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Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors VII

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi Yayim Kosullari

1. Tirkce ve ingilizce olarak hazirlanacak metinler 12 pt, Times
New Roman yazi karakterinde, iki yana yaslanmis diiz metin ola-
rak, tim kenarlarda 25 mm bosluk birakilarak ve tek aralikli sayfa
dizeninde A4 (210 x 297 mm) boyutunda yazilmalidir. Yazila-
rin tamami, sekil ve tablolar dahil olmak Gzere orijinal bilimsel
arastirmalarda 16, derlemelerde 10, olgu sunumlarinda ve kisa
bildirilerde 6 ve editére mektuplarda 4 sayfayl kaynaklar haric
gecmemesi istenir.

2. *.doc ve *.docx bicimindeki metin ile en az 300 dpi ¢ozlnurlik-
teki *jpeg veya *.tiff bicimindeki sekillerin ve tablolarin tamami
DergiPark Gzerinden gonderilmelidir.

Basvuru sirasinda sunulacak dosyalar:
a. Bashik sayfasi:

3. Yazi tipi (orijinal arastirma, giincel/davetli derleme, olgu sunu-
mu, kisa bildiriler, editére mektup) belirtilir.

4. Konuyu 6zetleyen kisa baslik yazilir. On kelimeyi gegmemesi
onerilir.

5. Tim yazarlarin adlarinin ilk harfleri ve soyadlarinin timu biyik
olacak sekilde yazildiktan sonra Ust simge ile numaralandirilarak
cahstiklari kurum ve adres bilgileri verilmelidir. Adreslerde sehir
ve Ulke adlari belirtiimelidir. ORCID numarasi verilmesi zorun-
ludur. ORCID numaralari harflerle belirtilerek adreslerden sonra
yazilabilir.

6. Sorumlu yazar “*" ile belirtilerek agik adres satirlarindan sonra
agik adres, telefon, e-posta bilgilerine yer verilmelidir. Kurum bil-
gileri birden baslayarak numaralandirilip, adres, sehir, tlke bilgisi
yazar isimleri altina eklenmelidir. Bu sayfada “sorumlu yazar” be-
lirtilmeli isim, agik adres, telefon ve e-posta bilgileri eklenmelidir.
Ornek olarak;

Farelerde Papilla Filiformislerin Isik ve Taramali Elektron
Mikroskobik Yapisi

Burhan Toprak'=*

"Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitisi Mudurliga,
Genetik Laboratuvari, 06020, Ankara, Turkiye

>ORCID: 0000-0003-1082-4559

*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Sefik Kolayli Cad.
No: 23-1 06200, Kecioren-Ankara Tel: +903123254826

Deney hayvanlari kullanimi etik kurulu ve diger etik kurul
kararlari ve izinler: ilgili kararlara iligkin bilgiler (Alindigi kurulus,
tarih ve sayi) bu baslik altinda verilmelidir.

Tesekkiirler: kismi baslik sayfasinda yer almalidir. Daha 6nce
kongrelerde sunulan her cesit bildirinin, baslik sayfasinda kongre
ad\, yer ve tarih verilerek belirtilmelidir,

Maddi destek ve cikar iliskisi: Makale sonunda varsa calismayi
maddi olarak destekleyen kisi ve kuruluslar ve varsa bu kurulus-
larin yazarlarla olan cikar iliskileri belirtilmelidir. (Olmamasi duru-
mu da “Calismayi maddi olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur
ve yazarlarin herhangi bir ¢ikara dayal iliskisi yoktur” seklinde
yazilmalidir.

b. Makalenin ana metini:

7. Baslik, 6zet ve en cok beser adet anahtar kelime, Tiirkce ve in-
gilizce olarak, ana metin ve kaynaklarla birlikte Baslik sayfasindan
ayri bir dosya olarak sisteme yiiklenmelidir.

8. Orijinal bilimsel arastirmalarda, olgu sunumlarinda ve kisa bil-
dirilerde Tiirkce ve Ingilizce baslik, &zet ve en az bes adet anahtar
sozclk, giris, gereg ve yontem, bulgular, tartisma ve sonug, kay-
naklar sirasi ile hazirlanmalidir. Olgu sunumlarinda olgu gecmisi
kismi da olusturulabilir.

9. Tablo ve sekiller hem ayri olarak sisteme ylklenmeli hem de
yazi icinde olmasi gereken yere yerlestirilmelidir.

10. Olusturulan bu ana metin dosyasinda kesinlikle yazar adi, ku-
rum, e-posta bilgisi vb. detaylar olmamasi gerekmektedir. Tim
satirlara strekli olarak devam eden numara verilmelidir.

11. Ozet, Tiirkce ve ingilizce olarak, tek paragraf halinde en fazla
250 sézcik olmalidir.

12. Anahtar kelimeler, makale icerigine uygun olarak secilmeli,
alfabetik siraya gore yazilmali ve bes s6zctigli gegmemelidir.

13. Giris, konu ile ilgili 6zet literatir bilgisi icermeli, son paragra-
finda calismanin amaci vurgulanmalidir.

14. Gereg ve Yontem, ayrintiya girmeden, anlasilir bicimde ya-
zilmalidir. istenilirse alt baslik kullanilabilir. Alt basliklar italik yazi
tipiyle belirtiimelidir. (Ekstraksiyon iglemi, istatiksel yéntem, De-
ney deseni vb.)

15. Bulgular, béliminde veriler, tekrarlama yapmadan agik bir
sekilde belirtilmelidir. Bulgular tablo ve sekillerle desteklenerek
kisa olarak sunulmalidir. Tablo basliklar tablonun Ustinde, sekil
ve grafik bagliklari ise seklin altinda belirtilmelidir. Tablo ve se-
killerin kodlanmasi niimerik veya alfa nimerik sembollerle gos-
terilmelidir.

16. Tartisma ve Sonuc¢ boliminde, arastirmanin sonucunda
elde edilen bulgular, diger arastiricilarin bulgulari ile karsilastiril-
mali ve literatiire olan katkisi belirtilmelidir.

17. Kaynaklar, kaynaklar listesi soyadina gore alfabetik ve krono-
lojik olarak siralanmalidir. Metin icerisindeki kaynak, yazar soyadi
ve yayin tarihi yazilarak Toprak (2006); Toprak ve Erol (2007); Top-
rak ve ark. (2008); Toprak (2012, 2013) cimle sonunda ise sadece
parantez icerisinde yazar soyadi ve yayin tarihi noktalama isare-
tinden once yazilmaldir (Toprak 2006; Toprak ve Toprak 2007;
Toprak ve ark. 2008; Toprak 2012, 2013); Climle sonunda birden
cok kaynak belirtilecek ise kaynaklar tarih sirasina gore kiglkten
blytge dogru siralanmalidir. Metin icerisinde ikiden ¢ok yazarli
kaynak kullanimlarinda ilk yazarin soyadi yazilmali diger yazarlar
ise "ve ark.” kisaltmasi ile belirtilmelidir. Yazilarda ve yerine & isa-
reti kullanilmamalidir.

18. Dergi adlarinin kisaltiimasinda "Periodical Title Abbreviations:
By Abbreviation” son baskisi esas alinmalidir. Kaynaklar listesinde
yazar(lar)in ayni yila ait birden fazla yayini varsa, yayin tarihinin

un

yanina “a” ve "b" seklinde ibare koyularak belirtiimelidir.
19. Kaynak yazimi ve siralamasi asagidaki gibi yapiimalhdir;
Siireli Yayin:

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK. (1992).
Induced transplacental transmission of N. Caninum in cattle. J
Am Vet Med Ass. 201, 709-713.

Yazarh Kitap:

Fleiss JI. (1981). Statistical methods for rates and proportions. Sec-
ond edition. New York: John Willey and Sons, p.103.

Editorlii Kitap:

Balows A, Hausler WJ, Herramann K|, eds.. (1990). Manual of Clini-
cal Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
Editorlii Kitapta Boliim:

Bahk J, Marth EH. (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes.
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic press Inc, San Di-
ego. p.248-256.
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VI Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors

Kongre Bildirileri:

Cetindag M. (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIIl), October 10-14, izmir-
Turkey.

Tezler:

Aksoy E. (1997). Sigir Vebasi hastaliginin histolojik ve immuno-
peroksidaz yéntemle tanisi (izerine calismalar. Doktora Tezi, AU
Saglk Bilimleri Enstittist, Ankara.

Anonim:

Resmi kuruluslar (Tarim ve Orman Bakanligi, OIE, FAO vb.) inter-
net sitesi harici kaynaklarin kullanimi 6nerilmez. Anonim. (2009).
Contagious equine metritis. Erisim adresi: http:// www.cfsph.ias-
tate.edu/Factsheets/pdf, Erisim tarihi: 17.10.2009.

Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Erisim adresi: http://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Erisim tarihi: 14.11.2009.

20. Kaynaklarin sonuna mevcut ise doi numarasi yaziimahdir.

c. Tam makale: Baslik ve ana metin iceriginin birlestiriimesiyle
olusturulan tam yazi *.pdf dosyasi olarak sisteme ytiklenmelidir.

21. Kaynaklar alfabetik olarak siralandiktan sonra ayrica numara-
landirmaya gerek yoktur.

22. Simgelerin kullanimina dikkat edilmelidir. Ornek olarak carp-
ma isareti olarak "x” yerine "x" kullaniimalidir.

23. Latince cins ve tur isimleri italik yaz tipi ile yazilmalidir (Mo-
nachus monachus, Anisakis sp.). Tium olcller Sl'e (Systeme Inter-
nationale) gore verilmelidir.

24. Deneylerde kullanilan kimyasal, kit vb. gereglerin marka, mo-
del, Uretim yeri bilgileri yer almalidir. Ornek: Blu-T4 ETVAC aglsi
(Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitlst Maduarligu, Anka-
ra, Turkiye).

25. Baslik sayfasi, makalenin ana metni ve tam makale olmak tze-
re (¢ dosya basvuruda bulunmalidir.

26. Yayinlanmasi uygun gorilen calismalarin basilmasina iliskin
karar yazar(lar)ina bildirilir.

27. Turkce yazilar hazirlanirken dil ve kelime bilgisi kurallari igin
Turk Dil Kurumu'nun hazirladigr kaynaklar esas alinmalidir.

28. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gore yayinlanir. Der-
gi gerekli gordiigu durumlarda siralamayi degistirme hakkini sakli
tutar.

Yayin, Hakemleme, Etik ilkeleri ve Yasal Sorumluluklar

Bu dergi oncelikli olarak bakteriyoloji, parazitoloji, viroloji, halk
saglhgi, epidemiyoloji, asi Gretimi, laboratuvar kalite yonetim sis-
temleri olmak Uzere, diger tim veteriner bilim alanlarini kapsa-
maktadir. Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi arastirma ve yayin
etigi standartlarina baghdir. intihal tespit edilmesi kabulden sonra
bile bir yazinin reddedilmesine neden olabilir. Editorler, herhangi
bir etik suistimal stiphesinde, ilgili uluslararasi yayin ve arastirma
etigi kurallarina (COPE guidelines, Cse White Paper on Publicati-
on Ethics, ORI) uygun olarak hareket eder. Dergimizde yayinlan-
masi icin gonderilen bilimsel calismalarin European Convention
for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental
and Other Scientific Purposes, Deneysel ve Diger Bilimsel Amac-
lar icin Kullanilan Hayvanlarin Refah ve Korunmasina Dair Yonet-
melik hiikiimlerine uygun olarak yapildigini, gerekli tim kurumsal
etik ve yasal izinlerin alindigini varsayarak, bu konuda dergi yone-
timi olarak sorumluluk kabul etmemektedir. Calismada “"Hayvan”
ogesi kullaniimis ise yazarlar, yazinin Gereg ve Yontem bolimiin-
de calismalarinda hayvan haklarini koruduklarini ve ilgili etik ku-

ruldan onay aldiklarini belirtmek zorundadir. Dergimiz génderilen
bilimsel calismalarda European consensus-platform for alterna-
tives stratejilerine uygun olarak deney hayvanlarinin kullanimin-
da 3R (Replacement, Reduction ve Refinement) kuralina uygun
davraniimasini bekler ve destekler. Farkl etik kurul onay ya da
izin almasi (Ornegdin klinik arastirmalar etik kurul onayi gibi) de-
gerlendirme suresince fark edilen yazilarin degerlendirmesine ara
verilerek gerekli izinleri almasi igin sorumlu yazar uyarilir, gerekli
izinlerin tamamlanmasindan sonra yayin siirecine devam edilir.
S6z konusu onay bilgileri gere¢ ve yontem kismina eklenir. Ca-
lismalarla ilgili uluslararasi ve ulusal diizenlemeler cercevesince
gerekli kurum ve kuruluslardan alinmasi gereken tiim izinlerin
(Ornegin yaban hayatina ydnelik ¢alisma izin belgesi gibi) alina-
rak calismaya baslanmasi yazarlarin sorumlulugundadir. Dergi
bu konuda sorumlu tutulamaz. Yazinin sorumlu yazari tarafindan
sistem araciligiyla génderilmesi ile yazinin bir bolimiinin veya
tamaminin baska bir yerde yayinlanmadigi ve ayni anda bir diger
dergide degerlendirilme slrecinde olmadigi seklinde degerlen-
dirilir. Tim yazarlar yayin icerigi ve hakkinda hem fikir olduklarini
beyan etmis sayilirlar. Maddi destek ve ¢ikar iliskisi durumu ayrica
basvuru sirasinda editére bildirilmelidir. Yazilarin Tiirkce ve ingiliz-
ce tam metinlerinin génderilmesi ve yayina kabul edilmesi halin-
de tek bir yazi olarak kabul edilerek sirasiyla Tiirkcesi ve ingilizcesi
yayinlanir. Gonderilen yazilarin basim diizeltmeleri orijinal metne
gore yapildigindan, yazilarin her tirlt sorumlulugu (etik, bilimsel,
yasal, vb.) yazarlara aittir. Dergide yayinlanmak Uzere gonderilen
yazilar tim yazarlar tarafindan imzalanan “"Yayin Hakki Devri S6z-
lesmesi” ile dergiye gonderilir.

