları kapsamında yaptıkla-
rı değerlendirmede12 yaşlı atların genç atlara kıyasla daha 
fazla yarış koştuğu, dolayısıyla toplam yarış mesafelerinin 
de daha fazla olduğu belirtilmiştir. Buna göre, yaşlı atlarda 
tendinitise predispozisyonun, mikrohasarların kümülatif 
etkisiyle ortaya çıkan dejenerasyonlarla ilişkilendirilebile-
ceği söylenmiştir.12  
Tendinitis prevalansının henüz antrenmanlara ve yarışlara 
yeni hazırlanmakta olan 2 yaş civarındaki atlarda yüksek 

olduğu bildirilmiştir.6,15,23 İki yaşlı tayların tendoları daha 
yaşlı tayların tendolarıyla kıyaslandığında, yaşlı olanlarda 
tendo elastikiyet modülasyonunun anlamlı derecede daha 
fazla olduğu tespit edilmiştir 5 (p < 0,01).23 Bu nedenle ten-
dinitisin prevalansı, genellikle antrenmanlarına 2 yaşında 
başlayıp ve sıklıkla 3 yaşından önce dört yarış tamamlayan 
ve tendonun içsel gerilim direnciyle ilişkili elastik modü-
lüsü düşük olan, 2 yaş civarındaki İngiliz yarış atlarında 
yüksektir.23 Çok genç taylarda, yüksek seviyede yaptırılan 
egzersizlerin henüz gelişme döneminde olan tendoların 
çok daha kolay hasarlanmasına neden olduğu, çok düşük 
seviyeli egzersizlerin de tendo gelişimini baskıladığı bildi-
rilmiştir.15 Bununla beraber, artan yaşın, egzersizin kümü-
latif etkisinden daha fazla oranda MFDS tendinitise pre-
dispozisyon oluşturduğu da ileri sürülmüştür.12

İki yaş civarında erişkin vücut ağırlıkları ve yükseklikleri-
nin yaklaşık % 80’ini kazanmış ve seksüel olgunluğa eriş-
miş olan Safkan İngiliz atlar, 2-5 yaş arasında ergen, 5- 16 
yaşlı arasında erişkin ve > 16 yaşlılar ileri yaşlı olarak de-
ğerlendirilmektedir.23 Bu değerlendirme temelinde, 2 ile 9 
yaş aralığında olan çalışma materyalini oluşturan atların 
94’ü ergen (94/118, % 79,7), 24’ü erişkin (24/118, % 20,3) 
olarak gruplandırılabilir. Buna göre, İngiliz atlardan 53’ü 
ergen (% 85,5), 9’u (% 14,5) erişkin, Araplardan 41’i er-
gen (% 73,2), 15’i erişkin (% 26,8) olarak değerlendirilebi-
lir. Yaş dağılımına göre, 6 yaş sonrasında yarış kariyerine 
devam eden at sayısının oldukça düşük olduğu belirlendi. 
Buna göre, 7 (% 3,4, 4/118), 8 (%  0,8, 1/118) ve 9 yaşlı (% 
1,7, 2/118) olan toplam 8 at (% 6,8) bulunmaktadır. Ça-
lışmamızda, yaş gruplarına göre sakatlanan atların yüksek 
oranda ergen (% 79,7) geri kalanların ise erişkin olma-
sı (% 20,3) ve ileri yaşlı at olmaması, literatür bilgilerini 
6,15,23 desteklemektedir. Bu durum, ilk yarış sezonunda ve 
öncesinde yaptırılan ağır egzersizler neticesinde, henüz 
gelişme döneminde olan ergenlerde, yaşlı atlara kıyasla, 
elastik modülasyon kabiliyeti az olan tendoların23 daha 
kolay hasarlanmasıyla ilişkilendirilebilir. Atların yaşı do-
ğum yıllarına göre belirlenmektedir. Buna göre aynı yılın 
Ocak ayında doğan bir tay ile Haziran ayında doğan aynı 
ırk bir başka tay, doğum yılı itibariyle, aynı yaş grubunda 
değerlendirilir. Ocak doğumlu olan tay, Haziranda doğan 
taya göre, fiziksel gelişimi bakımından 6 ay kadar daha ge-
lişmiş olmasına rağmen, yarış çağına geldiklerinde (İngiliz 
ırkı atlar için yarışlara başlama yaşı 2 yaş, Arap ırkı atlar 
için 3 yaştır) her iki tay aynı sezonda yarışa başlayacaktır.  
Bu durumun antrenman ve yarışlara adaptasyon bakımın-
dan, bireysel olarak önemli farklılıklara neden olabileceği 
düşünüldü.  Bu nedenle, doğum sezonunun son aylarında 
doğan tayların, yaş grubuna göre daha az gelişmiş olaca-
ğını göz önünde bulunduran yetiştiricilerin, damızlık kıs-
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raklarını doğumları Ocak ayında olacak şekilde tohumla-
ma düşüncesinde/çabasında oldukları bilinmektedir. Atın 
fiziksel gelişimini mümkün olduğunca tamamlayarak yarış 
koşmaya başlamasının, yarış performansını olumlu etkile-
yeceği düşünülerek, bu uygulama doğru bir tercih olarak 
değerlendirilebilir.

TJK hipodromlarında, “Genel Hükümler” olarak bilinen 
kurallar her yıl yeniden düzenlenmektedir.22 Bu hüküm-
lerde, hipodromlarda düzenlenen yarışlara katılabilecek 
olan atlar, yaşları ve performanslarına göre belirtilmekte-
dir. Bu kapsamda, her bir hipodrom için yarışlara katıla-
bilecek olan atların, alt ve üst yaş limitleri belirlenir (tüm 
hipodromlarda alt yaş limiti İngiliz atları için 2 yaş, Arap 
atları için 3 yaştır). Örneğin; 2019 yılında koşulara katı-
lacak Arap atlarından 3, 4, 5, 6 ve 7 yaşlı (2012 doğumlu 
dahil) olanların İstanbul Hipodromu’ndaki koşulara, 2, 3, 
4, 5, 6 yaşlı (2013 doğumlu dahil) atlar ile 2018 yılı içinde 
en az bir kısa vadeli koşu kazanan 9 yaşlı (2010 doğumlu) 
atların Adana, İzmir, Bursa ve Ankara Hipodromlarındaki 
koşulara, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ve 10 yaşlı (2009 doğumlu dâhil) 
atların ise sadece Diyarbakır, Elazığ, Kocaeli ve Şanlıurfa 
Hipodromlarında yarışlara katılabilecekleri bildirilmiştir. 
Böylece yoğun talep gören hipodromlarda düzenlenen ya-
rışlarda, genç olmaları nedeniyle başarılı olma ihtimalleri 
yüksek görülen atlar yarıştırılmaktadır. Bununla birlikte, 
yine 2019 yılı genel hükümlerine göre, son koştuğu 20 ko-
şuda en az bir birincilik veya en az iki ikincilik ya da dört 
adet tabela (2.lik, 3.lük, 4.lük) yapamamış olan atlar hiç bir 
hipodromdaki koşulara iştirak edemezler.22 Bu uygula-
maların, ileri yaşta yarış kariyerine devam eden at sayısını 
olumsuz yönde etkilediği açıktır.  

Çalışmamızda, ileri yaşta yarış kariyerine devam eden at 
olmadığı gibi erişkin at sayısı (24/118, % 20,3) da azdır. 
Literatür bilgisini 12 desteklemekte olan bu sonuç, TJK hi-
podromlarındaki yarışlar için belirlenen yaş üst limiti ve 
20 yarış koşmasına rağmen başarılı olmayan atların yarış-
masına izin verilmemesi uygulamalarıyla ilişkilendirilebi-
lir. Bununla birlikte, artan yaşla birlikte ortaya çıkan kü-
mülatif mikrohasarlar neticesinde performansları azaldığı 
için, yaşlı atların yarışlardan uzaklaştırılmış olabileceği de 
düşünülebilir. Aynı sebeple, sahiplerinin muayene ve sağal-
tım masraflarını göze almamaları neticesinde yaşlı atların 
daha az oranda muayeneye sunuldukları da düşünülebilir. 
Ancak bu sonuç yaş dağılımı daha geniş ve denek sayısı 
daha fazla olan çalışmalarla desteklenmelidir.

Yaş ortalaması 4,1 ± 1,6 olan 118 atın yaş gruplarına göre 
dağılımlarına bakıldığında, İngiliz ırkı içerisinde 3 yaşlı 
atların (21/62, % 33,9), Arap ırkı içerisinde ise 4 yaşlı at-

ların (22/56, % 39,3) en fazla oranda sakatlanmış olduğu 
belirlendi. Ayrıca, tendinitis ve peritendinitis olgularının 
yaşlara göre dağılımı irdelendiğinde (Tablo 9), tendinitis 
insidansının 3 ve 4 yaşlı atlarda daha yüksek olduğu da gö-
rülmektedir (sırasıyla % 27,5 ve % 30,0). Bu atlar ırklarına 
göre değerlendirildiğinde (Tablo 12); en yüksek tendinitis 
insidansının İngiliz ırkı atlarda en yüksek oranda 3 yaş gru-
bunda (18/49, % 36,7), Arap ırkı atlarda ise 4 yaş grubunda 
(19/53, % 35,8) olduğu tespit edilmiştir. İngiliz ırkı atların 
2 yaşında, Arap ırkı atların ise 3 yaşında yarışlara başladığı 
göz önünde bulundurulduğunda, atların daha çok ilk yarış 
sezonu sonrasında daha yüksek oranda sakatlandığı görül-
dü.  Bu durum, yarış ve antrenmanlara yeni başlayan genç 
atlarda, tendinitis prevalansının yüksek olduğunu bildiren 
literatürleri 6,15,23 destekler niteliktedir. Buna göre, fiziksel 
olarak henüz gelişme çağını tamamlayamamış genç yaştaki 
tayların, yarış temposu ve koşullarına adapte olamadıkları 
düşünülebilir. Bununla beraber, çalışmamızda 2 ve 3 yaş 
grubundan ikişer İngiliz atı (4/120, % 3,3) ile 3 yaş grubun-
dan bir Arap atının (3/120, % 2,5) sakatlanma öncesinde 
hiç yarış koşmadığı, yani toplam 5 atın (5/102, % 4,9) ilk 
yarış sezonu öncesinde sakatlandığı belirlendi. Bu oran, 
etkilenen atların % 25’inde ilk yarış sezonu öncesinde, % 
50’sinde ise ilk yarış sezonu öncesinde ve ilk dört yarışın 
yapıldığı dönem içerisinde tendinitis şekillendiğini belir-
ten literatüre kıyasla 24 düşüktür. Bu farklılığın değişik 
ülkelerdeki antrenman ve egzersiz programlarının farklı-
lığından kaynaklanabileceği düşünüldü.

