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Abstract

Toxocara genus has important risk for public health and is a concern for both human and veterinary medicine. Toxocara vitulorum is the
largest nematode for cattle and infests the small intestines of water buffalo, bison, and cattle living in tropical and subtropical regions
with humid climates. The objective of the present study is to investigate the prevalence of T. vitulorum in calves in Siirt province of Turkey.
This study was carried out in the Siirt province, located in the Southeast Anatolian region. The animal material of the study consisted of a
total of 100 calves of ages up to 6 months. Fecal samples were collected directly from the rectum using disposable latex gloves, after
which they were placed in individual fecal containers. Samples brought to the laboratory were stored at +4°C until analysis. Fllleborne
saturated saline flotation technique was applied to fecal samples. The samples were then evaluated under a light microscope. As a result
of the study, a positivity rate of 7% (7/100) was detected in the samples examined for T. vitulorum by microscopic method. In conclusion,
the prevalence of the T. vitulorum in Siirt province was revealed, and considering the losses caused by the infection, it was concluded that
the disease should not be neglected. Farmers should be informed about the disease and appropriate treatment options for it.

Key Words: Calf, Siirt, Toxocara vitulorum, prevalence.

Siirt ili Buzagilarinda Toxocara vitulorum Prevalansi Uzerine Bir Calisma

0z

Toxocara cinsi, beserive veteriner halk sagligi agisindan 6nemli olan tiirleri igermektedir. Bunlardan Toxocara vitulorum sigirlarin en biyuk
nematodu olup, nemli iklime sahip, tropik ve subtropik bolgelerde, sigir, manda ve bizonlarin ince bagirsaklarinda yagamaktadir. Bu
¢alismada, Siirt ilindeki buzagilarda T. vitulorum prevalansinin arastirilmasi amaglanmistir. Bu ¢alisma Giineydogu Anadolu bélgesinde yer
alan Siirt ilinde gergeklestirildi. Arastirmanin hayvan materyalini 6 aylik yasa kadar olan toplam 100 buzagi olusturdu. Diski numuneleri tek
kullanimlik lateks eldiven kullanilarak dogrudan rektumdan alinip bireysel diski kaplarina konuldu. Laboratuvara getirilen diski 6rnekleri
+4 °C'de saklandi. Diski 6rneklerine Fiilleborne'un tuzlu su yizdiirme teknigi uygulandi. Daha sonra 6rnekler 15tk mikroskobu altinda
incelendi ve 6rneklerin 7’sinde (%7) T. vitulorum yumurtasi tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile T. vitulorum’un Siirt ilindeki prevalansi ortaya
konulmus olup, enfeksiyonun meydana getirdigi kayiplar géz 6niine alindiginda, hastaligin ihmal edilmemesi gerektigi, ciftcilerin hastalik
ve uygun tedavi secenekleri hakkinda bilgilendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Buzagy, Siirt, Toxocara vitulorum, prevalans.

INTRODUCTION which are the definitive hosts for this parasite (9). The dis-

Toxocara genus contains species like Toxocara canis, ease is mostly seenin 1to 3-month-old calves, and it is rarely
seen in animals older than 6 months (3, 7, 8, 10). Transmis-
sion of the parasite to calves occurs in the prenatal period
through the intrauterine path, and through milk in the post-

Toxocara cati, Toxocara malaysiensis and Toxocara vitulo-
rum, all of which pose important risks for public health, and
are a concern for both human and veterinary medicine (1, 2).

Amongst these, T. vitulorum (Syn: Neoascaris vitulorum, partum period (3, 6, 8, 10, 11). The eggs can be observed in
Goeze, 1782, Travassos, 1927), is the largest nematode for the feces of newborn infected animals as early as the 16th -
cattle and infests the small intestines of water buffalo, bison, 23rd. d.ays postpartum (7'1‘_)).- Under suitable t.empe.rature,
and cattle living in tropical and subtropical regions with hu- humidity, and oxygen conditions for the eggs, infective lar-

vae can develop in less than three weeks (7). Eggs shed with
feces include Li1 stage larvae that develop into Ls larvae
within 2-4 weeks. Eggs containing Ls do not crack in the en-
vironmenal until ingested. Larvae ingested by calves become

1

mid climates (2-8).
Toxocara vitulorum is among the most destructive par-
asites of young ruminants like calves and buffalo calves,
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adults within 3-4 weeks, after which they also shed eggs
through feces (9). Adult female T. vitulorum can produce
thousands of eggs every day (7, 9).

Clinical signs appear 10-15 days after birth and can be
observed for six months (7). Adult parasites can cause diges-
tive system problems such as loss of appetite, weakness, di-
arrhoea, dehydration, constipation, greasy and foul-smelling
stools, and death, especially in young animals. The air ex-
haled by clinically infected animals smells like garlic (butyric
acid) (3, 8). Approximately 70-500 adult parasites are be-
lieved to be needed for clinical findings to occur (4).

The larval form of the T. vitulorum can cause focal le-
sions of the liver and lungs, inflammation of local lymph
nodes, and eosinophilia throughout the parasite's life cycle
(10). Human ingestion of infected eggs has been reported to
cause visceral larva migrans in humans (7, 8, 10).

The objective of the present study is to investigate the
prevalence of T. vitulorum in calves in Siirt province of Tur-
key.

MATERIAL AND METHODS

The Study Area

This study was carried out in the Siirt province (Merkez, Kur-
talan, and Sirvan), located in the Southeast Anatolian region
(Figure 1). Siirt province is in a semi-arid climate region. The
average highest and lowest temperatures are between 37.1
°Cand 19 °Cin summer, and 8.8 °Cand -0.5 °C in winter. Wa-
ter shortages are common during the summer.
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Figure 1. The Siirt province map. Black circles indicate the study areas.

Animal Material and Sample Collection

This study was carried out between March - September
2021. The animal material of this study consisted of a total
of 100 calves (38 males and 62 females) of ages up to 6
months. Fecal samples were collected directly from the rec-
tum using disposable latex gloves, after which they were
placed in individual stool containers. Location, age, gender,
diarrhoea status and anthelmintic usage status for the sam-
ples were recorded. Fecal samples brought to the Depart-
ment of Parasitology, Faculty of Veterinary Medicine, Siirt
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University and were stored at +4°C until analysis. Fl-
leborne's saturated saline flotation technique was applied to
fecal samples. The samples were then evaluated under a
light microscope.

Statistical Analysis

The data obtained in the study were analyzed using the SPSS
V16.0 program. The relationship between grouped variables
was calculated using the Chi-square test.

Ethical Approval

This study was approved by Siirt University Animal Experi-
ments Local Ethics Committee (Decision number:
2021.04.26).

RESULTS

The anamnesis gathered from the animal owners included
the information that the calves were not given any anthel-
mintic drugs. As a result of this study, T. vitulorum egg was
detected in seven (7%) of the examined feces samples of 100
animals by microscopic method (Table 1). Among the sexes,
the highest positivity rate was encountered in males
(p>0.05), and among age groups, in the 1-3 month group
(p>0.05). For locations, the highest positivity rate was in the
Merkez district (p>0.05), and in terms of stool form, diarr-
hoea had higher positivity (p>0.05). No statistically signifi-
cant difference was detected between the groups in any cri-
teria.

Table 1. T. vitulorum analysis for sex, age, location and presence of
diarrhea in calves

. Number of Positive
Variable calves (n) (n) (%) i
Sex
Female 62 4 6.45
Male 38 3 7.89 0.784
Age (month)
<1 27 2 7.41
1-3 44 4 9.09 0.759
4-6 29 1 3.45
Diarrhea
Yes 41 5 12.20
No 59 2 3.39 0115
Location
Centrum 25 2 8.00
Kurtalan 41 3 7.32 0.946
Sirvan 34 2 5.88
Total 100 7 7.00

DISCUSSION AND CONCLUSION

Toxocara vitulorum infections are seen in many tropical and
subtropical regions that have humid climates, but it is re-
ported that it spreads at a high rate in Africa, Philippines, Sri
Lanka, India, Europe, and Australia (3, 4, 12). In addition to
the direct transmission of the parasite, its transmission
through placenta and milk makes the disease control diffi-
cult, and the prevalence can reach 100% if the disease is not
properly controlled. Most importantly, it can cause death in
calves (4, 13).
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Different prevalence ratios have been reported by
studies conducted in different parts of the world. A preva-
lence of 2.94% was reported in Syria (14). The prevalence
rate was 2.7% in 0-1 months, 7.6% in 2-3 months, and 0.9%
in 5-6 months in a study performed in Mali (15). This number
changes to 22.6% in Lao (13), to 37.50% in Pakistan (9), to
12.4% in Cambodia (6), to 26.16% in India (Guwahati) (16),
to a distinctively high 63% in Ethiopia (17), to 9% in the USA
(18). Another study has reported and 40% (19) positivity for
the USA as well.

The first detailed study on the prevalence of the dis-
ease in Turkey was conducted by Guralp et al. (1985) in
which 0.8% positivity was reported. The prevalences re-
ported in other studies are as follows: 16% (12) and 17.7%
(21) in Van, 2.2% in Bursa (22), 0.63% in Samsun (23), 7.5%
inKars (8), 1.76% in the Thrace region (11), 28.96% in Hakkari
(10), 1.1% (3) and 22.2% (5) in Erzurum, 0.28% among young
and 0.41% among adults in Konya (24), and 0.83% in Afyon
(7).

As a result of the present study, T. vitulorum egg was
detected in 7 (7%) of the 100 samples examined, and the re-
sult obtained was similar to the findings reached by various
researchers (8, 15, 18). Geographical conditions, climate (hu-
midity and temperature), shelter structure, age of the ani-
mal, anthelmintic treatment, and care and feeding condi-
tions can be counted among the reasons for the differences
between studies.

It has been reported that the incidence of the disease
is higher in regions with heavy rainfall and that there must
be sufficient temperature and humidity in the barn for the
eggs to develop (3). The data obtained in the present study
reveal alower prevalence rate than the results of studies car-
ried out in many regions of the world (6, 9, 10, 13, 16,17, 19,
21). The fact that Siirt province is quite hot, especially in
summer, along with the low humidity rates of the region,
might be the cause for this situation.

Many researchers (3, 7, 8, 10, 11, 16) reported that
males are more sensitive than females to the infestation. Re-
searchers (5, 7, 24) reported that there was no statistically
significant difference between gender groups. As a result of
the present study, positivity was determined to be higherin
males (7.89%) compared to females (6.45%), but no statisti-
cally significant difference was detected (p>0.05). These re-
sults are similar to the findings of the researchers.

In many studies carried out, it is reported that T. vitulo-
rum infections are mostly seen in the 1-3-month age group
(3, 4,6, 8, 10, 12, 16-18, 22), and that the infection rate de-
creases until 1 year of age and is rarely seen after the first
year (4, 5). The fact that the highest positivity was detected
in the 1-3 age group as a result of this study also supports
these researchers. The reason for the uncommon infestation
of old cattle is due to the short prepatent period of the par-
asite and the expulsion of the parasites in a short time due
to age-related resistance (8).

Diarrhoea is also seen among the clinical symptoms of
this infection (3). In a study carried out by Arslan et al.
(2008), it is reported that the two samples detected positive
were diarrheal. As a result of this study, it was determined
that the prevalence of diarrheal calves was higher than those

A Survey on Prevalence of Toxocara vitulorum in Calves in Siirt, TURKIYE

with normal stools, but it was not statistically significant
(p>0.05).

Among the locations surveyed in the study, the highest
positivity was found in the Merkez district and the lowest
positivity was found in the Sirvan district. No statistically sig-
nificant difference was determined between the locations
(p>0.05).

It is stated that unsuitable animal husbandry, care and
feeding conditions, along with climate and vegetation prop-
erties, play an important role in the spread of the parasite
(10, 20, 22, 24). When the disease is not controlled, morbid-
ity rates can reach 100% and mortality rates can reach 80%
in calves. This situation is very important for both animal and
human health (visceral larva migrans). As a result of this
study, the prevalence of the disease in Siirt province was re-
vealed, and considering the losses caused by the infection, it
was concluded that the disease should not be neglected.
Farmers should be informed about the disease and appro-
priate treatment options for it.
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Abstract

This study was carried out in Chios breed pregnant sheep which created experimentally energy deficiency. To determine the effect of low
energy feeding on the birth weights of sheep and lambs in the last period of pregnancy. 38 Chios breed sheep, 4-6 years old, were used
in the study. The live weight weights of the ewes before the pregnancy were done on the zero day and the other weight weights on the
days 120, 127, 134, 141 and 148 of the pregnancy. On the 105t day of pregnancy, pregnant and non-pregnant sheep were divided into 3
groups as normal energy pregnant group (PNE), deficient energy pregnant group (PLE) and non-pregnant normal energy group (N-PNE).
From the 106t day of pregnancy to delivery; The pregnant sheep in the PNE group were fed with the ration containing 13% HP and 10
MJ/kg ME, the pregnant sheep in the PLE group were fed with ration containing 13% HP and 8.0 MJ/kg ME. The sheep in the N-PNE group
were fed with ration containing 11% HP and 8.8 MJ/kg ME. PLE and N-PNE groups were found to have lower body weight than the PNE
group. However, there was no statistical difference between these groups. In all pregnant sheep, body weight was higher than 120 days
of pregnancy, it was found to be higher than day 0 (p <0.05) and after 120 days there was no statistically significant difference between
groups. In the study, there was no statistically significant difference between the birth weights of PNE and PLE group. This can be explained
by the fact that fetal growth is not affected by %13 HP ve 8.0 MJ/kg ME and does not cause serious energy deficiency in animals.
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Gebeligin Sonunda Uygulanan Eneriji Eksikliginin Koyun ve Kuzu Dogum Agirliklari Uzerine Etkisi

0z

Bu calisma, deneysel olarak enerji eksikligi olusturulan ikizlik orani yiiksek Sakiz Irki gebe koyunlarda, gebeligin son doneminde diisiik
enerji ile beslenmenin, koyunlarin agirliklari ile yeni dogan kuzularin dogum agirliklari Gzerine olan etkisini saptamak amaciyla yapildi.
Arastirmada ikizlik orani yiksek, 4-6 yaslarinda, 38 adet Sakiz irki koyun kullanildi. Koyunlarin gebelik dncesi canh agirliklari 0. giin, diger
agirlik tartimlari ise gebeligin 120, 127, 134, 141 ve 148 glnlerinde yapildi. Gebeligin 105. giinlinde gebe ve gebe olmayan koyunlar,
normal enerijili gebe grup (PNE), yetersiz enerjili gebe grup (PLE) ve gebe olmayan normal enerjili grup (N-PNE) olarak 3 gruba ayrildilar.
Gebeligin 106. giint ile dogum arasi, PNE grubundaki gebe koyunlar %13 HP ve 10 MJ/kg ME iceren rasyon, PLE grubundaki gebe koyunlar
%13 HP ve 8.0 MJ/kg ME igeren rasyon ile beslendi. N-PNE grubundaki gebe olmayan koyunlar ise %11 HP ve 8.8 MJ/kg ME iceren rasyon
ile beslendi. Aragtirmada PLE ve N-PNE gruplari, PNE gruptan daha distk viicut agirligina sahip oldugu tespit edildi. Ancak bu gruplar
arasinda istatistiki farkin olmadigi géruldi. Butlin gebe koyunlarda viicut agirligi gebeligin 120. giini, 0. gline gore daha yiksek bulunmus
olup (p<0.05), 120. glinden sonra ise gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark saptanamadi. Calismada PNE ve PLE grubundaki
yavrularin dogum agirliklari arasinda istatistiki bir farkin olmadigi gérildi. Bu durum, fétal baylimenin %13 HP ve 8.0 MJ/kg ME’den
etkilenmedigini ve hayvanlarda ciddi bir enerji yetersizligine yol agmamis olmasi ile agiklanabilir.

Anahtar Kelimeler: Canli agirlik, gebelik, koyun, kuzu, yetersiz enerji.

INTRODUCTION

The most critical periods in the feeding of sheep are known
as pregnancy and lactation period (1). Energy needs of sheep
in the last period of pregnancy is increasing significantly. In
particular, in the last 6 weeks of pregnancy, 70-80% of fetal
growth is due to adequate growth and development of fetus
in mother's womb due to balanced diet of mother (1,2). The
weakness of the mother in the last months of pregnancy ca-
uses the fetus not to be fed well and therefore the lambs'
ability to survive (3,4).

The daily nutrient requirement for sheep's normal life
share is 8.4 MJ/kg ME (Metabolic energy) and 9.4% HP
(Crude protein). Nutrition of pregnant sheep is discussed in
two periods as first 15 weeks of pregnancy and last four we-
eks according to energy and nutrient requirements. For a
first 15 weeks of gestation, fetus growth is 30% and nutritio-
nal requirements are 8.8 MJ/kg ME and 10.6% HP in a 55 kg
body weight sheep. During the last four weeks of pregnancy,
the development of fetus is very fast and the nutritional ne-
eds of the sheep increase considerably. Nutritional needs of

5




Durak et al., Dicle Univ Vet Fak Derg 2022;15(1):5-8

sheep carrying single offspring go up to 9.6 MJ/kg ME and 11.8%
HP, while double sheep carry 10 MJ/kg ME and 12.8% HP (5,6).
In the last 6 weeks of pregnancy, the balanced ration applica-
tion increases the live weight of the sheep depending on the
nutrition level and decreases the weight loss at birth (3).

The aim of this study was to determine the effect of low
energy feeding on the weights of sheep and birth weights of
newborn lambs in Chios breed sheep with experimentally
low energy level.

MATERIAL AND METHODS

A total of 38 Chios breed 4-6 aged sheep were used for
the study. Estrus synchronization was applied to sheep
and sheep were placed in boxes with 1 Chios ram per 10
ewes for mating. After the sponges were removed, the
first weights of the sheep before the pregnancy (day 0)
were taken. Other weights were detected on days 120,
127, 134, 141 and 148 of pregnancy. The numbers, gen-
ders and weights of the lambs were determined by follow-
ing the births of pregnant sheep.

On the 105th day from the date of introduction of ram,
sheep were examined by ultrasound to separate pregnant
sheep and form groups. According to the results of the ex-
amination, 24 out of 38 animals were found to be pregnant.
These animals were divided into three groups as normal en-
ergy pregnant (PNE, n=12), deficient pregnant (PLE, n=12)
and normal energy non-pregnant (N-PNE, n=14). From the
105th day of pregnancy, the animals were started to be fed
appropriately to the groups in which they were present (Ta-
ble 1). This continued until the birth of the animals. All sheep
were fed with ad libitum water and from the group of feeds,
about 700 grams per sheep, at 08:00 am and 16:00 pm. Con-
sidering feed tables, energy and crude protein levels of ra-
tions were determined approximately. Two ewes died in the
PNE group during the final periods of pregnancy. It was de-
termined that 2 ewes had acute pneumonia in the PLE group
and 4 ewes had metritis in the N-PNE group. In total 8 ewes
were removed from the 3 groups in this study.

Nutrition between 0-105 days; the pregnant and non-
pregnant sheep were fed with ration containing 11% HP and
8.8 MJ/kg ME (n=38, 1400 g/day/animal) (Table 1).

Table 1. Composition of the diets (%)

Ingredients PNE PLE N-PNE
Grass hay 34.00 65.00 75.00
Cracked barley 1.60 3.80 5.00
Cracked maize 28.00 1.00 7.50
Sunflower meal 21.00 18.50 1.10
Razmol 3.00 4.30 8.00
Wheat bran 6.00 3.00 1.50
Cracked wheat 6.00 4.00 1.50
Zeolitea 0.10 0.10 0.10
Vitamin premixb 0.10 0.10 0.10
Salt 0.10 0.10 0.10
Marble powder 0.10 0.10 0.10

2In 1kg zeolite, 48.58% SiO», 14.72% Al,03, 11.11% Ca0O, 11.65% MgO,
9.19% Fl,03, 2.50% LiO, 1.28% Na0, 0,44% KO There are 0.38% TiO.,
0.16% MnO, 0.06% Cr,03, and 0.03% P>0s.

51 kg of vitamin premix of 10.000.000 IU of vitamin A, 1.500.000 IU of
vitamin D3, 25 g of vitamin E, 20 g of niacin, 7 g of pantothenic acid, 2.5
g of vitamin By, 1.5 g of vitamin B1, 1.5 g of vitamin Bs and 15 mg conta-
ins vitamin Bi.

PNE = Pregnant normal energy, PLE = Pregnant low energy, N-PNE
=Non-pregnant normal energy
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Nutritional feeding on day 106 of pregnancy; PNE group
(n=10) 13% HP and 10 MJ/kg ME ration, PLE group (n=10) 13%
HP and 8.0 MJ/kg ME ration, N-PNE group (n=10) were fed with
11% HP and 8.8 MJ / kg ME ration (1400g/day/animal). Since
the 106th day of pregnancy, HP content of feed was increased
due to fetus requirements of pregnant animals.

Statistical Analysis

Statistical comparisons of maternal weight and lamb birth
weight were performed by the Independent-Student t-test
among pregnant sheep fed by PNE and PLE ration, and sheep
fed by PNE and N-PNE ration. In addition, statistical compar-
isons of maternal weight between days of blood collection in
each group were evaluated by variance analysis (Duncan
test). These tests were performed using SPSS 10.00 package
program. The results were shown as mean standard devia-
tion X+SD). A significance level of P<0.05 was employed in
the analysis of data from treatment groups.

RESULTS

The average body weights of pregnant sheep fed by PNE and
PLE ration are shown in table 2. Although PLE and N-PNE
sheep had lower body weight than PNE sheep, no statisti-
cally significant difference was found between these groups.
In all pregnant sheep, body weight was higher than 120 days
of pregnancy, it was found to be higher than day 0 (p <0.05).
It was also found that body weight did not change during
blood collection periods in non-pregnant sheep.

Table 2. Body weights of non-pregnant sheep fed by pregnant sheep
fed by PNE and PLE rations and N-PNE ration (kg, n=10, X+ SD)
Pregnancy
Group Day 0 Day 120 Day 127 Day 134 Day 141 Day 148
PNE 557:8.83b  65519.79a 66.419.0la 66.719.02a 67.5t7.48a 67.1t7.42a
PLE 5141582b 587#56la 59.1#538 60.44579a 60.7+6.16a 63.345.16a
N-PNE 5161664a 53.746.60a 54.846.40a 52615932 54.1#653a 54.745.85a

ab statistical difference between the days in the same row with different letters are
significantly (p <0.05).

PNE = Pregnant normal energy, PLE = Pregnant low energy, N-PNE =Non-pregnant
normal energy

In the study, pregnant sheep fed by PNE, 22 lambs, and
pregnant sheep fed by PLE gave birth to 18 lambs. The birth
weights of the lambs are shown in Table 3. There was no sig-
nificant difference between the two groups in terms of birth
weights of the lambs.

Table 3. Birth weights of lambs born from pregnant sheep fed by
PNE and PLE rations (kg, X+ SD)

Single Lamb Multiple Lambs
n=4 3.97 +0.32 n=18
n=4 4.36 +0.46 n=14

PNE = Pregnant normal energy, PLE = Pregnant low energy

DISCUSSION AND CONCLUSION
In the last 6 weeks of pregnancy, the balanced ration appli-
cation increases the live weight of the sheep depending on
the nutritional level and decreases the weight loss at birth
(3,7). Inadequate feeding of the sheep during pregnancy
may lead to decreased body condition, decreased live weight
gain, premature birth risk, high lamb deaths and low milk yi-
eld due to insufficient breast development and even death
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in many cases (4,8-10). In addition, with sufficient energy
consumption during the last 6 weeks of pregnancy, it has
been reported that the increase in the reproductive organs
during pregnancy is caused by growth and proliferation in
the fetus, uterus, placenta and amniotic fluid, and this situa-
tion increases the body weight of the mother and lamb
(10,11). They reported a 10 kg increase in live weight of
single sheep and an increase of 16-17 kg in twin births (10).
Steyn et al. (12) reported that pregnant sheep fed with suf-
ficient energy levels (10.8 MJ/kg ME) had a higher weight
than those fed with insufficient energy levels (9.1 MJ/kg ME).
On the other hand, Aktas et al. (13) reported that birth we-
ight and survival rate were not significantly affected by the
feeding level of sheep in the last period of pregnancy . In the
study, no significant difference was found between pregnant
sheep and malnourished sheep in terms of body weights.
However, normal-fed pregnant sheep were found to tend to
have more body weight than the poorly fed pregnant group
(Table 2). In this respect, the findings of the study were re-
ported by Steyn et al. (12) and Algicek and Yurtman (10),
while they show similarities, Aktas et al. (13) are compatible
with the study.

In humans and animals, malnutrition of mother during
pregnancy leads to slowing of fetus weight, uterine and pla-
cental growth (14,15). In pregnant sheep, it has been repor-
ted that alteration of protein and energy ratios in feed is ef-
fective on placenta, fetal growth is usually not affected by
feeding changes in early and mid-term pregnancy, fetal
growth is low in mid pregnancy, when mother is seriously
malnourished (16). Dandrea et al. (17) reported that the fe-
tus weights of pregnant sheep fed with insufficient energy
level and placenta masses were lower than those fed eno-
ugh. In a study by Aktas et al. (13) the birth weights of single-
born lambs were significantly higher than twin-born lambs.
Sirin et al. (11) reported that additional feeding during the
last period of pregnancy increased maternal weight and
lamb birth weight. However, Mathews et al. (18) reported
that maternal malnutrition did not affect the birth weight of
the lamb. As in our study, no statistically significant diffe-
rence was found between lamb birth weights in PNE and PLE
groups. In this respect, the data of the study are consistent
with the findings of Mathews et al. (18). The reason why
there was no significant difference between the PNE and PLE
pregnant groups in our study suggests that a serious lack of
energy was not applied to the animals. Borwick et al. (19)
reported that the birth weight of the sheep fed with insuffi-
cient energy (8.5 MJ/kg ME) was 18% lower than that of
those fed enough (12.2 MJ/kg ME). However, the birth we-
ight of the offspring in the PNE and PLE groups did not show
a statistically significant difference (Table 3). This may be
explained by the fact that, as Perry et al. (16) states, fetal
growth is not affected by the energy insufficiency applied,
the lack of a serious energy deficiency in animals. As a result,
it was concluded that the nutrient energy values at the end
of pregnancy should be lower than 8.0 MJ/kg ME in order to
determine the effect of sheep fed with insufficient energy on
body weights and fry birth weights at the end of pregnancy.
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Bu galisma insan ve birgok evcil hayvanda ishale neden olan Cryptosporidium’un Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda yayginliginin
ve tlrlerinin belirlenmesi amaciyla ylratilmustir. Cryptosporidiosis yayginligini belirlemek icin bolgede bir ayliga kadar olan ishalli 64
buzagidan digki 6rnekleri alinmistir. Alinan 6rnekler ookist varligi yoninden direkt imminfloresan antikor teknigi kullanilarak
incelenmistir. Cryptosporidium spp. ookistleri 64 6rnegin 36 'sinda (%56.25) tespit edilmistir. Mikroskobik olarak Cryptosporidium spp.
ookistlerinin tespit edildigi pozitif bitiin 6rneklerden SSU rRNA lokusunun PCR drinleri elde edilmis ve iki Cryptosporidium tiri
tanimlanmistir. Tanimlanan C. parvum (32/36, %88.9) baskin tir olarak belirlenirken, C. ryanae (4/36, %11.1) tanimlanan diger tiirdiir. Bu
¢alismanin sonucunda Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda cryptosporidiosisin nemi ve yine ishalli buzagilarda potansiyel zoonotik
oneme sahip olan C. parvum tiriine yiiksek oranda rastlaniimasiyla buzagilarin diger hayvan ve insanlar igin bulas kaynagi olabilecegi
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Buzagi, Cryptosporidium, Diyarbakir, Nested PCR, zoonoz

Prevalence and Molecular Characterization of Cryptosporidium spp.’in Calves with Diarrhea in Diyarbakir Province
Abstract

This study was carried out in calves with diarrhea in order to determine the prevalence and species of Cryptosporidium, which causes
diarrhea in humans and many domestic animals, in Diyarbakir and its surroundings, located in the southeast of Turkey. Stool samples
were taken from the rectums of 64 calves with diarrhea up to one month old, using sterile gloves to determine the prevalence of
Cryptosporidiosis. The samples were examined for the presence of oocysts using direct immunofluorescence antibody technique.
Cryptosporidium spp. oocysts were detected in 36 (56.25%) of 64 samples. PCR products of the SSU rRNA locus were obtained from all
positive samples and two Cryptosporidium species were identified. While C. parvum identified 32 (88.9%) was determined as the dominant
species, C. ryanae was the other identified 4 (11.1%) species. As a result of this study, the importance of cryptosporidiosis in diarrheal
calves in Diyarbakir and its district. and the high incidence of C. parvum species, which has a potential zoonotic importance in diarrheal
calves, have been revealed to be a source of transmission to other animals and humans.

Key Words: Calves, Cryptosporidium, Diyarbakir, Nested PCR, zoonosis

GiRi$ kosullarin yetersiz oldugu yerlerde yasayanlar ve enfekte ki-
Cryptosporidium insan dahil bircok memelinin sindirim sis- silerle yakin temas edenlerde hastaligin yayginliginin yiksek
temi epitel hiicrelerine hiicre i¢i ekstrasitoplazmik olarak oldugu bildirilmistir (7).

yerlesen paraziter bir protozoondur. Zoonoz karekterdeki bu Cryptosporidium’un 20’den fazla farkli turd tanimlanir-
parazitin tiirlerinin neden oldugu cryptosporodiosis yiyecek ken bulundugu konaklardaki yayginligina gére Cryptospori-
ve su kaynakli bir enfeksiyon olup 6zellikle yeni dogan ve im- dium parvum ve C. andersoni (memelilerde), C. nasorum
mun supresif hayvan ve insanlarda enfeksiyona neden ol- (baliklarda), C. serpentis (surtingenlerde), ve C. meleagridis
maktadir (1-4). Hayvan sayilarinin artmasina bagh olarak ar- ve C. baileyi (kanatlilarda) olmak lzere yaygin olan 6 temel
tan hayvansal atik miktari ile birlikte bu parazitin tasinma- tur belirtiimektedir (8-10). Sigirlarin evcil hayvanlar arasinda
sinda 6nemli bir faktér olan su kaynaklarinin Cryptospori- Cryptosporidium tirlerinin en yaygin konakgisi oldugu bilin-
dium spp. ookistleri ile kirliligi artis géstermistir (5-6). Ozel- mektedir. Diinyada yapilan calismalarda sigirlarda 16'dan
likle hayvancilikla ugrasanlar, veteriner hekimler, hijyenik fazla tir ve genotip bildirilmis ve bunlarin arasinda C. par-

vum, C. bovis, C. andersoni ve C. ryanae tiirleri en yaygin olan
ve sigirlarin cryptosporidiosisine neden olan etkenler olarak
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kabul edilmektedir. Sut sigirlarinda Cryptosporidium turleri-
nin yasa bagl dagilimi ile ilgili yapilan ¢alismalarda, C. par-
vum’un sitten kesilmemis buzagilarda, C. bovis ve C. rya-
nae'nin siitten kesilmis buzagilarda ve genglerde, C. anderso-
ni'in ise gogunlukla yetiskinlerde hastalik yaptigi bildirilmistir
(11-13).

Yenidogan buzagilarda yapilan calismalarda; ishalin
hem biliyiime hizint hem de karkas kalitesini azalttig1 gibi
6lim riskini de artirdigi gosterilmistir (14, 15). C. parvum bu-
zagilarin yeni dogan ishallerinde primer etiyolojik ajan olarak
tespit edildigi ve bu tirin buzagilarda sari sulu digki ile is-
hale, ilerleyici dehidrasyona, kilo kaybina, gecikmis biyime
ve ara sira 6lime neden olan bir enfeksiyon tablosu olustur-
dugu bildirilmistir (13, 16). C. parvum ile enfekte olmus siit-
ten kesilmemis buzagilar, zoonotik bulasma icin de énemli
rezervuarlar olarak kabul edilmektedir (17). Ayrica, sigir si-
rilerinde, enfekte hayvanlar, 6zellikle ishalli buzagilar, alti
haftaliktan biylk asemtomatik hayvanlar ookist ¢ikararak
diger ciftlik hayvanlari icin dogrudan enfeksiyon kaynagi ola-
rak hareket etmektedir (13, 17-19).

Cryptosporidiosis'den kaynaklanan ishal salginlarina,
son yillarda bircok tlkede sikga rastlaniimaktadir, Tirkiye'de
de ozellikle Cryptosporidiosis’den kaynaklanan neonatal bu-
zag ishalleri ve buna bagli 61im olaylari biiylik ekonomik ka-
yiplara yol agmaktadir (20-29).

Bu ¢alisma Diyarbakir merkez ve ilgelere bagl kdylerde,
bir ayliktan kuglk ishalli buzagilardan toplanan diski 6rnek-
lerinin mikroskobik ve molekiler yontemlerle Cryptospori-
dium spp. yayginliginin ve tirlerinin belirlenmesi amaciyla
yuratlilmustar.

MATERYAL VE METOT

Bu ¢alisma Ocak-Aralik 2018 yilinda Diyarbakir ve gevresinde
ylrattlmiustdr. Bir ayliktan kiglk ishalli 64 buzaginin rek-
tumlarindan diski 6rnekleri steril eldiven ve swap kullanila-
rak toplanmistir.

Mikroskobik Analiz

Diski ornekleri soguk zincirde laboratuvara getirilerek Cryp-
tosporidium ookistlerinin varligl yéninden ticari olarak te-
min edilen Crypto / Giardia-Cel FITC Staining Kit (Cellabs Inc.,
Brookvale, Avustralya) kullanilarak floresan mikroskobunda
200 x, 400 x ve 1000 x biiylitme altinda incelenmistir. Ornek-
ler molekiiler analiz yapilana kadar —20°C saklanmustir.

DNA Ekstraksiyonu Gen Amplifikasyonu Sekans Analizi

Total DNA izolasyonu ZR Fecal DNA MiniPrep kiti (Zymo Re-
search, Irvine, CA) kullanilarak yapiimistir. Tlrlerin tanimlan-
masl amaciyla, tiim DNA ektraktlari, Cryptosporidium'un SSU
rRNA geninin 830 bp pargasini amplifiye etmek icin Nested
PCR protokoliine tabi tutulmustur. PCR'In birinci turunda
1325 bp'lik bir PCR Griini, 5'-TTCTAGAGCTAATACATGCG-3'
ve 5'-CCCTAATC CTTCGAAACAGGA-3' kullanilarak amplifiye
edilmistir. PCR'nin ikinci turu 5'-GGAAGGGTTGTATTTATTA-
GATAAAG-3've 5'-AAGGAGTAAGGACAACCTCCA-3' primer-
leri kullanilarak gergeklestirilmistir. PCR reaksiyonlari, 10 x
PCR tamponu, 3 mM MgClz, 0.2 mM dNTP, her primerden 20
pmol ve 2 U Taq DNA polimeraz igeren toplam 50 pL hacimde
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ve 3 dk 94°C'de ilk denatlirasyon 35 dongi, 45 sn 94°C'de 45
snicin 55° Cve 1 dk 72°C'de ve 7 dk i¢in 72° C'de son uzatma
kosullari altinda gerceklestirilmistir. ikinci adim PCR karisimi
ve kosullari, 1.5 mM MgCl, konsantrasyonunun kullaniimasi
disinda birincil PCR ile ayni olarak gergeklestirilmistir (30,
31). PCR driinleri %1’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutul-
mus ve etidyum bromir ile boyanarak gorsellestirilmistir.
ikincil PCR Uriinleri, Sanger dizi analiz ydntemi ile (ABI PRISM
310 modeli; Perkin-Elmer, ABD) sekanslanmistir.