Etlik Veteriner Mikrobiyoloji dergisi agik erisimi desteklemekte-
dir. Yayinlanmak tzere kabul edilen yazilarin her tirli yayin hakki
yayinclya aittir. Ancak yazarlar "Egitim amacl, kendi kisisel kul-
lanim hakki, Makalenin timind veya bir kismini bir toplantida
veya konferansta kullanma, Makalenin timini veya bir kismini
bir toplantida veya konferansta kullanma, Calismalarini cevrimigi
olarak kurumsal depolarda veya internet sitelerinde yayinlama,
Makalelerinin gortnurligind arttirmak igin herhangi bir sosyal
medya platformu kullanma, Makalede aciklanan herhangi bir is-
lem veya prosedir igin patent ve ticari marka haklarini sakli tutar.
Yayinlanmasi uygun gorilen ¢alismalarin basiimasina iliskin ka-
rar yazar(lar)ina bildirilir. Tirkce yazilar hazirlanirken dil ve keli-
me bilgisi kurallari igin Turk Dil Kurumu’nun hazirladigi kaynaklar
esas alinmalidir. Dergiye gonderilen yazilar kabul tarihine gére
yayinlanir. Dergi gerekli goérdigi durumlarda siralamayi degis-
tirme hakkini sakl tutar. Yazilarin basim isleri ve yayinlanmasi icin
herhangi bir tcret talep edilmez. Yazarlara da yazilarinin basiimasi
karsihginda herhangi bir ddeme yapilmaz. Yayinlanmayan yazilar,
yazarina iade edilmez. Génderilen makalelere iliskin itirazda veya
sikayette bulunmak isteyen yazarlar, ilk olarak, sorumlu yazi isle-
ri midurtne bir itiraz mektubu géndermelidir. Mektupta, itiraz
veya sikayet konusu hakkinda ayrintili bilgi verilmelidir. Béyle bir
durumda, sorumlu yazi isleri midiri konuyu en kisa stirede ince-
lemesi icin editor veya yayin kurulu Gyelerinden birini gérevlen-
dirir. Gerekirse, sorunu arastirmak igin arabulucu olarak harici bir
uzman atanabilir. Ancak sorumlu yazi igleri midurd, tim temyiz
ve sikayetler icin karar verme sirecindeki nihai otoritedir. Dergi,
itiraz ve sikayetlerini incelerken COPE kurallarina uyar. Yayin hakki
devri sozlesmesine buradan ulasabilirsiniz.

Tarihce ve Arsiv

1960-1976 yillari arasinda Etlik Veteriner Bakteriyoloji Enstitlist
Dergisi,

1977-1986 yillari arasinda Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Enstitlist
Dergisi,

1987 yilindan ginimiuze kadar Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Der-
gisi adiyla yayinlamistir.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 31, Sayt 2, Aralik 2020


https://www.nist.gov/sites/default/files/documents/2016/12/07/sp330.pdf
https://www.nist.gov/sites/default/files/documents/2016/12/07/sp330.pdf
https://www.ecopa.eu/
https://dergipark.org.tr/journal/328/file/2654/download

Yazarlara Bilgi / Instructions for Authors IX

Journal of Etlik Veterinary Microbiology Publication Conditions

1. Manuscripts in Turkish and English languages should be writ-
ten as a justified text leaving 25 mm from all margins, in 12pt
Times New Roman text character, in single-spaced page format
and A4 (210 x 297 mm) size. All manuscripts including figures
and tables should not exceed 16 pages for scientific articles, 10
pages for reviews, 6 pages for case reports and short communi-
cations and 4 pages for letters to the editor except references.

2. The manuscripts in *.doc or *.docx formats and figures of
maximum 300dpi resolution in *,jpeg or *.tiff formats and tables
should be sent via DergiPark.

Three files to be summited during the Application
a. Title Page

3. Type of manuscript (original research, up-to-date/invited re-
view, case report, short communication, letter to the editor) is
indicated.

4. Title summarizing the subject is written. It is suggested not to
exceed 10 words.

5. After the first letter of names and all letters of surname of
authors are written in capital letters, institutions and addresses
of authors should be written via enumerating the names by su-
perscripts. Names of cities and countries should be indicated in
addresses. ORCID number submission is obligatory. ORCID num-
bers can be written after addresses with an indication of letters.

6. The responsible author should be indicated with “*" and after
address lines, full address, e-mail, and phone number should be
added. Institution information should be enumerated starting
with 1 and address, name of city and country should be added
under authors’ names. Example:

The Structure of Papilla Filliforms in Mice Under Light and
Scanned Electron Microscope

Burhan Toprak™ 2"

"Veterinary Control Central Research Institute, Laboratory of
Genetics, 06020, Ankara, Turkey

>ORCID: 0000-0003-1082-4559

*burhan.toprak@tarimorman.gov.tr, Ahmet Sefik Kolayli Cad.
No: 23-1 06200, Kecidren-Phone: +903123254826

Use of laboratory animals Ethics Committee and other deci-
sions of Ethics Committee and Permissions: Information about
related decisions (Issue of institution, date, and number) should
be given under this title.

Acknowledgment: This part should take place in the title page.
All communications presented in congresses earlier should be
indicated in title page with name, place, and date of congress.

Financial Support and Conflict of interest: All persons and in-
stitutions in support of finance and, if any, conflict of interest
with authors should be disclosed at the end of the article. In case
of no conflict of interest, it should be stated as "There is no per-
son/institution funding the work and authors have no conflicts
of interest.”

b. The main text of Article

7. Title, abstract and up to five keywords should be uploaded in
both Turkish and English. They should also be uploaded to the
system with the main text and resources, but as a separate file
from the title page. For non-Turkish language speakers, a Turk-
ish language title, summary and keywords will be written by the
editorial staff.

8. In original scientific research, case reports and short reports
should be prepared according to the following range. Turkish

and English titles, abstracts, at least five keywords, introduction,
materials and methods, findings, discussion and conclusions and
references.

9. Tables and figures should be separately uploaded to the sys-
tem and also placed where they should be in the text.

10. Name of the author, institution, e-mail information and so
on. details don't should be In this main text file. All lines should
be numbered continuously.

11. The summary should briefly describe the results and conclu-
sion, less than 250 words.

12. Five keywords should be selected from Medical Subject
Headings, should be written in alphabetical order.

13. The introduction should include summary literature re-
laventing subject of the article and the purpose of the study
should be emphasized in the last paragraph.

14. Materials and methods should be written in a comprehen-
sible way and be aware giving details. Subtitle can be used if de-
sired. Subtitles must be defined in italic font. (Extraction process,
Statistical method, Experimental design, etc.)

15. In the findings, the data should be clearly indicated without
repetition. Findings should be supported by tables and figures
and presented briefly. Table headings should be indicated above
the table and figure and graphic headings should be given below
the figure. The coding of tables and figures should be indicated
by numeric or alpha-numeric symbols.

16. In the Discussion and Conclusion, the findings obtained
from the research should be compared with the findings of other
researchers and their contribution to the literature should be
specified.

17. References should be listed and numbered alphabetically
and chronologically according to the surnames. References in the
text should be written as author surname and date of publication,
for example, Toprak (2006); Toprak and Erol (2007); Toprak et al.
(2008); Toprak (2012, 2013). If the references are at the end of the
sentence, references should be written only in parenthesis as the
surname of the author and date of publication and the surname
of the author and the date of publication should be also written
before the punctuation mark. For example (Soil 2006; Soil and
Soil 2007; Soil et al. 2008; Soil 2012, 2013); If more than one ref-
erence is to be given at the end of the sentence, the references
should be ordered from small to large in order of date. “&" mark
should not be used instead of “and".

18. Abbreviations of journals should be made based on the last
edition of “Periodical Title Abbreviations: By Abbreviation”. In the
list of references, if the author has more than one publication of
the same year, it should be indicated with “a” and “b next to the
publication date.

19. Reference writing and ranking should be done as follows;
For articles:

Dubey JP, Lindsay DS, Anderson ML, Davis SW, Shen SK. (1992).
Induced transplacental transmission of N. caninum in cattle. J Am
Vet Med Ass. 201, 709-713.

For books:

Fleiss JI. (1981). Statistical methods for rates and proportions. Sec-
ond edition. New York: John Willey and Sons, p.103.

For edited books:

Balows A. Hausler WJ, Herramann K, eds.. (1990). Manual of Clini-
cal Microbiology. Fifth edition. Washington DC: IRL Press, p.37.
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For the chapter in edited books:

Bahk J, Marth EH. (1990). Listeriosis and Listeria monocytogenes.
Cliver DD. eds. Foodborne Disease. Academic Press Inc, San Di-
ego. p.248-256

For congress papers:

Cetindag M. (1994). Pronoprymna ventricosa, a new digenic
trematoda from the Alosa fallax in Turkey. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII), October, 10-14, izmir-
Turkey.

For dissertations:

Aksoy E. (1997). Sigir Vebasi hastaliginin histolojik ve immunope-
roksidaz yontemle tanisi Gzerine ¢alismalar. Ph.D. Thesis, Ankara
University Institute of Health Sciences, Ankara

Anonymous:

It is not recommended to use other internet sites other out of
website of the official institutions (Ministry of Agriculture and
Forestry, OIE, FAQ, etc.). Anonymous. (2009). Contagious equine
metritis. Access address: HTTP: // www.cfsph.iastate.edu/Fact-
sheets/pdf, Date of access: 17.10.2009.

Peter AT (2009). Abortions in dairy cows. Access address: HTTP://
www.wcds.afns.ualberta.ca.htm, Date of access: 14.11.2009.

20. If doi number available, Doi number should be written at the
end of the references.

c. Full article: Full text created by combining title and main text
content should be uploaded to the system as * .pdf file.

21. If the references are ranked alphabetically, there is no need
to renumber them.

22. It should be attention to the use of symbols. For example, as

multiplication sign, “x"" should be used instead of “x".

23. Latin genus and species names should be written in italics
(Monachus monachus, Anisakis sp.). All dimensions should be
given according to S| (Systeme Internationale).

24. The brand, model and production place information of the
chemical and kit used in the experiments should be written. Ex-
ample: Blu-T4 ETVAC vaccine (Central Veterinary Control and Re-
search Institute, Ankara, Turkey).

25. It should be applied with three files consisting of the title
page, the main text of the article, and the full article.

26. The decision to publish works that are deemed appropriate
to publish shall be notified to the author(s).

27. When writing articles in Turkish, the vocabulary rules should
be based on the sources prepared by the Turkish Language As-
sociation.

28. Articles sent to the journal are published according to the
date of acceptance. The journal may change the publishing rank
when it deems necessary.

Publication, Arbitration, Ethical Principles, and Legal Respon-
sibilities
This journal covers primarily bacteriology, parasitology, virol-

ogy, public health, epidemiology, vaccine production, laboratory
quality management systems, and all other veterinary sciences.

Journal of Etlik Veterinary Microbiology is subject to research and
publication ethics standards. Plagiarism can lead to rejection of
an article even after acceptance. The editors act in accordance
with the relevant international publication and research ethics
rules (COPE guidelines, CSI White Paper on Publication Ethics,
ORI) in case of any ethical misuse. Assuming that the scientific
studies submitted for publication in our journal are carried out
in accordance with the provisions of the Regulation on Welfare
and Protection of Animals Used for Experimental and Other Sci-
entific Purposes with European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals used for Experimental and Other Scientific
Purposes, and that all necessary institutional ethics and legal per-
missions are taken, the journal management does not accept re-
sponsibility as a matter of responsibility. If the “Animal” element
is used in the study, the authors must state that they protect ani-
mal rights in their studies and that they have taken approval from
the relevant ethics committee. Our journal expects and supports
the compliance of 3R (Replacement, Reduction, and Refinement)
rules in the use of experimental animals in accordance with the
European consensus-platform for alternatives strategies in sci-
entific studies.