Cidago Yüksekliği
Bir yaşlı sıcakkanlı Hollanda atlarında; vücut ağırlığı, cida-
go yüksekliği gibi fiziksel parametrelerle tendo ve ligament 
boyutları arasında doğru orantılı bir ilişki, vücut ağırlığı ve 
cidago yüksekliği gibi fiziksel parametreler arttıkça tendo 
ve ligament boyutlarının da arttığı bildirilmiştir.4 Tendini-
tis oluşumunda, vücut ağırlığıyla ilişkili olan uzun buka-
ğılık veya uzun ekstremite gibi diğer faktörlerin de etkili 
olabileceği belirtilmiştir.12 İri cüsseli İngiliz aygırların ten-
dinitise predispoze olabileceği vurgulanmıştır.18

Kalisiak, 2001-2006 yılları arasında, Polonya’da Varşova 
Yarış Pistinde yarışan at popülasyonunu değerlendirdiği 
çalışmada (2012), İngiliz atlarındaki vücut ölçümlerinin 
tendinit prevalansı üzerindeki etkisini açıkça göstermiştir. 
Bu çalışmada tendinitis saptanan 2 ve 3 yaşlı İngilizlerin, 
yaklaşık 2 cm daha yüksek cidagoya sahip olduğu (sırasıyla 
p ≤ 0.001 ve p ≤ 0.001), bununla birlikte aynı cinsiyet ve 
yaş grubundaki ortalamaya kıyasla yaklaşık 1,5 cm daha 
büyük bir göğüs çevresine sahip olduğu (sırasıyla p=0.005 
ve p ≤ 0.001) ortaya konulmuştur.18 Aynı çalışmada değer-
lendirilen Arap yarış atlarında cinsiyetler arasında yüksek-
lik ve torasik çevrenin istatistiksel olarak farklı olmadığı 
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bildirilmiştir.18 

Çalışmamızda, İngiliz ırkı atların cidago yükseklikleri-
ne göre dağılımları incelendiğinde, 145-155 cm arasında 
olan 1 at (% 1,6), 156-165 cm arasında olan 49 at (% 79,0) 
ve 165 cm’den uzun olan 12 at (% 19,4) olduğu belirlendi. 
Arap ırkı atların cidago yüksekliklerine göre dağılımları-
na bakıldığında, 145-155 cm arasında 39 at (% 69,6), 156 
-165 cm arasında 17 at (% 30,4) olduğu ve 165 cm’den daha 
uzun Arap atı olmadığı belirlendi. Buna göre, İngiliz ırkı 
atların cidago yükseklikleri, Arap ırkı atlara kıyasla daha 
fazladır. Tendinitis oluşumunda uzun bukağılık ya da uzun 
ekstremite gibi faktörlerin etkili olabileceği 12 ve vücut 
ağırlığı ile cidago yüksekliği arttıkça tendo ve ligament bo-
yutlarının da arttığı4 göz önünde bulundurularak, cidago 
yükseklikleri bakımından ırklar arasında saptanan farklı-
lığının, tendinitis/peritendinitis insidansı üzerinde etkili 
olabileceği düşünüldü. Ancak cidago yükseklikleri bakı-
mından yapılan değerlendirmelerde, istatistiksel olarak 
önem taşıyan herhangi bir anlamlı sonuç elde edilmedi. 
Çalışma materyalini oluşturan olgular içerisinde kıyaslama 
yapılabilecek sağlıklı atlardan oluşan bir kontrol grubunun 
olmaması ve olgu sayısının az olmasından kaynaklandığı 
düşünülen bu sonucun, tendinitisli/peritendinitisli atlarla 
sağlıklı atlardan oluşan bir kontrol grubu arasında cidago 
yükseklikleri bakımından karşılaştırma yapan, denek sayı-
sı fazla olan, çalışmalarla desteklenmesi gerektiği kanısına 
varıldı.

Vücut Ağırlığı
Vücut ağırlığı fazla olan ya da yükü (jokeyi veya handika-
pı) ağır olan atlarda,3,16,18,19 vücut ağırlığının taşınmasında 
önemli bir rolü olan tendoların daha fazla yük altında kal-
dığı ve bu durumun tendinitise predispozisyon oluşturabi-
leceği belirtilmiştir.6,12,18 Oikawa ve Kasashima’nın yaptığı 
bir çalışmada,3 tendinitisli atlarla tendinitisli olmayan atlar 
vücut ağırlıkları bakımından karşılaştırılmıştır. Tendinitis 
şekillenen aygırların vücut ağırlıkları ortalamasının 477,8 
kg, kısraklarda ise 460,0 kg olduğu, buna göre tendinitisli 
aygırların kısraklardan 17,8 kg, bu kısrakların da tendi-
nitisten etkilenmeyen atlara oranla ortalama 12 kg daha 
ağır olduğu tespit edilmiş ve bu farklılıklar istatistiksel ba-
kımdan da anlamlı bulunmuştur (p < 0,05).3 Takahashi ve 
arkadaşlarının yaptığı başka bir çalışmada12, tendinitis şe-
killenen atlarda (n=515) ortalama vücut ağırlığının 473 ± 
27 kg, kontrol grubundaki atlarda (n=951) ise 466 ± 28 kg 
olduğu belirlenmiş ve aradaki farklılık istatistiksel olarak 
önemli derecede anlamlı bulunmuştur (p < 0,05). Bunun-
la birlikte, belirli bir vücut konformasyonuna sahip atların 
mı, yoksa vücut ağırlığı fazla olan atların mı tendinitise 
daha duyarlı olduğunun halen bilinmediği, bu nedenle vü-

cut ağırlığı fazla olan atların, tendinitise predispoze olduğu 
düşünülerek dikkat edilmesinin profilaksi bakımından ya-
rarlı olacağı vurgulanmıştır.13

Çalışmamızda, vücut ağırlıkları 342 kg ile 550 kg arasın-
da değişmekte olan olgular dört gruba ayrıldı. İngiliz ırkı 
atların vücut ağırlıklarına göre dağılımları incelendiğinde, 
400 kg’dan daha zayıf at olmadığı, 401-450 arasında 26 at 
(% 41,9), 451-500 kg arasında 22 at (% 35,5), 501-550 kg 
arasında 13 at (% 21,0) ve 550 kg’dan ağır olan 1 at (% 1,6) 
olduğu belirlendi. Vücut ağırlıkları bakımından Arap ırkı 
atlar değerlendirildiğinde, 400 kg’dan daha zayıf olan 40 
at (% 71,4), 401-450 arasında 13 at (% 23,2), 451-500 kg 
arasında 3 at (% 5,4) olduğu ve 501 kg’dan ağır at olmadığı 
tespit edildi. Buna göre, cidago yükseklikleri bakımından 
Arap ırkı atlara kıyasla daha uzun olan İngiliz ırkı atlar, 
vücut ağırlıkları bakımından da Arap atlarına göre daha 
ağırdır. Bu durumun, etiyolojik açıdan tendinitis/periten-
dinitise hazırlayıcı bir faktör olarak insidans bakımından 
bir farklılık oluşturabileceği düşünüldü ancak vücut ağır-
lıklarına göre yapılan değerlendirmelerde, istatistiksel ola-
rak önem taşıyan herhangi bir anlamlı sonuç elde edilme-
di. Bu sonucun, tendinitisli/peritendinitisli atlarla, sağlıklı 
atlardan oluşan bir kontrol grubu arasında vücut ağırlıkları 
bakımından karşılaştırma yapan, denek sayısı daha fazla 
olan ve yarışlardaki jokey ağırlıklarını da dikkate alan baş-
ka çalışmalarla desteklenmesi gerektiği kanısına varıldı.  

Sonuç
Türkiye koşullarında tendinitis geçiren Safkan yarış atları-
na ilişkin etiyolojik faktörleri irdelemek amacıyla planla-
nan bu çalışmada; yarış atlarında ırk, yaş, cinsiyet, cidago 
ve vücut ağırlığı faktörlerinin tendinitis insidansına etkisi 
araştırılmıştır.

Sunulan çalışmada olgular içerisinde kıyaslama yapılabi-
lecek sağlıklı atlardan oluşan bir kontrol grubunun olma-
ması ve olgu sayısının az olması çalışmanın kısıtlayıcı fak-
törleridir. Safkan yarış atlarında görülen tendo lezyonları 
bakımından ihtiyaç duyulan epidemiyolojik çalışmaların, 
mümkün olduğunca fazla denek sayısıyla ve karşılaştırma 
yapılabilecek sağlıklı atlardan oluşan bir kontrol grubuyla 
değerlendirilmesinin daha faydalı olacağı kanısına varıldı.  

Bununla beraber, her ne kadar çalışmamızda yapılan is-
tatistiksel değerlendirmelerde anlamlı sonuçlar ortaya 
çıkmamış olsa da, Türkiye koşullarında tendinitis geçiren 
safkan İngiliz ve Arap ırkı yarış atlarına ilişkin etiyolojik 
faktörler bakımından (ırk, yaş, cinsiyet, cidago ve vücut 
ağırlığı) elde edilen bulguların literatürle 2,3,6,10,12,13,15,18,21,23 
uyumlu olması dikkat çekici bulunmuştur. 

Calıskan et al. 2020



43

TEŞEKKÜR
Bu çalışmanın yürütülmesinde önemli katkıları olan 
emekli öğretim üyeleri Prof. Dr. Sayın O. Sacit GÖRGÜL 
ve Prof. Dr. Sayın Kamil SEYREK-İNTAŞ'a çalışmanın is-
tatistiksel değerlendirmelerinde yardımcı olan emekli öğ-
retim üyesi Dr. Sayın Bülent EDİZ ve Araş. Gör. Dr. Sayın 
Ender ÇARKUNGÖZ’e teşekkür ederiz.

KAYnAKLAR
1. Cherdchutham W. The equine superficial digital flexor 

tendon: the influences on exercise on early develop-
ment and of diathermy on tendon healing. Ph.D. The-
sis Utrecht University, ISBN 90-393-2739-4, The Net-
herlands, Utrecht, 2001. 

2. Belt A J M van den. Ultrasonography of equine flexor 
tendons and ligaments. Universiteit Utrecht Fakulte-
it Der Diergeneeskunde, Thesis Universiteit Utrecht, 
ISBN 90-3931031-9, Febodruk BV- enschece, Utrecht, 
9-70, 1995. 

3. Oikawa M A, Kasashima Y. The Japanese experience 
with tendonitis in racehorses. J Equine Sci. 2002;13(2): 
41-56. 

4. Dowling B A, Dart A J, Hodgson D R, et al. Superfici-
al digital flexor tendonitis in the horse. Equine Vet J.  
2000;32(5): 369-378. 

5. Gillis C, Pool R R, Meagher D M, et al. Effect of matu-
ration and aging on the histomorphometric and bioc-
hemical characteristics equine superficial digital flexor 
tendon. Am J Vet Res. 1997;58(4): 425-430. 