BULGULAR

Mikroskobik Analiz

Mikroskobik inceleme sonucunda bir ayliga kadar olan ishalli
64 buzaginin Cryptosporidium spp. yayginhgi %56.25 (36/64)
olarak belirlenmistir. (Tablo 1, Sekil 1).

Tablo 1. Diyarbakir ve gevresinde ishalli buzagilarda Cryptospori-
dium’un prevalansi ve tirleri

DIFAT %
Ornek sayisi 64
Pozitif 36 56.25
Negatif 28 43.75
Nested PCR %
Ornek sayisi 36
C. parvum 32 88.9
C. ryanae 4 111

Sekil 1. Fluoresan mikroskobunda X 40 objektifte DIFAT ile pozitif
belirlenen bir 6rnege ait resim goruntisi

Molekiiler Analiz

Cryptosporidium oositlerinin mikroskobik olarak tanimlan-
dig1 36 numunenin SSU rRNA lokusundan PCR Urinleri basa-
riyla elde edilmis ve iki Cryptosporidium tiri tanimlanmistir.
Tanimlanan C. parvum (36/32, %88.9) baskin tir olarak be-
lirlenirken, C. ryanae (36/4, %11.1) tanimlanan diger turdur.
(Tablo 1, Sekil 2). Ornekler sekans analizi icin ticari bir fir-
maya gonderilmis ve elde ettigimiz veriler GenBank’taki ve-
rilerle karsilastirlmistir. Calismada belirlenen C. parvum,
MN918240.1, MN918160 Genbank numarasi ile benzerlik ve
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C. ryanea, MF671876.1 Genbank numarasi ile benzerlik

gostermistir.

Sekil 2. A: Cryptosporidium spp. pozitif 6rneklerin SSU rRNA geninin
1325 bp %1 agaroz jel gorintisi, B: Cryptosporidium spp. pozitif
orneklerin SSU rRNA geninin 830 bp %1.4 agaroz jel goriintlisi, M:
Marker (100 bp DNA ladder)

TARTISMA VE SONUC

Cryptosporidium tirleri buzagilarda neonatal dénemde is-
hale neden olan en 6nemli etkenlerdendir. Son yillarda cryp-
tosporidiosis lizerine molekiiler ¢alismalarin artmasi ile bir-
likte buzagilarda gorulen Cryptosporidium turleri ve bunlarin
zoonotik dnemleri ortaya konmaya baslanmistir (32).
Tirkiye’de buzagilarda Cryptosporidium’un varhg: ilk
olarak Burgu (33) tarafindan bildirilmistir. Ulkemizde daha
sonra yapilan ¢alismalarda bu protozoonun yayginligi belirle-
mek igin g¢esitli mikroskobik tani yontemleri kullaniimakla
birlikte ginimlzde molekiiler yontemler kullanilarak yapi-
lan ¢alismalarda artis olmustur. Farkli illerde ¢esitli mikros-
kobik yontemlerle yuritalmis calismalarda ishalli buzagi-
larda Cryptosporidium spp. ookistlerine Kars'ta %25.7,
%37.7, %5.94 (34-36), Aydin’ da %10.7 (37), Ankara’da %63.3
(38), Konya’da %39.4 (39), Sivas'ta %7 (40), Erzurum’da
%30.3 (41), %13.6 (22) oraninda rastlandigi bildirilmistir.
Yine ishalli buzagilarda Cryptosporidium spp. varhgini belirle-
mek Uzerine yapilan molekiler calismalarda, Aysul ve ark.
(42) Aydin’da %24.2, Simsek ve ark. (43) Nevsehir'de %19.3,
Yildinm ve ark. (21) Burdur'da %57.5, Kayseri’de %58.2, G-
ven ve ark. (22) Erzurum’da %13.6, Bin Kabir ve ark. (24)
Konya’da %27.4 oraninda Cryptosporidium spp. tespit ettik-
lerini bildirmislerdir. Dinyada farkli dlkelerde yapilan calis-
malarda ishalli buzagilarda Cryptosporidium’un prevanlansi
Cezayir‘de %40.5 (44), Tunus’ta %55.5 (45), Fransa’da %88.6
(46), Cin’de %52.6 (47) Hindistan'da % 32.3 (48), %50 (49),
Kanada'da % 40.6 (50) oranlarinda rapor edilmistir. Diyarba-
kir ve gevresinde yapilan bu ¢alismada bir ayliga kadar olan
ishalli 64 buzagida Cryptosporidium’un prevanlansi %56.25
olarak belirlenmistir. Bu oran Burdur, Kayseri, Hindistan, Cin
ve Tunus’ta bildirilen oranlarla benzerlik gésterirken, Ankara
ve Fransa’da bildirilen oranlardan diisiik diger bildirilen oran-
lardan daha yiksektir (21, 22, 24, 34-50). Calismalar arasinda
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gorilen bu farklihga toplanan materyal sayisinin, ciftlik ko-
sullarinin, buzagilarin yasinin, giftliklerdeki hayvan sayisinin
etkili olabilecegi diistintilmektedir.

Tim diinyada sigirlari enfekte ettigi bilinen baslica
Cryptosporidium turlerinin C. parvum, C. bovis, C. ryanae ve
C. andersoni oldugu rapor edilmistir (51). Turkiye'deki Cryp-
tosporidium tirlerinin molekiler karakterizasyonu sonu-
cunda, C. parvum (20-24, 42, 43), C. bovis (20, 24, 42) ve C.
ryanae (20, 21, 23, 42) olmak Gzere 3 tirin varligi bildirilmis-
tir. Bizim galismamizda ishalli buzagilarda C. parvum ve C.
ryanae olmak lizere Turkiye’de gorilen iki tir tespit edilmis-
tir.

Dinyada ve Tirkiye’de buzagilarda bildirilen bu tirler
arasinda zoonotik bir hastalik olan cryptosporidiosis'e neden
olmasi agisindan bilinen en 6nemli tiir C. parvum'dur (52-55).
Diinya’da farkh tlkelerde yapilan bir¢ok ¢alismada C. parvum
sutten kesilmemis buzagilarda en yaygin tir olarak bildiril-
mistir (56-60). Dlinyada bildirilene benzer sekilde Tirkiye'de
de buzagilarda C. parvum'un baskin tiir olarak goruldugi bil-
diren calismalar bulunmaktadir (20-24, 42, 43). Aydin’da is-
halli buzagilarda PCR-RFLP sonucu C. parvum teshis edilmis
olup, yayginhg %24.2 oraninda oldugu bildirilmistir (42).
Nevsehir'de Real Time PCR ile buzagilarda C. parvum yaygin-
ligin1 %15.3 (23/150) olarak bildirirken, C. ryanae (2 /150), C.
bovis (1/150) turleri de saptadiklarini raporlamislardir (43).
Kars yoresinde ishalli buzagilarda PCR-RFLP ile yapilan calis-
mada en yaygin tiriin C. parvum oldugu belirlenmis olup, C.
bovis ve C. ryanae tirleri de bulunmustur (20). Glven ve ark.
(22) yaptiklari calismada ishalli buzagilarda C. parvum tek tiir
olarak bildirilirken, Ozkan ve ark. (23) C. parvum (27/28), C.
ryanae (1/28) tespit ettiklerini bildirmislerdir (22, 23).
Konya’'da C. parvum %27.1, C bovis %0.3 oraninda rastlandig
bildirilirken (24), Kayseri’de C. parvum’a %53.6, Burdur'da
ise C. parvum’a %52.5 oraninda baskin tir olarak rastlandigi
bildirilmistir (21). Bu ¢alismada 6rneklerin SSU rRNA loku-
sundan elde edilen PCR Uriinlerinin sekans analizleri sonucu
Diinya’da ve Tirkiye’'de bildirilenlere benzer sekilde C. par-
vum (%88.9) baskin tiir oldugu tespit edildi.

Sonug olarak ishalli buzagilarda enfeksiyonun prevalan-
sinin yiiksek olmasi neonatal buzagi ishallerinde cryptospori-
diosis bolge icin 6nemini ortaya koymaktadir. Ayrica ishalli
buzagilarda potansiyel zoonotik 6neme sahip olan C. parvum
tiriine ylksek oranla rastlanmasi ishalli buzagilarin diger
hayvan ve insanlar i¢in bulasma kaynagi olabilecegi kanisi
olusturmustur.
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Arastirmada, deniz Urinlerinde halk sagligi bakimindan yiiksek riskli olarak tanimlanan Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus ve V.
cholerae’nin varliginin belirlenmesi amaglandi. Bu amagla drneklerde etken tespiti icin hizli ve etkin bir ydntem olan ilmige Dayali izotermal
Amplifikasyon (Loop Mediated Isothermal Amplification, LAMP) metodu kullanildi.

Arastirma materyali olarak farkli satis noktalarindan temin edilen dondurulmus deniz triinleri kullanildi (n=212). Orneklerde klasik
kultir ydontemiyle etken izolasyonu igin I1SO / TS 21872-1:2007 ve ISO 21872-2:2007 yontemleri uygulandi. Elde edilen stipheli izolatlarda
gerceklestirilen DNA ekstraksiyonu sonrasinda genus spesifik PCR reaksiyonuyla gyrB1 gen bolgesi hedeflenerek Vibrio spp. varligi
dogrulandi. Pozitif 6rneklere V. parahaemolyticus, V. vulnificus ve V. cholerae igin sirasiyla toxR, vwhA ve ompW hedef gen bolgelerine
yonelik LAMP primer setleri kullanilarak turbidite bazli Real-Time LAMP uygulandi. Arastirma bulgulari degerlendirildiginde, klasik kiilttrel
ybntemle drneklerin %16.98’inde (36/212) Vibrio spp. kontaminasyonu oldugu belirlendi. Bununla birlikte Vibrio spp. pozitif izolatlarda
LAMP reaksiyonu bulgularina gore V. cholerae varligi tespit edilemezken V. parahaemolyticus ve V. vulnificus kontaminasyon dizeyleri ise
sirastyla %36.1 (13/36) ve %5.5 (2/36) olarak saptandi. Bu ¢alisma, dondurulmus muhafaza uygulanarak satisa sunulan deniz triinlerinde
V. parahaemolyticus ve V. vulnificus gibi patojenik suslarin varliginin tespiti ve bu gidalarin vibriosis bakimindan 6nemini ortaya
koymaktadir. Bu baglamda deniz Urtinlerinde dondurulmus muhafaza 6ncesi mikrobiyal kalitenin ve muhafaza esnasindaki kosullarin ve
hijyenik standartlarin olusturulmasinin 6nemli oldugu diistiiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: Dondurulmus deniz trtnleri, LAMP, Vibrio spp.

Presence of Vibrio spp. in Frozen Seafoods by Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) Method
Abstract

In the study, it was aimed to determine the presence of Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus and V. cholerae, which are defined as high
risk for public health in seafood. For this purpose, Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) method, which is a fast and effective
method for agent detection in samples, was used. Frozen seafoods obtained from different sales points were used as research material
(n=212).1SO / TS 21872-1:2007 and ISO 21872-2:2007 methods were applied for the isolation from the samples using the classical cultural
method. After DNA extraction performed on the suspected isolates, presence of Vibrio spp. was confirmed by genus-specific PCR reaction
using the gyrB1 gene region. A turbidity-based Real-Time LAMP was applied to positive samples using LAMP primer sets for V.
parahaemolyticus, V. vulnificus and V. cholerae targeted gene regions of toxR, vwhA and ompW, respectively.

When the results were evaluated, it was determined that 16.98% (36/212) of the samples were contaminated with Vibrio spp. using
the classical cultural method. However, the presence of V. cholerae could not be detected in Vibrio spp. positive isolates according to the
LAMP reaction, while the contamination levels of V. parahaemolyticus and V. vulnificus were found to be 36.1% (13/36) and 5.5% (2/36),
respectively. This study reveals the presence of pathogenic strains such as V. parahaemolyticus and V. vulnificus in seafood products sold
in frozen storage and the importance of these foods in terms of vibriosis. In this context, it is thought that it is important to establish
microbial quality before frozen storage, conditions during storage and hygienic standards in frozen seafood.

Key Words: Frozen seafood, LAMP, Vibrio spp.

GiRiS hastalik olarak tanimlanmaktadir (1, 2). Vibrio turlerinden V.
Vibriosis, genellikle yetersiz isil isleme maruz birakilan balk angui//(.J.rum've V. tapetis gibi ti']rl.er"yalnlzca akuatik hayvan-
ve kabuklu deniz iriinlerinin tiketilmesiyle meydana gelen larda gozlenirken V. cholerae gibi tirler de yalnizca insanlar
gida enfeksiyon ve intoksikasyon vakalarinda en sik rastlanan I¢in °|d“k§‘_"‘ patojen olarak kabul ed.llmektedlr. Bunun yani
etkenlerden olan Vibrio spp. tarafindan meydana getirilen sira genus icindeki V. parahaemolyticus ve V. vulnificus gibi
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cok az tlir de hem insan hem de akuatik hayvanlar igin pato-
jen olarak kabul edilmektedir (2-4).

Vibrinoceae familyasi; Gram negatif, virgiil seklinde, po-
lar flagellalari ile hareket 6zelligine sahip, fakiiltatif anaerob,
katalaz ve oksidaz pozitif basillerden olugmaktadir. Vibrio
tirleri; D-glikoz, dekstrin, glikojen, N-asetil-D-glikozamin, D-
fruktoz, maltoz, D-trehaloz, metil pirlvat, L-asparjin asoni-
tat, L-prolin veya inosini karbonhidrat kaynagi olarak kulla-
nirlar (3).

Deniz kaynakli Griinlerin halofilik Vibrio spp., V. paraha-
emolyticus, V. vulnificus gibi patojenleri bulundurabildigi ve
diskiyla kirlenmis su kaynaklarindan elde edilen balik ve ka-
buklu su Urtnlerinin V. chloreae gibi firsatgl patojenleri ice-
rebildigi belirtilmektedir (5). Bunun yani sira, soguk sularda
yasayan baliklarin derisinde hakim durumda olan bakteri
cinsleri arasinda Vibrio spp.’nin yer aldigi (6), tath su ve deniz
baliklarinin bagirsak mikroflorasinda Vibrio tiirlerine ait bak-
terilerin bulundugu bilinmektedir (4, 7). Ozellikle yiiksek risk
tasiyan Vibrio tirleri (V. cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus) diinya genelinde halk saghgini tehdit eden mikro-
organizmalar olarak kabul edilmektedir. Nitekim gida kay-
nakh mikrobiyal etkenler olarak yiksek risk tasiyan Vibrio
tirlerinin gida ve cevresel kaynaklarda varliginin tespiti yo-
nunde yapilmig birgok ¢calisma bulunmaktadir. Vibrio tirleri;
gastroenteritis, yumusak doku enfeksiyonlari ve bakteriye-
minin ilerlemesiyle sistemik enfeksiyonlara neden olabil-
mektedir. Bunun yani sira sistemik enfeksiyonlar, duyarl bi-
reylerde Vibrio spp. tarafindan olusturulan fatal septisemi
sonucu meydana gelebilmektedir (1, 8).

ilmige dayali izotermal cogaltma yéntemi (Loop Media-
ted Isothermal Amplification, LAMP) DNA’yi izotermal kosul-
larda, yuksek segcicilik, etkinlik ve hizda ¢ogaltmayi saglayan
bir molekiler yontemdir. Bu yontem, DNA polimeraz enzimi
ve bakteriye 6zel gen bolgelerini iceren iki ya da Ug cift pri-
merden olusan primer setini icermektedir (9). inner olarak
adlandirilan primer, hedef DNA’ya baglanarak reaksiyonu
baslatici etki gosterir. Bir sonraki asama ise, dis primer vasi-
tasiyla tek iplikcikli DNA'nin agiga cikmasidir. Daha sonra
ikincil i¢c ve dis primerlerin gergeklestirdigi DNA sentezi igin
sablon olusturulmaktadir. S6z konusu primerler, kopyalana-
cak DNA’nin diger ug bolgesine baglanarak kék DNA ilmik
pargasini Uretir. Bir sonraki asama ise, i¢ primerin Uretilen il-
mige hibridize olarak DNA’nin ayrilmasinin baglamasi ile ori-
jinal kok ilmik DNA ve ayni uzunluktaki yeni kok ilmik DNA
elde edilmesidir (10). Reaksiyon dénguslyle, yaklasik bir saat
gibi kisa bir siirede baslangigc DNA miktari 10° kopyaya erise-
bilmektedir. PCR bazl molekiiler yéntemler, ek donanimlar
gerektirdiginden genis kapsamli laboratuvar sartlarina ihti-
yag duyulmaktadir (9). LAMP metodunun PCR metodundan
en 6nemli farki, izotermal sicakliklarda gerceklesmesidir. Bu-
nun yani sira LAMP metodunda, pozitif olarak tespit edilen
ornekler herhangi ileri bir isleme gerek duyulmaksizin gozle
gorilebilir beyaz bir ¢okelti olusumuyla karakterizedir. Bu
¢Okelti, amplifikasyon sonucu olusan uriinlerin magnezyum
silfat ile birlesmesi sonucu olusan magnezyum pirofosfattir.
Magnezyum pirofosfatin olusturdugu bulaniklik, ¢iplak gozle
kolaylikla ayirt edilebilmektedir (11). Bunun yani sira turbi-
dite tespiti saglayan basit dlizenekli cihazlarla kantitatif 6l-
¢lim de gergeklestirilebilmektedir. Son yillarda gelistirilen ve
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pahali bir aygit gerektirmeyen, hizl ve yiiksek 6zglinlige sa-
hip olan LAMP, bu 6zelligi sayesinde teshisin hizli yapilmasi
gerekliligi olan gida kaynakli enfeksiyon ve intoksikasyonlarin
tanisinda 6numuzdeki yillarda daha yaygin olarak kullanila-
bilecek bir yontem olarak gorilmektedir. LAMP metodu ¢ok
sayida patojen mikroorganizmada oldugu gibi Vibrio tiirleri-
nin tespitinde de uygulanmistir (12-16).

Dislik sicakliklarda 6zellikle de dondurulmus muhafa-
zada mikrobiyal ve enzimatik reaksiyonlar kontrol altina
alinsa da patojenler tam olarak yikimlanmamakta ve 6nemli
bir kismi uygun muhafaza sicakliklarinda yeniden metabolik
olarak aktif hale gelebilmektedir. Bu nedenle 6zellikle son yil-
larda Turkiye’de ve Dilinya’da tiiketimi giderek artan dondu-
rulmus muhafaza edilen deniz Grinlerinin mikrobiyolojik ka-
litesi halk saghgi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu ¢alis-
mada, dondurulmus olarak satisa sunulan deniz Uriinlerinde
yuksek riskli Vibrio tirleri olan V. parahaemolyticus, V. vulni-
ficus ve V. cholerae’nin LAMP yontemi ile tespit edilmesi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOT

Numunelerin Temini

Arastirma materyali olarak Konya ilinde bulunan slipermar-
ket ve balik hallerinden 2018 yili Mart ve Temmuz aylari ara-
sinda toplanan ornekler kullanildi. Toplam 212 adet dondu-
rulmus deniz Urinl; hamsi fileto (Engraulis encrasicolus,
n=20), hamsi butiin, (E. encrasicolus, n=25), mezgit balk
kofte (Merlangius merlangus, n=10), ahtapot (Octopus vul-
garis, n=6), karides (Parapenaeus longirostris, n=20), kala-
mar halka (Loligo vulgaris, n=20), kalamar ¢itir halka (L. vul-
garis, n=15), kabuklu Akivades midyesi (Tapes decussatus,
n=15), i¢ Akdeniz midye (Mytilus galloprovincialis, n=15), ka-
buklu Akdeniz midye (Mytilus galloprovincialis, n=15), ka-
buklu Vongole midye (Donax trunculus, n=5), uskumru fileto
(Scomber scombrus, n=10), sardalya (Sardina pilchardus,
n=20), surimi ¢ubuk (n=10), kaya levregi (Argyrosomus re-
gius, n=6) toplanarak érnekler laboratuvar ortamina parga-
lanmis buz igeren numune toplama kaplarinda getirilip en
fazla 2 saat igerisinde analize alindi.

Klasik Kultiirel Metot

Klasik kaltirel metot, 1SO/TS 21872-1:2007 (17) ve 1SO
21872-2:2007 (18) proseddrlerine gére uygulandi. Buna gore
25 g numune ve 225 mL alkali tuzlu peptonlu su (ASPW, Lio-
filchem, 610377), stomacher (Interscience, Fransa) kullanila-
rak steril bir stomacher poseti (VWR, 432-3119) icerisinde 2
dk boyunca homojenize edildi. Homojenat, 37°C’de 6 saat 6n
inklibasyona alindi. Daha sonra, homojenatin st kismindan
1’er mL alinarak 9’ar mL taze ASPW broth iceren tiiplere ak-
tarildi. V. parahaemolyticus ve V. cholerae i¢cin 41+1°C, V. vul-
nificus icin de 37+1°C’de 24 saat inkibasyon gerceklestirildi.
inkiibasyon sonrasinda &n zenginlestirme kiiltiiriinden tiyo-
sulfat sitrat bile sikroz besiyeri (TCBS, Merck, 110263, Al-
manya) lzerine yayma plak yontemi uygulanarak 37°C'de
24-48 saat inkube edildi. TCBS Agarda gozlenen sipheli Vib-
rio kolonilerinden 5’er adet segcildi ve %3 NaCl (w/v) ilaveli
Nutrient Agar (Merck 105450, Almanya) lzerine yayma plak
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yontemiyle ekildi. Daha sonra stipheli izolatlar oksidaz, kata-
laz, Gram boyama, mikroskop altinda motilite testi, %0 ve %6
NaCl'de Gireme agisindan test edildi. Vibrio spp. stipheli kolo-
nilerin klasik PCR reaksiyonu ile dogrulanmasi amaciyla 493
bp blylikligindeki gyrB gen bolgesinin tespitine yonelik
olan ve Teh ve ark. (19) tarafindan dizayn edilen primer cifti
kullanildi (Tablo 1).

Tablo 1. Vibrio tirlerinin belirlenmesinde kullanilan primerler

Primer Sekans Kaynak

toxR —FIP TGAGATTCCGCAGGGTTTGTAA-TTATTTTT-
GGCACTATTACTACCG

toxR BIP GTTCCGTCAGATTGGTGAGTATC-
TAGAAGGCAACCAGTTGTT 20

toxR -F3 TTGGATTCCACGCGTTAT

toxR -B3 CGTTCAATGCACTGCTCA

toxR —Loop AGAACGTACCAGTGATGACACC

WhA-FIP TGCCACTCGGCTACGATAACGTTTTT-
GAGCTGTCACGGCAGTTG

VhA -BIP ACGCAGACAAAACGCTCACAGTTTTT- 12
GAGCTTATCGCCTTCCCAAT

VhA -F3 TGGTTCGGTTAACGGCTG

vhA -B3 GCCATCAACATAGCGGCTAA

ompW -FIP CAAGCGTTAACCCTAAGTGGGTATTTTTT-
TAAAGTGTTAAACACTCAAAGTGAG

ompW BIP ACATCAGTTTTGAAGTCCTCGCTTTTTAT-
CACCAAGGCTACCTAAC 21

ompW -F3 CGGTAGTACCTAATGACAGTAG

ompW -B3 GCAAATGTTTTGTTTCACCAAT

ompW —Loop ACATAAGATTTCTACCTCTGGTGGT

gyrBl AGCCAAACNAAAGAYAARYT 19

gyrB2 CGYARYTTRTCYGGRTTRTRYTC

Referans Suslar

Genus dizeyi ve tlr dizeyinde pozitif kontrol amagli V. pa-
rahaemolyticus ATCC 17802, V. vulnificus ATCC 29307 ve V.
cholerae ATCC 14035 suslari referans olarak kullanildi.

DNA Ekstraksiyonu

Saf kiltiir ve toplanan numunelerden DNA ekstraksiyonu
amaciyla kaynatma yéntemi kullanildi. Bu amagla Vibrio spp.
sUpheli oldugu tespit edilen kolonilerden 3-4 adet segilerek
200 pL Tris-EDTA (TE, pH:8.0) sollsyonu igerisinde vorteks-
lendi. Elde edilen bu bakteri stspansiyonu 95°C’lik 1isitici
blokta 8 dk bekletildikten sonra 2-3 dk siire ile -20°C’deki
buzdolabinda bekletildi. Son olarak 10.000 g’de santrifij is-
lemi (NUve NF 1200 R, Tiirkiye) gerceklestirildikten sonra su-
pernatant yeni bir eppendorf tiipe aktarilarak LAMP reaksi-
yonu uygulanacak zamana kadar -20°C’deki buzdolabinda
muhafaza edildi.

LAMP

Klasik kiiltlirel yontemde Vibrio spp. siipheli olarak degerlen-
dirilen ve sonrasinda gyrB bazl PCR ile pozitif olarak dogru-
lanan o6rneklere LAMP yontemi uygulandi. LAMP yonte-
minde hedef gen bolgeleri icin, dnceki calismalarda (12, 20,
21) dizayn edilen primerler kullaniimistir.

LAMP reaksiyonu ile V. parahaemolyticus (toxR), V. vul-
nificus (vwhA) ve V. cholerae (ompW)'nin tiir diizeyinde belir-
lenebilmesi ve Klasik PCR yontemi ile Vibrio spp. (gyrB) stip-
heli izolatlarinin genus diizeyinde dogrulanmasi icin kullani-
lan gen bolgelerine ait primer setleri Tablo 1'de gosterilmis-
tir.
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Farkli konsantrasyonlardaki V. parahaemolyticus, V.
cholerae ve V. vulnificus saf kllturlerinden elde edilen DNA
dilisyonlar ile hazirlanan LAMP reaksiyon karisiminin Real
Time Turbidimeter (MVL300 Loopamp Realtime Turbidime-
ter LA-500, Eiken, Japonya)'de sicaklik, reaksiyon siiresi,
MgSO4 konsantrasyonu, primer oranlari yoniinden optimi-
zasyonu saglandi. Buna gére, LAMP reaksiyon karisimi, F3 ve
B3 primerleri (0.5 uM), FIP ve BIP primerleri (0.8 uM), Loop
Primerleri (0.4 uM), Reaksiyon Tampon ¢o6zeltisi (10X) (2.5
pL), MgS04 (6 mM), 1 mL Bst DNA polimeraz (8U/uL, New
England Biolab) ve 2 pL hedef DNA icerecek sekilde hazir-
landi. Optimize edilen kosullarda analiz edilen 6rneklerdeki
hedef bakteri varligi, elde edilen time threshold (tt) degerine
gore belirlendi.

BULGULAR

Arastirma sonuglarina gore, analiz edilen 212 adet dondurul-
mus deniz Griininin 36 (%16.98)’sI Vibrio spp. olarak dogru-
landi. Vibrio spp. pozitif 6rneklerde LAMP metodu ile tespit
edilen patojen tlrlerin sayisi ise 15/36 (%41.7) olarak belir-
lendi (Tablo 2).

=
Numune tiirleri L . Ve V.p Vv é
2§ o
S o -
Hamsi (fileto n=20) 1 - -
(Engraulis encrasicolus)
Hamsi (batin, n=25) 4 - -
(E. encrasicolus)
Balik k6fte (mezgit, n=10) - - - - -
(Merlangius merlangus)
Ahtapot (n=6) 1 - 1 - 1
Octopus vulgaris
Karides (n=20) 3 - 1 1
Parapenaeus longirostris
Kalamar (halka, n=20) 4 - 3 - 3
Loligo vulgaris
Kalamar (¢itir halka, n=15) 10 - 6 2 8
Loligo vulgaris
Kabuklu Akivades midyesi (n=15) 2 - - - -
Tapes decussatus
ic Akdeniz midye (n=15) 2 - 2 - 2
Mytilus galloprovincialis
Kabuklu Akdeniz midye (n=15) 1 - - - -
Mytilus galloprovincialis
Kabuklu Vongole midye (n=5) 2 - - - -
Donax trunculus
Uskumru fileto (n=10) 1 - - - -
Scomber scombrus
Sardalya (n=20) 5 - - - -

Sardina pilchardus
Surimi gubuk* (n=10) - - - - -
Kaya levregi (n=6) - - - - -
Argyrosomus regius
TOPLAM 36 - 13 2 15
V.c.: V. cholerae; V.p.: V. parahaemolyticus; V.v.: V. vulnificus
*: icerik bilgisinde cesitli beyaz etli balik tiirlerinden tretildigi belirtiimek-
tedir.

V. parahaemolyticus ve V. vulnificus pozitif érneklerin
bazilarinin Real Time Turbidimetredeki tt degerlerine ait gra-
fikler Grafik 1 ve Grafik 2’de gosterilmektedir.

16




Dogruer ve ark., Dicle Univ Vet Fak Derg 2022;15(2):14-19

Grafik 1. V. parahaemolyticus pozitif 6rneklerinin bazilarinda time
threshold (tt) grafigi
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Al: Pozitif kontrol (V. parahaemolyticus ATCC 17802); A2-A4: Pozitif 6rnek-
ler; A5,A6: Negatif kontrol
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Grafik 2. V. vulnificus érneklerinin tt grafigi
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Al: Pozitif kontrol (V. vulnificus ATCC 29307); A2,A3: pozitif 6rnekler; A3,
A4: Negatif kontrol

TARTISMA VE SONUC

Bu arastirmada dondurulmus deniz Uriinlerinde 6nemli pa-
tojen etkenlerden olan Vibrio spp.’nin analize alinan 6rnek-
lerdeki tespit orani 36/212 (%16.98) olarak bulunmustur.
Taze ve dondurulmus deniz {riinlerinde Vibrio spp. varligini
belirlemeye yonelik olarak gerceklestirilen ulusal ve uluslara-
rasi dizeydeki arastirmalarda ¢calismamizdan yliksek (22-25)
ve distk (26) kontaminasyon oranlarinin tespit edildigi goz-
lenmistir.

Noorlis ve ark. (22), Malezya’da hipermarketlerde sa-
tisa sunulan tath su baliklarindan Asya kedi baligi (Pangasius
hypophthalmus) ve kirmizi tilapia (Oreochromis sp.) tlrlerine
ait 150 numunede MPN-PCR metoduyla Vibrio spp. ve V. pa-
rahaemolyticus varligini arastirmislardir. Arastirmacilar, or-
neklerde Vibrio spp. kontaminasyon oranlarini %98.67 olarak
bulmuslardir. Benzer bir arastirmada Raissy ve ark. (23), 100
adet i1stakoz ve 32 adet yenge¢ 6rneginde Vibrio spp. konta-
minasyon oranini %25 olarak tespit etmislerdir. Son yillarda
yapilan ulusal bir ¢calismada ise Avsar ve ark. (24), Sinop ilin-
deki balikgilardan temin edilen 44 adet hamsi ve zargana ba-
lik 6rneklerinden klasik kiilttrel yontemle 12 adet (%27.27)
Vibrio spp. izole etmislerdir. Dondurulmus 6rneklerde ben-
zer diizeyde kontaminasyon oranlari, Vu ve ark. (25) tarafin-
dan Berlin’de Vibrio spp. varhginin arastirildigi ¢alismada
6/29 (%34.6) olarak bulunmustur. Mevcut calismamizdan
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daha dislk Vibrio spp. kontaminasyon dizeyi (%11) Ri-
pabelli ve ark. (26) tarafindan italya ve bazi Avrupa ilkelerin-
den toplanan dondurulmus deniz Grinlerinde belirlenmistir.

Bu ¢alismada kontaminasyon oraninin taze Griinlerdeki
oranlara gore dislik bulunmasi, disik sicaklikta muhafaza
Ozellikle de dondurulmus muhafazanin patojen kontroliinde
etkili oldugu gorisiini destekler niteliktedir. Dondurulmus
muhafazanin etken tespit oranini azaltmasi yoninde sagla-
mis oldugu etkinin yani sira, deniz Griinlerinde mikrobiyal ka-
liteyi etkileyen birgok faktorin (6rn., suyun mikrobiyal kali-
tesi, sicakhigi, tuzluluk orani, kirliligin oldugu yerlesim bolge-
lerine olan mesafe, sudaki dogal bakteriyel flora, baliklar ta-
rafindan tiiketilen besinler, avlama yontemleri ve sogutma
kosullar1) kontaminasyon oranlarinda farkliliklar olusturabi-
lecegi ifade edilmektedir (27, 28).