Approval of different ethics committee or permission (for ex-
ample, clinical research ethics committee approval) during the
evaluation of the discontinuation of the review of the articles that
are required to receive the necessary authorizations are warned,
the publication process is continued after the necessary permis-
sions are completed. The approval information should be added
to the material and method section.

It is the authors’ responsibility to ensure that all permits (such as
work permits for wildlife) are obtained from the relevant insti-
tutions and organizations in accordance with international and
national regulations. The journal cannot be held responsible for
this matter.

History and Archive

Journal was published between 1960-1976 as Journal of Etlik Ve-
terinary Bacteriology Institute,

Between 1977-1986 as Journal of Etlik Veterinary Microbiology
Institute Dergisi,

From starting 1987 till today as Journal of Etlik Veterinary Mic-
robiology.
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Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi
Yayin Hakki Devri S6zlesmesi*

Asagida basligi bulunan ve yazarlari belirtilen yazinin;

Bashg:

1. Yazar(lar) olarak, yazim(iz)in orijinal oldugunu, degerlendirilmek tizere eszamanli olarak baska bir dergiye
sunulmadigini, halen baska bir dergide degerlendirme asamasinda olmadigini, bildiri 6zeti olmak disinda
daha 6nce baska bir dergide yayinlanmadigini, bilimsel ve etik sorumlulugunun tarafim(iz)a ait oldugunu,
diger yazarlara ulasilamamasi halinde, tiim yazarlarin bu basvurudan haberdar olduklarini ve tim yazarlarin
arastirmanin her sirecine aktif katildiklarini beyan ederim(z).

2. Yapilan calismanin derginin yayin kurallarinda belirtilen tim etik degerleri ve kurallari gozeterek, toplu-
mu, herhangi bir kurumu ya da kisiyi rencide edici herhangi bir sekilde yapiimadigini, deney hayvanlarinin
kullaniminda etik kurallarina uyulmasi icin gerekli 6zenin gosterildigini, dergi sahibi, sorumlu yazi isleri mu-
dird, editdrd ve yayin kurulunun yapilan calismadan ve yazidan dolayi dogabilecek tim hukuki islemlerde
sorumluluk tasimadigini kabul ederim(z).

3. Yazim(1z)in yayinlanmak Uzere kabul edilmesi halinde, gerekli gorilen dizeltmelerle birlikte, derginizin
belirttigi tim yazim basili ve elektronik olarak yayin kurallarina uygun basilmasi, cogaltilmasi, dagitilmasi
gibi tim haklarini yayin kurallarinda belirtilen diger haklarim(iz) sakli kalmak kosuluyla Etlik Veteriner Mik-
robiyoloji Dergisi’'ne devrettigimizi gayri kabili riicu olarak kabul ederim(z).

Yazar Adi ve Soyadi** Sorumlu Yazar imza Tarih/Yer

*Yazinin yayinlanmak Uzere Etlik Veteriner Mikrobiyoloji Dergisi'ne kabul edilmemesi durumunda bu s6z-
lesme gegersizdir. S6zlesmenin bagimsiz kopyalari farkli kuruluslarda calisan yazarlar tarafindan islak olarak
imzalanarak ayri ayri sisteme yiklenebilir. imzalar 6zgiin olmalidir.

**Yazarlar yazida belirtildigi gibi siralanmalidir.
Sorumlu Yazara ait telefon ve yazisma adresi:
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Journal of Etlik Veterinary Microbiology Copyright Release Form*

Author(s) of the manuscript of which title and authors are undermentioned declare(s) that

Title:

1. The manuscript is original and has not been submitted or considered for publication elsewhere, is not
published elsewhere except in the form of abstract, and scientific and ethical responsibility belong(s) to me/
us. In case all authors are not reached, all authors have been informed of the application and all authors
have participated in the work process actively.

2. The work has been performed in consideration of ethical values and rules of the journal indicated in the
publication rules; has been performed in a way not to offend any society, foundation or person and special
care are shown to comply with ethical rules during animal testing. The owner of the journal, editor in chief,
the editorial board are not responsible for the legal acts generated from the work and the manuscript.

3. In case of acceptance for publication of the manuscript, with the corrections considered necessary I/we
hereby grant the Journal of Etlik Veterinary Microbiology, without recourse, the right to publish, distribute,
reproduce the manuscript according to your Journal’s all printing and electronic printing rules reserving the
other rights indicated in the publication rules.

Full Name of the Author** Corresponding Author Signature Date/Place

*The contract is invalid in case the submitted manuscript is not accepted. Independent copies of the cont-
ract can be ink signed by the authors working in different institutions and be uploaded separately.

**Authors’ name must be in order as they are in the manuscript.

Contact Number and Address of the Corresponding Author:
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An evaluation of the effects of medium pH on
the viability of the HepG2 cell line

Nese Giivenalp' ©, Dilek Giiven¢?*

2 University of Ondokuz Mayis, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Pharmacology and Toxicology, Samsun Turkey.
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Abstract: Cancer cells are characterized by increased glucose uptake and the production of lactate, which leads
to acidification of the tumor microenvironment. This acidification facilitates the development of invasiveness and
metastasis. In this study, we investigated the effects of medium pH manipulation on the proliferation and viability
of human hepatocellular carcinoma (HepG2) cells in vitro. HepG2 cells were grown in media with pH ranging from
6.0 to 8.5 for 24 h. The cells were then subjected to WST-1 and trypan blue exclusion assays to evaluate viability
and cell proliferation, respectively. At pH 6.8 and 6.6, HepG2 cell viability was not significantly different from the
control group (pH 7.2) (p>0.05) but there was a significant decrease at pH 6.4, 6.2 and 6.0 (p<0.05). Furthermore,
there was a significant decrease in cell viability at pH's 7.8, 8.0 and 8.5 (p<0.05). Cell numbers decreased at pH 6.8
and increased at pH 6.6, although not significantly (p>0.05), and decreased at pH 7.6 and 7.8 (significant at pH 7.8;
p<0.05). In acidic environments, the cells were spindle-shaped and formed islands but they became more spherical
and had reduced adhesion capacity in alkaline media. In this study, an alkaline environment reduced the prolifera-
tion and viability of the cell line, HepG2. Therefore, after further investigations, in addition to current treatments,
systemic alkalization that appropriately increases the pH of the tumor microenvironment may suppress the activity
of tumor cells and increase the efficacy of normal HCC treatment.

Keywords: Alkali medium; HepG2; microenvironment; proliferation; Warburg effect

HepG2 hiicre hattinin canlihigi lizerine medium pH'sinin etkisinin incelenmesi

Ozet: Kanser hiicreleri, tiimdr mikrocevresinin asitlesmesine neden olan artmis glikoz alimi ve laktat retimi ile
karakterizedir. Asidik mikro-cevre kanser hicrelerinin invazyon ve metastaz gelisimini kolaylastirir. Bu calismada
medium pH degisiminin, in vitro insan hepatoseliiler karsinom (HepG2) hiicrelerinin proliferasyon ve canlligina etki-
sinin degerlendirilmesi amaglanmistir. HepG2 huicreleri pH degeri 6.0 ile 8.5 arasinda degisen medium ortamlarinda
24 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra hiicre canliigi ve proliferasyon degerlendirmeleri icin sirasiyla WST-1
ve tripan mavisi hlcre canlilik testleri uygulandi. HepG2 hiicre canliliyinda, medium pH'si 6.6 ve 6.8 olan gruplar ile
kontrol grubu (pH 7.2) karsilastirildiginda énemli bir farkin bulunmadigi (p>0.05), ancak pH 6.4, 6.2, 6.0'da 6nemli
oranda azalmanin oldugu saptandi (p<0.05). Ayrica alkali gruplardan pH 7.8, pH 8.0 ve pH 8.5'te hiicre canlilik ora-
ninda belirgin bir azalma g6zlemlendi (p<0.05). Hiicre sayisinda pH 6.8'de artis ve pH 6.6'da azalmanin oldugu ancak
istatistiksel olarak énemli fark olmadigi (p>0.05), pH 7.6 ve 7.8'de azalmanin bulundugu ve bu azalmanin pH 7.8'de
onemli oldugu saptandi (p<0.05). Asidik ortamlarda, ig seklindeki hicrelerin adalar olusturdugu, alkali ortamda ise
yapisma kapasiteleri azalmis hiicrelerin yuvarlak sekilde oldugu gdzlendi. Bu ¢alismada, alkali mikro-cevrenin HepG2
hticre hattinin canlligini ve proliferasyonunu azalttigi tespit edilmistir. Bu nedenle, daha ileri arastirmalardan sonra
mevcut tedavi yontemlerine ek olarak timor mikro-cevre pH'sini uygun bir sekilde yikselten sistemik alkalizasyo-
nun, timaor hicrelerinin aktivitesini baskilayabilecegi ve normal HCC tedavisinin etkinligini artirabilecegi sonucuna
varildi.

Anahtar kelimeler: Alkali ortam; HepG2; mikro-cevre; proliferasyon; Warburg etkisi

Introduction

Cancer, which is defined by abnormal cell growth
that leads to an imbalance between cell proliferation
and cell death as a consequence of multiple chang-
es in gene expression (Ruddon, 2007), is one of the
most common causes of death worldwide (Torre et
al. 2016) . The International Agency for Research on
Cancer (IARC) reported that 18.1 million people were

diagnosed with cancer in 2018, and of that number,
9.6 million died (Bray et al. 2018). Hepatocellular
carcinoma (HCC), which originates from liver cells
called hepatocytes, is the most common, primary
malignant tumor of the liver (Rodriguez-Hernandez
et al. 2018).

The metabolism of cancer cells is particularly
oriented to survival and proliferation. One of the
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most important changes is in energy metabolism
(Hsu and Sabatini 2008). Many cancer cells convert
glucose to lactate, although less energy is gained
than through aerobic breakdown. Otto Warburg, in
the 1920s, was the first person to report the occur-
rence of this metabolic process, even in the pres-
ence of sufficient oxygen. This phenomenon later
became known as the "Warburg Effect” (Gatenby
and Gillies 2004; Kato et al. 2013; Tian et al. 2019).
Many studies have demonstrated that the pH of the
extracellular fluids of cancer cells is acidic because of
the Warburg Effect (Schwartz et al. 2017). The pH of
the extracellular environment of tumor cells is gen-
erally 0.3 to 0.7 pH units lower than that of normal
cells (Hao et al. 2018). While the extracellular pH of
tumors ranges from 6.5 to 6.9, normal extracellular
pH is between 7.2 and 7.5. An acidic microenviron-
ment is a characteristic feature of the environment
of cancer cells, such as HCC (Zhang et al. 2010; Chen
et al. 2017). Moreover, the extracellular pH of malig-
nant melanoma tissue is approximately 6.7 whereas
the extracellular pH of normal skin tissue cells is
approximately 7.3. Similarly, the extracellular pH of
uterine cancer cells (6.9) is more acidic than normal
uterine cells (7.6) (Hao et al. 2018).

The two main reasons why the pH of the micro-
environment of cancer cells is acidic are the increa-
sed expression and activity of carbonic anhydrases
and proton carriers which transport lactate and CO,
to the outside of the cell, and the accumulation of
CO, and lactate there due to poor perfusion (Zhang
et al. 2010; Chen et al. 2017). Many recent studies
have shown that the Warburg effect enhances the
probability of: survival of tumor cells DeBerardinis
et al. (2008); Lodish et al. (2016); Tuccitto (2018) tu-
mor progression, metastasis and angiogenesis Chen
et al. (2017); Zhang et al. (2017), suppression of the
immune response in the tumor microenvironment
Alfarouk et al. (2015), and resistance to the drugs
administered during chemotherapy (Raghunand
and Gillies 2000; Chen et al. 2017; Zhang et al. 2017).