6. O’Sullivan C B. Injuries of the flexor tendons: focus on 
the superficial digital flexor tendon, Clin Tech Equine 
Pract, 6, 189-197, 2007. 

7. Seyrek-İntaş D, Çelimli N. Atlarda tendinitislerde iyi-
leşme ve güncel sağaltım yöntemleri. I. Ulusal Atçılık 
Sempozyumu Tebliğ Özetleri Kitabı, Konya, 251-267, 
1999. 

8. İde T, Spor atlarında karpal eklem altındaki şirurjikal 
lezyonların istatistiki değerlendirilmesi. Ankara Üni-
versitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Veteriner Cerrahi 
ABD Yüksek lisans tezi, 1995

9. Alkan Z, Bumin A, Temizsoylu D, et al. Yarış atlarında 
topallığa neden olan ekstremite lezyonlarının değer-

lendirilmesi. II. Ulusal Atçılık Sempozyumu (Ulusla-
rarası Katılımlı) Özet Kitabı, Nevşehir, 62-63, 2004. 

10. Moreira I L, Campebell R C, Teixeira-Neto A R, et al. 
Orthopedic injuries in 156 equids from Distrito Fede-
ral, Midwestern Brazil, Rev Bras Med VeT, 41, 2019 
e095619. doi: 10.29374/2527-2179. bjvm095619

11. Yoon J H, Brooks R L JR, Khan A, et al. The effect of 
enrofloxacin on cell proliferation and proteoglycans in 
horse tendon cells, Cell Biol Toxicol. 2004;20(1): 41-
54. 

12. Takahashi T, Kasashima Y, Ueno Y. Association betwe-
en race history and risk of superficial digital flexor ten-
don injury in Thoroughbred racehorses. JAVMA-J Am 
Vet Med A. 2004;225(1): 90-93. 

13. Oikawa M A. Some aspects of tendinitis in Thorou-
ghbred racehorses in Japan. Japan Racing Journal. 
2002;10(5): 11-12. 

14. Kasashima Y, Kuwano A, Katayama Y, et al. Magnetic 
resonance imaging application to live horses for diag-
nosis of tendinitis. J Vet Med Sci. 2002;64(7): 577-582. 

15. Smith R.K W, Birch H L, Batson E L, et al. A Review of 
the etiopathogenesis, and current proposed strategies 
for prevention of superficial digital flexor tendinitis in 
the horse. AAEP Proceedings, 43, 54-58, 2000. 

16. Watkins J. P. eds. Auer J.A., Stick J.A. Equine Surgery. 
2nd ed, W. B. Saunders Company, ISBN 0-7216-7733-
9, USA, 1999. 

17. Wilson J H, Robinson R A, Jensen R C, et al. Equine 
soft tissue injuries associated with racing descriptive 
statistics from American racetracks. Dubai Internatio-
nal Equine Symposium Proceedings, 1-21, 1996. 

18. Kalisiak O. Parameters influencing prevalence and 
outcome of tendonitis in Thoroughbred and Arabian 
racehorses. Pol J Vet Sci. 2012;15(1): 111-118.

19. Mcilwraith C W, eds. Stashak T S, Adams’ Lameness in 
Horses, 5th edition, ISBN: 0-683-07981-6, USA, Lip-
poncott, Williams &Wilkins; 2002. 

20. Dallas R S. Musculoskeletal Injury in Arabian Ra-
cehorses: A Study of Injury Distribution and Prevalen-
ce in One Traning Yard in the United Kingdom (2005 

Calıskan et al. 2020



44

2012). British Equine Veterinary Association Cong-
ress Clinical Research Abstracts Volume 45 Supple-
ment 44, 10, 2013.

21. Kasashima Y, Takahashi T, Smith R K, et al. Prevalence 
of superficial digital flexor tendonitis and suspensory 
desmitis in Japanese Thoroughbred flat racehorses in 
1999. Equine Vet J. 2004;36(4): 346-350. 

22. Türkiye Jokey Kulübü Derneği At Yetiştiricileri ve 
Yarışları İktisadi İşletmesi Resmi Web Sayfası. http://
www.tjk.gov.tr. Accessed August 08, 2019.

23. Gillis C, Sharkey N, Stover S, et al. Effect of maturation 
and aging on the material and ultrasonograpic proper-
ties of equine superficial digital flexor tendon. Am J 
Vet Res.1995;56 (10): 1345-1350.

24. Rooney J R, Genovese R L. A survey and analysis of 
bowed tendon in Throughbred racehorses. Equine Vet 
Sci. 1981;49-52.



45

Antimikrobiyal dirençli Escherichia coli’de geniş spektrumlu 
β-laktamaz direncinin araştırılması

 Murat Cengiz*1,   Ulvi İbrahimli1, 

* Corresponding author: Murat Cengiz, cengizm@uludag.edu.tr, Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi,
Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı, Bursa.

1 Uludağ Üniversitesi Veteriner Fakültesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dalı, 
Moleküler Farmakoloji Laboratuvarı, 16059, Bursa

RESEARCH ARTICLE 
J Res Vet Med. 2020: 39(1) 45-48 

DOI:10.30782/jrvm.660701

Özet
Escherichia coli (E. coli) insan ve hayvanlarda birçok enfeksiyona neden olan önemli mikroorganizmalardan biridir. E. coli’nin neden olduğu 

enfeksiyonların tedavisinde β-laktamların sık kullanılması β-laktam direncinin gelişmesi bakımından önemli bir nedendir. β-laktamazlar, 

β-laktam direncinin bilinen mekanizmalarından biridir ve geniş spektrumlu β-laktamazlar (GSBL) yüksek morbidite ve mortaliteden sorum-

ludur. Bu çalışmanın konuları, GSBL varlığının araştırılması ve GSBL ile diğer birçok antimikrobiyal bileşiğe karşı direnç ilişkisinin değer-

lendirilmesidir. β-laktam direncini belirlemek için disk difüzyon ile broth mikrodilüsyon testleri kullanıldı ve direncin genotiplendirmesi 

için blaSHV geninin varlığını araştırıldı. Buna göre 112 E. coli izolatının sadece bir tanesi GSBL pozitif olarak tanımlandı. Ayrıca, broth 

mikrodilüsyon test sonuçlarına göre 18 izolatın seftazidime ve 32 izolatın ise sefotaksime karşı dirençli olduğu belirlendi. E. coli izolatlarının 

hiçbirinde blaSHV geni tespit edilemedi. Sonuç olarak E. coli izolatlarının β-laktamlara karşı dirençli olabileceği, ancak GSBL pozitif izolat-

ların ve GSBL ile diğer antimikrobiyal bileşiklere karşı direncin birlikte görülme sıklığının çok düşük olduğu belirlendi. 

Anahtar kelimeler: Escherichia coli, β-laktamaz, antimikrobiyal direnç

Abstract
Investigation of extended-spectrum β-lactamase resistance in

 antimicrobial resistant Escherichia coli
Escherichia coli (E. coli) is one of the most important microorganisms causing various infections in animals as well as in humans. The overuse 

of β-lactams for treatment of infectious diseases caused by E. coli is an important reason of emergence of β-lactam resistance. β-lactamases 

are well known mechanism of β-lactam resistance and extended spectrum β-lactamases (GSBL) are responsible for the high morbidity and 

mortality. The objectives of this study are to investigate of existence of GSBL in E. coli and to evaluate the correlation between GSBL and re-

sistance to many other antimicrobials. Disc diffusion and broth microdilution test were used to determine β-lactam resistance and existence 

blaSHV gene was investigated for its genotyping. Based on the results of disc diffusion test, only one of 112 E. coli isolates was defined as GSBL 

positive. However, the results of broth microdilution test showed that the numbers of ceftazidime and cefotaxime resistance positive E. coli 

isolates were 18 and 32, respectively. blaSHV gene could not be detected in any of the E. coli isolates. The results of this study showed that E. 

coli isolates could be resistant against β-lactams, but the frequency of GSBL positive isolates and the co-existence of GSBL with resistance to 

other antimicrobials was very low. 

Key words: Escherichia coli, β-lactamase, antimicrobial resistance

Giriş

İnsan ve hayvanlarda sıklıkla gastroenteritislere, idrar yolu 

enfeksiyonlarına ve septisemilere neden olan Enterobac-
teriaceae ailesinin en önemli üyesi Escherichia coli’dir (E. 
coli). E. coli kökenli enfeksiyonların tedavisinde β-lak-
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tam grubu ilaçların sık kullanılması β-laktam direncinin 
gelişmesine ve yaygınlaşmasına neden olabilir. β-laktam 
direncinin primer etmeni β-laktamaz enzimleridir ve bu 
enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlara bağlı olarak 
üretilen yeni enzimler geniş spektrumlu β-laktamaz en-
zimleri (GSBL) olarak tanımlanır.1-3 GSBL üreten bakteril-
erin neden olduğu enfeksiyonlarda morbidite, mortalite ve 
tedavi maliyeti yüksektir.4 

β-laktam grubu antimikrobiyaller, yapılarında bir β-lak-
tam halkası taşıyan ve hücre duvarı sentezini engelleyer-
ek antibakteriyel etki gösteren ajanlardır.5 Bakteriler (1) 
hücre duvarı geçirgenliğinin azaltılması, (2) atım pom-
pası aktivasyonu, (3) penisilin bağlayıcı proteinlerdeki 
modifikasyonlar ve (4) β-laktamaz üretimine bağlı olarak 
β-laktamlara karşı direnç geliştirir.6 E. coli’de β-laktamaz 
direncinin en önemli genetik nedeni SHV-1 ve TEM-1 gibi 
plazmid aracılı dar spektrumlu enzimleri kodlayan genle-
rdir. SHV grubu enzimler, geniş spektrumlu penisilinlere 
karşı dirençten sorumludur ve 60’tan fazla varyantı tespit 
edilmiştir. β-laktamaz enzimlerini kodlayan genlerin pla-
zmidlerin üzerinde yerleşik olması direncin yayılabilmesi 
için önemli bir etmendir.7 Yapılan epidemiyolojik araştır-
maların sonuçlarına göre bir çok ülkede birbirinden farklı 
GSBL kodlayan gen ve mutantlarına rastlanmıştır. Türkiye 
GSBL varlığı bakımından önemli ülkelerden biridir.8 
Genel olarak GSBL üreten mikroorganizmalar florokino-
lon ve aminoglikozid grupları ile sülfonamid-trimetoprim 
gibi kombinasyonlara karşı da dirençlidir.9,10 Bu neden-
le, bu çalışmanın amacı antimikrobiyal dirençli E. coli’de 
GSBL’in karakterizasyonu ve GSBL ile diğer direnç tipleri 
arasındaki korelasyonun değerlendirilmesidir. Ayrıca, 
β-laktamaz enzimlerini kodlayan önemli genlerden biri 
olan SHV-1 geninin E. coli’deki varlığının moleküler yön-
temle araştırılmasıdır.