Calismada Vibrio spp. olarak tespit edilen izolatlarda
toxR gen bolgesinin tespitine yonelik gerceklestirilen LAMP
reaksiyonunda 13 (13/36, %36.1) 6rnegin V. parahaemolyti-
cus pozitif oldugu tespit edilmistir. Tum 6rnekler dikkate
alindiginda ise V. parahaemolyticus pozitif 6rnekler 13/212
(%6.13) olarak tespit edilmistir. Arastirma bulgularindan
daha yiksek (29, 30, 31) ve daha disuk (23, 32, 33, 34) kon-
taminasyon oranlari elde edilen galismalar bulunmaktadir.
Nitekim, Elhadi ve ark. (32) tarafindan Malezya’da satisa su-
nulan 768 adet deniz Urlinlinde V. parahaemolyticus konta-
minasyon orani %6.7 olarak bulunmustur. Benzer sekilde
Yang ve ark. (29) Cin’de marketler, balik ciftlikleri, restoran-
lar ve pisirme yerlerinden topladiklar 1293 adet deniz Uri-
niiniin 251 (%19.4) tanesinin V. parahaemolyticus ile konta-
mine bulundugunu bildirmislerdir. Daha yiiksek kontaminas-
yon oranina sahip bir baska calismada ise Tang ve ark. (31)
Malezya’da V. parahaemolyticus varligi ve antibiyotik direng
ozelliklerini belirlemeye yonelik yapmis olduklar ¢alismada
toplam 80 adet midye, istiridye ve deniz taragi 6rneginde or-
nek gruplarina gore %40 ile %80 arasinda bir kontaminasyon
orani tespit etmislerdir. Bunun yani sira, Popovic ve ark. (33)
tarafindan 2010 yilinda Hirvatistan’da yapilan bir calismada
balik, midye, kabuklu ve yumusakca tlrlerinden olusan taze
ve dondurulmus deniz Grinlerinde V. parahaemolyticus tes-
pit edilen érneklerin %5, iran’da Raissy ve ark. (23) tarafin-
dan yengec ve istakozlarda yapilan ¢alismada %3.03 ve daha
yakin zamanda COVID pandemisi 6ncesi Diinya’nin deniz
asiri alti farkh bolgesinden Cin’e ihrag edilen deniz Uriinle-
rinde incelenen 140 6rnegin 8'inde (%5.7) pozitif olarak goz-
lemlenen kontaminasyon orani ile calismamizdan daha di-
sik dizeye sahip oldugu gozlemlenmistir (34). Taze ve don-
durulmus Uriinlerde daha 6nce yapmis oldugumuz galisma-
mizda ise dondurulmus balik ve karideslerde V. parahae-
molyticus kontaminasyon orani LAMP ydntemiyle sirasiyla
%2 ve %4 olarak tespit edilmistir (16). Mevcut ¢alismamizda
gozlemlenen nispeten daha yiksek kontaminasyon oraninin
ise 6n zenginlestirme ve klasik kiltiirel yontemin dondurul-
mus muhafaza esnasinda hasara ugramis olan bakteri hiicre-
lerinin yeniden kultiire edilebilir forma gecebilmeleri ile ilis-
kili oldugu diisiinilmektedir. Benzer sekilde Sadeghi ve ark.
(35), dondurulmus karideslerde 6n zenginlestirme isleminin
direkt kalttr yontemiyle karsilastirildiginda TCBS agarda lre-
yen V. parahaemolyticus’un selektivitesini arttirdigini ortaya
koymustur.
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izolatlarda V. vulnificus varhginin tespiti amaciyla ger-
ceklestirilen LAMP reaksiyonunda iki izolatin (2/36, %5.5) tir
spesifik vwvhA gen bolgesine sahip oldugu bulunmustur. V.
vulnificus kontaminasyon oraninin daha yiksek (23, 36) ve
daha diisiik bulundugu galismalar (25) bulunmaktadir. Nite-
kim, Raissy ve ark. (23) yengec ve istakozlarda Vibrio spp. tir-
lerini belirledikleri ¢alismada V. vulnificus tespit dizeyini
%13.6 olarak bulmuslardir. Benzer bir ¢alismada Turner ve
ark. (36), toplam 210 adet su ve plankton 6rneginden V. pa-
rahaemolyticus, V. vulnificus ve V. cholerae izole etmislerdir.
Orneklerden en cok identifiye edilen Vibrio tiirleri, calisma-
mizla benzer sekilde sirasiyla V. parahaemolyticus, V. vulnifi-
cus ve V. cholerae seklinde olmustur. Daha disiik kontami-
nasyon orani, Vu ve ark. (25) tarafindan Berlin’de satisa su-
nulan deniz Urtinlerinde toplam 160 adet 6rnekte gercekles-
tirilen calhismada %0.6 olarak tespit edilmistir.

V. cholerae’nin belirlenmesi amaciyla yapilan ompwA
gen bolgesinin tespitine yonelik LAMP reaksiyonunda ise izo-
latlarin higbirinde V. cholerae bulunamamistir. Benzer se-
kilde V. choleare’nin tespit edilmedigi calismalar (23, 37) ol-
dugu gibi mikroorganizmanin farkli diizeylerde kontaminas-
yon varhgini bildiren ¢ok sayida arastirma da (32, 38, 39) bu-
lunmaktadir.

Ulusal diizeydeki bir ¢alismada irkin ve ark. (37), Mar-
mara ve Ege Denizi'nden avlanan ve islenerek ihrag¢ edilen
karides numunelerinde klasik kiiltiirel ydontemle V. cholerae
varliginin saptanmadigini bildirmislerdir. Benzer sekilde, Ra-
issy ve ark. (23) yengeg ve istakoz 6rneklerinde Vibrio spp.
olarak tespit ettikleri izolatlarda V. cholerae varligina rastla-
madiklarini ifade etmislerdir. Mevcut ¢alismamizdan farkli
sekilde Wong ve ark. (38), dondurulmus deniz Grlnlerinde
Vibrio spp. tirlerini identifiye ettikleri calismada V. cholerae
kontaminasyon oranini %14.9; Elhadi ve ark. (32) ise Ma-
lezya’da karides, kalamar, yengeg, istiridye ve midyelerde V.
cholerae kontaminasyon oranini %4.7 olarak tespit etmisler-
dir. Benzer sekilde, Ottaviani ve ark. (39) tarafindan lokal ve
ithal deniz Urlinlerinde O1 ve non-0139 V. cholerae tespiti
amaciyla yapilan ¢alismada toplam V. cholerae kontaminas-
yon orani %5.6 olarak tespit edilmistir.

Arastirma sonuglarina gore Vibrio spp. pozitif 6rnek-
lerde en c¢ok identifiye edilen tiir V. parahaemolyticus ve
daha sonra V. vulnificus seklinde olmustur. Bu agidan deger-
lendirildiginde benzer kontaminasyon oranlarina sahip ¢alis-
malar (36) bulunmakla birlikte 6rneklerin toplanma yeri, su
sicakligl, avlanma dénemi ve suyun tuzluluk orani gibi pek
cok faktore bagh olarak daha farkli kontaminasyon dagili-
mina sahip ¢alismalar da (38, 40) bulunmaktadir.

Wong ve ark. (38) tarafindan satisa sunulan dondurul-
mus deniz Urinlerinde Vibrio tiirlerini belirlemeye yonelik
gerceklestirilen ¢alismada V. alginolyticus, V. parahaemoly-
ticus, V. cholerae ve V. fluvialis'in tespit oranlarinin sirasiyla
%36.0, %15.8, %14.9 ve %13.2 oldugu belirlenmistir. Calis-
mamizdan farkli tir dagilimlarina sahip bir baska ¢alismada
Yano ve ark. (40), Tayland’da yetistirme karideslerde patoje-
nik Vibrio tirlerinin prevalansini arastirdiklari ¢calismada 16
karides 6rneginin 15 tanesinde V. cholerae, 6 tanesinde V.
parahaemolyticus ve 2 tanesinde V. vulnificus tespit etmis-
lerdir.
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Arastirma kapsaminda deniz Urlnleri kaynakli gida en-
feksiyon ve intoksikasyon vakalarinda en sik rastlanan etken-
lerden olan Vibrio spp. tespiti halk sagligi agisindan 6nem arz
etmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde 6zellikle dondu-
rulmus deniz Grinlerinde uygun ¢oziindliirme ve yetersiz isil
islem uygulanmasinin enfeksiyon ve intoksikasyon riskini art-
tirabilecegi gbz 6nlne alinmalidir. Bununla birlikte, gida kay-
nakli hastaliklarin 6nemli bir kaynagini olusturan deniz Grlin-
lerinde 6nem arz eden mikrobiyal etkenlerin LAMP gibi pa-
hali alt yapi gerektirmeyen, ylksek 6zginliige sahip, kisa si-
rede tespit saglayan molekiler yontemlerle arastiriimasinin
yayginlastirilmasi gerektigi diisiintilmektedir.
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intermediyer filamanlar kdkeni ve hiicre tipi farkli proteinler tarafindan olusturulan hiicre iskeleti bilesenlerine ait proteinlerdir. Bu
proteinlerin testiste; Sertoli, peritibiler miyoid ve Leydig hiicrelerinde bulundugu bilinmektedir. Bu galismanin amaci, testis fizyolojisi igin
dnemli olan ve testisteki hiicre iskeleti yapisina katilan sitokeratin 8 proteininin; iran, Ankara ve Van irki kedilerin testis dokusundaki
lokalizasyonlarini immunohistokimya teknigine gére ortaya koymaktir. Arastirmada saglikli yavru (dokuz gift) ve yetiskin (dokuz cift)
kedilerden alinan doku 6rnekleri kullanildi. Alinan doku 6rnekleri rutin histolojik islemlerin ardindan immunohistokimyasal streptavidin-
biyotin-peroksidaz kompleks boyama metoduna tabi tutuldu. Elde edilen boyama sonuglarinda, yavru ve yetiskin kedilerde incelenen
alanlarda sitokeratin 8 immunoreaktivitesinin irklara gore farklhk géstermedigi saptandi. Bununla birlikte intersitisyel dokuda ve Leydig
hiicrelerinde immunoreaktivitenin negatif oldugu fakat Sertoli ve germ hiicrelerinde ise ¢ekirdek etrafinda sekillendigi goraldi. Ayrica
epididimis ve deferens kanallarinin epitellerinde de sitoplazma ve gekirdekte pozitif immunreaksiyonun oldugu belirlendi. Elde edilen
bulgular sonucunda sitokeratin 8’in olgun kedilerde bir kisim farkhliklari tiire 6zgl olusturabildigi ve kedi testislerindeki bazi hiicrelerin
iskelet yapisina katilarak spermatogenezisin olgunlasmasi, korunmasi ve spermlerin tasinmasi gibi 6nemli roller Ustlenebilecegi
distnalmstir.

Anahtar Kelimeler: Ductus deferens, epididimis, kedi, sitokeratin, testis.

Immunohistochemical Localization of Cytokeratin 8 in Testes of Different Cat Breeds

Abstract

Intermediate filaments are proteins belonging to cytoskeletal components formed by proteins of different origin and cell types. These
proteins are known to exist in the testis; Sertoli, peritubular myoid and Leydig cells. The aim of this study is to determine cytokeratin 8
protein, which is important for testicular physiology and participates in the cytoskeletal structure of the testis; To reveal the localization
of Iranian, Ankara and Van breed cats in testicular tissue using immunohistochemistry technique. Tissue samples from healthy kittens
(nine pairs) and adult (nine pairs) cats were used in this study. Tissue samples were subjected to immunohistochemical streptavidin-
biotin-peroxidase complex staining method after routine histological procedures. In the staining results obtained, it was seen that
cytokeratin 8 immunoreactivity in the examined areas in kittens and adult cats did not differ according to breeds. However, it was
observed that immunoreactivity was negative in interstitial tissue and Leydig cells, but formed around the nucleus in Sertoli and germ
cells. In addition, it was determined that there was a positive immunoreaction in the cytoplasm and nucleus in the epithelium of the
epididymis and deferens ducts. As a result of the findings obtained, it was thought that cytokeratin 8 may cause some differences in
mature cats and may play important roles such as the maturation of spermatogenesis, protection and transport of sperm by participating
in the skeletal structure of some cells in the cat testicles.

Key Words: Cat, cytokeratin, ductus deferens, epididymis, testes.

GiRIS (1). Sitokeratinlerdeki bu gruplandirma; kigik molekil yapi-
Hiicre iskelet sistemi (sitoskeleton); mikrofilamanlar, mikro- sina sahip ve asidik olan Tip1 ile biylk molekil yapisina sa-
tubiiller ve intermediyer filamanlar olmak iizere ii¢c kisimdan hip ve bazik olan Tip2 olarak kendi igerisinde siniflandirilir.
olusmaktadir. intermediyer filamanlar da kendi icerisinde Tek sirali epitel dokusunda, Tip1 ve Tip2 proteinlerinin hete-
desmin, vimentin, sitokeratin, glial ve nérofilamentler olarak ropolimerizasyon yoluyla sitokeratin filamanlari olusur. Sito-
siniflandirilir. Sitokeratinler intermediyer filamanlarin en bii- keratin 8 (St8) de bu yolla olusan intermediyer filamanlar-
yiik ve en cok alt guruba sahip olan proteinler olarak bilinirler dandir. Intermediyer filamanlar, hiicrenin kbkenine bagli ola-

rak farkh hiicrelerde yerlesim gosteren yapilar olup sitokera-
tinler genel olarak epitel farklilasmasinda goérev alirlar (2,3).
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Testislerin esas yapisini seminifer tubdller, Leydig hiic-
relerininde bulundugu gevsek intersitisyel bag dokusu olus-
turur. Her seminifer tubil bir bazal membran, elastik lifler ve
peritibller miyoid hiicrelerden olusmaktadir. Seminifer tu-
bil bazal membrani, igerisinde somatik Sertoli hicreleri ve
germ hiicrelerinden olusan sttunlu bir epitel ile kaplanmistir
(4). Stunlu epitelin bazal bélim de Sertoli hiicreleri ile bir-
likte spermatogonia ve preleptoten/leptoten spermatositleri
icerir. Adluminal bolimiinde ise farklilasan primer sperma-
tositler ve germ hiicreleri yer alir (5). Spermlerin farkhlas-
masi ve gelismesinin ardindan olgunlasmasi, depolanmasi ve
tasinmasi oldukca kivriml bir tubiler yapi olan epididimis ve
deferens kanallarinda gerceklesir (6).

intermediyer filamanlar kékeni ve hiicre tipi farkl pro-
teinler tarafindan olusturulan ve testiste; Sertoli hiicreleri,
peritibiler-miyoid hiicreler ve Leydig hiicreleri dahil bir¢ok
hiicre tipinde bulunan hiicre iskeleti bilesenlerine ait prote-
inlerdir (7). Testiste seminifer tubiliin yapisina katilan Sertoli
hicreleri, bu fonksiyonunu gerceklestirebilmek icin iyi bir
hiicre iskeletine sahiptirler (8). Sertoli hiicre sitoskeletonu
seminifer epitelin karakteristik 6zelliklerinin birgcogunun Gre-
timinden sorumludur. Hiicre seklinin belirlenmesi ve korun-
masinda, sitoplazma organellerinin tasinmasi ve konumlan-
dirllmasinda, plazma zarinin olusumunun belirlenmesinde,
hilcre-htcre ici, hiicre-hiicre disi matriks etkilesiminde yer
alinmasinda ve ayrica seminifer epitelden spermlerin salin-
masi ve germ hiicrelerinin sabitlenme, tasinma ve konumlan-
dirllimasinda yer alir (9). Olgun hiicrelerinde intermediyer fi-
laman olarak yalnizca vimentin bulunurken, testislerin geli-
simi ve Sertoli hiicrelerinin olgunlagmasi sirasinda vimentin
ile birlikte sitokeratinler eksprese edilir (1). Ancak Sertoli
hiicrelerinde sitokeratinlerin puberta ile birlikte ortadan
kalktigi bildirilmistir (8,10).

intermediyer filamanlar ile ilgili insan, sigan, képek, tav-
san, domuz, boga ve kog testis ve epididimisinde pek ¢ok ¢a-
lisma yapilmistir (7-9, 11-13). Ancak yapilan literatlr tarama-
larinda farkh irklarda yavru ve olgun kedilerin testis, epididi-
mis ve deferens kanallarinda St8’in karsilastirmali olarak var-
lig1 ve lokalizasyonu ile ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanil-
mamistir. Bu dogrultuda sunulan calisma; iran, Ankara ve
Van irki yavru ve olgun kedilerin normal testis dokusunda St8
proteininin olasi varligi ve dagiliminin immunohistokimyasal
yontemle belirlenmesi amaciyla yapildi.

MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali

Calisma materyali Ankara, iran ve Van kedilerinden alinan 18
¢ift testis dokusu orneklerinden olugmaktadir. Doku 6rnek-
leri, Dicle Universitesi Veteriner Fakiltesi Cerrahi Poliklinigi
ve cesitli 6zel veteriner kliniklerine kisirlastirma amaciyla
basvurulan kedilerden elde edildi. Ardindan testisler, beyan
edilen kedi yaslarina gore iki gruba ayrildi. Bir grupta 6 aylik-
tan kuglk yavru kedilerden alinan dokuz ¢ift olgunlagmamis
testis, diger grupta 1 yasindan biyik yetiskin kedilerden ali-
nan dokuz cift olgun testis yer aldi. Her iki gruptaki testis
doku &rneklerinin %10 notr formalin iginde 24 saat sireyle
tespiti yapildi. Tespit isleminin sonrasinda bir gece boyunca
akan su altinda durulandiktan sonra numuneler rutin doku
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islemine tabi tutuldu ve parafine gomilerek bloklar haline
getirildi. Hazirlanan parafin bloklardan rotary mikrotom (Le-
ica RM- 2125, Almanya) ile 5 um kalinhginda seri kesitler ali-
narak adesivli lamlara yerlestirildi.

Immunohistokimyasal Prosediir

Immunohistokimyasal boyama, streptavidin-biyotin-perok-
sidaz kompleks yontemi kullanilarak yapildi. Adesivli lamlara
alinan seri kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islemle-
rinden sonra distile suda calkalandi. Arkasinda kesitler endo-
jen peroksidaz aktivitesini gidermek icin distile suda hazirlan-
mis %3’lik H202 ile 20 dakika muamele edildi. Bunu takiben
kesitler yikamaya alindi. Her bir uygulamadan sonrasindaki
ytkama islemleri 0.01 M fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde
[Phosphate buffer saline (PBS)] 3x5 dk. olacak sekilde uygu-
landi. Yikamayi takiben, érnekler antijen retrieval islemi icin
hazirlanan sitrat tamponunda (0.01 M, pH 6) 95 0C’de 15 da-
kika stresince kaynatildiktan sonra sogumaya alindi. Ardin-
dan yikama islemi yapildi ve kesitler, dokularda spesifik ol-
mayan baglanmalari bloke etmek igin protein blocking ¢ozel-
tisinde (Ultra V Blok, Thermo Fisher Scientific, Lab Vision Cor-
poration) oda isisinda 15 dakika siireyle inklibasyona bira-
kildi. Daha sonra kesitler, 1/100 oraninda antikor (Mouse
MonoclonalAntibody, sitokeratin 8, catalogue no: ab2530
Abcam) ile +4°C’de 1 gece siiresince inkiibe edildi. immuno-
histokimyasal proseddrin spesifitesi icin bazi kesitler antikor
yerine PBS ile inkiibasyona birakilarak negatif kontrol olarak
degerlendirildi. Bu slirenin sonunda kesitler 3x5 0.01M PBS
ile yikandi. Sonrasinda kesitler sirasi ile 24 0C’de 20 dakika
siresince biotinlenmis sekonder antikorda (Histostain Plus
Bulk Kit, Zymed) ve streptavidin-peroxidase (HRP) ile inkiibe
edildi. Bu islemlerin de arasinda ve sonrasinda yine ayni se-
kilde kesitler 0.01M PBS 3x5 dk yikandi. Bu islemlerin taki-
binde kesitlerde ortaya ¢ikacak antijen-antikor reaksiyonla-
rini géstermek icin diaminobenzidine (DAP) kromojende re-
aksiyon olusturma siresine gore 5-10 dk bekletildi ve kesitler
yikamaya alindi. Ardindan Mayer’s hematoksileninde 2-3 dk
sireyle zit boyamaya tabi tutulan kesitler akar su altinda ma-
vilesinceye kadar yikandi. Bu yikama isleminin ardindan ke-
sitler alkol ve ksilol serilerinden gegirilerek entellan (Merck,
Darmstadt, Germany, Cat. No:107960) ile kapatildi. Boyama-
lar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse 400 DSRi Nikon dijital
fotograf makinesi (NIS Elements Imaging Software (version
3.10) atagmanh arastirma mikroskobunda incelenerek de-
gerlendirildi ve fotograflandi.

immunohistokimyasal Degerlendirme
immiinohistokimyasal boyanmanin degerlendirilmesi, yo-
gunluk skoru (intensity score) ile semikantitatif olarak ya-
pildi. Boyanan hiicrelerin boyanma siddeti; (-) boyanma yok,
(+) zayif, (++) orta derecede, (+++) kuvvetli boyanma seklinde
belirlendi (14). Hiicrelerdeki immunboyanma reaksiyonlari-
nin boyanma yogunlugu iki bagimsiz arastirmaci (UT ve ZK)
tarafindan degerlendirildi ve iki gdzlemcinin ortalama puani
hesaplandi. Testis, epididimis ve ductus deferenste St8 loka-
lizasyonu X20, X40, X100 blyltmelerde 15tk mikroskobu al-
tinda degerlendirildi.
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BULGULAR

Yavru ve olgun kedilerde testiste St8’in semikantitatif olarak

degerlendirilen immunohistokimyasal bulgulari Tablo 1’de

gosterilmistir.

Tablo 1. Yavru ve yetiskin kedi testislerinde sitokeratin 8'in immu-
nohistokimyasal ekspresyon yogunluklari

Gruplar Organ/ . Sitokeratin
e Hiicreler )
Boliimler Lokalizasyonu
Germ hucreleri +++
. Sertoli hiicreleri ++
Testis -
Yavru Leydig -
(6 ayhktan Miyoid hicreleri -
kiigiik) Epididimis  Epitel [+
D. defe- Epitel +
rens Diiz kas hicreleri -
Germ hucreleri +++
. Sertoli hiicreleri +++
Testis Levdi
Yetiskin e.y g -
(1 yasindan Miyoid hiicreleri -
biiyiik) Epididimis  Epitel ++
Epitel ++
D. defe- Diiz kas hiicreleri
rens Uz kas hucreleri -

Elde edilen bulgularda St8’in iran, Ankara ve Van irki
kedi testislerinde benzer sonuglar gosterdigi tespit edildi. St8
immunreaktivitesinin yavru kedilerde intersitisyel dokuda ve
Leydig hiicrelerinde sekillenmedigi ancak Sertoli ve germ
hiicrelerinde ise ¢ekirdek etrafinda meydana geldigi belir-
lendi. Belirlenen bu immunreaksiyonun Sertoli hiicrelerinde
orta, germ hicrelerinde glcli yogunlukta oldugu gorildu.
Ductus epididmis epitellerinde gorilen orta ve gugliu dlizeye
yakin sekilde gérilen immunoreaktivitenin apikal ve bazal si-
toplazmanin yaninda ¢ekirdekte de oldugu tespit edildi. St8
immunreaksiyonun ductus deferens epitelinin apikal sitop-
lazmasinda ve gekirdek etrafinda zayif yogunlukta meydana
geldigi, kaslarda ve bag dokuda ise negatif oldugu gorildi
(Sekil 1).

chlm

Epldld]ml?

D Deferem

Sekil 1. Sitokeratin 8’in; Yavru kedilerin testis, ductus epididimis ve ductus defe-
rensindeki immunoreaksiyonu. ST: Seminifer tubdil, Siyah Ok: Sertoli hiicresi, Sari
Ok: Germ hiicresi, Sar ok basi: Leydig hiicresi, Kirmizi ok basi: Miyoid hiicresi, EE:
Epididimis Epiteli, DE: Deferens Epiteli, Siyah ok bagi: Diiz kas hicresi. Bar: 50 pm
(A, C), 25 um (E), 10 um (B, D, F).
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Olgun kedi testisilerindeki St8 immunreaktivitesinin
yavru kedilerde oldugu gibi intersitisyel dokuda, Leydig ve
miyoid hiicrelerinde sekillenmedigi belirlendi. Fakat Sertoli
ve germ hiicrelerinde gekirdekte lokalize kuvvetli seviyede
bir immunoreaktivite gézlendi. St8'in ductus epididimis epi-
telinin sitoplazma ve gekirdeginde immunreaksiyon sekillen-
dirdigi saptandi. Buimmunoreaksiyonun apikal sitoplazmada
yogun, bazal sitoplazma ile ¢ekirdekte ise orta diizeyde ol-
dugu belirlendi. Ayrica reaksiyonun sitoplazmaya kiyasla ¢e-
kirdek etrafinda daha yogun oldugu gorildi. Bunlarla birlikte
St8'in ductus deferens epitellerinde yavru kediler ile benzer
immunoreaksiyon olusturdugu fakat reaksiyon siddetinin ise
daha yogun oldugu belirlendi (Sekil 2).

D D(.furms

Testis

Epldldlmls

TISKIN

~

YE

Sekil 2. Sitokeratin 8'in; Yetiskin kedilerin testis, ductus epididimis ve ductus de-
ferensindeki immunoreaksiyonu. ST: Seminifer tubdil, Siyah Ok: Sertoli hicresi,
Sari Ok: Germ hiicresi, Sari ok basi: Leydig hicresi, Kirmizi ok bagi: Miyoid hiicresi,
EE: Epididimis Epiteli, DE: Deferens Epiteli, Siyah ok basi: Duz kas hicresi. Bar: 50
um (A, C, E), 10 um (B, D), 25 um (F).

Boyanmanin dogrulugunu kanitlama bakimindan pri-
mer antikor yerine PBS ile inkiibasyona birakilan negatif
kontrollerde immunreaksiyon sekillenmedigi gorulda (Sekil
3).

Testis l:pll'ldlmls D.Deferens

YAVRU

YETISKIN

Sekil 3. Sitokeratin 8'in; yavru ve yetiskin kedilerin testis, ductus epididimiste ve
ductus deferenslerindeki negatif kontrol immunoreaksiyonu.

TARTISMA VE SONUC

Yetiskin Sertoli hiicrelerinde intermediyer filamanlar, bazale
yerlesmis cekirdek etrafinda ve plazma membraninin belirli
bolgelerine dogru yayilan yaygin sitoplazmik bir ag olusturur
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(15). Epitel hicrelerinde baskin olan sitokeratinlerin aksine
Sertoli hiicrelerinde baskin olan intermediyer filaman vimen-
tindir. Amlani and Vogl (11), fareler ile yaptiklari ¢alismada
Sertoli hiicrelerindeki intermediyer flamanlarin spermatoge-
nez sirasinda degisiklik gosterdigini bildirmiglerdir. Bunuda
intermediyer filamanlarin, spermatogenezisin erken evresin-
deki spermatitlerin apikal bolgelerinde iken spermatogene-
zin sonraki asamalarinda periniikleere yerlestigi ve zamanla
her iki bolgede de varliklari azalarak ortadan kaybolduklarini
ifade etmislerdir. Yapilan baska ¢alismada sitokeratinlerin,
Sertoli hiicrelerinde fotal ve puberta 6ncesi dénemlerde vi-
mentinle birlikte bulundugu fakat puberta dénemi ile birlikte
ortadan kalktigi belirtilmistir (8). Stosiek ve ark (1990), fotal
testislerdeki Sertoli hiicre dncilerinin hem sitokeratin hem
de vimentin icerdigini ve fetal ddnemin sonuna dogru sitoke-
ratin pozitifliginde bir azalmanin oldugunu ve dogum sonrasi
Sertoli hucrelerinde sitokeratin pozitifligi azalmaya devam
ederek 14 glnlik yasa gelindiginde ortadan kayboldugunu
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada da bildirilen ¢alismalara
paralel sekilde yavru kedilerin Sertoli ve germ hiicrelerinde
St8’in pozitif bir immunreaksiyon olusturdugu gozlendi. An-
cak bazi arastirma bulgularinin aksine, pubertaya girmis ol-
gun kedilerde de Sertoli ve germ hiicre gekirdeklerinde St8
immunoreaktivitesi belirlenmistir. Bu durumun ¢alismada
kullanilan St8 proteinin spesifik 6zelliklerine bagh olabilece-
ginin yani sira tlre 6zgu farkhhklardan kaynaklanabilecegini
distndirmustiar. Ayrica kedilerdeki Sertoli hiicrelerinin St8
intermediyer filamanlarini icermesi bu hiicrelerin epitelyal
kokenli olabilecegi kanisina vardirmistir.

insan ve bazi hayvanlarin rete testis, duktuli eferentis
ve duktus epididimis epitel hiicrelerinin sitokeratin interme-
diyer filamanlarini icerdikleri bildirilmistir (11, 17-20). insan-
larda embriyonal donemden eriskin doneme kadar yapilan
calismada intermediyer filamanlarin erigkin testis ve epididi-
mis dokularinda pozitif reaksiyon verdigi, yetiskinlerde reak-
siyonun apikal bolgede yogunlastigi bildirilmistir (21). Kasper
and Stosiek (22), yetiskin insanlarda epididimiste sitokeratin-
lerin epitel boyunca pozitif reaksiyon verdigini bildirmisler-
dir. Tavsan testis ve epididimisinde yapilan ¢alismada rete
testis epitellerinde sitokeratin (sit. 8/18 ve sit. 5/6/18) im-
munoreaktivitesine rastlaniimadigi, duktuli eferentis ve duk-
tus epididimis epitellerinde ise pozitifimmunreaksiyon belir-
lendigi bildirilmistir (8). Wakui ve ark (13), kdpeklerde rete
testis ve epididimiste yaptiklari calismada epididimiste zayif
sitokeratinler ile vimentinin birlikte eksprese oldugunu, sito-
keratinlerin hiicrenin luminal kismina yakin yogunlastigini
bildirmislerdir. Sunulan ¢alismada yavru ve olgun kedilerde
ductus epididimis epitellerinde bazal ve apikal sitoplazmada
St8 immunoreaktivitesi belirlenmistir. Boylece diger ¢calisma-
lara paralel sekilde kedilerin epididimislerinde St8 proteinin
gbzlenmesi, bu proteinin epididimiste hiicre iskeleti yapisina
katilarak spermlerin olgunlagsmasi, depolanmasi ve tasinmasi
gibi fizyolojik sureglerde 6nemli gorevler Ustlenebilecegini
gostermektedir.

Sitokeratinlerin duktus deferensteki varligi ile ilgi litera-
tir taramasinda g¢alismalarin ¢ok kisitl oldugu gorilmusgtdr.
Regadera ve ark (23), insanlarda fotal, cocukluk ve yetiskin
donemlerdeki ductus deferensin gelisiminde sitokeratinlerin
immunboyama yogunlugunun fotal donemden yenidogan
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donemine kadar arttigi, prepubertal donemde dagilimda
herhangi bir degisiklik olmadigl ancak pubertede 6nemli 6l-
clde arttig1 ve yetiskin yasami boyunca da yuksek kaldigini
bildirmislerdir. Sunulan galismada da gorilen St8 immunre-
aktivitesinin yavru kedilere oranla olgun kedilerde daha yo-
gun gozlenmesi Regadera ve ark (23)'nin puberteda sitoke-
ratinlerin dnemli 6lgtide arttigl bulgusunu desteklemektedir.
Boylece St8’in kedi duktus deferens epitel hiicrelerinin fark-
lilasmasina etki edebilecegi ve buradaki fizyolojik strece de
katki saglayabildigi distinilda.

Sonug olarak; intermediyer filamanlar arasinda en ¢ok
¢esidi olan sitokeratinlerin, yapilan ¢alismalarda fétal ve pu-
berta 6ncesi donemlerde testiste bulundugu, pubertadan
sonra ise Ozellikle Sertoli hiicrelerinde ortadan kayboldugu
bildirilmistir. Yaptigimiz ¢calismada ise yetiskin kedi testisle-
rinde St8 immunoreaktivitesinin bulunmasi, bu sitokeratinin
kedilere 6zgli oldugunu dislindirmistir. Ayrica kedilerin
testis, epididimis ve ductus deferensinde St8’in bulunmasi
diger intermediyer filamanlar ile birlikte hiicre iskeletinin ya-
pisina katildigini, spermlerin olgunlasmasi, tasinmasi ve de-
polanmasinda énemli gorevler lstlendigini akla getirmistir.

CIKAR CATISMASI

Arastirmamizin herhangi bir kurum, kurulus, kisi ile mali ¢ikar
catismasi yoktur ve yazarlar arasinda ¢ikar ¢atismasi bulun-
mamaktadir.
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Bu ¢alismada, kdpeklerde ovaryohisterektomi (OHE) sirasinda monit6rizasyon parametrelerindeki degisiklerin belirlenmesi amaglanmistir.
Kisirlastirma istegiyle getirilen farkl irk ve yaslardaki 30 képek, viicut agirliklarina gére gruplandirildi. Grup 1’e (G1; n=10) viicut agirligi
<15 kg olanlar, grup 2’ye (G2; n=10) vicut agirligi 15-29 kg olanlar ve grup 3’e (G3; n=10) vicut agirhigi > 30 kg olanlar alindi. OHE 6ncesi
nabiz sayisi (HFr), solunum sayisi (RFr), kapillar dolum zamani (CRT) ve viicut isisi (T) kayit edildi. Operasyon sirasinda HFr, ortalama kan
basinci (MAP), RFr, oksijen saturasyonu (SPO5) ile T kaydedildi. Anilan parametreler belirli kritik noktalara (ensizyon, sol ovaryuma ulasma,
sol ovaryumu uzaklastirma, sag ovaryuma ulasma, sag ovaryumu uzaklastirma, servikse ulasma, transfikse dikis uygulamasi, uterusun
uzaklastirilmasi ve kaslarin/derinin kapatilmasi) ulagildiginda ve ayrica 10 dakika araliklarla kayit edildi. Gruplarin operasyon &ncesi
degerlendirilen HFr, RFr, CRT ve T degerleri arasinda fark 6nemli bulunmadi. Kritik noktalara en hizli G1’de ulasildigi belirlendi. HFr kritik
noktalar arasindaki ovaryumlara ulagsma/uzaklastirma asamalarinda G1’de diger gruplara gére 6nemli diizeyde ytiksek belirlendi. RFr, SPO,
ve T parametlerinin gruplar arasinda fark géstermedigi belirlendi. On dakika araliklarla alinan dlglimlerde sadece MAP arasindaki fark
onemli (P= 0.007) bulundu. Sonug olarak; OHE sirasinda zayif kopeklerde HFr, kilolu kopeklerde MAP degerlerinin yiiksek seyrettigi
belirlendi. Bu verinin diger parametrelerinin goz ardi edilmesi anlamina gelmedigi, tim parametrelerin dikkatlice ve birbiri ile baglantil
sekilde yorumlanmasi gerektigi kanaatine verildi.

Anahtar Kelimeler: Képek, monitdrizasyon, ovaryohisterektomi, viicut agirhgi.

Evaluation of Monitoring Parameters According to the Body Weight of Dogs During Ovariohysterectomy
Abstract

The presented study was designed to determine changes in monitorization parameters during ovariohysterectomy (OHE). In the study,
dogs were divided into three groups according to their body weight: group 1 (G1; n=10) included dogs weighing less than 15 kg, group 2
(G2; n=10) between 15 to 29 kg and group 3 (G3; n=10) included dogs weighing 30 kg and more. Each patient’s heart rate (HFr), respiratory
rate (RFr), capillary refill time (CRT) and body temperature (T) were recorded prior to and after anesthetic induction. During surgery, HFr,
blood pressure (S/D and mean), RFr, peripheral oxygen saturation (SPO,) and T were recorded every 10 minutes and at certain critical
points during the operation (incision, reaching the left ovary, removing the left ovary, reaching the right ovary, removing the right ovary,
reaching the cervix, placing the transfixation ligature, removal of the uterus and muscle/skin closure). There were no differences between
the pre-operative HFr, RFr, CRT and T values of the groups. The shortest time to reach critical points was at G1. HFr was found significantly
higher in G1 than the other groups when reaching/removing ovaries critical point. RFr, SPO, and T parameters did not show any significant
difference. There was significances MAP parameter in the 10 minutes interval recordings (P= 0.007). As a result, it was determined that
HFr values in smaller dog breeds and MAP values in large and giant dog breeds were higher during OHE. It was concluded that all
parameters should be interpreted carefully and in conjunction with each other and no vital parameter should be examined by itself.

Key Words: Body weight, dog, monitorization, ovariohysterectomy.