Therefore, therapeutic interventions that target
the acidity of the tumor microenvironment are be-
ing employed (Neri and Supuran 2011). For exam-
ple, systemic alkalizers and alkalizing agents such
as sodium bicarbonate have been successfully used
to suppress the cell growth and metastasis of the
human breast cell lines, MCF-7 and MDA-MB-321,
and the human colon cancer cell line, HCT116, by in-
creasing the extracellular pH (Robey et al. 2009; Silva
et al. 2009; Ibrahim-Hashim et al. 2012; Estrella et
al. 2013). Moreover, oral sodium bicarbonate treat-
ment was reported to reduce the extent of metasta-

sis of breast and prostate cancer in immune system-
deficient mice (Robey et al. 2009). In addition, in a
clinical study involving patients with small cell lung
cancer, an alkaline diet administered in combination
with EGFR inhibitors increased the average survival
time from 18.6 months to 28.5 months (Hamaguchi
et al. 2017). Moreover, the radiation-induced death
rate of human colorectal cancer cells (RKO.C) is low-
er at a more acidic pH than at the normal pH (Park
et al. 2000, 2003). Although the relationship be-
tween cancer and the Warburg Effect has been the
subject of a substantial amount of research over the
past decade, to the knowledge of the authors of the
present study, the effects of changes in the pH of
the medium on the proliferation and viability of the
human hepatocellular carcinoma cell line, HepG2,
have not been investigated. Therefore, in this study,
we evaluated the effects of both acidification and
alkalization of the tumor microenvironment on the
proliferation and viability of HepG2 cells and, indi-
rectly, tumor progression.

Materials and Methods

Chemicals and Medium: The sodium bicarbonate,
hydrochloric acid, trypan blue, Minimum Essential
Medium (MEM), L-glutamine, penicillin-strepto-
mycin and sodium pyruvate were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis MO, USA). The WST-1 cell
proliferation assay reagent was purchased from
Roche (Basel, Switzerland), the essential amino acid
was purchased from GIBCO (Grand Island, NY, USA),
and the trypsin-EDTA was purchased from Biological
Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israel).

Cell culture: The human hepatocellular carcinoma
HepG2 cells were provided by the American Type
Culture Collection (ATTC, HB-8065, USA). The cell
culture medium consisted of MEM supplemented
with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 1% antibiotics
(penicillin and streptomycin), 1% sodium pyruvate,
1% Non-Essential Acid (NEAA) and 2.2% g/l sodium
bicarbonate. The frozen vials of cells were stored in
a freezer at —80°C (Nive-DF 490) until the ex-
periment was conducted, at which time they were
thawed by immersing the vial in a shaking water-
bath (Nive-Nb 20) at 37 °C. After thawing, the vial
was disinfected with 70% isopropanol. The cells were
then transferred into a sterile 75 cm? tissue cell cul-
ture flask containing 20 ml of MEM (supplemented
with 20% FBS) and incubated at 37 °C under a hu-
midified atmosphere containing 5% CO, (Nive-EC
160) until they reached 75-80% confluence. During
the incubation process, the culture medium was re-

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 31, Sayt 2, 2020, 107-114



Glivenalp N and Guiveng D. An evaluation of the effects of medium pH on the viability of the HepG2 cell line

109

placed with fresh medium every second day. When
the cells reached approximately 80% confluence,
they were removed from the flasks by trypsinization
with 0.25 trypsin-EDTA and then sub-cultured. Later,
the number of viable cells was counted by using
0.4 % trypan blue (Sigma, St Louis, MO, USA) stain-
ing and a Bio-Rad TC10™ automatic cell counter.
After counting, the cell suspension was diluted with
the same medium (containing 10% FBS) to 108 cells
per 75 cm? flask before seeding. Then, all the cells
were maintained in a humidified incubator contain-
ing 5% CO, at 37°C for 72 h. All of the preceding
procedures were carried out under a sterile laminar
flow hood.

Cell Viability Assays: The WST-1(2-(4-lodophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium, monosodium salt) assay and trypan
blue dye exclusion method were used to evaluate
the inhibitory effects of different pH environments
on HepG2 cells.

WST-1 assay: Cell viability was measured spec-
trophotometrically with WST-1, a cell proliferation
reagent (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Atest-Ablank
Acontrol-Ablank

Proliferation rate=

And percentage viability=

Germany), according to the manufacturer's recom-
mendations. For this purpose, HepG2 cells were
transferred to a 96-well culture plate at a density of
3 x 10* cells per well and incubated for 24 h at 37°C
under a 5% CO, atmosphere. Twenty-four hours lat-
er the medium in each well was replaced with a me-
dium adjusted with HCl or NaOH to one of 11 differ-
ent pH levels ranging from pH 6 to 8.5. The cells in
all wells were then incubated under the same condi-
tions for 24 h. After 24 h, 10 uL of WST-1 was added
to each well. The contents of the wells were then
mixed for two minutes in an orbital shaker (Wise-
Stir-MSH-20A). Following that procedure, the plates
were incubated in a 5 % CO, atmosphere at 37°C
for 30 min. Each experiment described here was
performed in triplicate. In the final step, to calculate
cell viability, the absorbance was measured at a test
wavelength of 450 nm and a reference wavelength
of 620 nm by using a microplate reader spectropho-
tometer (Tecan, software Magellan, Switzerland). All
experiments were performed in triplicate.

The inhibitory effects of the cellular microenvi-
ronment were evaluated according to the formula
of Yin et al. (2018), as follows:

Atest-Ablank
Acontrol-Ablank

X100

(Atest: absorbance values of test group, Acontrol: absorbance values of control group (medium at pH 7.2), Ablank: absorbance value

of blank sample)

Trypan blue exclusion assay: The trypan blue
test was applied according to the manufacturer’s in-
structions. In brief, 3 x 10° cells were inoculated into
each well of a 6-well plate and incubated for 24 at
37°C under an atmosphere containing 5% CO,. After
24 h of growth, the culture medium was removed
and replaced with the test medium. For the trypan
blue exclusion assay, the culture medium was re-
moved from each well after 24 h. The cells were then
washed with 1 ml trypsin-EDTA, after which 750 pL
trypsin was added per well to remove the cells. The
removed cells were then re-suspended in 750 pL of
culture medium. The cell suspensions were then di-
luted 1:1 (viv) with 0.4% trypan blue and then a 20
ML mixture was transferred to a cell count slide (Bio-
Rad 145-0011). Cell counting was performed with
an automated cell counter (Bio-RadTC20 Hercules,
CA, USA). All experiments were performed in trip-
licate.

External cell morphology determination: Cells
were seeded into 6-well plates at a seeding density
of 3x10° cells per well in cell growth medium at pH
7.2, and then allowed to acclimate for 24 hrs. The

medium was then replaced with a medium at pH
6.6, 6.8, 7.6, or 7.8. The morphological examination
of the cells was carried out under a phase contrast
inverted microscope (Zeiss-Vert. A1, Oberkochen,
Germany) after the 24-hour incubation period.

Statistical analysis: The statistical analyses were
performed using SPSS v 21 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). The logarithmic transformation of cell counts
for trypan blue test results was performed (with
logarithms base 10). The data were tested with the
Shapiro Wilk test for normality. Since the data were
normally distributed, the means were analyzed with
the one-way analysis of variance test (ANOVA), with
post hoc Tukey's and Dunnett's tests applied. All
data are presented as mean * standard deviation
(SD), and p<0.05 was applied as the level of statisti-
cal significance. All experiments were replicated at
least three times.

Results

WST-1 Cell Viability Assay: The WST-1 method was
used to determine the inhibitory effects of pH on
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the viability of HepG2 cells. The percentage of viable
cells in the medium with pH 7.0 (101.52%) was very
similar to that observed for the control group pH 7.2
(100%). However, the inhibitory effects of the media
at pH 6.4, 6.2, and 6.0 were significantly higher than
the control group (p<0.05). In the more alkaline sec-
tion of the pH spectrum, at pH 7.4 the cell viability
increased significantly in comparison to the control
group (p<0.05), at pH 7.6 there was no difference
(p>0.05), and at pH's 7.8, 8.0 and 8.5, there was a
significant decrease in cell viability (p<0.05) (Figure
1). Based on the cell viability results, media at four
different pH levels were selected for the trypan blue
test for confirmation of the WST-1 test results and
to examine cell morphology.

Trypan blue exclusion assay: The inhibitory effects
of culture media at pH 6.6, 6.8, 7.6, and 7.8 on the
proliferation of HepG2 cells was assessed with a try-
pan blue exclusion assay and the results are shown
in Table 1.

The number of live cells decreased at pH 6.8 but
increased at pH 6.6 in comparison to the control
group, although neither difference was significant
(p>0.05). When these results were compared with
results from the WST-1 assay, cell viability at pH 6.6
(102.88%) was also higher than at 6.8 (99.71%). In
addition, the numbers of live HepG2 cells decreased
at both pH 7.6 and pH 7.8, but only at pH 7.8 was
the difference significant (p<0.05), with cell viabili-
ties of approximately 95% and 65% at pH 7.6 and
7.8, respectively (Figure 1).
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(7.2)

Medium pH

Figure 1. Effects of alteration of the pH level of the culture medium on the viability of HepG2 cells. Data are
expressed as meant SE; *indicates that the mean for the pH is significantly different from the control pH

(7.2) (p<0.05).
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Table 1. HepG2 cell proliferation in culture media at different
pH values.

Number of Live Cells/mm? (logarithms
PH base 10) (Mean + SD)
6.6 6.29 £ 0.025°
6.8 6.25 £ 0.016°"
Control (7.2) 6.27 £ 0.015°°
7.6 6.19 + 0.024°
7.8 6.02 + 0.061¢

abc The mean number of live cells in the media marked with dif-
ferent superscripts is significantly different ( p<0.05)

Characterization of the morphology of HepG2
cells cultured in media of different pH: At pH 6.2
and 6.8, the spindle-shaped HepG2 cells formed
large islands but at pH 7.6 they formed small patches
of round cells. In addition, HepG2 cells grown in the
more alkaline pH 7.8 environment were also spheri-
cal but had lost their capacity to adhesion (Figure 2).

B 8 iy
G i ke Y

Figure 2. Microscope images at 80 x magnification of HepG2 cells cultured at pHs ranging from 6.6 to 7.8
pH for 24 hrs in a 6-well plate: (a) pH 7.2 (control group), (b) pH 6.6, (c) pH 6.8, (d) pH 7.6, (e) pH 7.8.
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Discussion

The Warburg Effect (aerobic glycolysis) is a typical
characteristic of cancer cells in that they exhibit ab-
normal metabolism due to an increase in the rate
of glucose uptake and the production of lactate,
even in the presence of oxygen, and is considered
a distinctive feature of cancers (Silva et al. 2009).
The metabolic consequences of this phenomenon
are low glucose concentration, high lactate con-
centration, and lower extracellular pH in the tumor
microenvironment. Lower extracellular pH and a hy-
poxic environment facilitate tumor growth and de-
velopment and induce metastasis and invasion via
multiple pathways. These pathways include point
mutation, gene amplifications, inactivation of me-
tastasis suppressor genes resulting from deletions,
genomic instability, and overexpression by the
genes involved (Rofstad et al. 2006; Swietach et al.
2007). In the clinical environment, the acidic tumor
microenvironment reduces the anti-tumor immune
response, the effectiveness of chemotherapy and
radiotherapy, and ultimately the survival rate after
surgical intervention. The tumor microenvironment
and metabolic pathways inducing this microenviron-
ment, which are fundamental to the cancer progno-
sis, mean that in vivo and in vitro studies on that mi-
croenvironment are gaining importance (Lacroix et
al. 2018). Approaches that target this acidity, such as
the direct neutralization of the acidic microenviron-
ment, the development of acid-activatable drugs
and nanoparticles, and the targeting of the meta-
bolic pathways of tumor cells, have been reported
(Pillai et al. 2019).

In the present study, the effects of manipu-
lation of the normal acidic environment of HepG2
cells on their viability and proliferation were investi-
gated. In the trypan blue exclusion assay, the num-
ber of live cells decreased at pH 6.8 and increased at
pH 6.6 in comparison to the control group (pH 7.2),
but the differences were not significant (p>0.05).
Separately, the WST-1 test showed that cell viabil-
ity in the range from pH 7.0 to 6.6 was close to or
higher than in the control group, but the number
of viable cells significantly decreased (p<0.05) at
pH 6.4 and lower, with the proportion of live cells
at approximately 60% or lower (Fig. 1, Table 1). It
has been reported that the in vivo extracellular pH
of many tumors ranges from 6.6 to 7.0 (Hao et al.
2018). The results of the WST-1 test in the present
study are supportive of these data.

Extracellular acidity leads to a more malignant
cell phenotype, the activity of which is mediated by

signal proteins, transcription factors, cytokines, in-
vasion-related receptors, and the modulation of the
hundreds of genes that stimulate cell proliferation
in the early stages of tumor progression (Rofstad
et al. 2006; Moellering et al. 2008; Fukamachi et al.
2013). In this study, the metastatic activity and in-
vasiveness of HepG2 cells cultured at pH 6.6 were
likely increased by the inactivation of the tumor
suppressing cell adhesion molecule, E-cadherine,
as reported by Chen et al. (2009). Separately, when
HS27 fibroblast cells were cultured in a high lactate
(acidic) environment, the level of hyaluronan, which
is responsible for rapid tissue growth, increased
(Stern et al. 2002). Rofstad et al. (2006) reported
that the melanoma cell lines, A-07, D-12 and T-22,
when cultured in acidic media, and then injected
into mice, increased pulmonary metastasis due to
the overexpression of matrix metalloproteinases 2
and 9 (MMP-2 and MMP-9), and cathepsin B and L,
which are proteolytic enzymes.