Materyal ve Metot
Bu çalışma, sığır, keçi, koyun, köpek ve kedilerden izole 
edilerek oluşturulan koleksiyondan 112 adet E. coli izolatı 
seçilerek gerçekleştirildi. 

Disk difüzyon testi
Disk difüzyon yöntemi Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI)’in önerdiği kriterlere göre yapıldı.11 Muel-
ler-Hinton Broth’da üretilen E. coli izolatlarının süspansi-
yonu 0.5 McFarland standardına göre hazırlandı. Stand-
art süspansiyon Mueller-Hinton Agar’a (MHA) ekildi ve 
üzerlerine seftazidim (CAZ) (30 µg), sefotaksim (CTX) 
(30 µg), CAZ/klavulanik asit (CLA) (30/10 µg)  ve CTX/
CLA (30/10 µg) diskleri yerleştirildi. İnkübasyon sonrası 
oluşan zon çapları CLSI kriterlerine göre duyarlı (suscepti-

ble: S), orta duyarlı (intermediate: I) ve dirençli (resistant: 
R) olarak değerlendirildi. Kombinasyon zon çapları klavu-
lanik asit içermeyen zon çaplarına göre 5 mm veya daha 
büyük olanlar GSBL pozitif olarak kabul edildi. 

Broth mikrodilüsyon testi
Broth mikrodilüsyon testi CLSI’in önerdiği kriterlere göre 
yapıldı.11 CAZ ve CTX stok solüsyonları analitik standart 
kullanılarak 10:90 metanol/fosfat tamponlu suda (Phos-
phate Buffered Saline: PBS) hazırlandı ve 0.20 μm şırınga 
filtreden (Corning®) geçirilerek sterilize edildi. Steril stok 
solüsyon kullanılarak 0.016-512 μg/ml’lik seri dilüsyonlar 
hazırlandı. Son konsantrasyonu 0.008-256 μg/ml olacak 
şekilde her bir mikroplaka kuyucuğuna 50 μl antimikro-
biyal ilaç dilüsyonu ve 50 μl standart bakteri süspansiyonu 
konuldu. İnkübasyon sonrası bakterilerin optik dansisi-
teleri mikroplaka okuyucuda (BioRad iMark) 595 nm’de 
ölçüldü ve üremenin olmadığı en düşük ilaç konsantra-
syonu minimum inhibitör konsantrasyon (MİK) olarak 
belirlendi. 

DnA izolasyonu
Bakteri DNA’sı kaynatma yöntemine göre izole edil-
di. MHA’da üretilen bakteri kolonileri toplanarak 0.2 ml 
steril suda çözdürüldü. Elde edilen homojenat 99 °C’de 5 
dk kaynatıldıktan sonra 1 dk buzda bekletildi. Santrifüj 
uygulandıktan (5 dk 13000 rpm) sonra üstte kalan bakteri 
DNA’sı moleküler testler için kullanılmak üzere -20 °C’de 
tutuldu. 

blaSHV geninin PCR amplifikasyonu ve
 görüntülenmesi
blaSHV geni amplifikasyonu için 5’-GGTTATGCGT-
TATATTCGCC-3’ (forward) ve 5’-TTAGCGTTGCCAGT-
GCTC-3’ (reverse) primerleri kullanıldı. PCR karışımı, 1’er 
μl primerler, 12.5 μl 2xPCR Master Miks (OneTag), 2 μl 
DNA ve 21 μl moleküler su kullanılarak 50 μl olacak şekilde 
hazırlandı. PCR işlemi sonrası elde edilen ürünler % 1’lik 
etidyum bromidli agaroz jelde yürütülerek jel görüntüleme 
sisteminde görüntülendi. 

Sonuçlar
Disk difüzyon testi sonuçlarına göre E. coli izolatlarının 
sadece 1/112’si (E. coli E87) CAZ ve CTX’e karşı dirençli 
bulundu. E. coli E87 CAZ/CLA ve CTX/CLA’ya karşı da 
dirençli olduğundan GSBL pozitif olarak tanımlandı. 
Broth mikrodilüsyon test sonuçlarına göre CAZ ve CTX 
için en düşük MİK sırasıyla 0.016 μg/ml ve 0.064 μg/ml 
olarak tespit edildi. Hem CAZ hem de CTX için en yüksek 
MİK 256 μg/ml olarak belirlendi. MİK dağılımlarına göre 
en yüksek frekans 29 izolatta CAZ için ve 35 izolatta CTX 

Cengiz ve İbrahimi 2020



47

için 2 μg/ml olarak bulundu. Klinik duyarlılık eşik değer-
lerine göre E. coli izolatlarının 18’i CAZ’a ve 32’si ise CTX’e 
karşı dirençli olarak nitelendirildi.

E. coli’de GSBL direncinden sorumlu genlerden biri olan 
blaSHV geni moleküler yöntemlerle araştırıldı ve bu gen 
hiç bir izolatta tespit edilemedi. 

Tartışma ve Sonuç
β-laktamaz direnci enfeksiyonların tedavisinde seçenekler-
in azalmasına ve ekonomik kayıplara neden olabilir. Direnç 
zaman ve bölgesel farlılıklar gösterdiği için değişkenlikler 
düzenli olarak izlenmelidir.12,13 Örneğin Türkiye’de GSBL 
pozitif izolat sayısı 2004-2007 yıllarında her yıl düzen-
li olarak izlenmiş ve pozitif izolat sayılarının oranları 
%3.8’den %17.2’ye yükselmiştir.14 Yine poliklinik ve yatan 
hastalardan 2013-2015 yılları arasında izole edilen E. coli 
suşlarının yaklaşık %39’u GSBL pozitif bulunmuştur.15 Bu 
çalışmanın sonuçlarına göre CAZ ve CTX’e karşı dirençli 
izolatların oranı sırasıyla %16.1 ve %28.6 olarak bulunmuş-
tur. CAZ ve CTX dirençli izolatların oranları daha önce 
Türkiye’de yapılan diğer araştırmaların sonuçlarına göre 
daha düşüktür. Önceki araştırmalarda her iki antimikro-
biyale karşı %32-37 oranında direnç tespit edilmiştir.16,17 
GSBL varlığının araştırılması için kullanılan testler ve elde 
edilen sonuçlar arasında tutarsızlıklar gözlenebilir. Geno-
tipik olarak GSBL pozitif bulunan izolatlar duyarlılık tes-
tlerine göre negatif olarak nitelenebilir.18 Örneğin AmpC 
pozitif olup duyarlılık testi sonuçlarına göre GSBL negat-
if olarak tanımlanmıştır.19 Dolayısıyla tek başına CAZ ve 
CTX’e karşı dirençli olan E. coli izolat oranı yüksek olması-
na rağmen izolatların negatif GSBL fenotipi göstermesi 
GSBL direncinden sorumlu olan diğer genlerin araştırıl-
ması gerektiğini göstermektedir. 

GSBL direncin sorumlu olan genler plazmid ve tronspo-
zonlar üzerinde konumlanmıştır. Bu nedenle mobil karak-
terdeki bu genetik fragmanlar bakteriler arasında GSBL 
direncin aktarımını kolaylaştırır. Eş zamanlı GSBL ve diğer 
bileşiklere karşı dirençli izolatların oranı %50’lere ulaşabil-
ir.9 Şahintürk ve ark.20 yapılan araştırmada kullanılan ve 
çoklu ilaç direnç (Multidrug Resistance: MDR) fenotipi 
gösteren E. coli izolatları ile aynı klonlarda yer alan ve bu 
araştırmada kullanılan E. coli izolatlarında GSBL varlığının 
çok düşük olduğu belirlenmiştir. Bu sonuca göre MDR 
fenotipi gösteren E. coli izolatlarında GSBL direnç feno-
tipinin bulunma olasılığı çok düşüktür. Dolayısıyla MDR 
fenotipi, GSBL fenotipi ile her zaman ilişkili olmayabilir. 

Sonuç olarak hayvanlardan izole edilen E. coli izolatlarında 
β-laktam grubu bileşiklere karşı direnç gözlense de GSBL 

pozitif izolat sayısı çok düşük olabilir. Bu araştırmanın 
sonuçlarına göre MDR pozitif izolatların GSBL fenotipine 
sahip olma olasılığı her zaman yüksek olmayabilir. 
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Abstract
The Black-headed gull (Larus ridibundus), a gull species commonly seen on shores of Küçükçekmece lake located in Turkey’s Marmara Re-

gion. This bird does not show sexual dimorphism because as it has monomorphic feather characteristics like other gull species.. In order to 

perform sex discrimination in gulls, the effective discriminant function analysis (DFA) method is used for the measurements based on the 

external morphology and determining the variables discriminating the two sex groups. The head morphological measurements and the body 

weights of 28 (14 males and 14 females) adult Black-headed gulls were obtained. One discriminant function was determined based on the 

results. The accuracy rate in two sexes was determined to be 82.1% (85.7% female, 78.6% male) using the formula we obtained as a result of 

the discriminant function analysis in which the head length, determined to be more significant compared to the other variables, was used. 

The aim of the study is to assess the sexual dimorphism in population of Black-headed gull and represent a reliable method to make a sex 

discrimination along with discriminant analysis. 

Key words: Avian anatomy, Black headed gulls, head morpmometry, Marmara sea.

Introduction

The Black-headed gull is a gull species commonly seen in 
wetlands. This bird species, that can drink salt water, is 
called with this name as its feathers growing on its head 
in winter months are black. They make their nests, mostly 
composed of dry sticks, on rocky areas and rooftops. This 
bird species, with a quite large population, are included in 
the least-concern species group.1,2 They are also known to 
steal the food of other animals. They are among the most 
crowded gull groups seen in Marmara Region especially 
during the winter months. They may migrate due to bad 
weather conditions.2,3

It is estimated that 7.3-11 million Black-headed gulls live 
in an area of 10 million km2 in the world. There are vari-

ous studies on this species that has a quite large population 
in Europe. It has been tried to calculate the number of the 
nests made by this bird species especially around Czech 
Republic and Poland and to determine their change with-
in a year.4,5 The nesting colonies around Netherlands and 
Belgium have been counted and the information on their 
inland and coastal colonies has been obtained.6 

Turkey has an importance in terms of bird migratory routes 
due to its flora and fauna brought by its biogeographical 
properties.7 It has been reported that 485 bird species have 
been determined in the recent counts performed within 
this context. Küçükçekmece Lake, located in the Europe-
an side of Istanbul, is one of the centres where this count 
has been made.8 In the count of winter water birds per-
formed in 2018, it was reported that 22 species have been 
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observed in this region and totally 22.022 birds were in-
habiting in this region.9 It was also reported in this count 
that black-headed gulls were among the 15 most abundant 
bird species. 