GiRIS bulunmaktadir (1,2). Bundan dolayi yavru elde etmek iste-
Disi képeklerde Gremenin denetlenmesi amaciyla yapi- meyen hayvan sahipleri i¢in en yaygin yontem kSpeklerinin

lan hormonal uygulamalarin ¢ogunlukla tekrarlanma zorun- cerrahi yontemle kisirlastiriimasidir (3).

lulugu ve kemik iligini baskilayabilmeleri (6strojen), kistik en- Kisirlastirma operasyonlari 6zel kliniklerde yapilan elek-

dometriyal hiperplazi, piyometra, meme timérii ve diyabe- tif cerrahi girisimlerin belki de en biiytk kismini olusturmak-

tes mellitus insidensinde artis (progesteron) gibi yan etkileri tadir (4,5). Ginimuzde bu islem sadece képek nufus artisi-

nin engellenmesi icin degil ayni zamanda istenmeyen gebe-
liklerin sonlandiriimasi, reproduktif patolojilerin engellen-
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mesi/tedavi edilmesi yaninda proostrus ve Ostrus déne-
minde gorilen kanama ve davranis degisikliklerinin engel-
lenmesi icin ve son olarak bilimsel arastirmalarda agri ¢alis-
malarinda rutin olarak gergeklestiriimektedir (6). Ozellikle
son yillarda kopeklerde agri yonetimi olduk¢a 6nem kazan-
maya baslamistir. Kisirlastirma isleminin bircok cerrahi ope-
rasyona gore daha standart olmasi, agik abdominal cerrahi
girisimleri icinde yer almasi ve agri parametrelerinin takibi-
nin daha kolay olmasi gibi nedenlerle agn g¢alismalari genel-
likle disi kopeklerin kisirlagtiriimasi -ovariyohisterektomi
(OHE) ve overiektomi (OVE)- tizerinde yapilmaktadir (7).

Tim kisirlastirma islemleri genel anestezi altinda yapil-
makta ve bir risk tasimaktadir. Dolayisiyla anestezideki has-
talarin izlenmesi hayati dneme sahiptir. Takip stireci oldukca
karisik ve ¢ok yonli yetenek gerektirmesi yaninda ¢ok fazla
bilgi ve uygulama gerektirir. Aslinda monitor kelimesi latince
uyari anlamina gelen “monere” kelimesinden tiremistir.
Monitorizasyon ise hastanin énemli degiskenlerini belli ara-
liklarla 6lgme islemine denir. Bu islem duyularimiz veya
elektronik aygitlar aracihigiile yapilabilir. Monitor sadece ikaz
edebilir. Onemli olan hekimin sahip oldugu iyi klinik bilgile-
riyle monitérin ikazini yorumlayabilmesidir (8). Zira nabiz,
solunum sayilari ve kan basing oranlari aslinda anestezinin
derinligi hakkinda bilgi vermez. Bu parametreler birgok fak-
tdrden etkilenebilir. Ornegin anestezik madde miktarinin ar-
tirilmasi kalp ve solunumu baskilayarak bu parametrelerin
degismesine neden olur (8). Anilan parametrelerin takibiyle
operasyon sirasinda bir seylerin ters gidip gitmedigi hakkinda
fikir sahibi olunup 6nlem alinarak riskler en aza indirilir (9).
Hayvanin genel saglik durumu yaninda, yasi, irki, operasyon
sliresi, kullanilan ilaglar ve dahasi, hastalarin artan viicut
agirhg, risk faktorlerini ve komplikasyon insidensini artir-
maktadir (10). Sunulan galisma, bu baglamda hayvanlarin vii-
cut agirliklarina gore gerek rutin kisirlastirma islemleri sira-
sinda gerekse agri ¢calismalari sirasinda kullanilmak tizere op-
timal OHE suresinin belirlenmesi, komplikasyon oranlarinin
ortaya koyulmasi, operasyon sirasinda monitérizasyon para-
metrelerindeki degisiklerin belirlenmesi amaciyla planlan-
mistir.

MATERYAL VE METOT

Sunulan g¢alismanin hayvan materyalini Ondokuz Mayis Uni-
versitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim
Dali Klinigi'ne kisirlastirma istegi ile getirilen, degisik irk ve
yaslarda olan toplam 30 adet kdpek olusturdu (Tablo 1). K6-
pekler viicut agirliklarina gore (g gruba ayrildi. Grup 1’e (G1;
n=10) viicut agirhgr <15 kg olan kopekler, grup 2’'ye (G2;
n=10) vucut agirhg 15-29 kg arasinda olan koépekler ve grup
3’e (G3; n=10) vicut agirlig1 230 kg olan kdpekler alindi. Su-
nulan ¢alisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulunun 2015/59 numarali izniyle gergeklesti-
rildi.

Kisirlagtirma istegi ile getirilen kopekler genel saglik
kontrolleri yapildiktan sonra, reprodiktif sistem; gebelik ve
patolojiler yoninden ultrasonografi ile degerlendirilerek
kaydedildi ve uygun bulunanlar elektronik tarti vasitasiyla
belirlenen viicut agirhiklarina gore gruplara alindi. Tim anes-
teziye alma islemleri ve operasyonlar ayni kisilerce gecekles-
tirildi.

Ovaryohisterektomi Sirasinda Monitorizasyon Parametrelerinin...

Anestezi indiiksiyonu propofol (Propofol®, 6-8 mg/kg,
i.v.; Fresenius Kabi) ile sagland, isofluran (Forane® Likid, Ab-
bott) %2 oksijen ile anesteziye alindi. Anesteziye alinan hay-
van hemen monitorize (Bionet BM5 VET, Tirkiye) edildi.
Hasta basi monitoru kullanim kilavuzunda belirtildigi gibi ko-
peklerin sag articulatio genu, sol articulatio genu, sag articu-
latio cubiti, sol articulatio cubiti ve umbilikal skar hizasindan
hayvanlara baglandi ve anestezi stabil hale geldikten sonra
nabiz sayisi (HFr, atim/dk), ortalama arteriyel basing (MAP),
solunum sayisi (RFr, nefes/dk), oksijen saturasyonu (SPO>)
viicut 1sis1 (T, 'C) parametreleri not edildi. Calismada hayva-
nin hipo- ya da hiper- tansiyonda oldugunun belirlenmesinde
sistolik (SAP) ve diastolik arteriyel basincin (DAP) ortalamasi
olan ortalama arteriyel basing (MAP) dlzeyi, MAP = SAP +
2(DAP)/3 formuli ile hesaplanarak (8) degerlendirildi.

Takip/not alma siireci ensizyona baslanildigi andan son
dikisin koyuldugu ana kadar gergeklestirildi. Degerler ope-
rasyon sirasinda kritik noktalara ulasildiginda ve bu noktalar-
dan bagimsiz olarak 10 dakika araliklarla iki farkh forma kay-
dedildi. Belirlenen kritik noktalar OHE sirasinda yapilan is-
lemlere gore belirlendi. Buna gore; ensizyon yapilmasi (E),
sol ovaryuma ulasma (LOvU), Sol ovaryumu uzaklastirma
(LOvUz), sag ovaryuma ulasma (ROvU), sag ovaryumu uzak-
lastirma (ROvUz), servikse ulasma (Cx), serviksin ligasyonu
(CxL), uterusu uzaklastirma (UtUz), kas ve deri kapanmasi (K)
olarak belirlendi.

Ovaryohisterektomiler rutin yontemle linea alba hiza-
sindan gergeklestirildi. Ligasyon islemleri tim hayvanlarda
sol taraftan baslanarak yapildi. Ardindan abdominal bosluk
kanamalar yoninden kontrol edildi ve hayvan kapatildi. Pe-
riton ve kaslar bir arada olacak sekilde horizontal-U dikisiyle
kapatildi. Deri alti basit ayri dikislerle toplandiktan sonra deri
subkutikiiler dikis ile kapatildi. Dikis materyali olarak Vicryl®
(Ethicon) kullanildi. Ovaryum pedikiilleri, pasif kanamalar, li-
gamentum latum uteri, serviks uteri, periton ve kaslar ile deri
alti ve subkutikler dikis i¢in hayvan biiyikligiine gore USP:
2/0ve Oile ligatire edildi. Operasyon sirasina tiim kdpeklere
%0.9 NaCl (10 mg/kg/saat, damar igi), sonunda meloksikam
(Maxicam®, 0.4 ml/kg, deri alti, Sanovel) ve antibiyotik olarak
enroflaksasin (Baytril K %5°, 1 ml/10 kg, deri alti, Bayer) uy-
gulandi.

Bu islemler disinda operasyon sirasinda anestezi su-
resi, ensizyon hattinin uzunlugu ve sekillenen kanama, organ
rupturu, solunum durmasi, kalp durmasi gibi komplikasyon-
lar not edildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin normal dagilima uygun olup olmadiklari
Posthoc testi ile degerlendirildi ve aykiri degerler belirlene-
rek verilerin normal dagilima uygun olmalari saglandi. Tim
veriler grup ve zamana gore ayri ayri diizenlenerek tanitici
istatistikleri, ortalama, standart sapma, minimum ve maksi-
mum degerler seklinde 6zetlendi. Gruplar ve zamanlar gore
farkhhklar Grup*Zaman interaksiyonlarinda degerlendirile-
bilmesi amaciyla tesadif parselleri deneme deseni uygun
olarak faktoriyel de normal diizeninde degerlendirildi. Basit
ve ana etkilerin karsilastiriimalari Tukey ve Duncan testine
gore yapildi. Tim analiz ve hesaplamalarda SAS (2013) ista-
tistik analiz programi kullanildi.
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BULGULAR

Gruplara ait irk, ortalama yas ve viicut agirliklari Tablo 1'de
gosterilmektedir.

Tablo 1. Gruplardaki kbpeklerin irk, ortalama yas ve viicut agirliklari

Yas Viicut agirhg
Grup Irklar (ay) (X£SD; (kg) (X£SD;
min-mak) min-mak)
Gl ?”';':;(?:_72)) 16.2+125 8.710.8°
(n=10) Husky (n21) (6-36) (6.0 - 15.0)
G2 Zﬂl;'::] g:gn (n=1) 26.5+18.9 213+1.1°
(n=10) Pointer (n=1) (6-54) (17.7 - 28.1)
Anadolu kangal (n=4)
G3 Golden retriever (n=4) 37.2+13.2 34.0+0.9°
(n=10) Alman goban (n=1) (12 - 60) (31.0-41.0)
Labrador retriever (n=1)
P degeri - P=0.0001

Gruplarin operasyon sireleri arasinda 6énemli bir fark
bulunamazken anestezi siiresi (P= 0.03) ve ensizyon hatti
uzunluklan (P= 0.02) arasinda istatistiksel fark bulunmustur
(Tablo 2).

Tablo 2. Ortalama operasyon ve anestezi siireleri ile ortalama en-
sizyon hatti uzunlugu

Ovaryohisterektomi Sirasinda Monitorizasyon Parametrelerinin...

Belirlenen kritik noktalara ulasildiginda elde edilen ve-
riler Sekil 1’de gosterilmektedir. Nabzin sol ovaryuma ulasil-
diginda (LOvU), sol ovaryum uzaklastirildiginda (LOvUz) ve
sag ovaryuma ulasildiginda (ROvU) G1'de diger gruplara gére
o6nemli oranda yikseldigi belirlendi (P= 0.04 ile P=0.01 ara-
sinda; Sekil 1). Operasyon siresi boyunca elde edilen orta-
lama HFr’'nin 124.1 atim/dk ile G1’de G2 (107.7 atim/dk) ve
G3 (117.0 atim/dk)’den 6nemli oranda yiiksek seyrettigi bu-
lundu (P=0.05).

Ortalama kan basinci tiim kritik noktalarda G3'te G1 ve
G2’den 6nemli dizeyde yiiksek bulundu (P= 0.001; Sekil 1).
Gruplarin operasyonlar siiresince elde edilen MAP degerleri
karsilastirildiginda G3’e ait (107.6 mmHg) dizeyin G2 (74.6
mmHg) ve G1 (68.8 mmHg)’den 6nemli oranda daha yiksek
seyrettigi belirlendi (P= 0.05).

Gruplarin RFr degerlerine bakildiginda sadece sag ovar-
yuma ulasildiginda (ROvU) G1'de G2’ye gbre 6nemli bir artis
belirlendi (P= 0.04; Sekil 1). Operasyon siiresince G1'in RFr’si
(21.4 nefes/dk), G2 (14.7 nefes /dk) ve G3 (14.6 nefes /dk)’e
gore 6nemli oranda yiksekti (P=0.05).

Operasyonlar sirasinda gruplarin SPO; arasinda gerek
kritik noktalara ulasildiginda gerekse operasyon siireci bo-
yunca fark olmadigi gérildau (P> 0.05; Sekil 1). Operasyonlar
sirasinda SPO2 G1'de %96.3; G2’'de %95.7 ve G3’te %95.8 ile

Benzer sekilde kritik noktalara ulasildiginda gruplarin
vicut isilar arasinda bir fark olmadigi gérildi (P> 0.05; Sekil
1). Operasyon sirasinda ortalama vicut isisinin G1'de 36.9
C; G2’de 37.0 °C ve G3'te 36.6 °C ile seyrettigi belirlendi. G2
ile G3 arasinda 6nemli fark oldugu belirlendi (P= 0.05).

Ortalama kan basinci
P=0.01

e

100 |—&===F r

Operasyon Anestezi Ensizyon hatti devam etti.
Gru suresi suresi uzunlugu
P (dakika) (X+SD; (dakika) (X+SD; (cm) (X£SD; min-
min-mak) min-mak) mak)
279+1.7 37.3+1.8 5.9+0.22
G1 (n=10) (19 - 35) (29 - 45) (4.5-7.4)
36.3+4.6 47.0+4.4° 7.3+0.6°
62 (n=10) (24 - 64) (31-78) (5.1-12.4)
30.30+2.3 409+1.4 7.48 £0.3%°¢
63 (n=10) (21-43) (35 - 50) (5.0-8.7) o, Nz says
P degeri n.s 0.03 Z’E_: 883 0

n.s.=istatistiksel 6nem yok

Calismada sadece G2'de %20 oraninda (2/10) kompli-
kasyon ile karsilasildi. Bu grupta bir hayvanda sag ovaryum
bir hayvanda ise serviks uzaklastirildiktan sonra kanama go-
raldi. Calisma siliresince baska hi¢bir hayvanda komplikas-
yon gorilmedi. Dolayisiyla toplam komplikasyon orani %6.6
(2/30) olarak belirlendi.

Operasyon oncesi alinan HFr, RFr, CRT ve T parametre-
lerine ait veriler Tablo 3’te gosterilmektedir.

Tablo 3. Operasyon 6ncesi yapilan klinik degerlendirmede elde edi-

len veriler

Gruplar HFr RFr CRT T

(atim/dk) (solumum/dk)  (dolum/sn) (0C)
G1 114.8+7.6 39.6 +6.0 1.3+0.1 38.9+0.2
(n=10) (80 - 148) (20.0 - 88.0) (1.0-2.0)  (38.1-39.9)
G2 106.0 + 10.7 436 +11.7 1.4+0.1 38.9+0.1
(n=10) (72 - 180) (20.0-144.0) (1.0-2.0) (38.4-39.5)
G3 112.8+4.1 62.2+11.9 1.5+0.1 38.8+0.2
(n=10) (96 - 136) (24.0-120.0) (1.0-2.0) (37.8-39.9)
P degeri n.s n.s n.s n.s

n.s.= istatistiksel 5nem yok
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Sekil 1. Belirlenen kritik hedeflere ulasildiginda elde edilen veriler
E: Ensizyon, LOvU: Sol ovaryuma ulasma, LOvUz: Sol ovaryumu uzaklas-
tirma, ROvU: Sag ovaryuma ulasma, ROvUz: Sag ovaryumu uzaklastirma, Cx:
Serviske ulagsma, CxL: Servikse ligatiir koyulmasi, UtUz: Uterusun uzaklasti-
rilmasi, K: Ensizyon hattinin kapatiimasi.

Calismada on dakika araliklarla yapilan degerlendirilme
sonucunda gruplarin HFr, RFr, SPO> ve viicut isilari arasinda
fark bulunamazken MAP degerleri arasinda ilk 20 dakika
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o6nemli diizeyde fark belirlenmistir (P=0.003 ile P=0.007 ara-
sinda; Sekil 2).
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Sekil 2. On dakika araliklarla alinan kayitlardan elde edilen veriler

TARTISMA VE SONUC

Saglkl képeklerde OHE ve OVE kardiovaskiiler ve endokrin
parametreler 6lgllerek perioperatif cerrahi stres degerlendi-
rilebilmektedir (7,11-13). Monitdrizasyonun cerrahi girisim-
ler sirasinda rutin olarak yapilmasi hayati &nem tagimaktadir
ve monitdrizasyon parametreleri 5 ile 20 dakika arasinda
kontrol edilmelidir (8). Ovaryohisterektomide gerceklestiri-
len ovaryum pedikilind sikistirma, dondirme ve baglama
gibi zararli uyaranlar operasyon sirasinda en yliksek trav-
maya neden olan uygulamalardir (14,15). Bu ylzden cerrahi
girisim sirasinda i¢ organlarda olugan agrinin degerlendirile-
bilmesi icin ovaryum pedikiliniin ligatiir edilmesi bir model
olarak calisilmis ve agri calismalarinda kullaniimasinin yararli
olabilecegi sonucuna varilmistir (16). Diger yandan OHE igin
yapilan ¢calismalarda ovaryumlara dokunuldugunda képekle-
rin monitorizasyon parametrelerinde degisiklik oldugu belir-
tilmektedir (17). Bundan dolayi, bu galismada monitérizas-
yon parametrelerindeki degisiklikler 10 dakika araliklarla ve
belirledigimiz kritik noktalara ulasildiginda yapilan 6lglimler
ile belirlenmistir.

Anesteziye almadan 6nce tiim hastalar genel saglk
kontroliinden gegirilmeli ve veriler kaydedilerek anestezi risk
sinifi belirlenmeli, operasyon plani bu risk sinifina gore yeni-
den planlanmali, ertelenmeli veya iptal edilmelidir (8). Ko-
peklerin operasyon 6ncesi yapilan genel klinik muayeneleri
arasinda HFr, RFr, CRT ve T'leri arasinda fark olmamasi ¢a-
lisma basinda tiim hayvanlarin saghkli oldugu gostermekte-
dir. Klinik olarak bu muayeneler hastanin saglikh oldugu di-
sindirmesi agisindan yeterlidir ve Amerikan Anesteziyoloji
Toplulugu’nun belirledigi risk sinifinda gére 1. sinif yani be-
lirlenebilir bir hastaligi olmayan, saglkli hastalar sinifina gir-
mektedir (8). Calisma sirasinda kdpeklerin herhangi birinde
operasyon Oncesi ve takip eden 24 saat icinde 6lim sekillen-
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memistir. Bu bulgular ovaryohisterektomi sirasindaki para-
metrelerin hayvanlarin hayati tehlike yaratacak diizeyde de-
gisiklik gostermedigi seklinde yorumlanabilir. Ayrica grupla-
rin vicut agirliklan arasinda belirlenen P= 0.0001 diizeyin-
deki 6nem, gruplarin vicut agirliklarina gore birbirlerinden
cok farkli sekilde olusturulduklarini ve bu yénden etkili bir
gruplandirma yapildigini géstermektedir.

Sunulan ¢alismada koépeklerin operasyon siireleri, anes-
tezide kalma toplam siireleri ve ensizyon hatti uzunluklar 6l-
cUlmuistlr. Operasyon sliresi en kisa G1'de, en uzun siire
G2’de bulunmasina ragmen gruplar arasinda fark bulunama-
mistir. Anestezide kalma siiresi ise G2’de ortalama 47 dakika
ile diger gruplardan uzun oldugu ve bu sirenin yaklasik 10
dakika ile G1’den 6nemli derecede uzun oldugu belirlenmis-
tir. Ensizyon hatti uzunlugu ise en kisa olarak G1’de belirlen-
mis diger iki grup arasinda fark belirlenmistir. Elde ettigimiz
sonuglar Demir ve Erdogan (3)’in belirledigi 48.25 dk (30-70)
ortalama operasyon siiresiyle uyumludur. Ensizyon hattinin
kiiclik irk hayvanlarda daha kisa biiyik irk hayvanlarda daha
uzun olmasi normal karsilanabilir. Ensizyon hattinin iyilesme
siuresi ise buyilkliginden bagimsizdir ve ister kiiglk ister bi-
yuk bir ensizyon hatti olsun kaynama siiresi 6-12 giindir
(18). Ancak ensizyon hattinin buyukligl ile OHE sonrasi olu-
sabilecek yara enfeksiyonu arasinda bir baglanti olabilir. Zira
biyuk bir yara hattini enfeksiy6z etkenlerden korumak daha
zor olabilir. Burrow ve ark. (4) ile Adin (19)’e gére OHE son-
rasi yara enfeksiyonu orani sirasiyla %2.2 ve %5.7'dir. Bu
oranlar anestezi ve ameliyat sirelerinin uzamasindan etki-
lenmektedir. Bu galismada yara ensizyon hattinda enfeksi-
yon ile karsilagilmamistir. Bunda anestezide kalma sureleri-
nin uzun olmamasi yaninda postoperatif bakiminda iyi olma-
sinin rol oynadigi gbz 6niinde bulundurulmalidir.

Cerrahi girisimler sirasinda kanama, doku rupturu, kar-
diyak arrest, solunum durmasi, diizelmeyen hipotermi, anes-
tezik sok ve iatrojenik gibi birgok risk faktorii bulunmaktadir
(20,21). Komplikasyonlarla kiiguk irklarda orta ve buyuk irk-
lara gore daha sik karsilasiimaktadir (22). Pearson (23)’a gére
kanama kaynakli 6limler OHE’de karsilasilan en yaygin 6lim
nedenidir. Bu oran tecrlibesiz veteriner hekimler ve 6grenci-
lerin katildigl operasyonlarda daha da artmakta ve %20’leri
bulmaktadir (20,24). Burrow ve ark. (4), yaptiklari galismada
%6.4 oraninda operasyon sirasinda kanama belirlemistir. Bu
calismada, karsilasilan %6.6 (2/30) kanama komplikasyonu
yukaridaki calismalar ile benzer bulunmustur. Komplikasyon
sekillenen hayvanlarda kanama odaginin belirlenmesi igin
ensizyon hatti genisletilmis ve kanama durdurulduktan sonra
operasyona devam edilmistir. Bu faktér G2’de ortalama
anestezi siiresinin G1’den daha uzun bulunmasini ve ensiz-
yon hattinin G3 ile yaklasik ayni boyutlarda olmasini agikla-
yabilir.

Nabiz sayisini etkileyen ¢ok sayida ¢evresel ve bireysel
faktdr bulunmaktadir. Ornegin, anestezideki biyiik irk bir ké-
pekte HFr'nin 55 atim/dk’nin altina dismemesi gereklidir.
Ancak bu deger kiiglik irk bir kopek igin ylksek, prepubertal
hayvanlarda ise ¢ok daha yiiksek olabilir. Saglikli ve anestezik
madde almayan bir kdpekte SAP 140-160 mmHg, DAP 85-95
mmHg ve MAP 100-110 mmHg’dir (8). MAP degeri hipo- ya
da hiper- tansiyonun belirlenmesinde tercih edilmeli, 65
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mmHg alti degerler hipotansiyon gostergesi olarak degerlen-
dirilerek 6nlem alinmalidir. Bu dlizeyin altinda hayvan yeterli
doku dolasimini saglayamaz (8). Elde etigimiz veriler MAP
degerlerinin viicut agirhklarina gore farkli seyrettigini goster-
mektedir. Her ne kadar G1'de MAP degeri 68.8 mmHg ile alt
sinira yaklasmis olsa da asagida tartisildigi Gizere G1’deki yik-
sek HFr ve RFr diizeyleri distik MAP degerini kompanze ede-
rek yeterli doku dolasimini saglamistir.

Hoglund ve ark. (17) yaptiklari ¢calismada ovaryum pe-
dikline yapilan akut zararl uyaranlarin HFr ve SAP dege-
rinde artisa neden oldugunu gostermistir. Benzer bulgu piyo-
metrali ve normal kdpekler arasindaki karsilastirmada da be-
lirlenmistir (25). Bu artis sempatik otonom sinir sisteminin
aktivasyonu sonucunda sekillenmektedir. Zararli uyaranlar
noradrenalin ile vasopressin salgilanmasini tetiklemekte ve
bunun yansimasi HFr ile kan basincinda artis olarak belirlen-
mektedir. Hoglund ve ark. (17) ¢calismalarinda birinci ve ikinci
ovaryumu vicuttan uzaklastirirken olgiimlerini yapmis ve
her iki ovaryum arasinda parametrelerin diizelmesi icin 15
dakika beklemislerdir. Bu ¢alismada ise operasyon sirasinda
komplikasyon sekillenmedikce beklenilmemistir ve HFr tim
gruplarda operasyon baslangicindan sonuna kadar azalan bir
egri izlemistir. Ancak ovaryumlara dokunuldugunda G1'de
ozellikle G2’'ye gore HFr'de 6nemli bir artis olmustur. Grup-
lardaki bu yikselmenin yukarida belirtildigi sekilde sempatik
otonom sinir sisteminin aktivasyonundan kaynaklandigi di-
stndlebilir (17,25).

Solunum sayisi ve derinliginin gorsel takibiyle solunum
sistemi degerlendirilebilir (8). Ancak gorsel olarak belirlenen
siyanosiz ile solunum sayisi ve derinliginin degerlendirmesi-
ozellikle hafif ve orta diizeydeki- hipoksi olgularinin belirlen-
mesinde yetersiz kalabilir (26). Normal solunum sayisi 10-20
nefes/dk olmali ve bu deger 8-10 nefes/dk altina dustugiunde
midahale edilmelidir (27). Gruplarin RFr’leri incelendiginde
ortalama en yuksek sonuglarin G1'de oldugu gorilmektedir.
Bu bulgu HFr sonuglarina benzerdir. Buna ragmen gruplar
arasinda fark sadece sag ovaryuma ulagsma noktasinda G1 ve
G2 arasinda bulunmustur. Diger noktalar arasinda fark olma-
masi belirlenen bu ylksekligin rastlantisal oldugunu disiin-
dirmektedir.

Solunum sayisi solunumun nasil oldugu hakkinda tek
basina fikir vermeyebilir. Burada SPO> devreye girmektedir.
Oksijen saturasyonu kan dolasimindaki hemoglobinin oksi-
jen tasima kapasitesini ifade eder ve akcigerlerin dokulara
yeterli oksijeni dagitip dagitmadiginin gostergesidir (8). Nor-
mal bir hastada SPO2 orani %95-100 arasinda seyretmelidir.
Bu oranin %90-95 arasinda olmasi solunum veya dolasim so-
runu baslayabilecegine isaret eder, tetikte olmayi gerektirir.
Oran %90’In altina inmedikge hasta hipoksik sayilmaz,
%85’in altina inmedikge siyanozis sekillenmez (27). Bizim ¢a-
lismamizda SPO2 dizeyleri %95.7 ile %96.3 arasinda seyret-
mis ve %95’in altina inmemistir, bu da istenilen bir diizeydir.
Bu veriler ortalama RFr diizeyleri gruplar arasinda degisse
bile SPO2’'nin bu degisimden etkilenmedigini ve operasyon si-
rasinda dolagimdaki hemoglobin konsantrasyonun yeterli
diizeyde saglandigini géstermektedir.

Azalan viicut 1sisi bircok sistemi etkiler. Ornegin hipo-
termi sonucunda sempatik sinir sistemi uyarilir ve bradikardi,
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kardiyak aritmiler ve baroreseptor refleksinde depresyon se-
killenebilir (15,28). Kopeklerde 37.7-39.2 °C arasinda olan
normal viicut isisinin (29) 37 °C’'nin altina diismesi hipotermi
gostergesidir (30). Hipotermi Armstong ve ark. (31)’'na gore
g farkl derecede degerlendirilir; hafif hipotermi (32-35 °C),
orta dereceli hipotermi (32-28 °C) ve ciddi dereceli hipotermi
(<28 °C). Operasyon sirasinda canlilar anestezik ajanlar, ilag-
lar, asn derecede sivi kaybi, kan kaybi, operasyon bélgesin-
den sekillenen evaporasyon gibi nedenlere bagl olarak ter-
moregiilasyonlarini idame edemezler (30). Ayrica, genel
anestezi vazokonstriksiyonu uyarir ve buna bagh olarak vii-
cut 1sist yeniden dagitilir. Dolayisiyla cerrahi girisimler sira-
sina vicut 1sisin takibi ve diger sistemlerle iliskisinin deger-
lendirilmesi hayati 6nem tasir (8). Cerrahi girisimler esna-
sinda hastalarin viicut isisi siklikla dismekte ve hatta bazilan
hipotermiye girmektedir. Viicut isilari kedilerin %97.5’inde
36.5 °C’nin altinda, insanlarin %28.3-57.8’inde <35 °C’nin al-
tina (30) ve kopeklerin %83.6’sinda <36.5 °C altinda seyret-
mektedir (32). Bu bilgiler isiginda (30-32) viicut isilarinin ope-
rasyon siresince derece derece azaldigi yonindeki bulgu-
muz beklenen bir sonuctur. On dakikada bir yapilan 6lglim-
lerde gruplarin ortalama vicut isilari G1, G2 ve G3 igin sira-
siylade 0.5-1.9°C; 0.1-1.0°Cve 0.1 -0.8 °C arasinda dis-
mustir. Bu sonug viicut 1sisinin zaman iginde 0.3 °Ciile 2.0 °C
arasinda azalabilecegini bildiren yayinlarla benzerdir (3,32).
Ancak bizim calismada viicut agirhgi arttikca vicut isisinin
daha az oranda dustigl dikkati cekmektedir. Bunun nedeni
viicut yag oranin termoregulasyonda, isi kaybinda ve ilag me-
tabolizmasinda 6nemli rol oynamasi olabilir (33).

Ozet olarak, bu galismada ovaryohisterektomi operas-
yonlari sirasinda képeklerin viicut agirliklarinin degerlendiri-
len parametrelerden nabiz sayisi ve kan basing diizeyleri ara-
sinda farkliliklara, 6zellikle kritik noktalara dokunuldugunda,
yol agtigi belirlenmistir. Kritik noktalara ulasildigindaki orta-
lama HFr'nin G1'de diger gruplardan daha yiksek, MAP ise
G3’te daha yuksek bulunmustur. Calismadaki hayvan sayisi,
elde edilen verilerin rutin operasyonlar sirasinda ve bilimsel
calismalarda kullanilabilecek nitelikte olmasi icin yeterlidir.
Ancak daha genis bir hayvan popiilasyonu ile cahlsildig tak-
dirde bireysel farkliliklarin saptanmasi ve bunlarin ¢alisma
verilerini etkileme derecesi belirlenebilir. Bunun yaninda ge-
lecekte bu tip ¢alismalarin planlanmasinda viicut agirliklan
yerine irk blyukliklerine gore (kuglk, orta ve blyik irklar)
planlanmasinin daha uygun sonuglar verecegi 6ngorilmek-
tedir.

TESEKKUR

Gllsah SARAL'In “Kopek buyikliklerine gore ovaryohiste-
rektominin optimal siiresi ve monitdrizasyon parametreleri-
nin arastiriimasi” bashkli yiksek lisans tezinden tretilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar, arastirmanin potansiyel bir gikar ¢atismasi olarak
yorumlanabilecek herhangi bir ticari veya finansal iligki ol-
maksizin yurttildigini beyan etmektedir.
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Bu ¢alismanin amaci, entansif kosullarda yetistiriciligi yapilan Halep kegilerinde Linear, Gompertz ve Richards bilytime egrisi modellerini
kullanarak, biytimeye ait degisimlerin matematiksel modellerle ortaya konulmasi ve en iyi uyumu gésteren modelin tespiti hedeflenmistir.
Calismada, 30 bas erkek ve 30 bas disi toplam 60 bas Halep kegisi oglagina ait dogum ve 7. ay canl agirlik verileri kullaniimistir. Kullanilan
modeller arasindan en iyi modeli belirlemek icin, belirleme katsayisi (R2) ve ortalama hata kareleri (HKO) istatistiksel degerleri
kullanilmistir. Tek dogan (0.98+2.66), ikiz dogan (0.97+1.33) ve disi Halep kegisi oglaklarinda (0.98+1.31), Richards biiylime egrisi modeli
blylmeyi en iyi agiklayan model oldugu belirlenmistir. Erkek Halep kegisi oglaklarinda ise denenen modellerin timd sirasiyla 0.975+1.76,
0.976+2.01 ve 0.976%2.49 bulunmus olup, Gompertz ve Richards modelleri ayni 6lglide tanimlamasina ragmen, HKO degeri en kiiglik olan
Gompertz modelin blylimeyi tanimlayan en iyi model olarak tespit edilmistir. Sonug olarak, tespit edilen belirtme katsayilari (R?) son
derece yiksek olmasina karsin, bunlara ait HKO degeri kiiciik olarak tespit edilmistir. Bu nedenle kullanilan biiylime modellerinin arastirma
materyalimiz olan Halep kegisi oglaklari ile iyi bir uyum sagladigini, yapilmasi diisiiniilen erken seleksiyon ile oldukga isabetli sonuglarin
elde edilebilecegi kanisina variimistir.

Anahtar Kelimeler: Biyiime modeli, canl agirlik, cinsiyet, dogum tipi, Halep kegisi

Estimating Growth in Damascus Goat Kids with Linear and Nonlinear Methods in Breeding Conditions
Abstract

The aim of this study is to reveal the changes in growth with mathematical models by using Linear, Gompertz and Richards growth curve
models in Damascus goats reared under intensive conditions and to determine the model that shows the best fit. In the study, birth and
7th month live weight data of 30 male and 30 female total 60 Damascus goat kids were used. In order to determine the best model among
the models used, statistical values of coefficient of determination (R?) and mean squares of error (MSE) were used. In single born
(0.9842.66), twin (0.97+1.33) and female Damascus goat kids (0.98+1.31), the Richards growth curve model was determined to be the
model that best explains growth. In male Damascus goat kids, all of the tested models were 0.975+1.76, respectively; 0.976+2.01; It was
found to be 0.976+2.49, and although Gompertz and Richards models were described to the same extent, the smallest MSE model was
found to be the best model for describing growth. As a result; Although the coefficients of determination (R2) determined were extremely
high, MSE were also found to be so small. For this reason, it was concluded that the growth models used were in good agreement with
our research material, Damascus Goat kids, and that very accurate results could be obtained with the early selection that is thought to be
made.

Key Words: Birth type, Damascus goat, growth model, live weight, sex.

GiRIS

Bliyiime, canhilarin ortak 6zelliklerinden birisidir ve hem eko-
nomik hem de fizyolojik anlamda 6nem arz etmektedir. Bi-
yime farkli sekillerde tanimlanmis olup, canlilarin sahip ol-
duklari hiicrelerin hem sayisal hem de biyukliklerinin artisi
veya canlilarin agirlik ve boyutlarinin, belirli bir zaman dilimi
icerisindeki artisi olarak tanimlanmasidir (1-4). Hayvanlarda
buyumeyi tanimlayabilmek igin farkli modeller kullaniimak-

tadir. Her canlinin biyimesi farkli olup o canlyi en iyi tanim-
layan modeller gelistirilmistir (5). Bluyime egrisi, zamanin ya-
sinin bir fonksiyonu olarak agirlik grafigidir. Egri, zamanla
hayvanin viicudunda meydana gelen kademeli bir artis sek-
linde olup sigmoidal seklindedir. Sigmoid egrisinin g farkli
asamas! vardir. Biyimenin basladig hazirlik asamasi yani
dogum Oncesi donemdir. Egrinin hizl bir artis gosterdigi do-
nem yani dogum sonrasi, son kisim ise bliyiime ve gelismenin
azaldigi hatta durdugu donem yani ergin yas donemidir (6,7).
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Bliyime dogumdan 6nce baslayip ergin déneme kadar
devam etmektedir. Dogumdan 6nce oransal olarak az bir bi-
yiime meydana gelmekte ve baslangicta yavas olan biyiime,
dogumu takiben artmaya baslamaktadir. Clinkii dogumdan
sonraki donemde buyime birimlerindeki artis zamana gore
daha fazla olmaktadir. Bu donem hayvanlarin biyime yo6-
ninden en fazla kazangh olduklari donemdir. Bu donemde
kisa zamanda oransal olarak hizh bir gelisme olmaktadir. Eg-
rinin Ust kismindaki bikilme, bitin dokularin biylime ve
gelismesini durdurdugunu ya da yavasladigini gdstermekte-
dir(7-9).