In a holistic sense, the biology of cancers can
be seen as the product of an evolutionary and eco-
logical process. All tumor cell phenotypes poten-
tially provide an evolutionary advantage that sup-
ports cell proliferation, especially increased glucose
metabolism and, consequently, interstitial acidosis.
Moreover, local acidosis, which is widely observed
in nature, is seen as "niche engineering”, a phe-
nomenon by which plants and animals change their
environment and consequently gain a competitive
advantage that helps ensure their growth and sur-
vival (Gatenby et al. 2006; Gatenby and Gillies 2008).
Based on the results of our study, the increased pro-
liferation rate of HepG2 cells in acidic environments
may be interpreted as the first step of "niche engi-
neering”.

In the current study, the proliferation and vi-
ability of HepG2 cells in media at pH 6.6, 6.8, and
7.0 did not differ significantly from the control (pH
7.2) (p>0.05), which provides indirect support for
earlier reports that tumors generally have an acidic
extracellular environment that, by inference, is sup-
portive of their growth (Zhang et al. 2010; Chen et
al. 2017; Hao et al. 2018). The present study also
showed that the proportion of viable HepG2 cells
was lower when they were cultured in alkali media,
except at pH 7.4, and significantly lower at pHs of
7.8 and higher (p<0.05). The significant decrease
in both cell viability and proliferation at pH 7.8 (Fig
1, Table 1) in comparison to the control group ap-
pears to be a key finding of the present study. These
findings could support to create and maintain an
alkaline microenvironment around tumor cells in
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patients that would make a meaningful difference
to their treatment outcomes.

Other evidence for the potential benefits of
treatment with alkalization was provided by Trived
et al. (2018) who reported that increasingly alka-
line pH reduced the viability of the breast cancer
cell line, MDA-MB-231. In addition, an extract from
the neem tree, Azadirachta indica, in combination
with alkaline pH treatment, caused a dose-depen-
dent decrease in cell viability in vitro. Moreover,
several recent preclinical and clinical studies have
reported that tumor behavior was altered by the
administration of sodium bicarbonate orally or oth-
er alkali diet treatment. Also, in a modeling study,
orally administered bicarbonate therapy reduced
the incidence of metastasis in breast and prostate
cancer in immunity-deficient mice (Robey et al.
2009). In another study, patients with non-small cell
lung cancer (NSCLC) and epidermal growth factor
(EGFR) mutation were treated with an alkaline diet,
in addition to the low-dose EGFR inhibitors, gefi-
tinib, erlotinib, and afatinib, at the standard treat-
ment doses. Patients were followed-up long-term
and their survival was prolonged in comparison to
patient populations receiving the standard treat-
ment. The researchers stated that their results with
advanced lung cancer patients constituted clinical
evidence that there may be positive outcomes re-
lated to this treatment (Hamaguchi et al. 2017). In
contrast, the activity of cytokine-induced killer cell’s
antitumor activity against HepG2 cells was reduced
in a medium at pH 6.5 (Izumi et al. 2003). In addition,
the intracellular accumulation of various lipophilic
anticancer agents has been shown to be controlled
by the cellular pH gradient. Therefore, studies on pH
sensitive nanoparticles are being conducted for se-
lective cancer chemotherapy (Feng et al. 2017; Xia
et al. 2018).

Conclusion

An acidic tumor microenvironment can change the
behavior of tumor cells and manifest as prolifera-
tion, invasion, and metastasis, and also reduce the
immune system response to the tumor and the suc-
cess of chemotherapy. The present study demon-
strated that an alkaline medium can significantly re-
duce the proliferation and viability of HepG2 cancer
cells in vitro. Therefore, in addition to the existing
treatment strategies, the appropriate alkalization of
the microenvironment of tumor cells may increase
the probability of successful treatment. To further
that objective, preclinical and clinical studies should
be conducted into changes in the activity of recep-

tors, signal proteins, transcription factors, cytokines,
and cell cycle control genes resulting from the alka-
lization of the tumor microenvironment.
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Abstract: This study aimed to investigate the effects of ear-tagging on blood malondialdehyde (MDA), reduced
glutathione (rGSH), Vitamin C (Vit C) levels, and glutathione peroxidase (GPx) activity in the acute period. Ear-tagged
(with polyurethane ear-tag) animals consisted of nine healthy Holstein calves (2-3 months old). Blood samples were
taken just before ear-tagging (baseline), at the 20" min, on the 3 day, and 8" day after the ear-tagging procedure.
Six Holstein calves were involved the sham group. In ear-tagged animals, plasma MDA levels increased on the 3%
day compared to baseline values (p<0.01) and returned to baseline values on the 8" day, whereas no change was
found in the sham group. In ear-tagged animals, plasma rGSH levels increased at the 20* min, 3 day, and 8" day
(p<0.001) in comparison to baseline values, which in the sham group, there was no change. In ear-tagged animals,
erythrocyte rGSH levels on the 3 and 8" days were higher compared to baseline and 20" min level (p<0.01). In
the sham group, the 3 and 8" day erythrocyte rGSH levels increased compared to baseline values (p<0.01). In
ear-tagged animals, the 20*" min, 3" day, and 8" day erythrocyte GPx activities were lower than the baseline values
(p<0.001), whereas in the sham group, no change was observed. While Vit C levels increased progressively in the
sham group (p<0.05), this increase was not observed in the ear-tagged group. In conclusion, ear-tagging was found
to cause oxidative stress and increase antioxidant requirement in calves.

Keywords: Calf, ear-tagging, oxidative stress, polyurethane ear-tag

Kulak kiipesi takilan buzagilarda akut donemde oksidatif stres degisimleri

Ozet: Bu calismanin amaci kulak kiipelemenin akut dénemde kan malondialdehid (MDA), rediikte glutatyon (rGSH),
vitamin C (Vit C) duzeyleri ile glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi Gzerine etkilerinin arastirilmasidir. Calismanin
deney grubunu, kulak kiipeleme (politiretan kulak kipesi ile) yapilan dokuz adet buzagi (2-3 aylik yasta) olusturdu.
Kan ornekleri kulak kiipeleme isleminden hemen 6nce (temel seviye), kulak kiipeleme sonrasi 20. dakika, 3. giin ve 8.
glin'de alindi. Ayrica, belirtilen zamanlarda sadece kanlari alinan alti adet Holstein irki buzagi da sham grubu olarak
kullanildi. Kulak kiipeli buzagilarda 3. giin MDA seviyeleri temel seviyelere gore ytikselirken (p<0,01), 8. glinde tekrar
temel seviyelerine indi. Sham grubunda ise MDA diizeyleri yoniinden bir degisiklik gézlenmedi. Kulak kiipeleme
grubunda plazma rGSH seviyeleri 20. dakika, 3. glin ve 8. ginde temel diizeylere gore artti (p<0.001); ancak, sham
gurubunda bir degisim gdézlenmedi. Kulak kipeli buzagilarda eritrosit rGSH seviyeleri 3. ve 8. glinlerde, 20. dakika
ve temel seviyelere gore yiksek olarak belirlendi (p<0.01). Sham grubunda ise 3. ve 8. giin eritrosit rGSH seviye-
leri temel seviyelere nazaran yiiksek olarak belirlendi (p<0.01). Kulak kiipeleme grubunda eritrosit GPx aktiviteleri
20. dakika, 3. glin ve 8. giin'lerde temel seviyelere kiyasla dustik (p<0.001) olmasina ragmen, sham grubunda bir
degisim gostermedi. Sham grubunda Vit C seviyeleri giderek artmasina ragmen (p<0.05), kulak kipeli hayvanlarda
bu artis gorilmedi. Sonug olarak kulak kiipelemenin buzagilarda oksidatif strese neden olarak antioksidan ihtiyaci
arttirdigr dustinalda.

Anahtar kelimeler: Buzag), kulak kiipeleme, oksidatif stres, poliliretan kulak kiipesi
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Introduction

According to European legislation, identification
and registration of livestock such as cattle, sheep,
goats, and pigs are obligatory to observe animal
diseases and behavior in order to improve veteri-
nary practices. This implementation will enable ear-

lier detection of diseases, control fertility, and yield
changes resulting in improved animal welfare and
efficacy (Ammendurp and Fussel 2001; Neethirajan
2017; Bailey et al. 2018; Vazquez-Diosdado et al.
2019). There are three different methods used
around the globe for identification, registration
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and, traceability of livestock animals: 1-stamping,
ear marking (notching, tattooing, and tagging), 2-
electronic identification (subcutaneous injection,
inside ear-tag, bolus, accelerometer), 3-Biometric
methods (DNA and retinal image) (Caja et al. 2004;
Thomson et al. 2016; Krieger et al. 2017, 2018). Due
to its low cost in comparison to other methods, ear-
tagging is currently the most widely used method
around the world for individual identification of
animals (Petherick 2005; Aydin 2007; Lomax et al.
2017). Also, accelerometers and radio frequency
identifications are attached via ear-tags (Dogan et
al. 2016; Krieger et al. 2018). Ear-tags can be pres-
ent in many different shapes (rosette, button, hoop,
etc.), sizes and colors, and can be made from vari-
ous materials (metal, plastic) (Aydin 2007). After de-
termining that the metal ear clips that have been
used in the past could cause some lesions (Kitagaki
and Hirota 2007), flexible plastic ear-tags made of
polyurethane have been shown to be less harmful
(Meingassner 1991; Kitagaki and Shibuya 2004) are
used more commonly, today. Although studies have
reported less harm with the use of plastic ear-tags
compared to metal tags, plastic ear-tags have also
been shown to cause some changes including ear
lesions (Johnston and Edwards 1996; Edwards and
Johnston 1999), ear pain (Leslie et al. 2010; Lomax
et al. 2017), tachycardia (Stewart et al. 2013), and ear
wounds and necrosis (Salina et al. 2016). Animal wel-
fare targets a life free from undesired emotions such
as pain, suffering, and stress (Bryant 1972; Dantzer
2001), whereas lack of stress response is regarded as
an indicator of an animal’s well being (Barnett and
Hemsworth 1990; Broom 1998). Stress can be ex-
pressed as a biological response in the form of ana-
tomical, physiological, and behavioral changes to
internal or external stimuli that threaten the homeo-
stasis of the organism. The response against stress
may cause various effects in the organism such as
changes in the immune system, problems with di-
gestion, and cessation of reproductive and devel-
opmental functions (Kelley 1980). Stress may result
in the disturbance of oxidant-antioxidant balance
in favor of free radicals (Freeman and Crapo 1982).
Free radicals show their effects by causing oxidation
of proteins, lipids, carbohydrates, and DNA, leading
to pathological changes in cell membranes, cellular
organelles, and DNA. As a result, cellular dysfunc-
tions or death occur, or resulting mutations can
lead totumourigenesis (Akkus 1995). An antioxidant
is defined as a substance that significantly delays
or inhibits the oxidation of a substrate. The physi-
ological role of antioxidants is to prevent damage to
cellular components that occur as a result of chemi-

cal reactions involving free radicals (Young and
Woodside 2001). The imbalance between oxidants
and antioxidants results in the formation of reactive
oxygen species and leads to oxidative damage. This
condition is defined as oxidative stress (Kurutas et
al. 2004; Yeum et al. 2004). In animals, major anti-
oxidant defense mechanisms include the enzymes
glutathione peroxidase, catalase and superoxide
dismutase, and glutathione. Malondialdehyde lev-
els provide information about lipid peroxide levels
(Akkus 1995). Glutathione is a low-molecular weight
tripeptide synthesized from the amino acids cyste-
ine, glutamic acid, and glycine, and it is the most
important soluble antioxidant in the body (Kohen
and Nyska 2002). The most effective antioxidant en-
zyme in the protection mechanism against lipid per-
oxidation in erythrocytes is GPx (Kehrer 1993; Akkus
1995). Decreased GPx activity leads to increased hy-
drogen peroxide and severe cell damage (Halliwell
and Gutteridge 1989). Together with a-tocopherol
and Vit C (ascorbic acid), GPx suppresses the free
radicals attacking biological membranes and tissue
lipids. Vitamin C is a good antioxidant because of its
strong reducing activity (Banudevi 2006).