As the gull species have monomorphic feather traits,10 they 
do not exhibit sexual dimorphism. However, there are 
dimensional differences between males and females.11-13 
There are numerous studies in which an effective statistical 
assessment (discriminant function analysis-DFA) has been 
made in the measurements based on the external morphol-
ogy and determining the variables discriminating the two 
sex groups, in order to perform sex discrimination in gulls. 
Also, it is known that the various dimensional measure-
ments obtained external morphology vary in many spe-
cies14-16 and a separate discriminating function analysis is 
needed for each subspecies.12,13,17

The aim of the study; To assess the sexual dimorphism in 
Black Headed gull population in Küçükçekmece Lake and 
its surrounding located in Marmara Region and to pres-
ent a reliable method to make the sex discrimination of 
black-headed gulls in the population, along with discrim-
inant analysis.

Materials and Methods
In the present study, a total of 28 dead adult Black-head-
ed gulls including 14 males and 14 females which were 
brought to Istanbul University-Cerrahpaşa, Faculty of 
Veterinary Science, were used. The present study was ap-
proved by Istanbul University-Cerrahpasa, Faculty of Vet-
erinary Medicine, Local Ethics Committee (Decision no: 
13/02/2019-25832). It was known that these gulls were 
brought from Küçükçekmece Lake and its surrounding. 
This is a lake with low salinity located in 15 km west of 
Istanbul and at sea level. It is connected with sea and it is 
located on the important migratory routes for bird species 
(Fig. 1).

The weights of the gulls were measured using a 0.01 mg 
precision digital scale. The morphometric measurements 
were calculated in millimetres (mm) using a digital calliper. 
The head morphometric measurements of the Black-head-
ed gulls were obtained from the specified points in the lit-
erature (Fig. 2);11,12,18,19,20

1-Nalopsi
2-Bill Length-1
3-Bill Length-2
4-Bill Length-3
5-Head Length
6-Bill Depth-1 (Gony)

7-Bill Depth-2

After male and female individuals were determined by us-
ing the abdominal dissection method, they were grouped. 
The values of each group of Black-headed gulls were ob-
tained separately and recorded into the computer. The re-
sults were assessed in the electronical environment. 

The data used in the present study were assessed using Sta-
tistical Package for the Social Science (SPSS) for Windows 
21 packaged software.  The inter-sex groups were com-
pared by applying “independent samples t-test” and the 
significant ones were specified. 

The discriminant function analysis was performed in or-
der to estimate sexes. The morphometric measurements, 
which were significant in the study, were used in the analy-
sis. The significant variables were multiplied with their own 

Figure 1. Location of Kucukcekmece Lake.

Figure 2. The morphometric measurements of the head of the 
Black-headed gull. 1: Nalopsi, 2: Bill length-1, 3: Bill length-2, 
4: Bill length-3, 5: Head length, 6: Bill depth-1 (gony), 7: Bill 
depth-2.

Gundemir et al. 2020



51

raw coefficients and a discriminant formula was formed. 
The explanatoriness was obtained by squaring canonical 
correlation. Those with high correlation coefficient (>0.7) 
among all the variables were determined. 

Results
As a result of the analysis made on the morphometric 
measurements obtained from the heads of 28 Black-head-
ed gulls which were collected from Küçükçekmece Lake 
and its surrounding and whose weights were measured, it 
was observed that the differences between the males and 
females in terms of nalopsi, head length and bill depth-1 
were significant (P>0.05). It was determined that the dif-
ference between the other morphometric characteristics, 
including weight, was not significant. Table 1 shows the 
mean values, standard deviations, and coefficient of vari-
ance of the measurement values of the gulls. 

A high correlation was observed between head length 
and bill length-1 (0.76), between head length and bill 
length-3 (0.86), between head length and Nalopsi (0.78) 
and between bill length-1 and bill length-3 (0.71). It was 
determined that the covariance matrices were equal. The 
discriminant analysis was applied between the values that 
were significant in sex-estimation. Wilks Lambda and F 
values of the morphometric measurements were examined 
by discriminant analysis method. It was observed that the 

head length, nalopsi and bill depth-1 (Gony) were statisti-
cally significant (Table 2). One discriminant function was 
determined using the results.  It was observed that the head 
length was more significant compared to the other vari-
ables. The discriminant analysis provided the correct deter-
mination of 78.6% of the males and 85.7% of the females. 
It was observed that 82.1% of the analyses performed using 
the head length only was correct for both sexes.

The function equation for sex-determination:
In the validation of the discriminant function analysis per-
formed with the females, it was observed that when the 
formula was applied for 14 females, the values of 12 indi-
viduals were under below zero and 11 of 14 individuals in 
the males had a result value above zero. It was determined 
that the analysis mean values were -0.734 in the females 
and 0.734 in the males.

Discussion and Conclusion
Sex-determination in birds is an important prerequisite 
for the ecological and behavioural studies and the popula-
tion of a region. However, sex-determination in the species 
with monomorphic feather character is a quite difficult, 
time-consuming and expensive procedure. But it is known 
that the morphological measurements in many poultry 
species are higher in males compared to females. 

It was observed as a result of the analyses performed in the 
present study that only the head length was one of the dis-
tinctive features in sex-determination. It has been reported 
in the studies conducted with the gulls in the Baltic Sea,19 
Ivory gulls21 and Western Europe population Black-head-
ed gulls22 that the bill depth is also a distinctive functional 
measurement as well as the head length. However, it has 
been stated that the gony depth continues to increase with 
increasing age after sexual maturity and therefore, this val-
ue may cause a mistake in DFA.23 The effect of the other 
morphological characteristics on the discriminant func-
tion, in sex-determination, has been quite low in the other 
studies, as in the present study. 

In another study, it was reported that the accuracy rate in 
the two sexes in 21 adult water birds using the wing and bill 
depths was 95% (100% females, 92% males).24 However, as 

Table 1. Body measurement of male and female Blackhead Gulls 
from the Kucukcekmece Lake colony, Istanbul.

Table 2. Wilks Lambda value and F value of the morphometric 
measurement data.
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the wing length increases with increasing age, it is obvious 
that using it for the birds, the age of which are not known, 
will not give correct results. In the present study, we used 
the morphometric characteristics of the heads of 28 adult 
Black-headed gulls. From these morphometric results, it 
was determined that the accuracy rate in two sexes was 
82.1% (85.7% female, 78.6% male) using the formula we 
obtained as a result of the discriminant function analysis 
in which the head length was used.

The gulls used in the present study were included in adult 
age group. It was reported in the studies that the body 
weights become significant after 10 days and the body 
size became significant in the chick gulls between the two 
sexes after 15 days.25 Also, in order to ensure that the use 
of body weight in DFA is effective in poultry, it should be 
measured in the same stage of the season and there is no 
variation among years.26 In the present study, the highest 
CV value was observed in body weight. However, the fact 
that the body weight did not exhibit sexual dimorphism in 
Black-headed gulls was considered to be due to the use of 
the adult gulls in different seasons.

In a study conducted with the species of black-backed 
gulls, it was stated that the head length, bill depth and tar-
sal length were used as a distinctive feature. In this study, 
generalized linear modelling procedure was used as well as 
discriminant analysis.27 In the mentioned study, the result 
demonstrating that all the morphometric measurements of 
the male gulls are higher compared to the female gulls is 
parallel with the present study. As the aim of the present 
study was only to reveal the distinctive features between 
male and female Black-headed gulls, it was considered 
that discriminant analysis method would be enough.  It 
was also observed that this distinction could be performed 
with the head morphometric measurements together with 
the significant data obtained in the results.

There are many morphometric and morphological meth-
ods for sex-determination in veterinary anatomy stud-
ies. But, the morphometric measurements, which are the 
most effective in sex-determination, are used in the DFA 
applied in various gull populations and this is one of the 
best techniques used in the field studies.  However, its use-
fulness should be tested in the other populations. Because 
applying a DFA analysis function obtained in a population 
to different populations may be risky as the possible mor-
phological differences between the gulls with different ori-
gins. In the present study, it was aimed to obtain the refer-
ence information for sex-determination by examining the 
Black-headed gull species in Küçükçekmece Lake and its 

surrounding. We think that we can perform sex-determi-
nation in accordance with the function obtained by using 
these outputs.   These functions may provide a quick, easy, 
cheap and non-invasive way to identify male and female 
gulls in the ecological studies conducted on the sex-specif-
ic differences. This study, which also represents the mor-
phometric characteristics of Black-headed gull species, 
provides reference values that can be used effectively in 
sex-determination using the external morphological struc-
ture in the further studies to be conducted in terms of tax-
onomy and in the field studies of ornithologists. 
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Abstract
Bacterial lipopolysaccharides (LPS) generally increase the pathogenicity of the agent. This study aimed to examine the hepatic pathology and 

possible prophylactic effects of lacosamide (LCM) in a LPS-induced sepsis rat model. Overall, 24 1-year-old female Wistar Albino rats were 

divided into three groups: Group I (control), Group II (LPS group: 5 mg/kg LPS intraperitoneally, single dose), and Group III (LCM group: 

40 mg/kg LCM intraperitoneally once daily for 3 days plus 5 mg/kg LPS 30 min after the last LCM treatment). Animals were euthanized 6 

hours after LPS administration. Blood and liver samples collected during necropsy were analyzed biochemically, pathologically, and immu-

nohistochemically. LPS caused a significant increase in serum aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, total bilirubin, direct 

bilirubin, indirect bilirubin, and alkaline phosphatase levels. Histopathological analysis revealed numerous neutrophil leucocyte infiltrations, 

slight hemorrhages in the liver, and degenerative or necrotic changes in hepatocytes. Increased expressions of malondialdehyde, C-reactive 

protein, heat shock protein-70, interleukin-1β, and tumor necrosis factor-α were observed in the LPS administered group. LCM ameliorated 

the biochemical, histopathological, and immunohistochemical findings. The present study results revealed that LCM ameliorated the LPS-in-

duced liver damage in the rat models as evidenced by the biochemical and pathological findings.

Keywords: immunohistochemistry, lacosamide, lipopolysaccharide (LPS), liver, pathology.