Bu ¢alismada, Halep kegisi oglaklarinin dogum ve 7. aya
kadar canli agirliklari alinmis ve farkli biiyiime egrisi model-
leri kullanilarak blyimenin tanimlanmasina galisiimistir.

Calismada, regresyon analizi ile dogrusal, Gompertz ve
Riharrds modellerinin kullanimi ile de dogrusal olmayan
(non-linear) modeller ile biyimeleri tanimlanmistir.

MATERYAL VE METOT

Materyal

Calismanin hayvan materyalini, Diyarbakir ilinde 6zel bir en-
tansif sit kegisi isletmesinde 30 bas erkek ve 30 bas disiden
olusan toplam 60 bas Halep kegisi (Damascus veya Sami) og-
lagi olusturmustur.

Metot

GCalismada, entansif sut kegisi yetistiriciligi yapan 6zel bir is-
letmede, cinsiyet ile dogum tipi dikkate alinarak tespit edilen
60 bas Halep kegisi oglaklarindan alinan, dogum ve 7 aylik
canh agirliklar olusturmustur.

Halep kegisi oglaklari, dogumdan sonra ilk 24 saat siire
asilmadan 10 gr hassas (Dikomsan CVT 20, Ankara) kantarla
dogum agirliklari alindiktan sonra, kiipeleme islemi yapilarak
kayit altina alinmistir. Ayrica dogumdan hemen sonra selen-
yum ve E-vitamini enjeksiyonu yapilmistir. Oglaklar ilk bir
hafta analari ile beraber daha sonra ise giindiiz saatlerinde
analarindan ayri olarak, gece saatlerinde ise analari ile bir-
likte tutulmuslardir. Oglaklarda siitten kesim zamani orta-
lama 3 aylik yasta (90 giin) olmustur. Siitten kesim sonrasi
ise oglaklar, kuru yonca otu ve biyitme yemi ile beslenmis-
tir. Ayrica sitten kesim sonrasinda tim oglaklara i¢-dis para-
zit miicadelesi yapilmistir. Daha sonra oglaklar 5. aylik yastan
sonra isletmede uygulanan yemleme kosullarina goére, kuru
fig otu ve isletmede hazirlanan kegi yemi ile beslemeleri ya-
ptimistir.

Calismada, oglaklarin bliylimelerini tanimlaya bilmek
icin dogum dahil 7 aylik yasa kadar her ay 10 grama duyarl
kantarla canli agirhiklari alinmistir. Tespit edilen canli agir-
lik Gzerine dogum tipi ve cinsiyet faktorlerinin etki mikta-
rini belirleyebilmek igin En Kiicik Kareler Metodu kullani-
larak her 6zellik igin ayri ayri matematiksel modeller olus-
turulmustur. Calismada, canli agirhk ortalamalari arasin-
daki farklar Duncan testi kullanilarak istatistiki énem
kontrolleri yapilmistir. Oglaklara ait dogum agirliklar ile
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farkli dénemlere ait blylime performanslarinin tespiti
igin;
Yiik=p+ai+bj+eijk

Yukarida belirtilen, toplamal genel dogrusal model uy-
gulanmistir. Faktorler arasindaki interaksiyon ise sifir olarak
degerlendirmesi yapiimistir.

Yijk= i. dogum tipi, j. cinsiyet ve k. oglagin canli agirhg
u= Populasyon ortalamasi

ai = i. dogum tipinin etkisi, i=1,2 (tek, ikiz)

bj=j. cinsiyetinin etkisi, j= 1, 2 ( erkek, disi)

ejjk= Hata

Biiyiime Egrilerinin Olusturulmasi

Calismada, bliylime egrisinin tahmin edilmesinde dog-
rusal yontem (Linear) olarak regresyon analizi yéntemi kulla-
nilirken, dogrusal olmayan yontemlerde (Non-linear) ise
Gompertz ve Richards modelleri kullaniimistir (4,10,11).

Model Denklemleri;

Linear: y(t)=a+b.t+e
Gompertz: y(t) =a exp(-B exp(-kt)) +
Richards: y(t) =a /(1+B exp(-kt))1/ m +&

Bu modellerde;

y: t zamanindaki biyuklik,

t: Zaman,

a: Asimptotik buyikluk

¢, b: Baylime ile ilgili parametreler
€: 2,7182 sabitidir.

Calismada, SPSS 12 istatistik programi kullanilarak ya-
piimistir (12).

BULGULAR

Calismada, 60 bas Halep kegisi erkek ve disi oglaklarinda,
dogum agirliklari ve 7 aylik canli agirliklar alinmig ve bu agir-
liklara ait tanimlayici istatistiki degerler Tablo 1'de verilmis-
tir. Buna gore cinsiyet ile dogum tipi faktorleri géz 6niine
alindiginda dogum agirliklari ve 7 aylk periyotta tespit edi-
len canli agirliklara, cinsiyet faktori géz 6niine alindiginda
erkek oglaklarin, disi oglaklara gore, dogum tipi faktori goz
onlne alindiginda ise, tek dogan oglaklarin, ikiz dogan og-
laklara gore daha agir olduklari tespit edilmistir. Cinsiyet
bakimindan agirhk ortalamalari arasindaki fark, dogum
agirhigi hari¢c tum donemlerde erkek oglaklar lehine 6nemli
(P<0.05) oldugu, dogum tipi bakimindan agirlik ortalama-
lari arasindaki fark tek dogan oglaklarin lehine dogum agir-
g1 dahil tim donemlerde 6nemli (P<0.05) bulunmustur.
Tablo 1'de Halep kegisi oglaklarina ait tanimlayici istatistik-
ler verilmistir.
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Tablo 1. Halep kegisi oglaklarina ait tanimlayici istatistikler

Dénemler Cinsiyet Dogum tipi
(kg) n C X %S, Min Max n DT X +S, Min Max
Dogum 30 E 3.9740.16 2.0 5.40 30 T 4.13+0.124° 2.80 5.40
Agirlig 30 D 3.43+0.11 2.0 5.20 30 i 3.200.117b 2.00 4.60
1. AyCA 30 E 7.24+0.432 2.80 11.20 30 T 7.59+0.302 4.60 11.20
30 D 5.73+0.24b 3.60 8.60 30 [ 5.19+0.25b 2.80 9.20
2. AyCA 30 E 10.36+0.71° 5.20 19.30 30 T 11.1240.55° 5.00 19.30
30 D 8.15+0.39b 5.00 11.80 30 [ 7.08+0.28° 5.20 11.10
3. AyCA 30 E 12.78+0.96° 6.70 25.00 30 T 13.99+0.70° 7.20 25.00
30 D 10.26+0.43P 7.10 15.40 30 [ 8.68+0.29P 6.70 13.90
4 AyCA 30 E 14.79+1.10° 6.90 29.30 30 T 16.74+0.70° 11.80 29.30
30 D 11.95+0.57° 7.00 18.20 30 [ 9.54+0.30P 6.90 15.90
5. AyCA 30 E 22.04+1.662 7.10 41.20 30 T 24.96+1.06° 16.10 41.20
30 D 18.66%0.80P 10.30 28.10 30 [ 15.14+0.59° 7.10 19.20
6. AyCA 30 E 22.25+1.682 7.10 41.60 30 T 25.21+1.082 16.20 41.60
30 D 18.86+0.81° 10.40 28.40 30 i 15.30+0.60° 7.10 19.50
7. AyCA 30 E 25.40%1.892 6.80 41.20 30 T 28.34%1.222 17.60 41.20
30 D 20.66+0.89b 11.80 31.00 30 [ 16.97+0.68> 6.80 21.80

a,b,: Farkli harf tasiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemlidir (P<0.05)
CA: Canli agirlik, E: Erkek, D: Disi, DT:Dogum Tipi, T:Tek dogan, i: ikiz Dogan

Tek Dogan Halep Kegisi Oglaklarina Ait Biiyiime Egrisi
Modelleri

Tek dogan Halep kegisi oglaklarinin dénemsel agirliklarina
ait buyume egrisi modelleri Tablo 2 ile Grafik 1, 2 ve 3 in-

celendiginde, blyumeyi en iyi tanimlayan modelin, be-
lirtme katsayisi (R?) %98 olan Richards modeli oldugu tes-
pit edilmistir.

Tablo 2. Tek Dogan Halep kegisi oglaklarinda agirliga iliskin Bliyime Egri Modelleri sonucunda elde edilen Belirtme Katsayisi (R2) ve Hata
Kareler Ortalamalari (HKO)

Parametreler

Model R? HKO A.K.
a b d

Linear 0.281+1.183 3.648+0.234 0.976 2.30 -0.891

Gompertz 41.93+10.40 0.262+8.14 4.16+1.095 0.979 2.42

Richards 28.75+2.94 5.16+5.27 1.36+1.42 5.14+0.826 0.981 2.66

y: t zamanindaki blyuklik, t: Zaman, a: Asimptotik blyuklik, ¢, b : Bliyime ile ilgili parametreler, €: 2,7182 sabitidir.

Grafik 1. Tek Dogan Halep kegisi Oglaklarina
iliskin biylime egrisi modeli
(Linear)

Agirhllar

Zaman Birimi (ay)

Agirhiklar

Grafik 2. Tek Dogan Halep kegisi oglaklari-
nailiskin blyime egrisi modeli
(Gompertz)

Agirhklar

Zaman Birimi (ay)

Grafik 3. Tek Dogan Halep kegisi oglakla-
rina iliskin bliylime egrisi modeli
(Richards)

Zaman Binmi (ay)

ikiz Dogan Halep Kegisi Oglaklarinda Agirliga iliskin Biiyiime Egrileri
ikiz dogan Halep kegisi oglaklarinin dénemsel agirliklara ba-
kimindan Tablo 3 ve Grafik 4, 5 ve 6 incelendiginde,

biiyimeyi en iyi tanimlayan modelin, belirtme katsayisi (R?)
%97 ile Richards modeli oldugu gorilmektedir.
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Tablo 3. ikiz dogan Halep kecisi oglaklarinda agirliga iliskin biiyiime egri modelleri sonucunda elde edilen belirtme katsayisi (R?) ve hata
kareler ortalamalari (HKO)

Parametreler

Model R2 HKO A.K.
a b c d

Linear 0.782+0.855 2.0931+0.169 0.962 1.20 -0.891

Gompertz 30.79+£15.30 0.19949.86 5.074+2.71 0.966 1.32

Richards 16.92+1.47 9.52+16.38 2.32+4.13 5.65+1.16 0.972 1.33

y: t zamanindaki blyukliik, t: Zaman, a: Asimptotik biyUklik,c, b : Bliyiime ile ilgili parametreler, €: 2,7182 sabitidir.

Grafik 4. ikiz Dogan Halep kegisi oglakla-
rina iliskin blyume egrisi modeli
(Linear) P

Agrhklar
Agirhiklar

Grafik 5. ikiz Dogan Halep kegisi oglaklarina
iliskin buylime egrisi modeli
(Gompertz)

Grafik 6. Tek Dogan Halep kegisi oglakla-
rina iliskin bliylime egrisi modeli
(Richards)

Agirhklar

an 0.0 o

Zaman Binmi (ay)

Erkek Halep Kegisi Oglaklarinda Agirliga iliskin Biiyiime Egrileri
Erkek Halep kegisi oglaklarinin farkli donem agirliklarina ait
blylme egrisi modelleri Tablo 4 ve Grafik 7, 8 ve 9 incelen-
diginde, farkli donem agirliklarina iliskin belirtme katsayilar
(R?) siraslyla; %97.5, %97.6, %97.6 olarak tespit edilmis olup,

Zaman Birimi (ay)

Zaman Birimi (ay)

degerler birbirlerine ¢ok yakin olarak tespit edilmistir. Ric-
hards ve Gompertz modelleri erkek cinsiyet icin biylimeyi en
iyi tanimlayan modeller olarak tespit edilmistir.

Tablo 4. Erkek halep kegisi oglaklarinda agirliga iliskin blytime egri modelleri sonucunda elde edilen belirtme katsayisi (R2) ve hata kareler
ortalamalari (HKO)

Parametreler

Model R2 HKO A.K.
a b c d

Linear 0.683+1.033 3.119+0.204 0.975 1.76 -0.891

Gompertz 39.40+12.45 0.23310.084 4.45+1.52 0.976 2.01

Richards 29.59+12.30 2.27+3.36 0.538+0.824 4.77+1.12 0.976 2.49

y: t zamanindaki biiyiikliik, t: Zaman, a: Asimptotik biiytikliik,c, b :

Grafik 7. Erkek Halep kegisi oglaklarina
iliskin blylime egrisi modeli
(Linear)

Agirhiklar

Agirhiklar

Grafik 8. Erkek Halep kegisi oglaklarina
iliskin blyime egrisi modeli
(Gompertz)

Biiyiime ile ilgili parametreler, €: 2,7182 sabitidir.

Grafik 9. Erkek Halep kegisi oglaklarina
iliskin bliyime egrisi modeli
(Richards)

Agirhlklar

Zaman Binrmi (ay)

Disi Halep Kegisi Oglaklarinda Agirliga iliskin Biiyiime Egrileri
Halep kecisi disi oglaklarinda donemsel agirliklara iliskin
blyime egrisi modelleri Tablo 5 ile Grafik 10, 11 ve 12 in-

Zaman Binimi (ay)

Zaman Birimi (ay)

celendiginde, belirtme katsayisi (R?) en yiiksek olan Ric-
hards modeli %98 ile blylimeyi en iyi tanimlayan model
olmustur.
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Tablo 5. Disi Halep kegisi oglaklarinda agirliga iliskin biyime egri modelleri sonucunda elde edilen belirtme katsayisi (R2) ve hata kareler
ortalamalari (HKO)

Model Parametreler R? HKO AK.
a b c d

Linear 0.464+1.003 2.611+0.199 0.966 1.66 -0.891

Gompertz 32.03+10.53 0.243+0.094 4.36+1.54 0.971 1.74

Richards 19.76+0.809 156.30+11370.09 46.61+3415.46 6.1916.22 0.982 1.31

y: t zamanindaki blyuklik, t: Zaman, a: Asimptotik blyuklik,c, b : Buylime ile ilgili parametreler, €: 2,7182 sabitidir.

Grafik 10. Disi Halep kegisi oglaklarina ilis-
kin blylme egrisi modeli
(Linear)

Agirhiklar
Agirhilklar

Grafik 11. Disi Halep kegisi oglaklarina ilis-
kin blylme egrisi modeli
(Gompertz)

Grafik 12. Disi Halep kegisi oglaklarina
iliskin blytime egrisi modeli (Richards)
(Richards)

Agirhklar

Zaman Binmi (ay)

Calismada elde edilen bliylime modellerine ait belirtme
katsayisi (R?) ve hata kareler ortalamasi (HKO) Tablo 6’ da ve-
rilmistir.

Tablo 6. Bliylime egrisi modellerine ait belirtme katsayisi (R2) ve
hata kareler ortalamasi (HKO)

Modeller Ozellikler R? HKO
Tek 0.976 2.30

ikiz 0.962 1.20

Linear Erkek 0.975 1.76
Disi 0.966 1.66

Tek 0.979 2.42

ikiz 0.966 1.32

Gompertz Erkek 0.976 2.01
Disi 0.971 1.74

Tek 0.981 2.66

Richards ikiz 0.972 1.33
Erkek 0.976 2.49

Disi 0.982 1.31

Verilerincelendiginde, Halep kegisi dogum tipi bakimin-
dan tek ve ikiz dogum, cinsiyet bakimindan ise disi cinsiyet
icin en uygun modelin Richards, erkek cinsiyet icin ise Ric-
hards ve Gompertz modelin birlikte uyum goésterdigi tespit
edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Calismada, Halep kegisi oglaklarinin farkl donem agirliklarina
ait blilyime modellerinin parametre tahminleri yapilarak, bu
parametrelere ait tanimlayici istatistikler dogum tipi (tek,
ikiz) ve cinsiyet (disi, erkek) olarak Tablo 2, 3, 4, 5 ve 6’da
sunulmugtur. Tablo 2 ve 3 incelendiginde Richards mode-
linde belirleme katsayisi (R?) Tek dogan oglaklar icin %98, ikiz
dogan oglaklar igin ise %97 olarak tespit edilmis ve dogum

Zaman Birini (av)

Zaman Binmi (ay)

tipi bakimindan en iyi modelin Richards oldugu tespit edil-
mistir. Cinsiyet bakimindan ise erkek oglaklar icin belirtme
katsayisi her iki modelde de (R?) %97 olarak bulunmus ve bii-
yumeyi en iyi tanimlayan modelin Richars ve Gompertz’ in
birlikte en uygun model oldugunu, disi oglaklar icin ise be-
lirtme katsayisi (R?) %98 olarak bulunmus ve biyiimeyi en iyi
tanimlayan modelin Richards oldugu tespit edilmistir. Uc
farkli modelin canh agirlik ve zaman arasindaki korelasyon
katsayilar cinsiyetlerde ve dogum tiplerinde R:0,89 olarak
tespit edilmistir. Beetal kegisi oglaklarindan 12 aylik agirlk-
lari alarak yapmis olduklari ¢calismalarinda, belirtme katsayisi
(R?) %99 olarak tespit etmisler ve biiylimeyi en iyi tanimlayan
modelin Brody oldugunu bildirmislerdir (13). Benzer bir ¢a-
lismada, Sirahi kegilerinin 12 ayhk agirhklar kullanarak 5
farkli model uygulamislar ve Brody modelinin en iyi model
oldugu, (R%: %99.1) bildirmislerdir (14). Akkegilerde yapilan
calismada ise, belirtme katsayisini (R?) %99.3 ile Weibull mo-
delinin eniyi sonug verdigini bildirmislerdir (15). Yukarida bil-
dirilen arastirmacilarin disinda, farkli arastirmacilarin da ¢a-
lismalari bu ¢alismanin sonuglari ile benzer bulunmustur
(3,4,7).

Alpin, Damascus ve Yerli Tunus kegileriyle yapilan galig-
malarda Gompertz modelinin belirtme katsayisini (R%) %71
en uygun olarak belirlemislerken (16), calismalarinda 5 farkli
blylime egrisi modeli kullanmislar ve en uygun metodun
Monomolekiiler ve Gompertz Modeli (R?: %95) ile agiklamis-
lardir (17). Ayrica Ankara kegilerinde yapilan ¢alismada aras-
tirmacilar, Logistic (R%:0.957), Gompertz (R%: 0.956) biiyiime
modellerinin de kullanilmasinin uygun oldugunun kanisina
varmislardir (18). Bliyimeyi tanimlamada en uygun modelin
Logistic (R:% 91) oldugunu bildirilmistir (19). Ankara kegisi
oglaklariyla yapmis olduklari galismalarinda Logistic ve Gom-
pertz modellerini kullanmislar ve her iki modelin de biyu-
meyi ayni derecede tanimladigini (R%:%95) bildirmiglerdir
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(20). Yukaridaki ¢alismalarda elde edilen sonuglar, bu cals-
mada elde edilen degerlerden daha disiik bulunmustur. Yu-
karida belirtilen galismalar ile bu ¢alisma sonuglari karsilasti-
rildiginda farkhhklarin sebebi, galismalarin farkli irk, bakim ve
besleme uygulamalarindan kaynaklanabilir. Bu ve diger ¢alis-
malarin sonuglarina bakildiginda, hesaplamasi yapilan para-
metre tahminlerinde, bliylime modeline gore farkliliklar ola-
bilmektedir. Bu sebeple blylmeyi en iyi tanimlayan modelin
seciminde, model uyumuna ait farkl istatistiki olgttler kulla-
nilmasi Onerile bilinir. Buna bagl olarak galisma sonuglari
karsilastinldiginda olusan farkliliklarin sebebinin ¢alisma-
larda farkli irk ve bakim-besleme kosullarindan kaynaklanmig
olabilir.

Sonug olarak, Halep kegisi dogum tipi bakimindan tek,
ikiz ve cinsiyet bakimindan ise disi cinsiyet icin en uygun mo-
delin Richards, erkek cinsiyet icin ise Richards ve Gompertz
modelin birlikte uyum gosterdigi tespit edilmistir. Yasa bagh
olarak agirlik siireci incelendiginde, dogum tipi bakimindan
tek, ikiz ve cinsiyet bakimindan ise disi cinsiyet icin dogrusal
olmayan Richards, modelinin, erkek cinsiyet icin ise Richards
ve Gompertz modellerinin, dogrusal modellerinden daha ba-
sarili oldugu belirlenmistir. Bliyiime siireci incelendiginde
blylmenin “S” seklinde sigmoidal bir yapi gosterdigi ve bu
slrecin dogrusal olmayan modeller ile tanimlanmasinin daha
faydali olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica bu slirecte uy-
gulanan blylime modellerinin se¢iminde, modele ait para-
metrelerin, dogrusal olmayan blylime model parametreleri
gibi biyolojik olarak yorumlanabilir olmasi tercih edilmelidir.
Halep kegisi oglaklarinda biylime ve biyime ile iliskili farkh
ozellikler icin gelistirilecek olan gevresel ve genetik islah
programlarina fayda saglanmasi hedeflenmistir. Ayrica kulla-
nilan farkh biiyime egrisi modellerinden yararlanilarak, og-
laklarin 7. ay canli agirliklarinin tahmini ile yapilacak bir erken
seleksiyonun, oldukga isabetli sonuglar verebilecegi kanisina
varilmigtir.
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Abstract

This study was conducted to determine some slaughter and carcass characteristics of Simmental bulls in a private slaughterhouse in
Kirikkale province. The pre-slaughter age and pre-slaughter weights of Simmental bulls were detected as 16.91 months of age and 628.92
kg. Hot and cold dressing percentages were determined as 58.81% and 57.66%, respectively in the study. While the area of M. Longissimus
dorsi (MLD) was detected as 98.19 cm?; the back fat thickness value was 0.64 cm. In the study, it was seen that carcass length, chest
depth, leg length and leg width values were 205.77 cm, 73.55 cm, 63.42 cm and 65.48, respectively. This study was important in terms of
Simmental cattle production in Kirikkale province. Thereby, it can be predicted that the results of the present study will provide a data
archive for further studies.

Key Words: Kirikkale, Simmental, slaughtering and carcass traits.

Kirikkale ilinde Kesilen Simental Irki Sigirlarin Bazi Kesim ve Karkas Ozellikleri
0z
Bu calisma Kirikkale ilinde sigir kesimlerinin yapildigi 6zel bir et kombinasinda kesilen Simental irki tosunlarin bazi kesim ve karkas
ozelliklerinin ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir. Calismada Simental irki tosunlarin ortalama 16.91 aylk yasta kesime sevk edildikleri
ve kesim dncesi canli agirlik ortalamalarinin ise 628.92 kg oldugu belirlenmistir. Simental irki tosunlar igin sicak ve soguk karkas randimani
degerleri sirasiyla %58.81 ve %57.66 olarak belirlenmistir. M. Longissimus dorsi (MLD) kesit alani ise 98.19 cm?2 olurken; kabuk yagi kalinhig
ise 0.64 cm olarak tespit edilmistir. Calismada karkas uzunlugu, gégus derinligi, but uzunlugu ve but genisligi degerlerinin sirasiyla 205.77

c¢cm, 73.55 cm, 63.42 cm ve 65.48 cm oldugu goérilmigstir. Galismanin, Kirikkale ilinde Simental irkinin verim performansinin
degerlendirebilmesi agisindan 6nemli olacagi ve dolayisiyla sonraki arastirmalar icin de 6nemli bir veri niteliginde olacagi 6ngériilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kesim ve karkas 6zellikleri, Kirikkale, Simental.

INTRODUCTION their superiority regarding edible meat percentage in car-
A major percentage of daily consumed protein is obtained casses as well as carcass tissue (4).

from animal origin foods in the developed countries, and In Turkiye, slaughtering for cattle are performed in four
more than half of the total agricultural incomes are supplied different systems such as meat and milk board, municipal
from animals and animal origin products in these countries slaughterhouses, meat combines of private sector and un-
(1). As well as production of animal origin products, con- controlled slaughtering. Of those, slaughterhouse of public
sumption amount also draws attention as a critical criterion and private sectors are the institutes that apply the techno-
in comparison of the developmental levels of the countries logical innovations and utilize from almost whole of the ani-
(2). At this point, cattle are one of the most important mals. The slaughters are performed more simply in the mu-
sources of meat consumption in Tiirkiye. nicipal slaughterhouses and less yield is obtained from the

Carcass and carcass quality in cattle are the most sub- by-products of the animals (5).

stantial factors that determine the meat yield and also im- A significant increase has been observed in the amount
portant for the breeders and consumers. In this respect, the of the crossbred animals in the recent years in Kirikkale prov-
factors that affect carcass and meat quality also are the pri- ince that has 0.43% of the total number of cattle in Tdrkiye
mary issues in terms of acquiring the expected quality level. (6). Also with the effect of increased cattle breeding in the
Of those factors, also sex and breed of the slaughtered ani- province Simmental and Simmental crossbred cattle consti-
mals are the privileged factors to take into consideration (3). tute a great portion of the overall existence of cattle (7).
Bulls are commonly preferred by the breeder facilities for The aim of the present study is to determine some

slaughter and carcass characteristics of the bullocks from
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pure Simmental breed slaughtered between 16-18 months
of age as an indicator of the cattle slaughters in Kirikkale
Province.

MATERIAL AND METHODS

Animals and Data Collection

The present study was carried out in a slaughterhouse man-
aged by a private sector company that shows activity with
regular workflow and reliable records in Kirikkale province.
In the study, some slaughter and carcass characteristics of
50 male cattle from Simmental breed slaughtered between
16-18 months of age on the certain control days were iden-
tified as well as monitoring of records related with routine
slaughters.

In the study, some zoometric body measurements (8)
such as chest circumference, chest depth, body length and
cannon-bone circumference were taken using a measuring
tape before the slaughter of 50 Simmental bullocks between
16-18 months of age.

As in many slaughterhouses in Tirkiye, live weights of
the animals cannot be measured before the slaughter alsoin
this private meat combine in which the slaughters were per-
formed within the scope of the present study. Therefore, live
weights of the bullocks were calculated using the formula,
which was developed by Willeke and Diirsch (2002) for Sim-
mental and applied with a very high coefficient of determi-
nation (0.94) between chest circumference and live weight,
before the slaughter performed on the control days. Then,
hot carcass values were obtained based on the pre-slaughter
estimated live weight calculated by the specified formula;
Estimated live weight = 137.6 — 2.647 x chest circumference
+0.024 x (chest circumference)?

On the day of slaughtering, after noncarcass compo-
nents such as head, feet, skin were recorded, hot carcass
weights were determined. After, the carcasses were stored
at +4°C for 24 hours in the cold storage room. The weights
were measured and hot and cold dressing percentages were
determined based on the estimated pre-slaughter live
weight.

In the study, some carcass measurements including the
carcass length, chest depth, leg length and leg width were
detected. Also, the region between the 12 and13™ ribs was
used to determine the M. Longissimus dorsi (MLD) cross-sec-
tional area. The MLD cross-sectional area was drawn on a
tracing paper, as stated by Akbas et al., (2018), and trans-
ferred into a computer by scanning. Then, the MLD cross-
sectional area was determined using AutoCAD (2019) draw-
ing software. The backfat thickness was measured and cal-
culated by using a digital caliper in the same crossection.

The study was approved by the Burdur Mehmet Akif Er-
soy University Local Ethics Committee on Animal Experi-
ments (18.09.2019, resolution number: 538).

Statistical Analyses

The data were statistically compared by using 19.1.1 version
of Minitab (2019) statistical packaged software. An intense
descriptive statistical analysis was applied on the data with
the means and standart errors of means.
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RESULTS

Table 1 shows the values of some zoometrical measure-
ments such as chest circumference, chest depth, body length
and cannon-bone circumference for 50 Simmental bulls aged
between 16-18 months taken on certain days before the
slaughter. According to the table, mean values of chest cir-
cumference, chest depth, body length and cannon-bone cir-
cumference were detected to be 206.35 cm, 77.70 cm,
133.69 cm and 22.15 cm, respectively.

Table 1. Some zoometric body measurements of simmental bulls
taken before the slaughter (X Sy )

Traits Values cv

206.35+0.91 5.12
77.70+0.77 6.48
13.69+0.88 6.94
22.15+0.45 7.11

Chest circumference (cm)

Chest depth (cm)

Body length (cm)

Cannon-bone circumference (cm)

CV: Coefficient of Variation (%)

Slaughter and carcass characteristics of the Simmental
bulls were presented in Tables 2-4. As seen in tables, While
the estimated pre-slaughter live weight was 628.92 kg, hot
carcass weight was detected as 58.81%. Hot and cold dress-
ing percentages were determined as 58.81% and 57.66%, re-
spectively in the study. While the area of M. Longissimus
dorsi (MLD) was detected as 98.19 cm?, the back fat thick-
ness value was 0.64 cm. According to findings related to car-
cass measurements, it was seen that carcass length, chest
depth, leg length and leg width values were 205.77 cm, 73.55
cm, 63.42 cm and 65.48, respectively.

Table 2. Certain slaughter and carcass characteristics of simmental
bulls (X +5% )

Traits Values cv
EPLW (kg) 628.92+0.55 7.18
Hot carcass weight (kg) 370.44+4.88 9.32
Dressing percentage (%) 58.81+0.22 2.65
363.18+4.02 10.48
1.95+0.12 9.67
57.6610.31 8.45
28.40+0.34 8.61
14.35+0.22 10.67
58.321+0.85 10.34
14.04+0.17 8.74
2.27+0.03 8.80
7.10+0.08 7.75
1.1940.02 10.20
1.43+0.02 9.55
54.88+0.69 8.95
13.80+0.16 8.23
21.8210.35 10.51
0.81+0.01 7.95

Cold carcass weight (kg)
Chilling loss (%)

Cold dressing percentage (%)
Head weight (kg)

4 feet weight (kg)

Skin weight (kg)

Lungs and trachea weight (kg)
Heart weight (kg)

Liver weight (kg)

Spleen weight (kg)

Kidney weight (kg)

Full stomach weight (kg)

Full intestine weight (kg)
Internal and KPH weight (kg)
Testicles weight (kg)

EPLW: Estimated pre-slaughter live weight KPH: Kidney, pelvic, and
heart fat
CV: Coefficient of Variation (%)
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Table 3. Percentages of some noncarcass components of simmen-

tal bulls (%) ()Ttsf )

Traits Values cv
Head ratio 4.52+0.04 6.67
4 feet ratio 2.28+0.02 6.31
Skin ratio 9.2710.07 7.09
Lungs and trachea ratio 2.23+0.01 3.76
Heart ratio 0.36+0.01 7.03
Liver ratio 1.1340.01 9.35
Spleen ratio 0.1940.01 11.07
Kidney ratio 0.2240.01 4.36
Full stomach ratio 8.72+0.05 5.14
Full intestine ratio 2.20+0.02 5.07
Internal and KPH ratio 3.46+0.03 5.33
Testicles ratio 0.13+0.01 3.09

KPH: Kidney, pelvic, and heart fat ~ CV: Coefficient of Variation (%)

Table 4. Some cold carcass characteristics of Simmental male cattle

(X5% )

Traits Values cv

M. Longissimus dorsi area (cm?) 98.19+2.43 6.49
Back fat thickness (cm) 0.64+0.02 10.13
205.77%£1.76 9.24
73.55+0.71 7.45
63.42+0.60 6.87
65.48+0.77 7.11

Carcass length (cm)
Chest depth (cm)
Leg length (cm)

Leg width (cm)

CV: Coefficient of Variation (%)

DISCUSSION AND CONCLUSION

In the present, slaughter age and an estimated mean pre-
slaughter live weights of cattle were approximately 17
months and 628.92. The hot carcass weight was found to be
370.44 kg on average and similar values reported in the stud-
ies of Ulusan et al. (13), Dannenberger et al. (14) and Konag
etal. (15). Likewise, several researchers have obtained lower
hot carcass weight compared to the present study (16-25)
whereas Karaguhalilar (26) found a higher hot carcass weight
(415 kg) compared to the present study.

According to the studies conducted on Simmental in
Tirkiye, average values of daily live weight gain, slaughter
weight and dressing percentage of Simmental were reported
as to be 1253.7 grams, 556.05 kg and 60.24%, respectively
(27). The average dressing percentage value as one of the
most important factors that determine the carcass quality
was 58.81% in the present study, while Schwark and Kunert
(28), Dannenberger et al. (14) and Duru and Sak (24) have
reported similar values with the present study (57-58.8%).
On the other hand, lower dressing percentage values (52.4-
56.7%) have been reported by various researchers (15-
17,19,23) compared to the present study; whereas, there
are also different studies that have reported dressing per-
centage values between 60.2% and 67% (13,21,22,29).

Cold carcass weight was determined to be 363.18 kg in
the present study and some researchers (13,14) have re-

Some Slaughter and Carcass Traits of Simmental Cattle Slaughtered...

ported similar values (343-350 kg). On the other hand, Al-
tuntas and Arpacik (21) and Catikkas (23) have reported
lower values such as 310 kg and 305 kg compared with the
present study, respectively. In addition, chilling loss value
(1.95%) was found to be higher than those reported by Ak-
bulut and Tuzemen (17) (1.84%), and Duru and Sak (24)
(1.36%).

In the study, cold dressing percentage was found to be
57.66%. Dannenberger et al. (14) have reported a similar
value (57%); whereas Akbulut and Tizemen (17) and Catik-
kas (23) have reported relatively lower values (55.1% and
53.4%, respectively) while higher cold dressing percentage
values (59%-65%) were also reported by different research-
ers (13,20,21). Also cross-sectional area of Musculus longis-
simus dorsi (MLD) as one of the important data related with
cold carcass was determined to be 98.16 cm? in the present
study; whereas, various researchers (23,28) have reported
different MLD values (61 cm?-80 cm?).

In the study, some carcass measurements such as car-
cass length, chest depth, leg length and leg width were found
to be 205.77 cm, 73.55 cm, 63.42 cm and 65.48 cm, respec-
tively. Ulusan et al. (13) obtained higher values of carcass
length (123 cm), chest depth (47 cm) and leg width (52 cm)
and a similar value of leg length (63 cm).

It has been thought that various factors such as live
weight at the end of fattening, pre-slaughter weight, slaugh-
ter age, body condition, management procedure may cause
the differences between data obtained in the present and
other studies.