Ear-tags used in the identification of livestock
animals are foreign to the natural life of the animals,
and therefore they are thought to induce stress, af-
fecting well being of the animals. In our review of
the literature, we observed that while some stress
factors have been investigated for their stress-in-
ducing potential (Avci et al. 2008; Fidan et al. 2009;
Cetin et al. 2011), no previous study investigated
oxidative stress development due to ear-tagging in
calves. In the present study, it was aimed to examine
possible effects of flexible ear-tags made of poly-
urethane material on oxidative stress in 2-3 months
old calves.

Material and Method

Materials

In the study, experimental and sham groups consist-
ed of nine healthy Holstein calves (four males + five
females) and six healthy Holstein calves (two males
+ four females) from a private dairy cattle farm, re-
spectively. The calves were aged about 2-3 months
old, and were not ear-tagged previously. Animals
were kept in the same care and feeding condi-
tions. The study protocol was approved by the Local
Ethical Committee of Experimental Animal Ethics of
Hatay Mustafa Kemal University and was performed
entirely according to ethical rules (Approval no:
2014-04/1).
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In the experimental group (Ear-tagged with
polyurethane ear-tags, Figure 1), blood samples
were properly drawn from the jugular vein of the
calves into tubes containing EDTA, just before ear-
tagging (baseline values). Afterward, blood samples
were collected from the same animals at 20 min-
utes (20" min), 3 day, and 8" day after the ear-
tagging procedure. For the sham group, in order
to examine the effect of stress caused by the blood
drawing procedure, blood samples were drawn with
the same intervals specified above from the calves
which did not undergo the ear-tagging procedu-
re. Blood samples were properly centrifuged (3000
rpm x 10 minutes x +4°C) in order to obtain plasma
samples. After separating the plasma portion of the
samples, the remaining cellular portion was washed
three times with PBS solution. Consequently, one
unit of erythrocyte suspension was mixed with five
units of distilled water in order to obtain erythrocy-
te hemolysate. Plasma and erythrocyte hemolysate
samples were then stored at -20°C until the bioche-
mical analyses.

Methods

Reduced GSH activity in the erythrocyte hemoly-
sate was measured using the method described by
Ellman (1959) as a dithionitrobenzoic acid recycling
assay. Erythrocyte hemolysate GPx activity was de-
termined by Beutler's (1975) method, which is based
on detection of the change in absorbance at 340 nm
using hydrogen peroxide in the presence of NADPH.
Erythrocyte hemoglobin levels were determined
using Drabkin’s (Sigma) solution. Plasma MDA lev-
els were determined by the method described by

Ohkawa et al. (1979), which is based on spectro-
photometric detection of the formation of the pink-
colored complex from MDA and tribarbutyric acid
at 532 nm. Analysis of plasma Vit C was performed
using Haag's (1985) method based on the formation
of 2,4-dinitrophenylhydrazone following reaction of
dehydroascorbic acid and diketogulonic acid with
2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH), and spectro-
photometric detection of this product was at 520
nm.

¥

100

-

Figure 1. Ear-tags used in the study.

Statistical Analysis

All the values are expressed as mean + SE. The re-
sults of the groups were analyzed by ANOVA with
posthoc Duncan multiple range tests (SPSS for
Windows, release 12.0). In all cases, the probability
of error of less than 0.05 was chosen as the criterion
of statistical significance.

Results

Plasma and erythrocyte oxidative stress parameters
in Ear-Tag and control groups are given in Table 1
and 2.

Table 1. Plasma and erythrocyte oxidative stress parameters in ear-tagged group (Mean+SE), (n=9).

Ear-Tagged MDA rGSH pM rGSH pmol/ GPx Vit C
group nmol/ml plasma g hg U/g hg mg/dl
Baseline 1.41 + 0.06 * 33,25+3,40° 260 +053° 71,94 +1.93° 0.45 +0.04 =
20" min 1.64 £ 0.08 43,76 £ 326" 2.75+0.29° 36,75 + 3.08 ° 0.32 £0.04°
3 day 181 +0.12° 48,57 £ 222" 485+ 1.07° 39.68 + 4.96 ° 0.37 £ 0.04 *
8 day 136 £0.10 ¢ 5212 + 1.52°¢ 6.94 + 0.66 ° 3711+ 5.11° 048 + 0.08°
p <0.01 <0.001 <0.01 <0.001 <0.05

a, b, ¢, d-values with different letters in the same column are statistically significant (p < 0.05).

Table 2. Plasma and erythrocyte oxidative stress parameters in the sham (non-ear-tagged) group (Mean+SE), (n=6).

Sham Group MDA rGSH pM rGSH pmol/ GPx Vit C

nmol/ml plasma g hg U/g hg mg/dl
Baseline 0.38+ 0.04 3490+ 4.73 0.56+ 0.23 2 60.30+ 8.44 0.53+ 0.07 2
20" min 0.38 £ 0.06 30.73+1.88 2 0.74 + 0.32% 62.18 £ 3.35 0.68 + 0.12 %
3 day 045 £ 0.11 41,15 +2.04° 1.85+048° 69,85 £ 2.20 0.80 £ 0,20 *®
8" day 0.59 + 0.02 36,98 + 3.37 332+044¢ 62,64 + 1.44 1.10 £ 0.26 ®
p - <0.05 <0.01 - <0.05

a, b, ¢, d-values with different letters in the same column are statistically significant (p < 0.05).
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In ear-tagged animals, plasma MDA levels were
found to be increased on the 3 day compared to
the baseline values (p <0.01), whereas MDA lev-
els returned to the baseline values on the 8" day.
On the other hand, non-ear-tagged animals (sham
group) did not show any change in serum MDA lev-
els.

In ear-tagged animals, plasma rGSH levels were
found to be increased at 20* min, 3rd day, and 8"
day (p < 0.001) in comparison to baseline values.
In non-ear-tagged animals, plasma rGSH levels at
20% min, 3 day, and 8" day were not significantly
different compared to the baseline values. However,
3 day plasma rGSH levels were higher than 20%
min levels (p <0.05). In ear-tagged animals, eryth-
rocyte rGSH levels on the 3rd and the 8" days were
higher compared to baseline and 20" minute levels
(p <0.01). In non-ear-tagged animals, 3 day and
8" day erythrocyte rGSH levels were increased com-
pared to baseline values (p <0.01).

In ear-tagged animals, 20" min, 3 day, and
8t day erythrocyte GPx levels were lower than the
baseline values (p <0.001), whereas in non-ear-
tagged animals, erythrocyte GPx levels measured at
the same time intervals did not change significantly.

Plasma Vit C levels did not show a significant
change in ear-tagged animals. In non-ear-tagged
animals, 20" min, 3 day, and 8" day plasma Vit
C levels were higher than the baseline; however,
the difference was only significant on the 8" day.
(p<0.05).

Discussion

In the present study, we investigated the effects of
ear-tagging on oxidant/antioxidant equilibrium in
calves by measuring plasma MDA, rGSH, Vit C, and
erythrocyte rGSH and Gpx. Measurement of thiobar-
bituric acid reactants such as MDA, conjugated di-
enes, and lipid hydroperoxides is commonly used in
the determination of cellular damage caused by oxi-
dative stress (Carr et al. 1995). In the present study,
while plasma MDA levels were increased on the 3"
day of ear-tagging compared to the baseline values,
this increase was not observed in non-ear-tagged
animals. To our knowledge, the effects of ear-tag-
ging on MDA levels were not reported. As transport
stress has been shown to increase serum MDA lev-
els in cattle (Chirase et al. 2004), we may conclude
that the ear-tagging procedure causes stress during
the first days of the procedure, because on the 8%
day MDA levels returned to the baseline values.

Glutathione peroxidase is a highly effective an-
tioxidant enzyme against oxidative stress in eryth-
rocytes. It functions in reduction of the hydrogen
peroxide and organic hydroperoxides by oxidizing
the rGSH in the cell. Reduced GPx activity leads to
increased hydrogen peroxide and severe cell dam-
age (Halliwell and Gutteridge,1989; Dundar and
Aslan 2000; Cetin et al. 2011). In the present study,
while erythrocyte GPx activity did not change in the
sham group, it was found to be significantly reduced
at 20" min, 3 day, and 8" day in the ear-tagged
animals when compared to the baseline values
(p<0.001). Also, the findings of the present study
indicated that following ear-tagging, rGSH levels
(both in plasma and erythrocyte) were increased.
Reduced GSH is transformed into oxidized GSH dur-
ing scavenging of free radicals by GPx (Akkus 1995).
In ear-tagged animals, reduced GPx activity in the
erythrocytes may have caused decreased rGSH uti-
lization, and thereby, resulted in increased intracel-
lular rGSH levels. Erythrocyte lysis has been shown
as a source of antioxidants found in the plasma.
Decreased erythrocyte GPx activity and increased
MDA level have been reported to be responsible for
the increased plasma GPx activity (Ines et al. 2006;
Oztiirk et al. 2008). In the present study, plasma
rGSH levels are thought to be increased as a result
of reduced erythrocyte GPx activity and increased
MDA levels in parallel with erythrocyte lysis. In the
sham group, there was also an increase in erythro-
cyte rGSH levels, however, unaltered erythrocyte
GPx, plasma MDA, and plasma rGSH levels suggest
that the oxidative stress was less intense in the non-
ear-tagged animals.

Vitamin C is synthesized in the liver in rumi-
nants. In calves, plasma Vit C levels vary according
to developmental stages (Bouda et al. 1980). In the
present study, Vit C levels increased progressively
in the sham group (statistically significant difference
was observed on the 8" day). This increase may be
attributed to the Vit C content of feed given to the
animals during the study. On the other hand, serum
Vit C increase was not observed in the ear-tagged
group which maybe because of the consumption
of Vit C due to the increased oxidative stress in the
ear-tagged animals. Plasma Vit C levels have been
shown to decrease following oxidative stress in the
body (Polidori et al. 2001; Weiss 2001), and Vit C
supplementation as an antioxidant in the diet has
favorable effects on stress parameters in sheep that
were subjected to transport stress (Avci et al., 2008).

Today, as a result of the developments in the
field of biotechnology, non-invasive animal identi-
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fication methods (DNA and retinal image) are be-
ing developed, but due to the high cost of these
techniques, ear-tagging still maintains its popular-
ity. Analgesic use during the ear-tagging proce-
dure has been shown to reduce pain in the animals
(Lomax et al. 2017); therefore, it may also reduce the
stress associated with ear-tagging as well. A recent
study on the identification of sheep using leg tag-
ging method (Abacia and Palacin 2014) has shown
that leg tags could be used conveniently in different
stages of development in sheep.

In conclusion, ear-tagging was found to cause
oxidative stress and increase antioxidant require-
ment in calves. For that reason, we believe it would
be beneficial to provide supplementation of Vit C
and other agents known to have beneficial effects
on stress before and/or during ear-tagging, and
also to use analgesic and antiinflammatory agents
during ear-tagging.
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the study financially and the authors have no
conflict of interest.
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The effect of iron on the expression of hemolysin/cytolysin and
growth of clinical and environmental strains of Vibrio vulnificus
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Abstract: Elevated levels of iron are strongly correlated with the growth and virulence of highly lethal human-
pathogen Vibrio vulnificus. The present study examined the expression level of hemolysin/cytolysin-encoding gene
(vwwhA) and the growth rate of four clinical and four environmental strains of V. vulnificus under different iron con-
centrations (7, 10, 15, 30, and 50 uM). The expression levels of vwhA were determined according to the 2-24“Tmethod.
vvhA transcription was down-regulated as iron concentration increased. A significant difference was observed at the
level of 30 and 50 uM ferric chloride concentrations compared to the lower concentrations in all the strains tested (p
<0.001). Conversely, elevated iron concentration was significantly correlated with the higher growth rates of all the
isolates (p <0.05). Increasing iron levels elevated the growth rate of the strains. Clinical strains appeared to be more
correlated with high iron levels than environmental isolates. This study suggested that relatively increased growth
rates of clinical strains of V. vulnificus under elevated iron concentrations might explain the higher virulence of this
pathogen in patients with iron overload from an underlying disease.