Introduction

Lipopolysaccharides (LPS) are large lipid- and polysaccha-
ride-containing molecules found in the outer membrane 
of gram-negative bacteria.1 LPS in some bacteria play a 
pivotal role in the pathophysiology of sepsis.2 The intra-
peritoneal application of LPS is an experimental model for 
inducing systemic and hepatic inflammation in rodents. 
LPS may lead to dysfunction or failure of numerous or-
gans, including the liver.3,4 Acute phase proteins (APPs) 
are increased after LPS administration.5 Endotoxemia is 
indicative of severity of the sepsis and the leading cause 
of death.6

Lacosamide (LCM) is a third-generation antiepileptic drug 
(AED) that was first approved in 2008 for use in adjunctive 
therapy for partial-onset seizures in adults. In 2014, LCM 
was approved by the FDA for use in monotherapy for par-
tial-onset seizures. Unlike conventional sodium channel 
blockers, LCM stimulates the slow inactivation of sodium 
channels selectively. This action mechanism results in the 
stabilization of overexcitable neuronal membranes, inhi-
bition of neuronal firing, and reduction of the long-term 
availability of channels without affecting the physiological 
function.7 LCM does not stimulate or inhibit the cyto-
chrome P450 enzyme. It has low protein-binding ability 
(< 15%) due to its numerous destruction mechanisms and 
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does not interact with most clinically prescribed drugs.7,8 

The entry of calcium (Ca2+) into the cytoplasm is the most 
common signaling factor of cell damage in all cell types. 
The normal concentration of intracellular Ca2+ is typi-
cally lower than that of extracellular Ca2+.9,10 Therefore, 
excessive intracellular Ca2+ may activate degradative pro-
cesses and cause toxic effects in cells.9,11 Similarly, sodium 
(Na+), which is the major cation in the extracellular space, 
can enter cells through various routes, especially during 
increased cell membrane permeability.12 A significant in-
crease in Na+ is characteristic of tissue injuries.13,14 The use 
of sodium channel blockers reduces both Na+ entry and 
apoptotic neuronal death.14 A well-known fact is that Na+ 
influx into the cell is accompanied by chloride ions (Cl−) 
and water that can lead to acute cell swelling and dam-
age.15 The inhibition of Na+–H+ exchange attenuates isch-
emia-induced cell death.16,17 The primary focus of pharma-
ceutical research has been to discover effective therapeutic 
approaches that target voltage-gated Na+ channels.18 LCM 
facilitates slow inactivation of sodium channels.7,8

Ameliorative effect of LCM on sepsis induced polyneurop-
athy previously reported.19 But there is no knowledge about 
effect of LCM on LPS induced hepatic pathology. The ob-
jective of this study was to evaluate of the pathogenesis of 
sepsis and effect of LCM on LPS induced liver lesions. For 
this purpose, we evaluated the effects of LCM on liver via 
biochemical, histopathological and immunohistochemical 
findings in an in vivo rat model of sepsis. 

Materials and Methods

Animals
The experiments were performed in accordance with the 
guidelines for animal research of the National Institutes of 
Health and were approved by the Committee on Animal 
Research at Burdur Mehmet Akif Ersoy University, Burdur, 
Turkey. Animals were maintained and used in accordance 
with the Animal Welfare Act and the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals in the Experimental 
Animal Center of Burdur Mehmet Akif Ersoy University  
(approval number:308).

Before the experiment health status of all rats were con-
trolled by a veterinarian who was responsible for the ani-
mals. Overall, 24 1-year-old female Wistar Albino rats were 
used and divided into three groups: Group I (control) (0.1 
ml/oral and i.p. saline, single dose), (n=8), Group II (LPS 
group: 5 mg/kg LPS intraperitoneally, single dose; (i.p. li-
popolysaccharide, 500 mg flk, 048K4126, Sigma-Aldrich, 
USA), 20 (n=8), and Group III (LCM group: 40 mg/kg LCM 

intraperitoneally once daily for 3 days and 5 mg/kg LPS 
30 min after the last LCM treatment; (Benvida 100 mg tb/
Adeka Farmacy, Turkey)19, (n=8). LCM was dissolved in 
normal saline. Four rats weighing 350– 400 g were kept in 
a conventional cage, two cages used for each group, they 
placed in a temperature- (21–22 °C) and humidity (60 + 
5%)-controlled room in which a 12:12 h light–dark cycle 
was maintained. All the rats were fed ad libitum a stan-
dard commercial chow diet (Korkuteli yem; Antalya, Tur-
key) and drinking water during the study. The rat numbers 
were minimalized and total numbers of the animals select-
ed for reliable statistical analysis. Animals were euthanized 
6 hours after LPS administration. During necropsy, blood 
and liver samples were collected for biochemical, patho-
logical, and immunohistochemical analyses.

Biochemical Analysis
An autoanalyzer (Beckman Coulter AU680, California, 
USA) was used to determine the activities of aspartate 
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), 
total bilirubin (T. bil.), direct bilirubin (D. bil.), indirect 
bilirubin (I. bil.), albumin (ALB), and alkaline phosphatase 
(ALP) levels.

Histopathological Examinations
During necropsy, the collected liver samples were fixed in 
10% neutral formalin. Samples were then processed rou-
tinely using an automatic tissue processor equipment (Lei-
ca ASP300S, Wetzlar, Germany) and embedded in paraffin 
wax. Tissue sections of 5-μm thickness were cut using a 
rotary microtome (Leica RM2155, Leica Microsystems, 
Wetzlar, Germany); they were then stained with hematox-
ylin–eosin (H&E), placed on a mounting media and cover-
slipped, and examined under a light microscope.21

Immunohistochemical Examinations
For immunohistochemical analysis, liver samples were im-
munostained with antibodides raised against malondialde-
hyde (MDA) [Anti-Malondialdehyde antibody (ab6463)], 
C-reactive protein [Anti-C Reactive Protein antibody
- Aminoterminal end (ab65842)], heat shock protein-70
(HSP-70) [Anti-Hsp70 antibody [5A5] (ab2787)], interleu-
kin-1β (IL-1β) [Anti-IL1 beta antibody (ab2105)], and tu-
mor necrosis factor-α (TNF-α) [Anti-TNF alpha antibody
(ab6671)] using the streptavidin–biotin technique. All pri-
mary serums and secondary antibodies were purchased
from Abcam (Cambridge, UK), and all primary antibodies
used were 1/100 dilution. Primary antibodies were incubat-
ed for 60 min, and immunohistochemistry was performed
using biotinylated secondary antibody and streptavidin–
ALP conjugate. Ready-to-use kits [EXPOSE Mouse and
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Rabbit Specific HRP/DAB Detection IHC kit (ab80436)] 
were used as secondary antibodies and 3,3-diaminobenzi-
dine as chromogen for 5 min. For negative controls, pri-
mary antiserum step was omitted. Histopathological and 
immunohistochemical examinations were performed on 
blinded samples. The percentage of immune-positive cells 
for each marker was determined by counting 100 cells in 
10 different fields for every section under 40× 
objective magnification for all groups.22 Statistical 
analyses were performed on the results obtained from 
the image analyzer. Morphometric analyses were 
performed using the Database Manual Cell Sens Life 
Science Imaging Software System (Olympus Co., Tokyo, 
Japan).

Statistical Analysis 

One-way analysis of variance test was used to 
determine significant differences among the groups. The 
groups were compared using the non-parametric 
Kruskal–Wallis and Dunnett tests. Biochemical 
parameters that fit the normal distribution were 
obtained, and ANOVA, post-hoc LSD, Bonferroni, and 
Tukey tests were used to compare the groups. 
Differences among groups in the histopathological and 
immunohistochemical analyses were determined using 
the Bonferroni multiple comparison method. Calcula-
tions were made using the SPSS 20.0 program, and p < 
0.05 was set as the level of significance.

Results
Biochemical Findings
LPS caused a significant increase in the serum AST, ALT, 
T. bil., D. bil., I. bil., and ALP levels. Serum ALB levels 
were not affected by LPS administration. The results of 
biochemical analysis are summarized in Table 1.

Immunohistochemical Findings
Immunohistochemical analyses revealed little or no ex-
pression of the investigated molecules in the control group. 
However, LPS caused an increase in the expressions of 
MDA, CRP, HSP-70, IL-1β, and TNF-α in hepatocytes and 
sinusoidal endothelial cells intracytoplasmically. The most 
significantly expressed markers were IL-1β, HSP-70, and 
TNF-α, respectively. Notably, LCM had an ameliorative 
effect and caused a statistically significant decrease in the 
expression of all markers (Figs. 1D-I, 2), (Table 2).

Table 1: Statistical analysis results of serum biochemical analysis 
and oxidative stress markers.

necropsy Findings
At necropsy hyperemia at the hepatic vessel were the 
marked finding in LPS group. There was no pathological 

finding observed in CON and LCM group.

Histopathological Findings
Histopathological analysis revealed normal tissue archi-
tecture in the control group. Microscopic examination of 
the LPS group revealed marked hyperemia, inflammatory 
reaction comprised of neutrophil leucocyte, and hemor-
rhages in livers. Additionally, degenerations in some cells 
were the other common findings in this group. However, 
LCM treatment ameliorated the histopathological findings 
(Fig.1A-C).

Figure 1: Histopathological appearance of the livers. A) Normal 
histology in control group. H&E; B) Inflammatory reaction 
(arrows) and hemorrhage (arrow head) in the LPS group. H&E; 
C) decreased inflammatory reaction (arrow) in LCM-treated
group. H&E. Bar = 50 μm. MDA immunoreaction in the livers.
D) Negative immunoreaction in the control group. E) Increased
immunoexpression (arrows) in hepatocytes in the LPS group.
F) Slight immunoexpression (arrow) in the LCM-treated group.
CRP immunoreactions in the livers. G) Negative immunore-
action in the control group. H) Increased immunoexpression
(arrows) in hepatocytes in the LPS group. I) No
immunoexpres-sion in the LCM-treated group. Streptavidin–
biotin peroxidase. Bars = 50 μm.
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Discussion
This study revealed that LPS caused liver damage in rats 
and that the pathogenesis was associated with increased 
expression of IL-1β, HSP-70, TNF-α, CRP, and MDA. LCM 
can be a possible drug choice in the prevention of LPS-in-
duced liver lesions.

LD50 dose of the LPS for rats previously reported as greater

than 20 mg/kg in normal rats at 24 hours.23 The most 
preferred dose for single intraperitoneal injection of LPS is 
5mg/kg for rats.24–26 Dose selection were made based of the 
previous studies. 

The induction of hepatic injury becomes evident because 
of the elevated levels of serum AST and ALT, which can 
be measured using standard clinical chemistry. Typically, 
when an inflammation-modifying substance needs to be 
tested, it is mandatory to analyze a control group simul-
taneously that only receives LPS and has no further in-
tervention.4 Bacterial LPS, also known as endotoxin or 
lipoglycan, is the major component of the outer surface of 
gram-negative bacteria.27 Our study observed significant 
increases in the levels of serum ALT, AST, ALP, T. bil., D. 
bil., and I. bil. in the LPS group. However, LCM treatment 
attenuated the biochemical results.