It was concluded that the differences between the zo-
ometric measurements such as chest circumference, chest
depth, body length and cannon-bone circumference ob-
tained before slaughter in the present study and those de-
termined by other researchers resulted from the younger
ages and low pre-slaughter live weight values of the animals
used in the study.

As a result; knowing the slaughtering rate in a country,
even in the limited regions of the country, is important in
terms of meeting the need to meat and orientating con-
sumption of animal origin protein of that country. In this re-
spect, determination of number of the slaughtered cattle in
the year is also important as well as the number of the rec-
orded cattle. Therefore, regular documentation of the rec-
ords in the slaughterhouses and sharing them with the re-
quired institutions should be taken into consideration.

It has been observed that breeding of culture animal
and its crossbreedings has progressively increased in the re-
cent years in Tlrkiye and the world. It has been seen that
Simmental, one of the culture cattle breed mostly reared in
Tirkiye, is also evaluated intensively for meat production in
Kirikkale province where the present study was carried out.
Hence, it has been concluded that the results of the present
study are important specific to Kirikkale province with re-
spect to determination of the yield potentials of Simmental
breed, breeding performances and slaughter characteristics
of which have been studied by various researchers under dif-
ferent circumstances.
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It has been concluded in this study that Simmental

raised in Kirikkale province have shown similar and further-
more superior some of meat production traits compared to
world averages, therefore its breeding can be continued and
integration of this breed to the red meat sector should be
maintained by supplementation of breeding material.
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Abstract

Blastocystis sp. is a common intestinal parasite worldwide that can cause infection in humans and animals. Blastocystis sp. has a high
genetic diversity with 17 different subtypes (ST) identified to date. Since nine of these subtypes are common in both humans and animals,
it has been proposed that animals may have a role in the transmission of Blastocystis sp. to humans. The aim of this study is to investigate
the epidemiological effect of animals on the human transmission of Blastocystis species by molecular methods in our country. A total of
420 faecal samples were collected from cattle, sheep, dogs, horses and chickens. Samples were stained with trichrome staining and
cultivated by Jones's medium culture method. Blastocystis was detected in 53 (12.6%) of 420 samples. The samples were examined by
Polymerase Chain Reaction (PCR) to identify nine common human subtypes. Subtypes were not detected in 33 (62.3%) of the 53
Blastocystis positive samples. Subtypes were detected in 20 (37.7%) samples. The detected subtypes were as follows: ST5 in four (7.5%)
sheep, ST6 in six (11.3%) chickens, ST7 in 11 (20.7%) chickens, both ST6-ST7 were detected in one chicken. ST1, ST2, ST3 and ST4 - common
subtypes in our country- were not detected in any animal. Sheep and chickens may be the source of human transmission of ST5, ST6 and
ST7, the rare subtypes in Turkey. As a result, humans rather than animals, seem to be the source of the human transmission of Blastocystis
sp. in Turkey.

Key Words: Blastocystis sp., molecular epidemiology, polymerase chain reaction.

Blastocystis sp.'nin insanlara Bulasinda insanlarla Yakin iliskili Hayvanlarin Rolii

0z

Blastocystis sp. Diinyada yaygin gorilen, insanlarda ve hayvanlarda hastaliklara sebep olabilen enterik bir parazittir. Blastocystis sp.'nin
genetik gesitliligi ok fazladir ve ginimuizde 17 farkh subtipi (ST) tespit edilmistir. Bu subtiplerden dokuz tanesiinsanlarda ve hayvanlarda
ortak oldugu igin Blastocystis sp.’nin insana bulaginda hayvanlarin etken olabilecegi belirtilmistir. Bu ¢alismanin amaci, tlkemizde
Blastocystis sp.'nin insanlara bulasinda hayvanlarin etkisini molekiler yontemlerle epidemiyolojik olarak arastirmaktir. Calismamizda
insanlarla yakin iliskili ¢esitli hayvanlardan 420 diski 6rnegi toplandi. Bu 6rnekler trikrom boyama, Jones' medium kaltir yontemi ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile galisildi. 420 6rnekten 53 (%12.6)'iinde Blastocystis tespit edildi. Blastocystis sp. pozitif
orneklerde insana ait subtiplerin tespiti icin PZR yontemi ile galisildi. Blastocystis pozitif 53 6rnekten 33 (%62.3)'Unde (15 Sigir, 14 koyun,
2 tavuk ve 2 at diski 6rnegi) dokuz Blastocystis subtipinden higbiri tespit edilmedi. 20 (%37.7) 6rnekte ise insana ait subtipler tespit edildi.
Bu subtiplerin dagilimi su sekildedir: 4 (%7.5) koyunda ST5, 6 (%11.3) tavukta ST6, 11 (%20.7) tavukta ST7, 1 tavukta ST6-ST7 beraber
tespit edildi. Calisma sonucunda, tilkemizde sik gdriilen subtiplerden ST1, ST2, ST3 ve ST4 hicbir hayvanda tespit edilemedi. Ulkemizde
nadir goriulen subtiplerden ST5, ST6 ve ST7'nin insana bulasinda koyun ve tavuklarin kaynak olabilecegi degerlendirildi. Sonug olarak,
ilkemizde Blastocystis sp.'nin insana bulasinda zoonotik kaynaklardan gok insanlar sorumlu géziikmektedir.

Anahtar Kelimeler: Blastocystis sp., molekiler epidemiyoloji, polimeraz zincir reaksiyonu.

INTRODUCTION

Blastocystis sp. is a common parasite that can infect humans
and many different animal species. Blastocystis sp. has been
taxonomically classified in recent years and has been placed
into the Stramenopile line as a result of molecular studies in-
vestigating the 18s rRNA region (1). Blastocystis sp. can

cause a variety of diseases such as gastrointestinal symp-
toms (GIS), urticaria, and irritable bowel syndrome besides
existing in humans without any symptoms (2-6).

To date, a total of 17 Blastocystis sp.- 10 of which infect
humans- were found (7, 8). ST1-ST9 were reported as the
most widespread subtypes common in humans and animals;
ST1, ST3, and ST5 in cattle and even-toed ungulate, ST4 in
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rodents, and ST6 and ST7 in poultry (2, 9-17). Blastocystis sp.
ST10-17, except ST12, is not seen in humans and is present
in primates, odd-toed ungulate, even-toed ungulate, carniv-
orous animals, birds, and rodents (18, 19).

One of the most discussed aspects of Blastocystis sp. is
transmission sources. Transmission to humans is thought to
be caused by oral-faecal ingestion of the cyst form of the par-
asite (20). Blastocystis sp. can infect many different mamma-
lian and poultry species as well as humans. In recent years,
it was stated that animals associated with humans can play
aroleininfection (21). Therefore, it is important to know the
Blastocystis transmission routes in the prevention of Blasto-
cystis related diseases (2).

The aim of this study is to investigate whether animals
or humans are the main origins of Blastocystis transmission
to humans in Turkey.

MATERIAL AND METHODS

The study was conducted under the responsibility of veteri-
narians from an animal shelter, hippodrome and pasture ar-
eas. In this study, animal faecal samples collected after spon-
taneous defecation were analyzed. Therefore, this study did
not require Animal Ethics Committee approval in accordance
with Turkish Law.

In this study, stool samples were collected from cattle,
sheep, and chickens grazing in pasture areas. Dog stool sam-
ples were obtained from animal shelters and horse samples
from farm and hippodrome, as no outdoor dog and horses
were found.

All stool samples were screened with the trichrome
staining method. In addition, the samples were cultivated to
the modified jones medium. Trichrome and culture-positive
samples were preserved at -20°C until the genomic investi-
gation.

DNA Extraction

Total genomic DNA was extracted from 250 mg faeces using
a DNA isolation kit (Gene MATRIX Stool DNA Purification Kit,
Poland). The isolation process was according to the manu-
facturer’s recommended procedures.

Detection of Molecular Subtypes by PCR Method

Trichrome and jones medium culture-positive samples were
studied with the general primer for Blastocystis sp.. General
primer for Blastocystis sp. utilized previously published by
Bohm-Gloning et al. (22) primers. F: 5-GGA GGT AGT GAC
AAT AAATC-3’' R: 5’-ACT AGG AAT TCC TCG TTC ATG-3’

The samples detected positive with Blastocystis general
primers were included in the study to determine subtypes.
For the detection nine subtypes of Blastocystis sp., which
cause human infection, ST-specific primers were used, which
were developed by Yoshikawa et al. (23)

All PCR amplifications with ST-specific primers were ac-
complished in a 10-pl volume including 2 ul of the template
DNA (5 pg/ml), 1x Ex Taq buffer, 0.2 U of TaKaRa Ex Taq®
(Takara Bio Inc., Japan), 0.5 pM primers, and 0.2 mM dNTP
mixture. The cycles for PCR used were firstly 94 °C for 5 min,
followed by 38 cycles at 94 °C for 1 min, 55 °C for 45s, 72 °C
for 1 min and the final step at 72 °C for 10 min.
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PCR products were visualised in 1.5% agarose gels
stained with ethidium bromide with a 98 50-bp ladder
marker (50-bp to 1.5-kbp; GeneDirex Taiwan). DNAs pro-
cessed according to agarose gel weights were transferred to
a UV gel imaging system (Quantum ST4). The bands visual-
ised according to the weights of the DNAs were analyzed un-
der UV light. The detected bands are shown in (Figure 1).

Figure 1. Agarose gel images of DNA fragments. Lane M DNA Ladder
(50 bp): DNA fragments in Lanes 1 and 8 generated by general pri-
mers (1100 bp). PCR products were monitorized in other Lanes gen-
erated by subtype-specific primer pairs: Lane 2 and 3, subtype 5
(1200 bp). Lane 4 and 5, subtype 6 (1050 bp). Lane 6 and 7, subtype
7 (1340 bp).

Statistical evaluation was not performed because the
numerical values of the subtypes obtained were insufficient
for statistical evaluation. The results were considered fold
values when compared to each other.

RESULTS
In the present study, a total of 420 animal samples were col-
lected from cattle, sheep, chickens, horses and dogs.

Blastocystis was detected in 53 (12.6%) of 420 stool
samples by trichrome staining and culture method. The dis-
tribution of Blastocystis positive stool samples was as fol-
lows: 15 (28.3%) cattle, 18 (33.9%) sheep, 18 (33.9%) chick-
ens, 2 (3.7%) horses. None of the 89 dogs stool samples
tested positive for Blastocystis.

A total of 53 samples were studied by the polymerase
chain reaction (PCR) method to identify Blastocystis sub-
types. First of all, using Blastocystis sp. general primers, 53
isolates were confirmed to be Blastocystis.

In the PCR performed with nine subtype-specific pri-
mers of Blastocystis sp.,33 (62.2%) of 53 samples were not
found to have human subtypes. The distribution of human
subtype negative 33 samples was as follows: 15 (28.3%) cat-
tle samples, 14 (26.4%) sheep samples, 2 (3.7%) chicken and
horse samples (Table 1).

20 (37.7%) of 53 samples were determined to have hu-
man subtypes, ST5 was detected in four sheep stool samples,
ST6 in six chicken samples, ST7 in 11 chicken samples. ST6
and ST7 were seen together in one of the chicken stool sam-
ples (Table 1).
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Table 1. Distribution of Blastocystis sp. subtypes in animals

ST5 ST6 ST7 Nonsubtype Total

Cattle 0 0 0 15 15
Sheep 4 0 0 14 18
Chickena 0 6 11 2 18
Horse 0 0 0 2 2
Dog 0 0

Total 4 6 11 33 53

3ST6 and ST7 were seen together in one of the chicken stool samples.

DISCUSSION AND CONCLUSION

In the present study, samples identified as positive with the
trichrome staining and culture methods were detected as
positive by PCR as well. Studies on this subject show that mo-
lecular tests are as reliable as the culture method (24-26). In
a study by Santos et al. (25), comparing the detection meth-
ods of B. hominis, the culture method was found to be the
most reliable one, followed by PCR performed with culture
samples, and PCR from the direct stool. Roberts et al. (24) in
a study comparing PCR and culture methods in the detection
of B. hominis, claimed that the PCR method was more sensi-
tive than the culture method. Furthermore, in another study
conducted by Parkar et al. (26), molecular methods were
found to be superior to the culture method. When the re-
sults of the current study are evaluated in terms of other
studies, it can be said that the trichrome staining method,
culture method, and the PCR method are reliable methods
for identification of Blastocystis sp.. These results show that
although there are many steps in the isolation process of the
stool and it is labor-consuming, the PCR method is as reliable
as trichrome and culture methods in the detection of Blasto-
cystis sp.

Onthe other hand, only 2 out of 98 horse stool samples
collected from the hippodrome were positive, while none of
the 73 dog stool samples collected from the dog shelters
were positive. The reason for this situation might be the an-
tiprotozoal drugs which were given to these animals paren-
terally and added to their feed in hippodrome or in dog shel-
ters.

Furthermore, ST5 was detected in 4 (7.5%) sheep sam-
ples (Table 1). Studies conducted around the world indicate
that ST5 is an animal-sourced subtype and that poor hygiene
plays a very important role in the transmission of the agent
to humans (11, 12).

Studies in the world have identified ST5 in cattle and
pigs (11, 12). Interestingly in this study, ST5 was detected in
sheep. Alfellani et al. (27) in a study investigating the preva-
lence of Blastocystis sp. in livestock and zoo animals, re-
ported that ST5 was generally present in even-toed ungu-
lates. In this respect, it is possible to find ST5 in sheep. How-
ever, this data should be supported by molecular sequence
analyzes and different studies using more samples to be
made on this subject.

In addition, ST6 was detected in six (11.3%) chicken
stool samples in this study (Table 1). There is no study inves-
tigating the prevalence of ST6 among chickens in Turkey. In
this respect, this data is the first relevant data obtained in
Turkey. In 2008, a review of the prevalence of Blastocystis
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sp. species prepared by Tan stated that ST6 was seen espe-
cially in poultry and that they are responsible for human in-
fections (2). In this study, ST6 Blastocystis sp. was detected
positive at a high rate of six (35.3%) in chickens. This suggests
that chickens are a potential source of Blastocystis infections
of the ST6 subtype in humans.

ST7 was detected in 11 (20.7%) of the stool samples col-
lected from the chickens (Table 1). Tan et al. (10) reported in
their review that ST7 was seen in chickens and the host dis-
tribution was very limited as well as this subtype showed
protease activity and contained serious virulence factors. In
a study investigating the prevalence of Blastocystis sp. in hu-
mans and animals, researchers detected the ST7 in eight
chickens and in eight pigs while none in humans (11). In the
present study, ST7, Blastocystis sp. positive found with a high
rate of 64.7% of the chicken group.

Subtype distribution in animal samples was observed
as follows. In the samples positive with general primer, nine
subtypes of Blastocystis sp. causing disease in humans were
not detected in 15 cattle stool samples, in 14 of the 18 sheep
samples, 2 of the 18 chicken samples and 2 horse stool sam-
ples.

Studies conducted in this field presented that ST1, ST3,
and ST5 were common subtypes in even-toed ungulate (13-
15, 28). The findings in this study are not compatible with
these studies. In some studies, investigating subtypes in cat-
tle and sheep, it was reported that ST10 and ST14 were the
highest in even-toed ungulates (16, 17). Regarding these
studies, since only 9 subtypes of Blastocystis sp. were inves-
tigated in this study, there might be subtypes like ST10 or
ST14 existing in these animal samples. Cian et al., in a study
about the relationship between subtypes in even-toed ungu-
lates and humans, indicated that ST10, ST14, and ST1 were
the most common in even-toed ungulates and ST10 and
ST14 were not seen in humans. In a study about the subtype
relationships in even-toed ungulates and humans, Cian et al.
indicated that ST10, ST14, and ST1 were the most common
subtypes in even-toed ungulates while ST10 and ST14 were
not present in humans.The study, also stated that the stud-
ies claiming ST1 transmission to humans via animals were
very limited (17). The findings of the current study as well as
Cian and colleagues’ work show that cattle and sheep are not
very effective in human infection of Blastocystis sp.. The fact
that the most common subtypes in humans are ST3, ST1, ST2
and ST4 in Turkey, are not seen in sheep and that none of
the human subtypes detected in cattle support this claim.

Among the Blastocystis sp. subtypes, ST3, ST1, ST2, and
ST4 are the most commonly observed subtypes in humans.
ST5, ST6, ST7, ST8 and ST9 are very rare in our country. In
this study, the most common subtypes in humans, i.e., ST1,
ST2, ST3, and ST4, were not detected in any of the animals.
Among the subtypes that infect humans, sheep in the trans-
mission of ST5 and chickens in the transmission of ST6-ST7
may be sources.

According to this study, it was observed that ST5 could
cause infection in sheep. On the other side, cattle have not
been identified as a serious source of infection for humans.
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In conclusion, animals do not seem to be an important
source of infection of Blastocystis subtypes, which are com-
mon in humans in our country.
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Abstract

Canine parvovirus (CPV) is an important cause of morbidity and mortality for dogs younger than 1 year-old. Canine parvoviral enteritis
(CPE) is a predisposing factor for the development of sepsis. The inflammatory response to the disease may have predictive value for the
alterations in the presence of sepsis. Therefore, the diagnostic approach to a septic dog with CPE should include clinical examinations
followed by routine laboratory examinations such as hemogram. In this study, a total of 61 dogs, aged 4-6 months, 7 healthy (Control
Group) and 54 diseased dogs with clinical signs of CPE such as anorexia, vomiting and hemorrhagic enteritis (CPE Group) were used. CPE
group was divided into Septic CPE (n: 25) and Non Septic CPE (n: 29) subgroups in accordance with 2001 systemic inflammatory response
syndrome (SIRS) criterias. Clinical examinations and hemogram analysis from venous blood samples were performed. When compared to
the Control group, the respiratory rate (RR), heart rate (HR) and body temperature of the dogs in the CPE group were higher (p<0.000)
and the capillary refill time (CRT) was shorter (p<0.014). In the comparison of Septic CPE and Non Septic CPE groups, the RR was higher in
the Septic CPE group (p<0.001). When compared to the Control group, the leukocytes (WBC), granulocyte, mean corpuscular hemoglobin
(MCH), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) and hemoglobin (Hb) values of the CPE group were lower (p<0.031) and the
reticulocyte distribution width (RDW) value was higher (p<0.001). In the comparison of Septic CPE and Non Septic CPE groups, WBC,
lymphocyte, monocytes and granulocyte values of the Septic CPE group were lower (p<0.006) and MCH values were higher (p<0.004). As
a result, it was concluded that in accordance with the receiver operating characteristic (ROC) based diagnostic performance analysis, RR,
WBC, lymphocyte, MCH, monocytes and granulocyte values can provide useful diagnostic information in differentiating dogs with septic
and non septic CPE and may help identifying the disease severity earlier in triage and increase survival rate with early intervention.

Key Words: Dog, hemogram, parvoviral enteritis, sepsis.

Parvoviral Enteritise Bagh Septik veya Septik Olmayan Képeklerde Hematolojik Durum

0z

1 yasindan kiiglk kopeklerde kanin parvovirus (CPV) énemli bir morbidite ve mortalite sebebidir. Kanin parvoviral enteritis (CPE), sepsis
gelisimi icin predispoze edici bir faktérdlr. Hastaliga verilen yangisal cevap, sepsis varliginda goézlenen degisimler igin prediktif bir degere
sahip olabilir. Bu sebeple, CPE’li septik bir kopege diagnostik yaklasim klinik muayeneleri takiben hemogram gibi rutin laboravutar
muayenelerini igermelidir. Bu ¢alismada 4-6 aylk, saghkli 7 adet (Kontrol Grubu), anoreksi, kusma ve hemorajik enteritis gibi CPE’nin klinik
bulgularina sahip 54 adet hasta (CPE Grubu), toplam 61 adet képek kullanildi. 2001 sistemik yangisal cevap sendromu (SIRS) kriterleri
dogrultusunda CPE grubu koépekleri Septik CPE (n: 25) ve Non Septik CPE (n: 29) alt gruplarina ayrildi. Tum kopeklerin klinik muayeneleri
ve vendz kan 6rneklerinden hemogram analizleri yapildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CPE grubu képeklerinin solunum sayisi (RR),
kalp ritmi (HR) ve viicut sicakhgi degerleri daha ytiksek (p<0.000), CRT degeri ise daha kisaydi (p<0.014). Septik CPE ve Non Septik CPE
gruplarinin karsilastiriimasinda ise RR degeri Septik CPE grubunda daha yuksekti (p<0.001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda CPE
grubunun I6kosit (WBC), graniilosit, ortalama hemoglobin miktari (MCH), ortalama hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) ve hemoglobin
(Hb) degerleri daha disik (p<0.031), retikiilosit dagilim genisligi (RDW) degeri ise daha ylksekti (p<0.001). Septik CPE ve Non Septik CPE
gruplarinin karsilastirmasinda ise Septik CPE grubunun WBC, lenfosit, monosit, granulosit degerleri daha diisiik (p<0.006), MCH degeri ise
daha yuksekti (p<0.004). Sonug olarak, alici isletim karakteristigi (ROC) temelli diagnostik performans analizi dogrultusunda RR, WBC,
lenfosit, MCH, monosit ve granilosit degerlerinin ise septik ve non septik CPE’li kopeklerin ayirt edilmesinde faydal diagnostik bilgi
saglayip, triajda hastalik siddetini daha erken tanimlayip erken miidahale ile hayatta kalma oranini arttirabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: K6pek, hemogram, parvoviral enteritis, sepsis.

INTRODUCTION dogs younger than 6 months-old, adult dogs with immuno-
Canine parvoviral enteritis (CPE) is an acute, highly conta- suppression are also at risk. The most common form of CPE
gious and fatal viral disease. Although the disease affects is acute hemorrhagic enteritis, characterized by severe vil-

lous damage (1). CPE is a predisposing factor for sepsis, as it
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promotes intestinal bacterial translocation and severe im-
munosuppression (2). In addition, there are many factors
contributing to the development of sepsis in canine parvovi-
rus (CPV) infection such as cellular destruction, intestinal hy-
pomotility, dysbiosis and tissue necrosis, and bacteremia re-
sulting from translocation (3,4). Although the clinical mani-
festations of dogs with CPE are non specific, they correlate
with enteritis. While symptoms such as anorexia, lethargy,
and pyrexia are dominant in the initial phase, gastroenteritis
findings such as vomiting and diarrhea become more evident
later on. Feces may vary from mucoid to hemorrhagic (4,5).
Impaired immunity with mucosal barrier damage increases
susceptibility to secondary infections and significant changes
are observed in hemogram parameters. Significant leukope-
nia (usually due to neutropenia and lymphopenia) in dogs
with CPE is frequently observed as the virus targets mitoti-
cally active leukocytes, bone marrow, and lymphoid tissue.
Neutropenia and bacterial overload reduce and/or prevent
the elimination of luminal bacteria from the bloodstream
(3,6,7), and the release of inflammatory mediators together
with the progression of systemic inflammatory response syn-
drome (SIRS) contribute to bacterial translocation cycle and
causes development of sepsis (4).

According to the most recent scientific consensus, the
definition of sepsis is used to describe organ dysfunction
triggered by the body's noxious inflammatory response to an
infection (2,8). A conference was held in 1991 to establish a
correlation between sepsis and SIRS (9). After the adaptation
of the criteria determined as a result of this conference to
animals, a series of modifications were proposed and it was
observed that the cut-off values differed among researchers
(10). Moreover, most clinicians report that the old consensus
definition is not clear enough for sepsis definition and 71%
of those surveyed by the European Society of Intensive Care
Medicine (ESICM) did not cite a general sepsis definition de-
spite the criteria which was set at the 1991 consensus con-
ference (11). This gap in clinical practice and data from clini-
cal studies had shown that SIRS and sepsis-related condi-
tions require a revision. For this reason, the International
Sepsis Definitions Conference was held in 2001 and in addi-
tion to 1991 SIRS criterias, it was emphasized that the evalu-
ation of capillary refill time (CRT) or mucous membrane color
changes can increase its specificity (2,11).

Since its transferral to veterinary practice, the defini-
tion of SIRS has been used frequently by clinicians and re-
searchers for the diagnosis of sepsis (2). The definition of
sepsis in veterinary practice is similar to the one used in hu-
man medicine and is characterized by SIRS. The clinical diag-
nosis of SIRS is made on the basis of abnormal findings in the
heart and respiratory rate, body temperature and leukocyte
counts (12). In cases of CPE, intestinal mucosal damage and
villous atrophy may lead to malabsorption, diarrhea and
vomiting which cause rapid shock and dehydration, and se-
vere bacteremia may result in sepsis and death (2,13). Clini-
cal findings vary not only depending on the damage to the
originating organ, but also depending on the extent of dam-
age to the secondary affected organs. For this reason, clinical
examination and evaluation of hemogram findings are useful
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both in the decision of further diagnostic tests and in the pre-
diction of the course of the disease (2).

The diagnostic approach to a septic dog with CPE
should include clinical examinations followed by routine la-
boratory examinations such as hemogram. Hemogram anal-
ysis can reveal abnormalities in different cellular lineages.
Among the hemogram parameters, hematocrit can show
anemia secondary to blood loss, hemolysis, oxidative stress
and decreased erythrocyte production. Polycythemia may
indicate hemoconcentration and splenic contraction in
hypovolemic animals. Lymphopenia and leukopenia associ-
ated with immunosuppression and lymphocyte apoptosis
may also persist. In addition, disseminated intravascular co-
agulopathy (DIC) due to platelet consumption has also been
reported as a common finding associated with thrombocy-
topenia (5,10,14).

For this reason, the aim of this study is to evaluate the
diagnostic effectiveness of clinical and hemogram parame-
ters comparatively and to emphasize their importance in
routine examinations in dogs with CPE which were classified
as septic and non-septic according to 2001 SIRS criteria.

MATERIAL AND METHODS
This study was conducted with the approval of the Harran
University Animal Experiments Local Ethics Committee
dated 28/03/2022, number 2022/002.

The animal material of this study consisted of a total of
61 dogs, aged 4-6 months, non-neutered (31 male, 30 fe-
male), 7 healthy (Control Group) and 54 diseased dogs with
clinical signs of CPE such as anorexia, lethargy, vomiting and
hemorrhagic enteritis (CPE Group). All dogs included in the
study were unvaccinated and mixed breed. Breeds known to
be predisposed to CPE, such as German shepherds and
Dobermans, were not included in the study. Body weights
were determined as 8.6 (7.9-12.4) kg in the Control Group
and 8.65 (5.7-13.1) kg in the CPE Group. In addition, anam-
nestic data revealed that all dogs in the study were fed on a
commercial dry dog food, and no treatment was given for
non-specific gastroenteritis symptoms such as vomiting and
diarrhea.

Inclusion and Exclusion Criteria

Inclusion criterias were the presence of acute clinical mani-
festations of CPE (anorexia, vomiting, lethargy, and hemor-
rhagic enteritis) (1,2), not receiving any treatment and posi-
tive result of canine parvovirus (CPV) rapid test
(CDV/CPV/CAV-2 Antibody (Ab), Biotech Laboratories, USA)
which utilizes the principle of lateral flow immunochroma-
tographic assay technique. Dogs that were determined to
have gastroenteritis or comorbid diseases of different etiol-
ogies as a result of clinical, laboratory and rapid diagnostic
test kit applications were not included in the study.

Clinical Examinations

Clinical examinations included respiratory rate (RR), heart
rate (HR), capillary refill time (CRT), body temperature meas-
urements, as well as evaluation of mucous membranes, lung
and heart auscultation, and examination of palpable lymph
nodes. In addition, fecal samples were taken from all dogs
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and microscopic (Olympus CX43, light microscope, x40 mag-
nification, Tokyo, Japan) examinations were performed in
order to investigate the presence of parasites/parasite eggs.

Application of Rapid Diagnostic Test Kits

Canine distemper virus, canine parvovirus, canine adenovi-
rus type-2 antibody (CDV, CPV, CAV-2, Ab) rapid diagnostic
test kits were applied to all the dogs in accordance with the
manufacturer's instructions (CDV/CPV/CAV-2 Ab, Biotech
Laboratories, USA. Compared to PCR, for CDV, specificity:
98.3% sensitivity: 96.1%; for CPV, specificity: 98.8% sensitiv-
ity: 92%; for CAV-2, specificity: 97.8% sensitivity: 100%). In
addition, the rapid diagnostic test for Giardia antigen (Giar-
dia Ag, VETSCAN, Zoetis, USA. Compared to PCR, specificity:
99.3% sensitivity: 98.1%) from fecal samples was performed
according to the manufacturer's instructions. As a result of
rapid diagnostic test kit application, it was determined that
CPV Ab results of all the dogs with gastroenteritis were pos-
itive, and CDV Ab, CAV-2 Ab, Giardia Ag rapid test kit results
and microscopic fecal examination results were negative.
The same examinations and test were also applied to the
dogs in the Control Group and results were found to be neg-
ative.

Forming Subgroups

Dogs included in the CPE Group as a result of clinical and la-
boratory examinations and rapid diagnostic test kit applica-
tion results were divided into two subgroups as Septic CPE
and Non Septic CPE in accordance with 2001 SIRS criteria.
Confirmation of the 2001 SIRS criteria was accepted as the
presence of at least two of the following criterias; body tem-
perature <37.8 °C or >39.4 °C, heart rate >140 bpm, respira-
tory rate >30 breaths/minute, WBC <6000 or >16000 cells/uL
(11). Considering these criterias, 25 dogs with CPE were in-
cluded in the Septic CPE Group and 29 dogs in the Non Septic
CPE Group.

Blood Sampling and Laboratory Examinations

Venous blood samples from vena cephalica (2-4 mL) were
obtained from all the dogs with minimal restraint and pa-
tient stress. The venous blood samples were transferred into
tubes containing KsEDTA and measured without waiting us-
ing a hematology autoanalyzer (Sysmex pocH-100i, SYSMEX
Corp, Japan). Within the scope of hemogram analyses, white
blood cell (WBC), lymphocyte, monocyte, granulocyte, red
blood cell (RBC), mean corpuscular volume (MCV), hemato-
crit (Hct), mean corpuscular hemoglobin (MCH), mean cor-
puscular hemoglobin concentration (MCHC), reticulocyte
distribution width (RDW) and hemoglobin (Hb) measure-
ments were performed in the central laboratory of the ani-
mal hospital.

Statistical Analysis

Statistical analysis of all data was performed using SPSS
25.00 (IBM, USA) software. Kolmogorov-Smirnov test was
used to determine whether the data were parametric or
non-parametric, and Mann Whitney U test was used to de-
termine the p values. Non-parametric data were presented
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as median (min, max). ROC analyses were performed using
the same statistical software to demonstrate the clinical sig-
nificance of the parameters which were determined to have
statistical significance as a result of the analysis. Within the
scope of ROC analyses, area under curve (AUC, >0.600), p
value (< 0.05), sensitivity and specificity (> 70%) parameters
were evaluated. Statistical significance was accepted as p
<0.05, Cl = 95% for all the data.

RESULTS

Clinical Examination Results

As a result of clinical examinations, it was determined that
character of diarrhea was hemorrhagic in all dogs in the CPE
group. Vomiting was present in 50 of 54 diseased dogs. Skin
turgor time was 5 (3-6) seconds in CPE group and 2 (2-4) sec-
onds in Control group (p<0.000). The mucous membranes
were hyperemic in 44 of the CPE group dogs, while 10 dogs
had pallor. Lymphadenopathy was detected in 26 of 54 dis-
eased dogs.

Compared to the Control Group, it was determined that
RR, HR and body temperature values of the CPE Group were
higher (p<0.000) and CRT value was shorter (p<0.014). Com-
parison of clinical examination findings of Control with CPE
groups is presented in Table 1. In the comparison of Septic
CPE and Non Septic CPE groups, RR value was higher in the
Septic CPE Group (p<0.001). In the evaluation of the gingival
mucous membrane, a marked hyperemic appearance was
detected in dogs in the Septic CPE Group (23 out of 25 dogs).
No statistical difference was observed in other clinical exam-
ination parameters (p>0.05). Comparison of clinical exami-
nation findings of Septic with Non Septic CPE groups is pre-
sented in Table 2.

Table 1. Comparison of clinical examination findings of control with
CPE groups

Control Group CPE Group (n:54)

Parameters (n:7) Median (min, Median (min, max) P value
max)
RR 35 (27, 46) 88 (68, 99) 0.000
(breaths/min) ’ ’ ’
HR (beats/min) 77 (65, 88) 102 (84, 164) 0.000
CRT (seconds) 3(2,3) 2(1,3) 0.014
Temp (°C) 38.10(37.70, 38.50)  39.25 (38.00, 40.50) 0.000

RR: Respiratory rate, HR: Heart rate, CRT: Capillary refill time, Temp:
Body temperature.

Table 2. Comparison of clinical examination findings of septic with
Non Septic CPE groups

Septic CPE Group Non Septic CPE

Group (n: 29)
Parameters (n: 25) . A P value

. . Median (min,

Median (min, max)

max)

RR 92 (79, 99) 84 (68, 99) 0.001
(breaths/min) ! ! '

HR (beats/min) 105 (90, 164) 101 (84, 164) 0.137
CRT (seconds) 2(1,3) 2(1,3) 0.518
Temp (°C) 39.30(38.80,40.50)  39.2 (38, 40.50) 0.294

RR: Respiratory rate, HR: Heart rate, CRT: Capillary refill time, Temp:
Body temperature.
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Hemogram Findings

Compared to the Control Group, WBC, granulocyte, MCH,
MCHC and Hb values were lower (p<0.031) and the RDW
value was higher (p<0.001) in the CPE group. However, no
difference was detected in terms of lymphocyte, monocytes,
RBC, MCV and Hct values (p>0.05). Comparison of hemo-
gram results of Control with CPE groups is presented in Table
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3. In the comparison of Septic CPE and Non Septic CPE
groups, it was observed that WBC, lymphocyte, monocytes
and granulocyte values of the Septic CPE Group were lower
(p<0.006) and MCH values were higher (p<0.004). No differ-
ence was detected in terms of RBC, MCV, Hct, MCHC, RDW
and Hb values (p>0.05). Comparison of hemogram results of
Septic with Non Septic CPE groups is presented in Table 4.

Table 3. Comparison of hemogram results of Control with CPE groups

Control Group (n: 7)

CPE Group (n: 54)

Parameters Median (min, max) Median (min, max) P value
WBC (m/mm?) 14.76 (8.80, 18.50) 9.90 (1.29, 22.47) 0.009
Lym (m/mm?3) 4.17 (2.10, 5.16) 3.70 (1.01, 12.32) 0.973
Mon (m/mm3) 0.80 (0.10, 1.70) 0.54 (0.05, 5.90) 0.393
Gra (m/mm?) 9.79 (5.45, 13.40) 4.41 (0.20, 14.39) 0.004
RBC (M/mm?) 6.90 (5.79, 7.86) 7.09 (4.06, 10.57) 0.333
MCV (fl) 63.85 (56.00, 73.20) 69.20 (48.70, 91.30) 0.374
Hct (%) 44.78 (37.21, 51.56) 48.10 (26.50, 84.40) 0.122
MCH (pg) 23.80 (21.76, 25.11) 19.40 (13.00, 24.10) 0.000
MCHC (g/dI) 32.45 (28.44,39.42) 29.30(20.50, 35.80) 0.025
RDW (fl) 9.70 (8.26, 11.10) 10.85 (8.90, 18.00) 0.001
Hb (g/dI) 15.36 (14.47, 19.70) 14.20 (6.70, 21.40) 0.031

WBC: White blood cell, Lym: Lymphocyte, Mon: Monocyte, Gra: Granulocyte, RBC: Red blood cell, MCV: Mean cor-
puscular volume, Hct: Hematocrit, MCH: Mean corpuscular hemoglobin, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin con-
centration, RDW: Reticulocyte distribution width, Hb: Hemoglobin.