Keywords: Growth, iron, pathogen, virulence, vwhA

Demirin Vibrio vulnificus'un klinik ve cevresel suslarin biiyiimesi
ve hemolizin/sitolizin ekspresyonu iizerine etkisi

Ozet: Yiiksek demir seviyeleri, oldukca dliimciil bir insan patojeni olan Vibrio vulnificus'un biiyiimesi ve viriilans ile
glclu bir sekilde iliskilidir. Bu ¢alisma, farkli demir konsantrasyonlari altinda (7, 10, 15, 30 ve 50 pM) dort klinik ve
dort cevresel V. vulnificus suslarinin, blyiime oranlarini ve hemolizin/sitolizin kodlayan genin (vvhA) ekspresyon se-
viyelerini incelemistir. Ekspresyon seviyeleri 2-24T ydntemine gore belirlenmistir. Demir konsantrasyonu arttikga vvhA
transkripsiyon asagi regiilasyonu gozlenmistir. Test edilen tim suslarda, 30 ve 50 pM ferrik kloriir konsantrasyonlari
seviyesinde distik konsantrasyonlara kiyasla anlamli bir fark gézlenmistir (p <0,001). Artan demir konsantrasyonu,
tim izolatlarin daha hizli biytime oranlari ile anlamli derecede iliskili bulunmustur (p <0,05). Demir seviyesinin art-
masi, suglarin biyime oranini artirmistir. Daha virlilans etki gosteren klinik suslarin demir ile korelasyonu cevresel
izolatlardan daha yuksek olarak gozlenlenmistir. Bu calisma, ytiksek demir konsantrasyonlari altinda V. vulnificus'un
klinik suslarinin nispeten artmis biylme oranlarinin, altta yatan bir hastaliktan dolayi asirt demir yiiki olan hastalar-
da bu patojenin daha yuksek virtlansini aciklayabilecegini distindirmektedir.

Anahtar kelimeler: Bliyiime, demir, patojen, viriilans, vwhA

Introduction

Vibrio vulnificus is a species that causes very se-
vere foodborne disease and accounts for the high-
est seafood-related fatalities in the United States
(Baker-Austin and Oliver 2018). This highly fatal
human pathogen, ubiquitous in coastal seawaters,
has been isolated in large numbers from molluscan
shellfish (Baker-Austin and Oliver 2018). Infections
typically occur from the ingestions of contaminated
raw shellfish consumptions, particularly oysters, and
by contamination of pre-existing wounds during
recreational activities (Horseman and Surani 2011).
The most deadly disease is septicemia with a death
rate of > 50% particularly in susceptible individuals

having a high level of serum iron and immune defi-
ciencies (Leng et al. 2019). This pathogen also leads
to severe necrotizing wound infections in immu-
nocompromised patients with a 25% mortality rate
(Oliver 2005). Although rare, death occurs within an
average of two days following the onset of disease
(Jones and Oliver 2009).

Hemolysin/cytolysin (vvhA) is one of the pu-
tative virulence factors associated with the patho-
genesis of V. vulnificus. vwvhA-encoding exotoxin fa-
cilitates iron uptake by lyses of hemoglobin and is
responsible for cytotoxic activity (Jones and Oliver
2009). The pathological role of extracellular hemo-
lysin/cytolysin is under dispute. One study reported
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that the toxin is not responsible for the lethality of
V. vulnificus since mutation of vwhA shows no dif-
ference in the 50% lethal dose in iron-loaded mice
(Wright and Morris 1991). However, other research-
ers revealed the pathogenic significance of the
toxin (Lee et al. 2005; Senoh et al. 2005; Jeong and
Satchell 2012). Purified vwhA enhances vascular per-
meability, skin damage, and mortality rate in animal
models (Gray and Kreger 1987), and submicrogram
level of the pore-forming hemolysin/cytolysin was
found to be lethal to mice (Park et al. 1996).

Iron is an essential growth factor for most mi-
croorganisms. Increased serum iron levels are highly
correlated with the pathogenesis of V. vulnificus in-
fections. Two hypotheses were put forth about how
excess iron provides advantages to this flesh-eating
pathogen: 1) Elevated iron levels significantly in-
crease the growth rate of V. vulnificus, thus enhance
host susceptibility to infection, and 2) decreases
neutrophil activity (Jones and Oliver 2009). Injection
of iron into mice significantly reduced LD,  and dra-
matically increased the mortality rate (Wright and
Morris 1991). Moreover, a direct correlation was ob-
served between host iron availability and the infec-
tious dose of V. vulnificus Jones and Oliver 2009).
Interestingly, high iron content was found to be se-
lective for more virulent clinical isolates of V. vulnifi-
cus (Cam and Brinkmeyer 2019), and a high correla-
tion was observed between biofilm formation and
increasing iron concentrations under in vitro condi-
tions (Cam and Brinkmeyer 2020). Previous studies
revealed that the presence of 16S rRNA type B and
vcgC genes indicates ‘clinical’ origin while 16S rRNA
type A and vcgE genes are significantly associated
with environmental strains (Cam et al. 2019). In a
previous study, the iron concentration of APW was
found ~7 puM (Cam and Brinkmeyer 2019), therefore
minimum iron concentration was 7 uM in this study.
As proposed by several studies, iron is of utmost im-
portance for the growth and virulence of this patho-
gen. The objective of this study was to examine the
expression of the virulence gene, vvhA, in clinical
and environmental strains of V. vulnificus under dif-
ferent iron concentrations.

Materials and Methods

Isolates and experimental design: A clinical (from
a patient) strain was obtained from the US FDA. This
clinical strain was obtained from the patient infect-
ed by V. vulnificus and considered as highly virulent.
Three clinical and four environmental isolates were
harvested from oyster and seawater, respectively

(Table 1) and verified with a strain-specific gene-
vwhA (Campbell and Wright 2003). To differentiate
the clinical strains from environmental ones, 16S
rRNA type B/A and vcgC/E genes were employed.
Isolates were kept in Alkaline Peptone Water (APW)
with 2% NaCl at 37 °C.

Table 1. V. vulnificus strains used in this study.

Strain ID Type/Source 16S type/vcg
Clin-P Clinical/Patient B/C
Clin-O-1  Clinical/Oyster B/C
Clin-O-2  Clinical/Oyster B/C
Clin-S Clinical/Seawater B/C
Env-O-1 Environmental/Oyster AB/E
Env-O-2 Environmental/Oyster A/E
Env-S-1 Environmental/Seawater A/E
Env-S-2 Environmental/Seawater A/E

All isolates were confirmed with species-specific vwvhA gene.

APW medium was supplemented with differ-
ent concentrations of ferric chloride (FeCl,) before
inoculation. Final iron concentrations of incuba-
tion medium were 7, 10, 15, 30, and 50 pM. APW
broth (2% NaCl, pH 7.4) was then inoculated with
V. vulnificus strains (~1 x 10° cells ml") separately
in falcon tubes and incubated at 37 °C by shaking
at 120 rpm. Aliquots were sampled at 8 h of growth
to determine the expression of the virulence gene
and the growth rates of V. vulnificus strains with in-
creasing iron concentrations. All experiments were
performed in duplicate with three replicates.

RNA extraction and cDNA synthesis: CTAB (cet-
yltrimethylammonium bromide) protocol was fol-
lowed for nucleic acid extraction (Cam et al. 2019).
DNA was degraded with DNase | (Sigma). RNA con-
centrations were determined spectrophotometri-
cally. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(ThermoFisher) was employed to synthesize cDNA
based on the protocol described by the manufac-
turer.

Determination of relative gene expression: The
expression of vwhA was determined using probe as-
say with vwhA primers (Campbell and Wright 2003)
(Table 2). Quantitative RT-PCRs were performed in a
25 pl volume of reaction mixture consisting of 1 x
PCR Buffer, 1 uM of each primer, 250 nM probe, 200
nM dNTPs, 2.5 mM MgCl,, 1 x BSA, PCR water, 1 U
Taq DNA polymerase (ThermoFisher Scientific), and
different concentrations of cDNA. Thermo-cycling
conditions were set up at 50°C for 2 min, 95°C for 10
min and 40 cycles of 95°C for 15 s, and 60°C for 60 s.
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Table 2. Primers and probes used to determine expression levels of the genes in V. vulnificus.

Primer or Probe Primer Sequence (5°-3")

References

VvhA-F TGTTTATGGTGAGAACGGTGACA
VvhA-R TTCTTTATCTAGGCCCCAAACTTG (Campbell and Wright 2003)
VvhA-probe (Texas Red)- CCGTTAACCGAACCACCCGCAA-®HaD
GyrB-F GGTACCACGGTACGTTTCTG .
(Bisharat et al. 2005)
GyrB-R CTTTACGGCGTGTCATTTCAC

The relative gene expressions were deter-
mined based on the threshold cycle according to
the 22T method (Livak and Schmittgen 2001).
The cycle threshold (Ct) values of the target genes
were normalized to the GyrB house-keeping gene
(DNA gyrase, subunit B) (Bisharat et al. 2005). In
the 2227 method, the differences between the Ct
values (ACt) of the vwhA gene and the GyrB house-
keeping gene were calculated. The difference in ACt
values between iron-treated and non-treated sam-
ples AACt was then calculated. The fold differences
of the genes between the two samples were 245,
All real-time PCRs were performed in SmartCycler
(ThermoFisher Scientific).

Growth rate: The growth rates of the isolates
(generations/h) at various concentrations of ferric
chloride were determined based on optical density
(OD). OD was measured at 600 nm with a spectro-
photometer (Biotek). OD readings were converted
to cell counts by making standard curves for each
strain, separately. Growth rates were calculated
with the formula shown in the study (Cam and
Brinkmeyer 2020). Cell count experiments were du-
plicated with three replicates.

Statistical analysis: Bartlett's test was used for the
equality of variances. One-way ANOVA and linear
regression analysis were performed in SPSS statis-
tics 24.0.

Results and Discussion

Iron is an essential factor for the pathogenesis of V.
vulnificus in infected individuals. Excessive iron sig-
nificantly decreases LD, and dramatically increases
the mortality rate of this pathogen in mice (Jones
and Oliver 2009), therefore the current study aimed
to investigate the increasing iron concentrations on
vwhA expression and the growth rate of clinical and
environmental strains of V. vulnificus under in vitro
conditions.

Transcription of vwwhA was down-regulated as
iron concentration increased in all the strains test-
ed (Graphic 1). The strains exhibited almost similar
expression patterns in all iron levels. The groups

exhibited significant differences (one-way ANOVA,
p <0.001). The level of vvhA transcription in all
the isolates was significantly decreased at 30 and
50 uM compared to the lower iron concentrations
(Bonferroni post hoc test, p <0.001). These results
show that vvhA transcription is repressed by in-
creasing iron levels. The present finding is in good
agreement with the study (Kim et al. 2009), suggest-
ing that vwhA expression can be repressed by iron
via Fur and LuxS quorum-sensing system. Quorum-
sensing is a bacterial communication system that
regulates gene expression levels in response to cell
population density in a particular environment by
releasing specific signaling molecules. In V. vulnifi-
cus, mutation analyses showed that LuxS quorum-
sensing system plays important roles in virulence
regulation along with other virulence regulators.
Inactivation of [uxS through mutations revealed
that the transcriptional activity of vwhA is negatively
controlled by (uxS transcription (Kim et al. 2003).
Besides, iron increases LuxS expression in V. vulni-
ficus (Kawase et al. 2004). Therefore, in the current
study, the down-regulation of vwhA in the presence
of excessive iron might be attributed to increased
activity of the LuxS quorum-sensing system.

The growth rates of clinical and environmen-
tal isolates were found to be significantly correlated
with elevated iron concentrations (Linear regres-
sion, p <0.05) (Graphic 2 and 3). Higher levels of
ferric chloride enhanced the growth rates of the
strains. Similar results were also obtained by the
other studies (Hor et al. 2000; Starks et al. 2006; Kim
et al. 2009), revealing that excess iron stimulates V.
vulnificus growth. Iron serves as an important re-
dox catalyst for various cellular processes such as
respiration and DNA replication in microorganisms
(Cassat and Skaar 2013). This pathogen is a ferro-
philic microorganism and requires high concentra-
tions of iron for growth (Kim et al. 2007); as a result,
causing increased susceptibility of iron-overloaded
patients to infections (Hor et al. 2000; Cassat and
Skaar 2013). The patients with enhanced iron con-
centrations from an underlying disease were also
found to be more susceptible to infections in other
pathogens (Cassat and Skaar 2013).
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Graphic 2. Growth rates (generations/hour) of clinical strains of V. vulnificus with increasing ferric chloride
concentrations (average of two independent experiments with three replicates) (Linear regression, p <0.05).

Clinical strains displayed higher correlation
rates than environmental strains under increasing
iron concentrations (Graphic 2 and 3). R? values
ranged from 0.81 to 0.88 in clinical strains and from
0.72 to 0.82 in environmental isolates. The highest
correlations were observed in the clinical strains
obtained from oysters, followed by another clinical
strain from the patient. The lowest R? values (0.72
and 0.77) were found in environmental strains iso-
lated from seawater. As observed in the current
study, Starks et al. (2006) studied differential growth

rates of clinical and environmental V. vulnificus iso-
lates in the presence of excess iron in mice, indi-
cating that an excessive amount of iron significantly
increases the growth rates of clinical strains tested
(Starks et al. 2006). The higher virulence of clini-
cal strains might be explained by relatively higher
growth and replication rates of the isolates at higher
iron concentrations because the main reason for V.
vulnificus infection is mostly attributed to increased
serum iron concentrations in susceptible individuals
(Hor et al. 2000; Kim et al. 2007; Kim et al. 2009).
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Graphic 3. Growth rates (generations/hour) of environmental strains of V. vulnificus with increasing ferric
chloride concentrations (average of two independent experiments with three replicates) (Linear regression,

p <0.05).