LPS activates Toll-like receptor 4 and eventually nuclear 
factor-kappa B (NF-κB) mechanism followed by the re-
lease of inflammatory cytokines, such as TNF-α, IL-1α/β, 
IL-6, IL-12, IL-18, and GM-CSF.4 Oxidative stress is also a 
well-known mechanism of LPS-induced hepatic injury 
which is supported by reactive oxygen species.28 A large 
proportion of proinflammatory mediators comprising cy-
tokines are responsible for metabolic changes associated 
with cellular injury.29 Cytokines function as mediators of 
the immune and acute phase responses. TNF-α, IL-1β, and 
IL-6 are the major mediators of acute phase response in 
humans.30 Additionally, IL-6 functions as an endogenous 
pyrogen that stimulates the immune system and, in con-
junction with TNF-α, can stimulate the synthesis of acute 
phase proteins, such as CRP from hepatocytes.31 The im-
munohistochemical examination of our study revealed 
substantially increased expression of MDA, CRP, HPS-70, 
IL-1β, and TNF-α. However, LCM was observed to be ef-
fective in reducing both inflammatory and oxidative dam-
age markers. We believe that the most suitable markers to 
evaluate LPS-induced hepatic damage are IL-1β, HSP-70, 
TNF-α, CRP, and MDA.

Despite several studies have been focused on this subject, 
the mechanism of LPS-induced endotoxemia is still not 
completely clear. It has been suggested that oxygen-de-
rived radicals are generated during endotoxic shock that 
induce tissue injury. Lipid peroxidation may then be ini-
tiated, inducing further tissue damage.28-32 Lipid peroxi-
dation with unsaturated lipids generates a wide variety of 
oxidation products. Notably, the primary products of lipid 
peroxidation are lipid hydroperoxides. The secondary and 
most mutagenic product formed during lipid peroxidation 

Figure 2: HSP-70 immunoreaction in the livers. A) Negative 
immunoreaction in the control group. B) Increased immuno-
expression (arrows) in hepatocytes in the LPS group. C) Slight 
immunoexpression (arrows) in the LCM-treated group. IL-1β 
immunoreaction in the livers. D) No immunoreaction in he-
patocytes in the control group. E) Increased immunoexpression 
(arrows) in hepatocytes in the LPS group. F) Negative immuno-
expression in the LCM-treated group. TNF-α immunoreaction 
in the livers. G) Slight immunoreaction in hepatocytes (arrow) 
in the control group. H) Increased immunoexpression (arrows) 
in hepatocytes in the LPS group. I) Decreased immunoexpres-
sion (arrow) in the LCM-treated group. Streptavidin–biotin 
peroxidase. Bar = 50 μm.
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Table 2: Statistical analysis of immunohistochemically positive 
cell numbers in the livers among the groups.
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is MDA.33 A majority of the toxic effects of LPS are me-
diated by proinflammatory cytokines, such as TNF-α, IL-
1α, and IL-1β, that are produced by monocytes and mac-
rophages.34 TNF-α reportedly plays a central role in the 
pathology of LPS-induced lethality.3 Furthermore, CRP is 
an acute phase reactant that is synthesized and released by 
various cells, including hepatocytes in response to micro-
bial infection, tissue injury, and immunomodulatory stim-
uli.35 Additionally, HSPs are a group of stress proteins that 
are actively synthesized when macrophages are exposed to 
bacterial toxins.36 HSPs are present in almost all eukaryotic 
cells, including hepatocytes, and are transiently overex-
pressed when cells are exposed to heat shock.37 HSP-70 is 
an abundant and well-conserved, stress-inducible protein 
that plays a vital role in the cellular stress response and en-
ables organisms to survive multiple environmental stress-
es. It is constitutively expressed and is essential in the nor-
mal functioning of cells.38 Notably, when cells are exposed 
to a stressor, the rapid increase in HSP-70 levels reportedly 
protects cells from the harmful effects of the stressor.39 The 
protective effect of HSP-70 has been demonstrated in a va-
riety of cells, tissues, and organs.39,40 In this study, we exam-
ined LPS-induced liver toxicity and the effect of LCM on 
acute sepsis through biochemical, histopathological, and 
immunohistochemical methods. We identified that MDA, 
CRP, HSP-70, IL-1β, and TNF-α play important roles in 
LPS-induced hepatic pathology. Liver histopathology re-
vealed that hyperemia, hemorrhage, inflammatory reaction 
mainly comprising neutrophil accumulation, and necrotic 
changes in hepatocytes in the LPS group indicated classic 
signs of hepatic damage. Increased immunoexpression of 
the markers was indicative of lipid peroxidation and acute 
phase reaction, which are critical factors of LPS-
induced hepatic damage.

Few reports have suggested an increase in enzymes 
and toxicity in the liver following LCM treatment41-43 

with hepatic impairment considered to be a severe side 
effect of LCM.44 However, in all these cases, LCM was 
administered for a longer term with multiple doses. 
Conversely, our results suggested that three doses of 
LCM can produce ameliorative effects in liver damage. 
Unfortunately, the mechanism of this effect is elusive. 
Nonetheless, the possibility of an interaction of LCM—a 
sodium channel inhibitor—with the epithelial sodium 
channels of hepatocytes via an un-known mechanism is 
suggested. Notably, in rat and mice, the brain and liver 
intestine sodium channels (BLINaC) are predominantly 
expressed in the brain, liver, and intestine.45 However, 
the functions of these channels remain unknown.46 
Therefore, we suggest that LCM affects these channels 
to prevent sodium influx in hepatocytes that can cause 
degenerative changes and decrease inflammatory 

and free radical injury via an unknown mechanism.

In our study, we used only 40 mg/kg for three days 
followed by one dose of LPS (5 mg/kg) and obtained 
unexpected results because the LCM improved the liver 
condi-tion. Chronic nature of epilepsy necessitates 
lifelong use of AEDs. Generally, epilepsy cannot be 
controlled with a single AED in more than 30% of 
patients; therefore, multiple AEDs are needed.7 New 
AEDs, such as levetiracetam and LCM, are more 
suitable options for patients with hepat-ic impairment 
compared with the older AEDs46-47 because these drugs 
are less likely to exacerbate liver damage. Moreover, these 
drugs show low or no serum protein-binding capacity,47 
lower drug-to-drug interaction, and minimal toxicity 
risk.5,48 LCM is metabolized by the CYP450, 2C19 
system, but its metabolites are inactive. Its protein-
binding capacity is lower than 15%, and approximately 
40% of it is excreted in the urine. LCM is also a safe 
choice because of its linear pharmacokinetics.46 Although 
the long-term usage of LCM may produce liver 
damage, we observed that three doses of LCM did not 
induce liver injury but surpris-ingly ameliorated serum 
biochemical levels of liver enzyme and improved 
histopathological and immunohistochemical findings. 
We also reported that ameliorative effects of LCM on 
LPS induced neuro inflammation and urogenital system 
damage by using related organs of these study rats 
recently.49,50

Therefore, to conclude, three doses of LCM can 
prevent LPS-induced acute liver damage by suppressing 
both inflammatory and oxidative injuries through an 
unknown mechanism. However, further studies are 
warranted to understand this mechanism entirely. 
However, the possibility of exacerbation of liver damage 
must be considered when using this drug for a longer 
duration.
Declaration of interest: The authors report no conflicts 
of interest. The authors alone are responsible for the 
content and writing of this paper.
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Introduction

Bovine herpesviruses (BHVs) are prominent viral agents of 
cattle all around the world, which mainly causes subclini-
cal cases including respiratory and reproductive infections. 
Bovine Herpesvirus Type 4 (BHV-4) has been thought to 
predominantly cause genital diseases rather than 
other herpesviruses, although it was first isolated from 
the respiratory tract of a calf with relevant symptoms.1,2 
BHV-4 taxonomically belongs to genus Rhadinovirus, 
subfamily Gammaherpesvirinae, family Herpesviridae.3

Pathogenetic mechanism of BHV-4 and its reflection 
on the clinical presentation is not widely known 
according to previous reports.1,4,5 In performed studies 
so far, it has been emphasized that the vast majority of 
BHV-4 cases has trigger subclinical infections which 
leading infertility problems and losses of milk yield.1,3,5 
Genetic variability also might induce different 
pathogenesis, clinical diseases and latency 
determination, thus, molecular investigation of BHV-4 
in infertile, repeat breeder animals have crucial 
importance in terms of dairy health.1,4- 7

BHV-4 has double-stranded DNA in length of 144 kb
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Abstract
Infertility and reproductive infections are the huge problems for the diary management throughout the world. Bovine herpesviruses act 

an enormous role in these complicated problems. Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1) is the most outstanding herpesvirus causing genital 

and uterine tracts infections among other reproductive viral agents, however, Bovine Herpesvirus Type 4 (BHV-4) is also responsible in 

terms of similar symptoms and diseases. The main aims of the study are both to investigate the underlying potential presence of BHV-4 in 

subclinical uterine tract infection, and both to perform molecular and recombination analyses. A herd including 25 repeat breeder cows 

were investi-gated by BHV-4. Two out of them were determined BHV-4 infected after a series of Polymerase Chain Reactions (PCRs) tests 

which able to amplify partial Glycoprotein B (gB) and Thymidine Kinase (TK) gene regions. Obtained sequences were analyzed by using 

phylogenetic and recombinational software, and two Maximum Likelihood (ML) tree have been constructed. To results, novel Turkish 

BHV-4 sequences fell into Genotype I in both constructed Maximum Likelihood (ML) phylogenetic trees, however, no 

recombination evidence has been observed in relevant software. This report is one of the rare genotyping studies on BHV-4 from 

Turkey. This study showed that Turkish BHV-4 strains, as molecular, were highly probable to originate from European strains and 

might be observed in different clinical reflections. This suggests that BHV-4 should be deeply investigated by further molecular techniques 

and included in diagnostic panels for reproductive  viruses.
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which has many critical gene regions for protein expres-
sion. Glycoprotein B (gB) and Thymidine Kinase (TK) are 
most significant gene regions and characterized by various 
molecular studies.6-8 gB is more conserved gene region 
rather than TK, accordingly, has been used for general 
di-agnosis protocol.6,9 TK is preferred for molecular and
phylogenetic studies, because of its close relationship with
the host cell and being prone to molecular genetic
changes.4,6 Three main genotypes based on TK,
therefore, have been proposed by many researchers who
have recently performed molecular and phylogene-
tic analyses in their papers.4,6,7,10 Genotype I has 
included Movar (33/63), reference strain from Europe, 
in which other sequences have been also Movar-
like strains. Likewise, DN-599, reference strain of 
America, has fell into Genotype II which has other 
DN-599 like BHV-4 sequences. Genotype III has 
been consisted of some Latin America BHV-4 
strains including MGArom, MGA696, etc.4,6,7,10

In Turkey, many serological investigations on BHV-4 have 
been performed, however, studies are limited and 
which genotypes have been circulated is unknown.11-17  
In this study, therefore, it was aimed to investigate the 
potential presence of BHV-4 in a dairy cattle herd with 
reproductive problems (repeat breeding, infertility, 
postpartum infection). It was additionally intended to 
elucidate current molecular evolutionary status by 
phylogenetic and recombination analysis.