Table 4. Comparison of hemogram results of Septic with Non Septic CPE groups

Parameters

Septic CPE Group (n: 25)
Median (min-max)

Non Septic CPE Group (n: 29)

Median (min-max) P value

WBC (m/mm3)
Lym (m/mm?3)
Mon (m/mm?3)
Gra (m/mm?3)
RBC (M/mm3)
MCV (fl)

Hct (%)

MCH (pg)
MCHC (g/dI)
RDW (fl)

Hb (g/dI)

6.64 (1.29, 16.90)

2.77 (1.01, 6.56)
0.35 (0.05, 2.50)
1.87 (0.20, 9.33)
7.36 (5.13, 10.54)
70.10 (62.60, 78.80)
53.70 (26.90, 72.50)
20.70 (16.80, 24.10)
29.80 (24.30, 35.80)
11.20 (10.00, 13.70)
15.30 (11.00, 21.10)

13.11 (4.59, 22.47) 0.000

4.64 (1.24,12.32) 0.006
0.95 (0.14, 5.90) 0.001
7.02 (1.02, 14.39) 0.000
6.91 (4.06, 10.57) 0.557
66.20 (48.70, 91.30) 0.078
45.50 (26.50, 84.40) 0.356
18.20 (13.00, 23.00) 0.004
28.70 (20.50, 32.20) 0.168
10.80 (8.90, 18.00) 0.520
12.70 (6.70, 21.40) 0.060

WBC: White blood cell, Lym: Lymphocyte, Mon: Monocyte, Gra: Granulocyte, RBC: Red blood cell, MCV: Mean cor-
puscular volume, Hct: Hematocrit, MCH: Mean corpuscular hemoglobin, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin con-

centration, RDW: Reticulocyte distribution width, Hb: Hemoglobin.

ROC Analyses Findings

The diagnostic performances of the parameters such as res-
piratory rate, WBC, lymphocyte, monocyte, granulocyte and
MCH values that were determined to be statistically differ-
ent as a result of the comparison of the Septic CPE and Non
Septic CPE groups were investigated by ROC analysis. In or-
der to distinguish septic dogs from non-septic ones, it was
determined that respiratory rate had good AUC (0.765), ex-
cellent sensitivity (100%) and low specificity (32%), WBC
value had excellent AUC (0.924), sensitivity (93.1%) and

specificity (88%), lymphocyte and MCH values had good AUC
(0.716 and 0.717, respectively), sensitivity (72.4% and 60%,
respectively) and specificity (60% and 58.6%), and monocyte
and granulocyte values had good AUC (0.815 and 0.866, re-
spectively), sensitivity (82.8% and 86.2%, respectively) and
specificity (72% and 84%, respectively). ROC analysis results
of Septic with Non Septic CPE groups comparison are pre-
sented in Table 5 and ROC curves of diagnostic performance
analyses are presented in Graph 1.
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Table 5. ROC analysis results of Septic with Non Septic CPE groups comparison

Parameters AUC Std. Error AsympSig
RR (breaths/min) 0.765 0.067 0.001
WBC (m/mm3) 0.924 0.042 0.000
Lym (m/mm3) 0.716 0.069 0.007
Mon (m/mm3) 0.815 0.059 0.000
Gra (m/mm3) 0.866 0.052 0.000
MCH (pg) 0.717 0.069 0.006

Asymptotic 95% Confidence

Interval
Lower Bound Upper Bound
0.634 0.896
0.841 1.000
0.580 0.852
0.700 0.930
0.764 0.968
0.580 0.853

Cut-off value  Sensitivity
77.5 100%

8.75 93.1%

2.97 72.4%

0.40 82.8%

3.84 86.2%

19.20 64%

Specificity

32%
88%
60%
72%
84%
58.6%

RR: Respiration rate, WBC: White blood cell, Lym: Lymphocyte, Mon: Monocyte, Gra: Granulocyte, MCH: Mean corpuscular hemoglobin, AUC: Area

under curve, Std.Error: Standard error, Asymp sig: Asymptotic significance

Graph 1. ROC curves of diagnostic performance analyses
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MCH (F) values. Diagonal segments are produced by ties.
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DISCUSSION AND CONCLUSION

In the present study, the diagnostic performances of clinical
and hemogram parameters of dogs with CPE, which were
classified as septic and non septic according to 2001 SIRS cri-
teria, were evaluated.

Dogs younger than 1 year-old are frequently diagnosed
with gastrointestinal infections and among the viral agents,
CPVis animportant cause of morbidity and mortality (7). The
virus spreads from animal to animal by the oronasal route
and shows tropism to lymphoid tissue, bone marrow, and in-
testinal epithelium. In addition, in dogs younger than 3
week-old, the virus can also affect the myocardium (15). In
addition, it has been reported that dogs less than 6 month-
old, unvaccinated or given an inadequate/wrong vaccination
program are susceptible to CPE (2,3,16). In the present
study, the rate of sepsis development in dogs with CPE was
determined as 46.29%. However it should be kept in mind
that the population characteristics including an overrepre-
sentation of animals within the susceptible age group and
being unvaccinated may also have contributed for the dis-
crepancy between the results obtained in this study and the
ones previously cited.

The clinical signs of animals affected by sepsis reflect
the systemic inflammatory status as well as changes in vitals
such as body temperature, heart and respiratory rate. These
parameters should be evaluated on admission to the hospi-
tal, and the diagnosis of sepsis should be made when the
presence of infection with SIRS is detected. The inflamma-
tory response to the disease may have predictive value for
the changes observed in the presence of sepsis. It has been
reported that heart and respiratory rate as well as leukocyte
count considered as mortality-related parameters (2).

Non-specific findings such as pyrexia, lethargy, ano-
rexia, increased respiratory rate are associated with viremia
in 1-5 days after the onset of CPV infection. Dehydration and
hypovolemia resulting from fluid loss due to vomiting and di-
arrhea impair tissue perfusion, and thus mucous membrane
color changes, tachycardia, and prolonged CRT can be ob-
served (7). Therefore, findings such as dryness of mucous
membranes, prolonged CRT and loss of skin elasticity in CPV
infections are associated with a large amount of fluid and
protein loss from the gastrointestinal tract (16). In the pre-
sent study, it was determined that the RR, HR and body tem-
perature values of CPE Group were higher (p<0.000) and the
CRT value was lower (p<0.014) when compared to the Con-
trol Group. These differences were thought to be related to
the hemodynamic response to maintain tissue perfusion (2).
In the comparison of Septic CPE and Non Septic CPE groups,
only the RR value differed statistically and it was found to be
higher in the Septic CPE group (p<0.001). RR is the sentinel
and arguably most important vital sign because its normal
values are breached before those of other vital signs in
nearly all states of clinical decline. Changes in respiratory
rate are often the earliest warning of SIRS, sepsis, respiratory
insufficiency and shock among others. In these conditions,
abnormalities in RR first herald the need for additional pa-
tient assessment and rapid intervention to prevent further
decline. Tachypnea is often the first sign of SIRS, sepsis and
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respiratory insufficiency (17). Therefore, although tradi-
tional resuscitation goals such as normalization of respira-
tory rate may be insufficient to detect tissue hypoxia, these
parameters should not be ignored (15). Optimization and
normalization of mucous membrane color along with vitals
increases survival rate in dogs with CPE.

Evaluation of clinical parameters such as CRT, heart and
respiratory rate and hydration status along with routine la-
boratory tests such as hemogram provide important clinical
information for diagnosis, differential diagnosis and moni-
toring the complications secondary to viral infection (15, 16).
Depending on the tropism of CPV, clinical and hemogram
findings differ according to the affected cell type. Immuno-
suppression may occur due to the death of myeloprolifera-
tive cells and thymic lymphocytosis (2,16). Mild to severe
leukopenia has been reported in dogs with CPE (7). This is
associated with viral replication in bone marrow and lym-
phatic tissue that destroys active mitotic myeloid precursors
and lymphoid cells. It was reported that leukopenia at ad-
mission and 24 and 48 hours after admission could be used
to predict outcome and increases over time in total WBC and
absolute differential leukocyte counts would be associated
with better outcome (1,7,10). However, the occasionally ob-
served leukocytosis in cases of CPE may be due to primary or
secondary bacterial infection, acute intravascular hemolysis,
secondary to increased cell production by the bone marrow
causing a shift of cells from the marginal pool to the circula-
tion, or damage to the liver and/or other organs. In addition,
it has been reported that neutrophilia and lymphopenia may
be associated with a severe inflammatory reaction induced
by bacterial infections in cases of CPE (18). Moreover, com-
mon hematological abnormalities such as low levels of RBC,
MCH, MCHC and Hb have been reported to be associated
with regenerative anemia and/or iron deficiency anemia due
toviral persistence in the bone marrow. However, significant
dehydration due to fluid loss from the gastrointestinal tract
may mask anemia and cause relative polycythemia (19). The
decrease in Hb level may be due to blood loss with feces
and/or vomiting in CPE cases. Furthermore, low Hb levels
may result from reduced erythropoiesis due to direct dam-
age by CPV to the bone marrow, and accumulation of toxic
waste products during the viremia and febrile phase as well
as the dog's previous poor health (18,20). Besides, the
changes in these parameters may be associated with hypo-
chromic anemia caused by proinflammatory cytokines and
the disruption of the development of reticulocytes by con-
verting iron into a less usable form (16). In the present study,
the WBC, granulocyte, MCH, MCHC and Hb values of the CPE
Group were lower (p<0.031) and the RDW value was higher
(p<0.001) when compared to the Control Group. Considering
the presence of sepsis, in the Septic CPE Group, the WBC,
lymphocyte, monocytes and granulocyte values were found
to be lower (p<0.006) and MCH value was found to be higher
when compared with the Non Septic CPE Group (p<0.004).
These differences were interpreted as a result of the de-
struction of hematopoietic linage precursors, depletion of
lymphoid organs and massive intestinal recruitment in the
presence of sepsis (10). Low MCH, MCHC and Hb levels of
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the CPE Group compared with the Control Group are associ-
ated with iron recovery and/or disruption of iron metabo-
lism in erythroid precursor cells (2,16). The high MCH value
observed in the Septic CPE Group was thought to be related
with not having enough vitamin B12 or folic acid in the body
as a result of malnutrition and/or malabsorption due to vil-
lous atrophy (10,16).

Monocytes have an essential role in CPE due to their

functions such as removal of necrotic debris, viral inactiva-
tion, response to foreign bodies and phagocytosis of old or
abnormal erythrocytes. In previous studies, it was reported
that an increase in monocyte counts had prognostic value
and were associated with higher survival rate (21,22). The
low monocyte levels detected in the Septic CPE Group of the
present study were consistent with previous studies, and it
was thought that this finding might be related to immuno-
suppression due to lymphoid tissue damage (7). In addition,
this finding can be explained by the fact that monocytes
begin to migrate to the inflamed tissue when the inflamma-
tory response begins as a result of infection (23).
The limitations of this study are the limited number of ani-
mals which may influence the results of the ROC-based diag-
nostic performance analysis results and the evaluation of
hemogram analysis within the scope of routine laboratory
examination.

Although interest in routine hematological parameters
has increased recently (24), data on clinical and hematologi-
cal parameters in dogs with parvoviral enteritis and sepsis
are limited. With this study, based on the ROC-based diag-
nostic performance analysis, it was observed that RR, WBC,
lymphocyte, monocytes, granulocyte and MCH parameters
in the presence of sepsis have higher diagnostic perfor-
mance and provide clinically important information in rou-
tine clinical and laboratory examinations. As a result, it was
concluded that the evaluation of WBC, lymphocyte, mono-
cytes, granulocyte and MCH values together with clinical ex-
amination findings in dogs with CPE who developed sepsis
according to 2001 SIRS criteria, may improve early identifi-
cation of severely ill patients at triage and allow more ag-
gressive and timely interventions to improve the prognosis
of these patients.
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Oz

Diinya’da her yil 700.000 kisinin kaybina neden olan antimikrobiyel direng sorunu devam edecek olursa 2030 yillarinda kiiresel gelirlerin
%2-3 oraninda azalacagl ve 100-600 trilyon dolarlik bir kiiresel ekonomik kaybin olacagi, 2050’den itibaren ise her yil 10 milyon kisinin
hayatini kaybedecegi tahmin edilmektedir. Turkiye OECD ulkeleri arasinda antibiyotik direncinin en fazla gelistigi tlkedir. Turkiye’de
antibiyotiklerin %35’ine direng gelistigi bildirilmistir. Bu oran bazi Avrupa llkelerinde %5’e kadar dislrilmustir. G20 zirvelerini ve Diinya
Saglik Orgiitiinii siirekli mesgul eden bu konu hakkinda farkindaligi artirmak, kullanimi sinirlamak ve yeni tedavi ve koruma sekilleri bulmak
seklinde kiresel politikalar gelistiriimektedir. Hem tip ve hem de Veteriner Hekimligi alaninda uygulanan Regete Bilgi Sistemi (RBS) etkili
bir uygulamadir. Diinya Antibiyotik Farkindalik Haftasi (13-19 Kasim)’'nda tim diinyada konuya dikkat ¢ekilmektedir. Kisi basi en fazla
antibiyotik tuketen Ulke Turkiye’dir. Direng sorununun kaynaginda bitki ve hayvan sagligini koruyucu ve/veya verim artirici olarak
kullanilan antimikrobiyel maddeler yer almaktadir. Tarim ve hayvancilikta antimikrobiyel kullanimi mutlaka denetim altina alinmasi
gerekir. Antibiyotikler tarimda ve hayvancilikta hastalik koruma amaciyla kullaniimamalidir. ilagh yem ticareti yasaklanmalidir. Regetesiz
tarim ve veteriner ilaci kullanimi engellenmelidir. Gidalar dahi ilag kalintisi ve direng genleri bakimindan denetlenmelidir. Tedavi amagh
antibiyotik kullaniminda doz ve kullanim siresi takibi yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyel, bitki, cevre, direng, gida, saglik.

Antimicrobial Resistance: A Global Problem
Abstract

If this problem, which causes the loss of 700,000 people every year in the world, continues, it is estimated that it will decrease by 2-3% in
global incomes in 2030, and it will cause a global economic loss of 100-600 trillion dollars. Also it is estimated that 10 million people will
die every year in 2050. It has been reported that antibiotic resistance develops the most in Turkey among OECD countries and resistance
develops to 35% of antibiotics. However, this rate has been reduced to 5% in some European countries. Global policies are being
developed in the form of raising awareness, limiting use and finding new forms of treatment and protection on this issue, which constantly
occupies the G20 summits and the World Health Organization. The Prescription Information System, which is applied in both medicine
and veterinary medicine, is an effective application. World Antibiotic Awareness Week (13-19 November) draws attention to the issue all
over the world. Turkey is the country that consumes the most antibiotics per capita. The source of the resistance problem is antimicrobial
substances that are used to protect plant and animal health and/or increase productivity. The use of antimicrobials in agriculture and
animal husbandry must be strictly controlled. Antibiotics should not be used for disease prevention in agriculture and animal husbandry.
The medicated feed trade should be banned. The use of non-prescription agricultural and veterinary drugs should be prevented. Even
foods should be inspected for drug residue and resistance genes. In the use of antibiotics for therapeutic purposes, dose and duration of
use should be followed.

Key Words: Antimicrobial, environment, food, health, plant, resistance

GiRiS

Antimikrobiyeller bakteri, virs, kiif ve protozoa grubundaki
zararli mikroorganizmalarin yok edilmesi veya kontrol altina
alinmasi amaci ile kullanilan kimyasal maddelerdir. Bunlar
antibiyotik, antiseptik, dezenfektan, deterjan, kozmetik, gida
koruyucu (benzoat, fosfat, nitrat, nitri tuzlan), ¢inko ve bakir
gibi metal iyonlaridir (1). ilk basta antibiyotik bulundu ve in-
san saghginda kullanilmaya baslandi. Sonra diger antimikro-
biyel maddeler bulunarak insan ve hayvan tedavilerinde kul-

lanildi. Ancak bunlara karsi mikrobiyel direng gelisimi de ge-
cikmedi. Ornegin B-lactam grubu antibiyotikler (Cephalospo-
rin, Penicillin, Cefotaxime, Monobactam ve Carbapenem)
1928’de bulundu, 1938’de kullaniimaya baslandi, 1945’te di-
reng gelistigi tespit edildi. Antimikrobiyel kullanimi sirekli
artti (2). Bitki ve hayvan saghgini korumak amaciyla giderek
daha yaygin ve hatta rutin olarak kullanilmaya baslandi. K-
resel 1sinma, nifus artisi, kurakhk gibi nedenlerle giderek
daha fazla Uretilerek ve birim alandan daha fazla verim ala-
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rak gida talebi karsilanmaya calisiimaktadir. Bitkisel Gre-
timde verim artirmak icin kurakhga ve hastaliklara dayanikh
hibrit tohumlarla Gretim yapilmaya c¢alisiilmaktadir. Artan
gida talebi tarimda ve hayvancilikta verim artirici ve hastalik-
lardan koruyucu antimikrobiyel madde kullanimini da artir-
mistir. Bu noktadan sonra ise antimikrobiyel diren¢ (AMD)
sorunu patlak verdi. Streptomisin, tetrasiklin ve tiyazol gibi
bazi ilaglar hem bitkilerde hem de hayvanlarda kullanildi. in-
san eliyle gelistirilen direngli genler toprak, su, bitki ve hay-
van mikroflora Uyeleri arasinda tasinmaktadir (3). Glinu-
mizde bu sorun kiiresel bir sorun olarak tim yasam formla-
rini tehdit etmektedir (4).

Alexander Fleming ilk antibiyotik olan penisilini Eylil
1927'de kesfetti. Bu bulus sayesinde hastaliklar tedavi edilip
ortalama 6mir uzadi. Ancak giiniimiizde antibiyotiklerin te-
davi edici yetenekleri azaldi, bakteriler antibiyotiklere direng
kazandi. Bunun baslica nedeni asiri ve kontrolsiiz antibiyotik
kullanimidir. Sadece insan degil hayvanlarda da ayni antibi-
yotiklerin kullanilmasi slreci hizlandirdi. Antibiyotiklerin
yeme katilarak hayvanlarda verim artirmak amaciyla kullanil-
masl, konuyu bugiiniin en biiyik saglik sorunu haline getirdi
(5). Pneumoni, tiberkiiloz, belsoguklugu ve salmonelloz gibi
tedavisi basit hastaliklar tedavi edilemez hale geldi. Her yil
tuberkiiloz yakalananlarin sayisi 10 milyonu, bu hastaliktan
olenlerin sayisi ise 1,6 milyonu bulmustur. Bunlardan
600.000 kiside ¢coklu antibiyotik direnci gelistigi gorilmistir.
Diinya Saglhk Orgiitii 2019 Deklarasyonu’nda AMD sorununu
baslica 10 kirresel sorun arasinda saymistir (6). Alarm veren
bu konu (izerinde bilim insanlari gece giindiiz ¢calismakta,
devletler biyik bitgelerle Ar-Ge ¢alismalarini desteklemek-
tedir. Turkiye, 32 Avrupa llkesi arasinda en ¢ok antibiyotik
kullanan tlke olup, bu direng sorunundan en ¢ok magdur
olan tlkelerden birisidir (7).

Tiseo ve ark (8) derledikleri bilgilere gére 41 lkede ta-
vuk, sigir ve domuz icin 2017 yilinda 93.000 Ton antibiyotik
satilmistir. Arastirmacilar bu oranin giincel trendin altinda
artis gostermesi durumunda dahi en iyi tahminle 2030 yiI-
linda 104.000 Ton; en ¢ok antibiyotik kullanan tlkelerin yine
Cin, Brezilya, Amerika, Tayland ve Hindistan olacagini bildir-
miglerdir. Tedavi amaciyla kullanilan antibiyotiklerin %70’
hayvancilikta ve %30’u insan saghginda kullaniimaktadir. Bu
antibiyotiklerin %70’i idrara ve diski ile cevresel déngiye bi-
rakilmaktadir. insan ve hayvandan atiga, atiktan topraga,
topraktan bitkiye, bitkiden insan ve hayvana olmak Uzere
dongl devam ettikge direng sorunu da katlanarak biyimek-
tedir. Balikgilikta kullanilan antibiyotigin %70’i serbest ¢evre-
sel dolasima girmektedir (1). Cevre-bitki-hayvan-insan eko-
sistemleri arasinda mikroflora degisimi ve dolayisi ile AMD
genlerinin aktarimlarn da sliregelmektedir (9). Bu nedenle
AMD sorunu tek saghk kapsaminda ele alinmakta ve bahse
konu edilen butiin ekosistemler icerisinde kontrol altina alin-
masi gerekmektedir (10, 11). Bu nedenden dolayi konu hak-
kinda kapsamli arastirmalar ve koruma — kontrol programlari
uygulanmaktadir. Konu, tlkeler ve AB gibi (lke topluluklar
dizeyinde ele alinmakla birlikte tim diinyayi icerisine alan
programlar da yiritilmektedir. Bunlardan baslica olani “The
Global Antimicrobial Resistance Surveillance System
(GLASS)”tir (12). AB hastalik Kontrol Merkezi tarafindan Eu-
ropean Antimicrobial Resistance Surveillance Network
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(EARS-Net) sitesi de bu konuda goérev yapmaktadir (13).
Diinya Saglik Orgiitii Antimikrobiyel Direng Dékiimantasyon
Merkezi belge ve bilgi Greten bir merkezdir (14). AMD soru-
nunu azaltma konusunda basari siralamasinda bazi iskandi-
nav Ulkeleri 6ne gikarken bazi ulkelerde yeterli iyilesme go-
ralmus degildir. Tiirkiye de sorununu 6ncelikler arasinda gor-
mis ve kiiresel programlara katilmistir. Mevcut durumda et-
kili takip (Regete Bilgi Sistemi) ve AMD sorunu ile micade-
lede stratejik eylem planlarinin uygulamada basarili olun-
maya ¢alisilmaktadir. Avrupa Birligi Glkelerinin glinlik ve bir
tedavi periyodunda kullanmalarina izin verilen antibiyotik-
lere ait maksimum dozlar bildirilmistir (17).

Bakteriler genel olarak enzimlerini kullanarak ilaglara
direncg gosterirler. Bazen de bir metabolik yolagi degistirirler.
Direng gelisimi genel olarak bakterilerin genetik kodlarina is-
lenir. Bu kodlar diger bakterilere de horizontal gen transferi
ile gecebilir. Bakteriler arasinda AMD genleri toprak, su, ba-
girsak ve gida gibi bakterilerin Greme ortamlarinda integron-
lar ve transpozonlar gibi mobil DNA havuzunu olusturan mo-
lekdller Gzerinden konjugasyon, transdiiksiyon ve transfor-
masyon yoluyla, plazmidlerde ise konjugasyon yoluyla akta-
rilmaktadir (18). Bakteriler arasinda AMD genlerinin aktarimi
insan, cevre ve hayvan ekosistemi icerisinde direng sorunu-
nun hizla artmasina neden olmakta ve bu durum insan sagli-
gini tehdit etmektedir (19). insanlarin solunum, sindirim,
Urogenital, kan ve lenf sisteminde latent olarak bulunan ve
omir boyu saglik riskine neden olmayan bakterilere de bu
direng genleri aktarilmaktadir. Bu bakterilerin veya viicuda
giren zararli (patojen) bakterilerin de bu genlerle direngli
hale gelmesi ile asil 6lumcil saglk riskleri ortaya ¢ikmaktadir
(10). Bu genlerin aktarimini saglayabilecek kaynaklardan biri
de gidalardir. Steril gida Uretimi yok denecek kadar azdir ve
fermente gidalar gibi bakteri yik{ fazla olan gidalar da bu
kapsamda degerlendirilmektedir.

1. Antimikrobiyel Direng Agisindan Gida ile ilgili Sorunlar

Tarim dridnlerinin ve hayvanlarin saghgini artirarak verim ar-
tisi saglamak amaci ile yasak olsa da antibiyotik ve benzeri
maddelerin kullanimi heniiz tam olarak engellenmis degildir.
Dolayisi ile bitkisel ve hayvansal gidalara hali hazirda AMD
gen taslyici vasatlar olarak bakilmaktadir. Bakteriler arasinda
gen aktarimi riski ile cevre, bitki, hayvan ve insan saglg risk
altina girmektedir. Gidalarin bir kismi tarladan hasat edildigi
haliyle islem gérmeden tiiketilmektedir ve bunlarin mikrof-
lorasi insan ve hayvan sindirim sistemine dogrudan dahil ol-
maktadir. Diger gidalar ise i1si uygulama, fermente etme ve
kurutma gibi islemlerden gecirildiginde flora profilleri degis-
mekle birlikte bunlar icerisinde de AMD genleri tasinabilir.
Gidada bulunan antimikrobiyel madde ve/veya AMD genleri
taslyan bakteriler gibi bircok etmen gidanin AMD risk diize-
yini belirlemektedir.

Hayvansal gidalar

Satisa sunulan gidalar antibiyotik kalintisi bakimindan da ya-
sal limitlere uymak zorundadir. Ozellikle Kuzey Avrupa iilke-
leri ve diger Avrupa Ulkelerinde AMD takip sistemleri daha
siki uygulanmakta ve bu nedenle Avrupa’da daha az AMD ve
kahinti riski bulundugu bildirilmektedir. Yapilan bir ¢calismada
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hayvansal gidalarin antibiyotik kalinti riski ylksek olan Glke-
ler Nijerya, Brezilya, Tanzanya, Vietnam, iran, Cin, Suudi Ara-
bistan, Banglades, Kenya, Uganda, Slovenya, Tirkiye gibi si-
ralama verilmistir (20). Ancak bu arastirma sonuglari tlkeler
hakkinda gergek durumun daha da vahim olabilecegi fikrini
dogurmaktadir. Bazi tlkelerde konu hakkinda yayin yapmak
bazi nedenlerden dolayi zor olabilir. Bu ¢calismada dikkat ce-
ken bir diger konu da en fazla antibiyotik iceren hayvansal
gidalarin sirasiyla sit, deniz Grlnleri, kanath eti, sigir eti, yu-
murta, domuz eti ve koyun eti olmasidir. Turkiye’de gidalardaki
antibiyotik kalintilarini tespit etmek Ulzerine yapilan arastirma
sonuglari yayinlanan bir derlemede verilmistir (21).

Hayvanlara tedavi koruma ve daha fazla verim elde
etme gibi farkli amaglarla kullanilan antimikrobiyeller veya
bunlarin yan drinleri viicutta kansere kadar varan hasarlara
neden olabilmektedirler. Ornegin kloramfenikol kemik iligi
hasari yaparken siilfametazin, oksitetrasiklin, furazolidon ve
nitrofurazon karsinojenik etki géstermektedir (20). Tarim ve
hayvancilikta kullanilan antibiyotiklerin neredeyse tamami
hayvansal gidalarla insan bagirsagina ulasan antibiyotikler-
den ve/veya antibiyotik direngli aktif genlerden insan saghgi
zarar gérmektedir (22, 23).

AB (lkelerinde ve Tirkiye’de 2006 yilinda ABD’de ise
2017 yilinda verim artirici amagla antibiyotik kullanimina son
verildi. Ancak Avrupa da heniz saglikh hayvanlarin mikrop-
lari arasinda AMD genlerinin eradikasyonu ile ugrasmakta ve
hayvancilikta antibiyotik kullanimini azaltmaya ¢alismakta-
dir. Kasaplik hayvanlar, 6zellikle domuz ve kanath hayvanlar
entansif yetistiricilik kosullarinda bagirsak saghgini koruya-
madiklar icin sik sik antibiyotige ihtiya¢ duymaktadirlar.
Ozellikle kanatli hayvanlarin kesimleri kitlesel oldugu icin et-
lerde ve dolayisi ile mutfaklarda ¢apraz kontamiasyon riski
artmaktadir. Avrupa baslica saglik sorununa neden olan sal-
monella gida zehirlenmeleri ile ¢oklu ila¢ direnci sorunu ne-
deni ile henlz basa ¢citkamamistir (24). Amerika’da da durum
aynidir (25). Ozellikle hayvansal gidalarla ve 6zellikle etlerle
insanlara gecen zoonoz bakteriyel etkenlerden Salmonella
spp., Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus spp., Campylobacter jejuni, Enterococcus
spp. ve Escherichia coli insan sagligini daha fazla tehdit eder
hale gelmistir (26).

Hayvansal gidalar icerisinde bulunan antibiyotikler
rin teknolojisinde starter kiltir gelisimine engel olmak su-
retiyle Uretim parametrelerini bozmaktadir. Ayrica ortamda
bulunmasi muhtemel zararli bakterilerin bu antibiyotiklere
diren¢ kazanmalari durumunda insan enfeksiyonlarina ne-
den olmalar halinde tedavi zorlasmaktadir. Ayrica kaltir
mikroorganizmalarinin lreyerek patojen bakterileri gida ice-
risinde baskilamasi durumu da sekteye ugrayabilir ve bu gibi
Urinleri gida zehirlenmelerine neden olabilir (27). Avrupa
Tip Teskilati (The European Medicines Agency, EMA), Avrupa
Gida Guvenligi Otoritesi (European Food Safety Authority,
EFSA) ve Avrupa Hastalik Onleme ve Kontrol Merkezi (Euro-
pean Centre for Disease Prevention and Control, ECDC) anti-
mikrobiyel madde kullanimi ile direng gelisimi arasindaki
iliski (Joint Inter-agency Antimicrobial Consumption and Re-
sistance Analysis, JIACRA)ye ait verileri ortaklasa rapor et-
mektedir. Bu rapora gore hayvanlarda kullanilan antibiyotik-
ler hem hayvanda ve hem de insanda ortak bakterilerde
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(Campylobacter jejuni gibi) direng sorununa neden olmakta-
dir. Bunun 6niine gegebilmek icin “Tek Saglik Konsepti” ice-
risinde dnlemler alinmasi gerektigi, bu kapsamda yapilan ¢a-
lismalardan da iyi sonuglar alindigi bildirilmistir. Bu rapora
gore hayvancilikta 6zellikle kolistin ve oksitetrasiklin kullani-
minin ylksek oldugu ve bunun azaltilmasi gerektigi bildiril-
mistir (28).

Entansif tavukgulukta kullanilan antikoksidiyallerin bir
kismi AMD sorunu nedeni ile yasaklanmistir. Bagirsak sagl-
gini ve dolayisi ile verimi de tesvik eden bu driinlerin alterna-
tifi olabilecek Urtnlerin gelistirilmesine gayret edilmektedir.
Zira son yillarda o6zellikle iyonofor grubu antikoksidiyallerin
sadece Eimeria degil Gram pozitif bakteri duvarinda da iyon
tasima mekanizmasini bozarak gosterdigi etkiye karsi bakte-
rinin direng gelistirdigi ortaya konmustur. Antikoksidiyallerin
diger canh sistemleri Gizerindeki etkinin antibiyotiklerle ben-
zer oldugu bildirilmistir (2). Tavuk eti Uretim basta olmak
Uzere yogun entansif Uretimlerin gelecekte Asya-Pasifik ve
Glney Amerika Ulkelerinde artacagi, dolayisi ile AMD riskinin
de en fazla bu bolgelerde kaynak alacagi bildirilmektedir
(ek7).

Su Urinleri yetistiriciliginde de antibiyotik kullanimi yo-
gundur. Sili somon tretiminde Norveg’ten sonra ikinci sirada
yer almaktadir. Zhao ve ark. (29) yayinladiklari derleme ma-
kalelerinde su Urlinleri yetistiriciliginde yemlerle birlikte an-
tibiyotik kullaniminin diger kullanim sekillerine gore daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar, baliklarda an-
tibiyotik kalintisinin, antibiyotik kalinti geni tasiyan balik bak-
terilerinin (6zellikle insan saghgi icin de 6nemli olan Listeria
monocytogenes, Aeromonas, Clostridium gibi bakteriler),
suda direngli gen ve antibiyotik kalintisi veya direncli gen ta-
siyan bakterilerin bulunmasinin diger biyolojik sistemlere de
sirayet edebilecegini bildirmislerdir (29). Sili’"de 2016 yilinda
ton basina 0,53 kg antibiyotik kullanilirken Norve¢’te sadece
0.0008 kg kullanilmistir (30) AB ulkeleri 2006 yilinda, ABD ise
2018 yilinda verim artirici antibiyotik kullanimini yasaklama
karari almistir. Hali hazirda diger bircok (ilkede yasal diizen-
lemeler heniiz yoktur (29).

Bitkisel gidalar

Bitkisel Gretimde basta bakteri ve mantar hastaliklarinin 6n-
lenmesinde antimikrobiyel maddeler kullanilmaktadir. Kulla-
nilan miktar hayvancilikta kullanilandan daha az olarak bildi-
rilmis olsa da yasal sinirlamalar ve diizenlemelerin eksikligi
nedeniyle bildirilen miktardan daha fazla kullanim olabilir.
Sadece birkag Ulke birkag antibiyotik (streptomisin, oksitet-
rasiklin ve kasugamisin gibi) ve birka¢ bitkide (yumusak ce-
kirdekli meyveler ve narenciye) kullanim hakkinda sinirlama
getirilmistir (31-34). Avrupa ulkelerinde kullanimlar yasak
olsa da az gelismis Ulkelerde kullanimi serbest olan bu gibi
antimikrobiyel maddeler piring, sebzeler, hatta ¢ig olarak ti-
ketilen brokoli ve karnabahar gibi sebzelerin tiretiminde dahi
kullanilmaktadir. Yesil yaprakl sebzeler ve brokoli gibi de-
gerli sebzelerde ot ve bocek 6ldirici ilaglarin da kullanildigi
bilinmektedir. Bazi gelismis llkeler bazi antimikrobiyel mad-
delerin kullanimina tam yasak getirirken bazilarinin bazi gi-
dalarda kullanimina izin vermektedir. Ornegin Japonya’da pi-
ringte Burkholderia glumae etkenine karsi, israil’de armutta
Erwinia amylovora etkenine karsi oksolinik asit kullanimina
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izin verilmektedir. Hindistan’da ise meyve, sebze, patates, pi-
ring gibi bircok gidanin Gretiminde hastalik etkenlerine karsi
streptosilin (streptomisin ve tetrasiklin konbinasyonu) kulla-
nimina izin verilmistir (34).