Materials and methods
Materials
Uterine tract swabs were taken from 25 animals which have 
been consistently possessed reproductive problems (repeat 
breeding, infertility, postpartum infection) in a dairy herd. 
This small family dairy management had 67 cattle and lo-
cated in Bozdogan, Aydin, province of the Southern Aegean 
region of Turkey. The ages of sampled animals ranged from 
two to five years that had reproductive problems in their 
history. Animals were only vaccinated with vaccines applied 
by public veterinary services. Vaccines against BVDV, 
BLV, and, BHV-1 have not included in the mentioned 
vaccination program. All animals, except one, were healthy-
looking in the clinical observation. The mentioned animal 
had some clinical signs, which were hemorrhagic lesions 
around the mouth and muzzle area, anorexia, dehydration, 
diarrhea, pyrexia (Figure 1). Whole blood sample and nasal 
swab were also collected from this animal. This herd had 
been investigated by PCRs in a private diagnostic 
laboratory in terms of various reproductive infection 
agents including Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), 

Bovine Herpesvirus Type-1 (BHV-1), Bovine 
Leukemia Virus (BLV), and all of them had been 
reported negative. 

Figure 1: Clinical symptoms in the cow, named as TR/
BHV-4/2018 Bozdogan2. [A] Nasal discharge [B] 
Hemorrhagic area on muzzle.

Methods
Viral genome was isolated by 
Phenol:Chlorofrom:Isoamylalcohol (25:24:1) method 
modified from Chomczyns-ki and Sacchi18. Primers 
sets in PCR that could amplify partial gB and TK 
genes were modified based on reports of Wellenberg et 
al.19 and Verna et al.6, respectively. PCR protocols were 
presented as follows: initial denaturation (95°C 5min); 
amplification (94°C 30s, variable to Tm of primer 
pairs 30s, 72°C 50s) for 35 cycles; final extension (72°
C 7min).  Purified amplicons were sequenced by Sanger 
method. Sequences were cleaned from noisy and weak 
traces by using a software (Mega 10.0)20. To confirm the 
information of negativity of BHV-1, BLV and BVDV, 
we also performed PCR tests by each relevant primer 
pairs that globally used.21-23   

  Obtained sequence data batch were submitted 
to GenBank database by interface Banklt. Accession 
numbers have been assigned.
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(TR/BHV-4/2018/Bozdogan1-TK → MN173774; TR/
BHV-4/2018/Bozdogan2-TK → MN173775; TR/
BHV-4/2018/Bozdogan1-g(B) → MN173776; TR/
BHV-4/2018/Bozdogan2-g(B) → MN173777) and were 
presented in phylogenetic trees (Figure 2; 3). For 
phylogenetic analysis, relevant reference strain sequences 
were downloaded from GenBank. To construct 
maximum-likelihood phylogenetic tree, Hasegawa-
Kishino-Yano (HKY) and Tamura 3 (T92) models were 
determined as best model for gB and TK genes, 
respectively. 1000 bootstrap replicates were chosen for 
optimal calculation during tree construction.  

Figure 2: Maximum Likelihood tree based on glycoprotein B 
(gB) were constructed using Hasegawa-Kishino-Yano model 
with 1000 bootstrap replicates. All Turkish sequences were de-
termined in red-colored and novel Turkish sequences have been 
also marked with “ ” . All Turkish sequences except one fell into 
Genotype I. TR/BHV-4/2018/Bozdogan2 distantly localized to 
TR/BHV-4/2018/Bozdogan1 in this genotype.

Recombination detection program, RDP4, was used to 
reveal potential recombination in gB and TK gene. Herein, 
also, the distance plot algorithm has been run with repre-
sentative strains from genotypes and obtained sequences 
in this study (Figure 4).

Figure 3: Maximum Likelihood tree based on thymidine kinase 
(TK) were constructed using Tamura 3 model with 1000 boot-
strap replicates. All Turkish sequences were determined in 
red-colored and novel Turkish sequences have been also marked 
with “ ”. Three main genotypes have occurred and all Turkish 

sequences monophyletically localized to each other into Geno-
type I.

Figure 4: Distance plot analysis based on both glycoprotein B 
(gB) and thymidine kinase (TK) in RDP4.  [A] Distance plot 
based on glycoprotein B (gB) [B] Distance plot based on thymi-
dine kinase (TK)

Results
BHV-1, BVDV and BLV were found to be negative in 
all samples. Two out of twenty-five animals have been 
found BHV-4 positive, and both gene amplicons were 
available for phylogenetic and recombination assessment. 
Only vag-inal swabs were found positive, on the other 
hand other samples (nasal and blood samples) were 
negative. After se-quence analysis, obtained sequences 
were named as TR/BHV-4/2018/Bozdogan1 and TR/
BHV-4/2018/Bozdo-gan2. Both sequences (Bozdogan1 
and Bozdogan2) were found 95%-99.7% identical to 
other BHV-4 sequences in GenBank database by using 
BLAST interface. 

In phylogenetic assessment, both sequences monophyle- 
tically located on ML trees.
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In gB ML unrooted tree, TR/BHV-4/2018/Bozdogan1 
located closer to prior Turkish and prominent 
reference sequences, whereas TR/BHV-4/2018/
Bozdogan2 has drawn a separated branch in Gen-otype 1 
(Figure 2). TK gene-based unrooted ML tree has 
generated similar tree topology, but this tree was 
separated into three major genotypes (Figure 3). 

In RDP4, there was no recombinational evidence 
between new and reference sequences, available in 
GenBank, based on both gB and TK region. No unique 
changes have been found in toggle translation, however, 
distance plot based on nucleotide identities has indicated 
nucleotide differences (Figure 4). TR/BHV-4/2018/
Bozdogan1 had no shown any clinical symptoms, 
while TR/BHV-4/2018/Bozdogan2 had clinical 
symptoms including hemorrhagic lesions around the 
mouth and muzzle area, anorexia, dehydration, 
diarrhea, pyrexia.

Discussion
BHV-4 is one of the viral agents which has been substan-
tially assumed to trigger reproductive problems in cattle 
all around the world. Despite this assumption, a wide 
variety of clinical symptoms including dermatitis, 
mastitis, vascu-litis, respiratory tract disorders, has also 
been declared in previous reports by some 
researchers.1-7,11-17 One of them, a case report by 
Bellino et. al4 claimed that BHV-4 might likely to be 
the reason for Dermatitis-Pyrexia-Hemorrhagic 
Syndrome (DPHS) in a cow with relevant 
symptoms. Intriguingly, TR/
BHV-4/2018/Bozdogan2 similarly had a 
many of mentioned symptoms in the cow 
with DPHS although blood and nasal swab samples 
were negative in PCR test. This leads to be thought 
that BHV-4 proportionally causes reproductive 
problems rather than other symptoms as it stated 
before.1,7,11,12,15-17 Pathoclinical linking remains to be 
elucidated by further detailed analysis. BHV-4 
might also be a triggering factor providing to 
be occurred relevant symptoms by major 
subclinical diseases. Therefore, exhibiting of the 
accurate mechanism for BHV-4 can be provided by 
various pathoclinical studies.

Existence of a wide variety of clinical symptoms of 
BHV-4 have leads to be investigated potential genetic 
diversity by comparing BHV-4 sequences from this study 
and Gen-Bank database. Within this aim, phylogenetic 
and recom-bination analyses have been carried out. gB 
and TK gene regions were focused due to a wide 
sequences data is available in Genbank. 

Alignment results indicated that there were no significant 
changes between BHV-4 sequences, however, it has been 
observed some nucleotide substitutions that might be 
effective on translational level. (Figure4). 
Notwithstanding, these point changes in BHV-4 nucle-
otide level have induced a putative genotyping in 
phyloge-netic tree in both this and previous studies4,6,10,25. 
Diversity and genotyping have been proportionally 
observed much more in TK based ML phylogenetic 
tree (Figure 3). gB has been mainly focused as 
recognizable region in BHV-4 lab-detection because of it 
is more conserved region, thus, it has less genotypes 
rather than TK based tree in phyloge-netic assessment of 
this study (Figure 2). gB and TK tree had two and three 
major genotypes, respectively. In both phylogenetic 
trees, novel Turkish BHV-4 sequences of this study have 
localized in Genotype I, but TR/BHV-4/2018/Bozdogan2 
has drawn a separated branch in this 
genotype. Surprisingly, diversity of nucleotide and 
distance rate in plot analysis between two 
sequences were more significant in gB based tree. 
Additionally, DN-599, the reference strain originated 
from America, was localized under Genotype I in gB 
phylogenetic tree, whereas, in TK tree was involved 
into Genotype II. Howsoever, novel Turkish BHV-4 
se-quences for this study have been involved into 
Genotype I as a sister taxon for European BHV-4 
strains in both con-structed trees (Figure 2;3). If 
this output has been com-bined by prior obtained 
results from Turkey, it might be claimed that BHV-4 
strains belonging to Genotype I have 
predominantly circulated in Turkey.11,12,26

Conducted phylogenetic trees and occurred genotypes 
in this study were in accordance with proposed 
genotyping model from the previous prominent 
reports.4,6,7,10 In con-trast, a recent study by Areda et al.25 
mentioned three and two genotypes for gB and TK, 
respectively, in their phy-logenetic study. This indicates 
that deep sequencing and detailed phylogenetic 
analyses, including different gene regions, needs to be 
performed for the accurate knowledge on BHV-4 
genotyping and recombination analysis. 

To the author's knowledge, one study which was 
presented in 2013 reported genotypes of BHV-4 
circulating among Turkish cattle for the first time26. All 
molecular data from the mentioned prior report is 
compatible with the results of this study. Both studies 
have revealed that almost all Turkish BHV-4 sequences 
belonged to Genotype I.11-17,26 Molecular data 
from previous studies were limited and not eligible rather 
than serological ones, thus, its comparison could 
not be comprehensively conducted in phylogenetic 
and recombination analyses.

According to results, Turkish BHV-4 sequences 
were predominantly clustered in Genotype I, 
however, some nucleotide changes existed. 

Genotype I, however, some nucleotide changes existed. 
Collected materials should be 
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Conclusion
According to results, Turkish BHV-4 sequences were 
predominantly clustered in Genotype I, however, some 
nucleotide changes existed. Collected materials should 
be subjecteds to next-generation sequencing, 
through by, quite a knowledge on both nucleotide and 
amino acid data will provide the most accurate 
evaluation. BHV-4 might possess a highly importance 
as the potential agent for the non-defined 
reproductive diseases, however, its genetic structure and 
pathogenesis have not been already clear. This limits to 
develop novel strategies for struggle and prevention to 
BHV-4 related reproductive diseases. Therefore, 
knowledge of genetic structure and prevalence of BHV-4 
should be consistently updated, and BHV-4 should be 
strictly taken into account for the diagnosis of 
reproductive diseases.
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