Bitki sagligini korumak amaci ile bitkilerin Gzerin su ige-
risinde dogrudan uygulanan antimikrobiyel maddelerin yani
sira insan ve hayvanlarda kullanilan antibiyotiklerin 6zellikle
idrar ve diski kaynaklarindan atik sulara, topraga, oradan
toprak bakterilerine ve bitkiye ulagsmasi riski vardir. Balikgi-
likta kullanilan amtimikrobiyel maddeler de ayni dongu ile
bitkilere ulagabilmektedir. Neticede bu antimikrobiyel kalin-
tilarinin insana veya hayvana geri donmesi, bu kalintilarin
toprak bakterilerinde veya bitki ylizeyi bakterilerinde direng
sorununa neden olarak bu bakterilerle direng genlerinin in-
san ve hayvana geri donmesi gibi sorunlar ortaya ¢ikmakta-
dir. Toprak bakterileri ve gida islemede kullanilan endUstriyel
bakterilerin yani sira saprofit ve kommensal yasam gibi ya-
sam formlarini da etkileyen bu durum karsisinda 6nlemler
alinmadigi takdirde ¢evre, insan ve hayvan lizerinde yasayan
tim bakteriler ve diger yasam formlari bu durumdan etkilen-
mektedir (19, 35, 36).

Hayvan, bitki ve cevre sagligini toprak mikrobiyomunun
saghg etkilemektedir. Toprak igerisinde bolca yer alan ve in-
san patojenlerini de igerdigi bilinen bakterilerin (Devosia,
Shinella, Stenotrophomonas, Clostridium, Peptostreptococ-
cus, Leifsonia, Gemmatimonas) hayvan giibresi icerisinde bu-
lunan siilfadiyazin ile iireme kinetiginin arttigi, buna mukabil
Pseudomonas, Lysobacter, Hydrogenophaga ve Adhaeribac-
ter gibi toprak kalitesini artiran cinslerin de azaldigi bildiril-
mistir (37). Forsberg ve ark. (38) B-lactam, aminoglkozid, am-
fenikol, sulfonamid ve tetrasiklin gibi antibiyotik gruplarina
direncli gen paketlerini hem toprak bakterilerinden hem de
insan patojenik bakterilerinden identifiye etmislerdir (39).

Fermente gidalar

Beslenmede fermente siit rlinlerinin yeri bytktir (40, 41).
Uretimde pastérize siit kullanildigl zaman cig siit florasinin
%99,9’u yikimlanir. Ancak canli kalan %0,1’lik kisim igcerisinde
yer alan pastoérizasyona direngli bakteriler Gretim esnasinda
lreyip gidada asitlik olusumu heniiz yeterli degil iken ¢ogala-
bilir (42, 43). Fermantasyonda ¢ig veya pastorize ham mad-
deler kullanilabilir. Fermantasyon kiilturi olarak dogal flora-
dan yararlanilabilecegi gibi, Uretici eliyle eklenen mikroflora
(maya, starter kaltar, olgunlastirma kultiri) da kullanilabilir.
Yogurt, kefir, kimiz, peynir, tereyagi, ayran, boza, ekmek ma-
yasl ve diger fermente gidalarin iretiminde kiltir mikroor-
ganizmalari kullanilir. Fermente urtnler icerdikleri mikrof-
lora ile birlikte ve cogunlukla dogrudan tiketildikleri icin bu
mikrofloranin bir kismi bagirsaga kadar ulasmaktadir (38).
Fermente gidalarin igerdigi bakteriler AMD sorununun
bir parcasi olarak gorilmektedir. Mayalanma esnasinda
meydana gelen bakteri Giremeleri yogun oldugu i¢in bu asa-
mada dikey gen transferleri meydana gelmektedir. Bu genler
fermente gida tiiketen bireyler tarafindan yogun olarak alin-
maktadir. Bu nedenle gida ve gida desteklerinin icerdigi mik-
robiyel kiltirlerin AMD genlerini tasimamalarn gerekir (4,
44). Laktik asit bakterilerinde antimikrobiyel direncin diger
bagirsak florasi tiyelerinden daha fazla oldugu bilinmektedir.
Bu bakterilerde AMD olmasi dogaldir ve gereklidir. Sayet bu
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olmasa idi bagirsak yararli mikroflorasi antibiyotik kullani-
mindan sonra daha fazla yok olacak ve dnce ishal ve daha
sonra da genel saglk riskleri ortaya c¢ikacakti. Bununla bir-
likte bu genlerin 6rnegin salmonella gibi 6nemli gida pato-
jenlerine aktariimasi durumunda olusacak saglik riskleri Gze-
rinde de durulmaya baslanmistir (18). Her oral antibiyotik
kullaniminda bir miktar faydali bagirsak bakterisi 6liirken ba-
zilar da direng kazanabilir. Bu durumda ortaya cikabilecek
saglik risklerinin 6nlenmesi amaciyla hekimler antibiyotik te-
davilerinde hastalara fermente gidalar, probiyotik gidalar
veya probiyotik gida takviyeleri énermektedirler. Bu konuda
gelecekte yapilacak arastirmalarla daha aydinlatici bilgiler
ortaya konarak faydali bakteriler ve zararh bakteriler ara-
sinda direng genlerinin transferi konusu halk saghgi agisindan
daha detayli izahlara ulasacagini tahmin etmekteyiz.

Sit icerisinde bakteriler arasinda gen aktariminin sivi besi
yeri ile kiyaslandiginda 10 kat daha fazla oldugu bildirilmistir
(45). Laktik asit bakterilerinden patojen bakterilere siitiin
mayalanmasi esnasinda gen aktarimi oldugu da bildirilmistir
(46). Bu durumun pastorize edilerek fermente edilen gida-
larda hatali pastérizasyon ve sekonder kontaminasyon duru-
munda dnemi ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin yogurt yapilacak
sit pastorize edildikten sonra zararli bakteriler tarafindan
kontamine olursa ve kullanilan starter kiiltiir bakterilerinin
tasidigi direnglilik genleri (ki bu kilturlerin antibiyotik diren-
cine sahip olmalari istenir) patojen bakterilere aktarilacaktir.
Ote yandan fermente gida tiiketimi ile bagirsaga ulasan star-
ter kiiltlr veya probiyotik bakterilerinin direnglilik genleri ba-
girsagin latent halde bulundurdugu firsatgi patojen bakteri-
lere gegerek riskli durumlar olusturabilir. Gida starter kiltir-
leri (Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococ-
cus), fermente gidalarda kullanilan biyoprezervatif 6zellikli
bakteriler, destek kltirleri (starter gelistiriciler, lezzet ve
aroma olusturucular, asit veya bakteriyozin olusturucular
gibi) probiyotikler veya bakteriyofajlar bu bakimdan deger-
lendirilmektedirler. AB lkeleri faj kullanimina izin verme-
mekle birlikte, ABD peynir muhafazasinda Listeria monocy-
togenes riskine karsi kullanilmasina izin vermistir. ABD’de
Generally Recognized As Safe (GRAS) ve AB’de Qualified Pre-
sumption of Safety (QPS) konsepti icerisinde kullanimina izin
verilen mikroorganizmalarin listesi yer almaktadir (18, 47).
Bu nedenle ideal gida tanimi igerisinde gelecekte “AMD di-
rengli genetik materyal icermez” ifadesi yer alabilir. Bu pers-
pektiften bakilinca ¢ig stt kullanilarak Uretilen fermente siit
Uridnleri, salamuralar, tursular ve boza hakkinda yeni arastir-
malarin yapilmasi yararli olacaktir.

2. Antimikrobiyel Direng Sorunu ile Miicadelede Céziim
Onerileri

Bitki, ciftlik hayvanlari ve ciftlik baligi yetistiriciliginde koru-
yucu ve verim artirict amagla kullanimi yasaklandiginda or-
taya biyuk verim kayiplari gikti. Bunu engellemek ve alterna-
tiflerini ortaya koymak icin probiyotikler, prebiyotikler, bitki-
sel 6z maddeler, asi ve diger immun sistem modulatérleri,
faj, biyopeptitler, organik asitler gibi bircok madde kullanil-
maya baslanmistir (48,49). Gida Uretim esnasinda da gida
muhafazasi ve raf dmriiniin dogal antibiyotik 6zellikli bitkisel
ekstraktlar kullanilarak azaltiimaya g¢alisiimaktadir (50, 51).
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Yasal engellerin az olmasindan 6tiirii Cin ve Hindistan glini-
miizde antimikrobiyel madde lretiminde ve tiketiminde ilk
sirada yer almaktadir. Ancak AMD sorunu sinir tanimaz. Bu
genler gida, bitki ve hayvan lzerinden tiim diinyaya yayillma
riski tagimaktadir. Tedavide kullanilan antimikrobiyel ilacla-
rin insan, bitki ve hayvanlarda sadece izin verilenler ile izin
verilen sekilde tedavide kullaniimalari yasalarla denetlenme-
lidir. Veteriner hekimligi sahasinda yogun antibiyotik kullani-
minin azaltilmasinin insan saghgi Gzerinde olumlu etkisi ola-
caktir. Gubre, atik su, sulak alanlar, balik ve diger hayvan gift-
likleri, kesimhane calisanlari, hayvan giibresi kullanilan top-
raklar AMD riski bakimindan denetlenmelidir. Global ¢apta
uygulanan bir “Antibiyotik Direnci Risk Giderme Programi”
bitun dlkeler tarafindan benimsenmelidir.
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Apiterapi, aricilik trinleri kullanilarak yapilan dogal bir tedavi yontemi olup tip diinyasinda “tamamlayici/destekleyici tedavi” niteliginde
kabul edilmektedir. Diinyada ari Grinlerinin gida, tarim ve hayvancilikta kullanimina yonelik gesitli calismalar yapilmaktadir. Propolis, bal
arilari tarafindan gesitli bitki kaynaklarindan toplanmis reginemsi materyalin genel adidir. Propolis 6zellikle yapisindaki zengin flavonoid,
fenolik asit ve terpenoidler nedeniyle antibakteriyel, antifungal, antiviral, antikarsinojen, antioksidan ve yangi giderici aktivite gésteren
organik bir maddedir. Arastirmalar propolisin s6z konusu 6zelliklerinden dolayi gerek organik hayvancilik gerek hayvan sagligi ve gerekse
alternatif buyutme faktorleri bakimindan Uzerinde durulmasi gereken alternatif bir yem katkisi olabilecegini gostermektedir. Bu
derlemenin amaci, propolisin farkli 6zelliklerini ve bu konuda ruminant beslemede yapilan arastirmalari degerlendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Propolis, ruminant, yem katkisi.

Propolis and its Use as an Alternative Feed Additive in Ruminants
Abstract

Apitherapy is a natural treatment method using beekeeping products and is considered a "complementary/supportive treatment" in the
medical world. Various studies are carried out in the world for the use of bee products in food, agriculture, and animal husbandry. Propolis
is the general name for the resinous material collected from various plant sources by honeybees. Propolis is an organic substance with
antibacterial, antifungal, antiviral anticarcinogen, antioxidant and antienflamatuar activity, especially due to its rich flavonoid, phenolic
acid and terpenoids. Studies show that propolis can be an alternative feed additive that should be considered in terms of organic livestock,
animal health and alternative growth factors due to its properties. The purpose of this review is to evaluate the different properties of
propolis and the studies on this subject in ruminant feeding.

Key Words: Feed additive, propolis, ruminant.

GiRiS sarlya kadar degisen renk ve kivamda, oda sicakliginda genel-
Antik uygarliklardan bu yana ari Griinleri insan, hayvan ve likle yari kati halde olan organik yapiskan bir maddedir (2).
bitki saghgini iyilestirmek icin kullanmaktadir. “Apiterapi” ad\ Dogada arilar, kovanin girisini, her tirli catlagini, kovanda
verilen bu yontem, dogal triinlerin kullanimina bagh olmasi oldirdlen dismanlari ve len arilar bu materyalle kaplaya-
nedeniyle, beseri hekimlikte “destekleyici/tamamlayici uy- rak koloninin korunmasini saglamaktadir (3).
gulama” niteligindedir. Bal, polen, ar sitd, ari zehri, propo- Halk saghginda birgok hastalik Gzerinde yapilan calis-
lis, ari ekmegi ve apilarnil ari Griinleri olup degisik uygulama malarda hastaliklarin 6nlenmesi ya da destekleyici tedavisine
bicimlerinde, degisik ekstrakt, diliisyon ve dozlarda hayvan propolisin olumlu yonde katkida bulundugu belirlenmistir.
saghgr icin kullanilmaktadir (1). Irinli yaralarin sagaltimi, dis hassasiyetinin azaltilmasi ya da
Propolis, Yunancadan gelen bir kelime (Pro-polis: sehir curiklerin 6nlenmesinde, kalp ve damar sagliginin korunma-
savunmasi-bdlge savunmasi) olup; agac kabuklarindan, bitki- sinda propolis kullanildigi bildirilmistir (4).
lerin filiz, dal ve tomurcuklarindan isci arilar (Apis mellifera) Gegmis yillarda rumen fermantasyonunun olumsuz et-
tarafindan toplanip arka bacaklarindaki polen sepetcikle- kilerini 6nlemek, ruminant gastrointestinal sisteminde za-
rinde kovana tasidiklari; regcinemsi maddeleri ve bitki nektar- rarli mikroorganizmalari kontrol etmek, yemden yararlanma
larini, baginin arka tarafinda bulunan salgi bezlerinden salgi- oranini artirmak amaciyla yem katki maddesi olarak iyonofor
lanan enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak ve bir grubu antibiyotikler ve kemoterapétikler kullaniimistir. An-
miktar bal mumuyla muamele ederek olusturduklari, elde cak, bu maddelerin yemlere ilavesinin mikroorganizma di-
edildigi bitki popiilasyonuna gére koyu kahverenginden acik rencini artirdigi ve hayvansal Griinlerde rezidu riskine yol ag-

tig1 rapor edilmistir (5). Avrupa Birligi, hayvansal Urinlerde
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saptanan ilag kalintilarinin insan ve hayvan saghgi tizerindeki
potansiyel olumsuz etkileri nedeni ile antibiyotikler basta ol-
mak Uzere bir¢ok antimikrobiyal ilacin yem katki maddesi
olarak kullanimini yasaklamistir (6).

Propolisin bakteriyel RNA polimerazini, bakterilerin
hiicre duvari, sitoplazmik membran ve sitoplazmasinin yapi-
sint bozmasi 6zellikle gram pozitiflere karsi antibakteriyel et-
kiye sahip olmasi (7), serbest radikaller ile erimez bilesik
olusturarak oksitlenmeyi engellemesi (8), antiprotozoel et-
kisi ile rumendeki siliatalar tarafinda metan tretimine etki
ederek enerji kaybini azaltmasi (9), rumende amonyak Ureti-
mini azaltmasi (10), karaciger enzim aktivitelerini dizenleyici
etkisi ve aflatoksinlere karsi karacigeri koruyucu olmasi (11),
hiyaluronidaz enzim aktivitesini azaltici etkinligi ile yangi gi-
derici etki gostermesi ile hayvanlarda saglik, verim ve bu-
yime performansini olumlu etkileyecek potansiyele sahip
olabilecegi duslinilmektedir (12).

PROPOLISIN YAPISI VE OZELLIKLERI

Propolis sogukta ¢cimento gibi kati ve kirilgan, sicakta ise yu-
musak ve yapiskan olup, 15-25°C arasinda ise mum gibi elas-
tik bir yapidadir. Toplandigi bitkinin kaynagina gore rengi
acik sari, yesil ve koyu kahverengine kadar degisim gostere-
bilmektedir (13). Propolis, hekzan, etil asetat metanol, eta-
nol gibi ¢oziicllerde buyik oOl¢lide ¢oziinmekte suda ya hig
ya da ¢ok az ¢oziinebilmektedir. Bunun yaninda, degisik si-
caklik ve basing altinda bir¢ok ¢oziicii ile ekstraksiyonu yapi-
labilmektedir (14, 15). Cok cesitli bir bilesime sahip olan pro-
polis, fenolik asitler, flavonoidler, terpenler gibi potansiyel
olarak biyoaktif bilesikleri de icermektedir (16). Genel olarak
propolis toplandigi bitki florasina bagli olarak %40-70 regine;
%3-5 ugucu yag; %25-30 balmumu; %5 mineral madde, pro-
tein ve vitamin gibi diger maddelerden meydana gelmistir
(17, 18). Kimyasal olarak basta pinosambrin, pinobanksin,
quersetin, pinosembrin, galangin, ve kamferol olmak lizere
38 farkh flavonoid belirlenmistir. Propoliste Fe, Se, Si, Ca, Cu,
Mn, Mg, Zn, K, Na mineralleri ve B1, B2, Bs, C ve E vitaminleri
bulunur (19). Tirkiye’den elde edilen propolislerdeki fenolik
bilesenler agirlkli olarak kumarik asit, galangin, naringenin,
kuarsetin, ferulik asit olmakla birlikte (18) propolisin yapi-
sinda mirisetin, pinosembrin krisin, rutin, luteolin, sinnamik
asit gibi fenolik maddeler tespit edilmistir (20). Yapilan gcals-
malar bitkisel kaynaklar ve cografi 6zelliklerin propolisin kim-
yasal bilesimi ve standardizasyonunu sinirladigini géster-
mektedir (21). Tablo 1’de propolisin genel olarak yapisi (22)
ve Tablo 2’de biyolojik olarak aktif bilesikleri verilmistir (23).

Tablo 1. Propoliste bulunan bilesikler (22)

Bilesen Ana Maddeler Miktar
(%)

Regine Flavonoidler, terpenler, ku- 50-55
marinler, fenolik asitler ve
esterleri

Bal mumu ve yag Steroidler, esterler, diger 20-35

asitleri asit ve turevleri

Ugucu yaglar Ugucu bilesenler 5-10

Polen Proteinler, serbest aminoa- 2-5
sitler, vitaminler

Diger maddeler Ketonlar, laktonlar, kinonlar, 5-15
sekerler
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Tablo 2. Propolisin biyolojik aktif bilesikleri (23)
Biyolojik aktivite Etken madde
Flavononlar, flavonlar, fenolik asitler ve es-
terleri, prenilat p-kumarik asitler, labdane di-
terpenler
Pinosembrin, galangin, benzoik asit, salisilik

Antibakteriyel

Antifungal asit, vanillin, mono ve sesquiterpenler, anti-
pellin C
Polifenoller, fenil karboksilik asitler, sinamik

Antiviral asit esterleri, kafeik asit, quersetin, luteolin,
fisetin, quersajetin

Antioksidan Flavonoid fenolikler ve esterleri

Radyasyon Prenilat p-kumarik asitler, flavonoidler

koruyucu

- Flavonoidler, kafeik asit feniletil esteri, fe-

Karaciger . . . . . . .
rulik asit, kafeik asit, prenilat p-kumarik asit-

koruyucu

ler, flavonoidler, lignanlar

Kafeik asit, kafeik asit feniletil esteri, apige-
nin, quercitin, genistein, artipellin C, baccha-
rin, drupanin, sinamik asit derivatlari, preni-
lat p-kumarik asitler, klerodan diterpenler,
benzofuranlar

Kafeik asit feniletil esteri, krisin, benzilkafeat,
feniletilferrulat, sinamik asit, kafeoilquinik
asit derivatlari, klerodan diterpenler, artipel-
linC

Flavononlar, flavonlar, fenolik asitler ve es-
terleri, artipellin C

Kafeik asit feniletil esteri, asasetin, krisin, qu-
ersetin, kafeoilquinik asit

Kafeik asit, pinosembrin, galanjin, krisin, fe-
rulik asit, p-kumarik asit ve sinamik asit

Antikanser/
Antitiimor

immunmodilatér

Antiinflamatuar
Kalp koruyucu

Antililser

Propolis trombosit agregasyonu ve prostaglandin ve 16-
kotrienlerin sentezini inhibe ederek yangi dnlemede yar-
dimci olur (24). Propolisin igerisindeki aktif flavanoidlerinden
olan kuersetin ozellikle kronik yangilarda ¢ok etkilidir (25).
Kuersetin ve galanginin flavonoidleri, siklooksijenaz ve lipo-
oksijenaz aktivitesini inhibe etmektedir. lliman boélgelerden
toplanan propoliste bolca bulunan kafeik asit fenil ester
(CAPE), lenfokin tiretimi ve T hiicre proliferasyonu ile sitokin
ve kemokin Gretimini inhibe ederek yangiyi azaltir (26).

Propolisin antioksidan etkisi icerisindeki kafeik asit fenil
esterin (CAPE), serbest radikallerin Gretimini inhibe etmesi,
hiicresel diizeyde H,02 ve NO’in azaltmasi, yaglarin peroksi-
dasyonuna karsi hiicresel membrani korumasi ve protein nit-
rasyonunu azaltmasindan kaynaklanmaktadir (24). Sun ve
arkadaslari (27) oksidatif stres olusturulmus ratlarda yaptik-
lari ¢alismada propolis grubunun plazma C vitamini konsant-
rasyonu ile C vitaminin doku konsantrasyonlari incelenmis
olup propolis grubunda C vitamini konsantrasyonunu énemli
oranda daha yiksek bulmustur. Bu sonug, propolisin bir an-
tioksidan olarak hareket ederek dokularda C vitamininden
tasarruf edildigini ortaya cikarmistir.

Propolisin antimikrobiyal etkisinin yapisindaki sinnami-
liden asetik asit, benzil p-kumarat ve kafeik asit esterlerinden
ve pinosembrin, galangin, pinosilvin ve pinobanksin flavono-
idlerinden kaynaklanmaktadir (28, 29). Propolisin laboratu-
var calismalarinda Staphylococcus aureus, S. epidermidis
Candida albicans, Enterococcus spp., Bacillus subtilis, Pseu-
domonas aeruginosa, Escherichia coli ve Tchophyton menta-
ogrophytes tirlerine karsi antimikrobiyal etkisinin oldugu
saptanmistir (30). Ankara Kazan ve Mugla Marmaris’ten elde
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edilen propolisin etanolik ekstraktlariyla yapilan bir calis-
mada (31) Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermi-
dis ve Bacillus subtilis’e karsi antibakteriyel etkisi belirlen-
mistir. Propolisin antimikrobiyal etkisinin tiiriine, dozuna,
¢Oziclsine ve ¢oziinme siiresine gore degistigi bildirilmistir
(14). Cozucu olarak genellikle etil alkol, propilen glikol, glise-
rol veya su (32) kullanilsa da en yaygin antibakteriyel etkinli-
gini %70'lik etil alkol ¢6zeltisinde gostermektedir (14).

Propolisin karbon tetraklorir ve alkol kaynakl oksidatif
stres ile deneysel sarilik modellerindeki oksidatif stres so-
nucu olusan karaciger hasarina karsi koruyucu etkisinin ol-
dugu (33, 34, 35) rapor edilmistir. Tiirkez ve arkadaslarinin
Aliminyum klorir (AICI3) e bagl genotoksisite ve hepatotok-
sisiteye karsi propolisin etkisini belirlemek icin yaptiklari ¢a-
lismada propolis uygulanan gruplarda hasarin 6nemli 6l¢lide
azaldigi gosterilmistir. (36). Ozellikle propolisin dnceden uy-
gulanmasi, olusmasi muhtemel hasarlara karsi karacigeri ko-
ruyucudur (37).

Propolisin antikanser ve antitiimoér 6zellikleri, dokular-
daki artirilmis antioksidan duruma, bagisikligi giiclendirme-
sine, maling Giremeyi baskilamasina, kanser kdk hiicre sayisi-
nin azalmasina, onkojenik sinyal yollarinin tikanmasina, anti-
anjiyogeneze, kemoterapotiklerin neden oldugu yan etkile-
rin hafifletiimesine dayanmaktadir (38, 39). Bu sekilde anti-
timor etki apoptoz, hiicre donglisi tutuklugu ve metabolik
midahale cercevesinde gerceklesmektedir (40). Propolisin
yapisinda yer alan kafeik asit, kafeik asit fenil ester (CAPE),
kuersetin ve krizin timor hicre gelisimini inhibe edebilme
yetenegine sahip olan bilesenlerdir. Ayrica, propolisten izole
edilen bir diger madde olan artepilin C’'nin apoptoz, olgun-
lasmamis mitoz ve yogun nekrozla olusan malign melanoma
hiicreleri ile kanser hiicrelerinin sitotoksisitesini azalttig
daha once yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (41).

Kaya ve arkadaslarinin kemoterapétik bir ilag olan sik-
lofosfamidin kardiyotoksisitesi lizerine propolisin etkilerini
inceledigi bir galismada propolisin siklofosfamide bagl kardi-
yotoksik etkileri azaltabilecegi saptanmistir (42).

Propolisileilgili diger calismalarda ise Candida albicans,
Fusarium oxysporium f. sp. Malonis ve Alternaria altarnata
gibi mantarlar uzerine antifungal ve antimikotik etki goster-
digi (43, 44); cesitli grip virlsleri ve HIV-1 gibi virlsler uzerine
de antiviral etki gosterdigi bildirilmistir (45). Ayrica yol agtig
pandemi hala devam etmekte olan SARS ve Cov-2 virusleri
lzerine etkisi ile ilgili calismalar da devam etmektedir (46).

RUMINAL FERMANTASYONA, SAGLIGA VE VERIME ETKiSi

Ruminantlarin beslenmesi ve sagligi ile ilgili propolis ile yapi-
lan g¢alismalar, propoliste bulunan flavonoidler ve fenolik bi-
lesiklerinin hayvanlarin verimi ve rumen saglhgi agisindan ya-
rarli oldugunu gostermistir. Ayrica flavonoidler ile fenolik bi-
lesikler, rumen fermantasyonu, asidoz ve ruminal siskinlik
gibi beslenme streslerini de kontrol altina almaktadir (47,48).

Rumen florasinda bulunan selilolitik, hemiseliilolitik,
pektinolitik ve eriyebilir sekerleri fermente eden mikroorga-
nizmalarin diizeyi, ugucu yag asitlerinin (UYA) ve mikrobiyal
proteinin Uretimine bagl olarak degisebilmektedir. Asetat ve
metan Ureten selilolitik bakterilerin cogu gram pozitif, pro-
piyonat Uretenler ise gram negatiftir (49). Selilolitik bakteri-
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ler (Ruminococcus albus, Ruminococcus flavefaciens, Fibro-
bacter succinogenes ve Butyrivibrio fibrisovens) rumendeki
bitki parcalarina yapisir ve yapisindaki lif unsurlarini buyik
Olgtide sindirir (50). Propolisin 6zellikle gram pozitif bakteri-
ler olan asetat ve metan Ureten selllolitik bakterilerin Gze-
rine olumsuz etkiye sahip olarak yemlerdeki lif sindirimini
disurdigi belirlenmistir (23).

Gram pozitif bakterilerine gére gram negatif bakteriler
Uzerinde daha yuksek antimikrobiyal aktivite gbstermesi ne-
deniyle propolis, rumende mikrobiyal fermantasyonu diizen-
leyerek metan (CHa) olarak atilan enerji kaybini azaltmak igin
kullanilabilecek antibiyotiklere alternatif dogal bir Griindlr
(51). Rumene gelen karbonhidratlar rumendeki mikrobiyal
aktiviteyle fermente edilerek asetik, propiyonik ve biitirik
asite (ucucu yag asitleri-UYA) dondsdrler (52). Ayrica rumen-
deki mikrobiyal sindirimin son drtinleri arasinda hidrojen ve
karbondioksit (CO2) gazi da bulunmakta olup hidrojen meta-
nojenik bakterilerce kullanilarak metan (CHs) gazina donis-
tardldr (49). Rumende propiyonik asit Gretimi artirlldiginda,
hidrojen ve formik asitin rumen diizeyinin azaltiimasiyla me-
tan olusumu (metanogenezis) disdrilebilir (53). Morsy ve
arkadaslari (54) Brezilya propolislerinin rumen gaz Ureti-
minde ve organik maddelerin sindirilebilirliklerinde herhangi
bir olumsuzluk olusturmadan rumen CHs liretiminde azalma
sagladiklarini bildirmislerdir. Baska bir calismada hem Bre-
zilya kirmizi propolisi hem de Misir kahverengi propolisi ekst-
raktlarinin metan Gretimini nispeten engelledigini ve bu et-
kinin metagonesis reaksiyonu icin gerekli hidrojeni temin
eden protozoalara karsi antiprotozoon aktivitesinden kay-
naklandigi bildirilmistir (51, 55).

Rumende amonyak iretimi, mikroorganizmalarin yem-
lerdeki proteinleri peptitlere ve aminoasitlere kadar pargala-
masi ve bu azotlu bilesiklerden amonyak olusturulmasi ile ol-
maktadir (56). Amonyagin blyik bolimi rumen epitelinden
emilir ve rumeno-hepatik azot siklusuyla tekrar rumene ge-
lir. Amonyagl rumen mikroorganizmalari mikrobiyal protein
sentezinde kullanabilirler. Ancak yemle alinan proteinin ta-
maminin burada parcalanmasi istenmez, belli kisminin ru-
mende degislige ugramadan by-pass protein ya da by-pass
aminoasit olarak duodenuma ulasip burada protein sindiri-
mine ugrayip aminoasitlerin duodenum epitellerinden emil-
mesi istenir (23). Propolis ve nisinin rumen fermentasyonu
Uzerine etkisinin incelendigi bir calismada; propolis ve nisinin
ruminal amonyak konsantrasyonunu azalttigi belirlenmistir
(57). Benzer bir galismada laktasyondaki ineklerin rasyonuna
Brezilya propolisi ekstraklarinin ilave edilmesinin ham prote-
inin rumende pargalanabilirligini distrdigd ve ruminal
amonyak Uretimini azalttigini ve ham proteinin by-pass ola-
rak bagirsak sindirilebilirligini artirdigi belirlenmistir (58). Ca-
lismalar rumen azot metabolizmasi Uzerinde propolisin
olumlu etkiye sahip oldugunu gostermektedir (59). Propoli-
sin rumendeki azot konsantrasyonunu dislriicli etkisinin
aminoasitleri fermente eden bakterilerin gelisim ve biylime-
sinin azalmasindan veya aminoasitlerin deaminasyonunun
azalmasindan kaynaklanabilecegi disiinilmektedir (10, 57).

Yeni dogan buzagilarda gorilen ishaller (izerine propo-
lisin etkilerini incelemek amaciyla ylritilen bir arastirmada
buzagilara 2 cc %96’lik etil alkol ¢ozeltisi ile hazirlanan pro-
polis verilmistir. Bir aylik deneme siresi sonunda propolis
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grubu buzagilarda neonatal ishal gérilmemis ve ortalama
diski puantaji 3 olarak belirlenmistir. Kontrol grubu buzagi-
larda ise diski puantaji 5 diizeyinde bulunmustur (60). Yiicel
ve arkadaslar (61) tarafindan yapilan benzer bir ¢alismada,
propolis uygulana buzagilarda hicbir yeni dogan ishalinin
gozlenmedigi ve ortalama diski skorunun 2’den az oldugu so-
nucuna varilmistir. Kontrol grubu buzagilarinda 4 skoru kay-
dedilmistir. Yeni dogan buzagilara glinde 4 ml etanol ekstrakt
propolis uygulamasinin kandaki demir igerigini artirdig| goz-
lenmistir (62).

Hashem ve arkadaslari (63), propolisin etanolik ekstrak-
tinin, eritrosit sayisi, hematokrit degeri ve hemoglobin kon-
santrasyonunu dolayisiyla hematopoezisi arttirdigini bul-
muslardir. Ayrica, propolis takviyesi ile dokularda antioksi-
dan kapasite, kan plazma kolesteroli ve trigliserit konsant-
rasyonlari azalirken, glikoz ile yliksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) duzeyleri artmistir.

Morsy ve arkadaslari (64) tarafindan propolisin Santa
Inés koyunlarinda antiparaziter etkisi incelenmistir. Bu calis-
mada, Trichuris sp., Trichostrongylus sp. ve Ascaris sp. ile do-
gal olarak enfekte olmus koyunlarda %33’lik propolis ekst-
rakti kullanilmistir. Denemede propolis uygulanan hayvan-
larda toplam diski yumurta sayisinda ortalama %59.7 azalma
ve kontrol grubunda ortalama %63.6 artis bulunmustur.

Ismael ve arkadaslan (65) tarafindan yapilan bir ¢alis-
mada, listeriosisden stiphenilen koyun ve kegilerde antibiyo-
tiklerin propolisle birlikte daha yiksek duzeyde klinik iyi-
lesme sagladigini belirlemislerdir.

Sakker ve ark. (66), sttten kesilmis Hanwoo Kore buza-
gilarinda propolisin alternatif ve dogal bir yem katki maddesi
olarak etkisini, antibiyotik olan Neomisin ile karsilastirmislar-
dir. Propolis uygulanan grubunun imminoglobulin G, Ave M
konsantrasyonlarinda, bliyiime potansiyeli, yem tiiketimi ve
kanin biyokimyasal 6zelliklerinde artisa neden oldugunu bul-
muslardir.

Propolis uygulamasi, meme dokusu enfeksiyonu olan
mastitise karsi da olumlu sonuglar vermektedir. Cesitli aras-
tirmalarda hem keci hem de inek mastitis patojenlerine karsi
tedavide dusik maliyeti ve yliksek antibakteriyal etkisi ile
propolisin kullanilabilecegi ifade edilmistir (67, 68).

Zawadzki ve ark. (69) besi sigirlarinin rasyonlarina pro-
polis ekstrakti ilavesinin besi sonu canli agirhgi artisi, orta-
lama giinlik canh agirlik artisi, sicak karkas agirligi ve yemden
yararlanmanin monensin ve kontrol grubuna gére 6nemli
diizeyde olumlu etkilendigini belirlemislerdir.

Aguiar ve arkadaslari (58) tarafindan propolisin sit ve-
rimi ve kalitesi Uzerine etkilerini belirmek amaciyla yapilan
bir calisma, propolis takviyesi ile beslenen ineklerde sitte
protein igeriginin daha ylksek oldugunu ve ayni zamanda
ineklerin daha yiksek siit verimine sahip oldugunu goster-
mektedir.

Yiksek flavonoid icerigi nedeniyle propolis hayvanlarin
tireme performansini da etkileyebilmektedir. Hashem ve ar-
kadaslari (63), propolisin etanol ekstraktinin (150 mg/kg ras-
yonda) rasyona ilavesinin, subtropik sicak mevsimlerde cin-
sel aktiviteyi, ylksek sperm konsantrasyonu, semen kalite-
sini ve testosteron konsantrasyonunu iyilestirdigini tespit et-
mislerdir.

Propolis ve Ruminantlarda Alternatif Yem Katki Maddesi Olarak Kullanimi

Sonug olarak yapilan ¢alismalarla, propolisin yapisin-
daki zengin flavonoid, fenolik asit ve terpenoidler nedeniyle
antikarsinojen, antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve an-
tiviral aktivite gosteren organik bir madde oldugu acik bir se-
kilde ortaya konmustur. Bu 6zellikleri ile propolis, hayvansal
Urinlerde kalinti birakmamasi, buzagi ishalleri basta olmak
Uzere cesitli hastaliklarda koruyucu-tamamlayici tedavide
glvenle kullanilabilmesi, ruminal fermantasyon ve mikrobi-
yal yapisi Gzerine etkisiyle yemden yararlanmayi ve verimi
artirabilmesi, ireme performansi tizerine etkisi ve dogal bii-
yutme faktori olarak kullanilabilmesi gibi 6zellikleriyle alter-
natif yem katkisi olarak tizerinde durulmasi gereken organik
bir madde olarak degerlendirilmektedir.
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