In conclusion, the present study revealed that
excessive amounts of iron dramatically decreased
transcription of vwwhA and significantly increased the
growth rates of V. vulnificus strains. The higher mor-
tality rate of this microorganism in patients having
an underlying disease such as hemochromatosis
might be likely the increasing growth rates of this
pathogen under high iron serum levels. Iron ap-
peared to be more correlated with the growth rate
of clinical strains rather than environmental isolates.
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Frequency of Staphylococcus pseudintermedius in canine skin
infections and antibiotic resistance profiles of the recovered isolates
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Abstract: In this study, 61 Staphylococcus pseudintermedius strains were isolated from 77 dogs with skin infections.
Antimicrobial resistance to commonly used antibiotics was evaluated by the disc diffusion method. The presence of
the blaZ and mecA genes responsible respectively for penicillin and methicillin resistance was investigated by PCR.
The S. pseudintermedius isolates were highly resistant to tetracycline (47.5%) and penicillin (40.9%) while all isolates
were susceptible to amikacin (100%). All 18 methicillin-resistant S. pseudintermedius (MRSP) strains were positive for
the mecA gene while the 25 S. pseudintermedius strain isolates with the blaZ gene were also resistant to penicillin
phenotypically. Of the 18 MRSP isolates, 14 S. pseudintermedius strains were resistant to three or more antibiotics,
indicating that these strains showed multiple drug resistance (MDR). This report confirms previous findings that S.
pseudintermedius is the most frequently isolated bacteria from dog skin infections. It can also be concluded that
amikacin is a useful agent for treating S. pseudintermedius infections since all the S. pseudintermedius strains tested
in this study were susceptible to amikacin.

Keywords: Dogs, methicillin resistance, staphylococcus pseudintermedius

Kopek deri enfeksiyonlarinda Staphylococcus pseudintermedius
sikligi ve elde edilen izolatlarin antibiyotik direncg profilleri

Ozet: Bu calismada, deri enfeksiyonu olan 77 képekten 61 Staphylococcus pseudintermedius susu izole edilmistir.
Yaygin olarak kullanilan antibiyotiklere karsi antimikrobiyal direng, disk diftizyon yontemi ile degerlendirildi. Penisilin
ve metisilin direncinden sorumlu sirasiyla blaZ ve mecA genlerinin varligi PCR ile arastirildi. S. pseudintermedius izo-
latlari tetrasiklin (% 47.5) ve penisiline (% 40.9) yiksek direng gdsterirken, tim izolatlar amikasine (% 100) duyarliyd.
18 metisiline direncli S. pseudintermedius (MRSP) susunun tim{ mecA geni igin pozitif iken blaZ genine sahip 25 S.
pseudintermedius susu izolati da fenotipik olarak penisiline direngliydi. 18 MRSP izolatindan 14 S. pseudintermedius
susu, Ug veya daha fazla antibiyotige direncliydi, bu da bu suslarin ¢coklu ilag direnci (MDR) gosterdigini ortaya koy-
du. Bu rapor, S. pseudintermedius'un kopek deri enfeksiyonlarindan en sik izole edilen bakteri olduguna dair 6nceki
bulgular dogrulamaktadir. Bu calismada test edilen tim S. pseudintermedius suslari amikasine duyarl oldugundan,

amikasinin S. pseudintermedius enfeksiyonlarinin tedavisinde yararl bir ajan oldugu sonucuna varilabilir.

Anahtar kelimeler: Képek, metisilin direnci, staphylococcus pseudintermedius

Introduction

Staphylococcus pseudintermedius is a coagulase-
positive staphylococcal species described in 2005
as a distinct species from Staphylococcus inter-
medius (Devriese et al. 2005). It is classified in the
Staphylococcus intermedius group (SIG), which com-
prises S. pseudintermedis, S. intermedius and S. del-
phini (Devriese et al. 2005; Sasaki et al. 2007a; Sasaki
et al. 2007b).

S. pseudintermedius is an opportunistic path-
ogen that colonizes the skin and mucosal surfaces
in cats and dogs (Devriese et al. 2005; Rubin and
Chirino-Trejo 2011; Bannoehr and Guardabassi
2012). S. pseudintermedius also causes clinical infec-
tions, such as canine pyoderma, otitis externa, and

nosocomial infections (Ball et al. 2008; van Duijkeren
et al. 2011). S. pseudintermedius causes more than
90% of canine pyoderma cases (Kawakami et al.
2010; Yoon et al. 2010). Although this organism is
associated with skin infections in dogs, human cas-
es have also been described, especially among dog
owners after contact with them (Van Hoovels et al.
2006; Chuang et al. 2010; Stegmann et al. 2010;
Savini et al. 2013; Somayaji et al. 2016). Since the
first report of human transmission of this pathogen,
it has been accepted as a critical public health con-
cern (Van Hoovels et al. 2006).

Since S. intermedius, S. delphini and S. pseudin-
termedius resemble each other phenotypically, clas-
sical biochemical tests are neither reliable nor suffi-
cient for discriminating Staphylococcus intermedius
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group (SIG) members (Sasaki et al. 2007b; Bond and
Loeffler 2012). Many methods used to discriminate
S. pseudintermedius from other SIG members, such
as restriction with certain enzymes of the house-
keeping pta gene and nuc gene by PCR-restriction
fragment length polymorphism (RFLP), the hsp60
gene, 16S rDNA sequences, and the matrix-assist-
ed laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) (El Zubeir et al. 2007;
Sasaki et al. 2007b; Bannoehr et al. 2009). The se-
quence analysis of the RNA polymerase B (rpoB)
gene has been used to discriminate staphylococcal
species and subspecies. This method is also recom-
mended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) for identifying S. pseudintermedi-
us (Mellmann et al. 2006; Petti and Clinical and
Laboratory Standards Institute 2008).

Antibiotic resistance is a great challenge in
treating both human and animal infections world-
wide (Bannoehr and Guardabassi 2012). According
to the literature, S. pseudintermedius remains sus-
ceptible to antibiotics, although there has been a
dramatic increase in resistance to methicillin since
2006 (van Duijkeren et al. 2011; Moodley et al. 2014).
Detection of methicillin resistance in S. pseudinter-
medius (MRSP) by the determination of the mecA
gene has become a "gold standard” method (Geha
et al. 1994; Chambers 1997). This gene encodes
a penicillin-binding protein 2a/2" (PBP2a/PBP2’),
which has a lower affinity to all beta-lactam group
antibiotics. It, therefore, causes resistance to all be-
ta-lactam and beta-lactam derivative antibiotics
(Felten et al. 2002; Velasco et al. 2005; Bosgelmez-
Tinaz et al. 2006; Zhu et al. 2006; Perez et al. 2007).

Beside this, beta-lactam antibiotics such as pen-
icillin have been used in staphylococcal infections in
both humans and animals. Penicillin-resistant staph-
ylococci are the most commonly isolated strains re-
ported in dogs and cats (Fuda et al. 2005; Malik et al.
2007). Penicillin resistance in staphylococci is main-
ly caused by the blaZ gene, which is similar to the
mecA gene. It encodes beta-lactamases and is con-
sidered to mediate methicillin resistance (Zscheck
and Murray 1993; Rosato et al. 2003). Recently, there
have been reports of multi-antimicrobial resistance
in S. pseudintermedius (Bannoehr and Guardabassi
2012; De Lucia et al. 2012; Murugaiyan et al. 2014).

The present study aimed to determine the
presence of MRSP strains and the multiple drug re-

sistance (MDR) profile of S. pseudintermedius strains
isolated from skin infections of dogs.

Materials and Methods
Isolation and identification

This study used 68 staphylococcal isolates obtained
from swab samples taken from 77 dogs diagnosed
with skin infections in an animal hospital in Ankara
University and submitted to the Department of
Microbiology between 2014 and 2018. All the staph-
ylococcal isolates were subjected to standard mi-
crobiological procedures. After incubation on blood
agar containing 5-7% ovine blood at 37°C for 24h,
Gram staining, catalase test, DNAse test, and coag-
ulase test were performed. Microbact™ Staph 12S
system (Staphylococcal 12S Identification System,
MB1561, Oxoid) was used for further phenotypic
identification.

Molecular identification of S. pseudintermedius
isolates

For this purpose, the sequence analysis of the rpoB
gene was performed (CLSI 2018). Briefly, the total
volume of 25 ul PCR mix consisted of 3 mM MgCl,
(Thermo Fischer Scientific, USA), 0.2 mM dNTPs (10
mM dNTP mix; Thermo Fischer Scientific, USA), 0.2
MM of each primer, 2.5 pl PCR reaction buffer, 2U
Taqg DNA polymerase (Thermo Fischer Scientific,
USA) and 2 pl template DNA. The PCR amplification
conditions were as follows: 94°C for 3 min, 30 cycles
of 94°C for 1 min, 58°C for 30 s, 72°C for 1 min, and
72°C for 7 min. S. pseudintermedius strain obtained
from Dr. Ken Kikuchi (Department of Infection
Control Science, Faculty of Medicine Juntendo
University, Tokyo, Japan) was used as a positive con-
trol in all phenotypic and genotypic tests.

After amplification, the PCR products were
purified using a QIAquick PCR purification kit
(Qiagen). For the sequence analysis, BigDye Direct
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) was
used according to the manufacturer’s instructions.
Sephadex G-50 (Sigma-Aldrich) was used for pu-
rifying the amplicons while the sequence analy-
sis was performed in an Applied Biosystems 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). CLC Main
Workbench software version 7 was used for analyz-
ing sequences. The primers used for the amplifica-
tion and sequencing of the rpoB gene are shown in
Table 1 (Drancourt et al. 2004).

Table 1. Primers used for amplification and sequencing of the rpoB gene.

Primer Sequences

Product References

31F F 5'- GCCTTAGGACCTGGTGGTTT-3'
830R R 5'- GTTGTAACCTTCCAWGTCAT-3’

800 bp Drancourt, 2004
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Antimicrobial Susceptibility Tests

The antimicrobial susceptibility test was performed
by disc diffusion following the recommendations of
CLSI. Discs known to be used in veterinary medicine
worldwide were chosen and used as follows: amika-
cin (AK: 30 pg); amoxicillin-clavulanic acid (AMC: 30
Mg); chloramphenicol (C: 30 pug); ciprofloxacin (CIP:
5 pg); erythromycin (E: 15 pg); gentamicin (GM: 10
Mg); kanamycin (K: 30 pg); neomycin (N: 10 pg); pen-
icillin (P: 10 pg); streptomycin (S: 10 pg); tetracycline
(TE: 30 pg); trimethoprim-sulfamethoxazole (SXT: 5
Mg). For the methicillin resistance, oxacillin (OX: 1
Mg) disc was used according to CLSI guidelines.

PCR Amplification of Methicillin and Penicillin
Resistance Genes

Methicillin and penicillin resistance genes were in-
vestigated by detecting the mecA and blaZ genes
described by Strommenger et al. (2003) and
Martineau et al. (2000), respectively. PCR amplifi-
cation was performed containing 0.2 pM of each
primer, 0.2 mM dNTPs (10 mM dNTP mix; Thermo
Fisher Scientific, USA), 3 mM MgCI2 (Thermo Fisher
Scientific, USA), 2.5 pL PCR reaction buffer, 2U Taq
DNA polymerase (Thermo Fisher Scientific; EP0402),
2 pL of DNA as a template and nuclease-free water
to produce a final volume of 25 pl. PCR conditions
were as follows: strand separation at 94°C for 3 min,
followed by 30 cycles of 94°C for 1 min, 55°C for 1

min, 72°C for 1 min, and 7 min at 72°C for further
strand extension.

Results

A total of 61 isolates from 68 staphylococcal isolates
were identified as S. pseudintermedius by both bio-
chemical and sequence analysis of the rpoB gene
while 7 isolates of 68 staphylococcal isolates were
identified as Staphylococcus delphini.

The antimicrobial susceptibility of the 61 iso-
lates is shown in Table 2. The lowest antibiotic resist-
ance was observed for amikacin, gentamycin, and
chloramphenicol whereas the highest resistance
was observed for tetracycline and penicillin. The iso-
lates that were resistant to at least three antibiotics
were considered MDR isolates. According to CLSI
guidelines, 25 S. pseudintermedius strains showed
an MDR phenotype, 18 S. pseudintermedius strains
had an MRSP phenotype, while 14 S. pseudinterme-
dius strains had both MDR and MRSP phenotypes
(Table 3). Beside this, 25 S. pseudintermedius strains
were resistant to penicillin.

The mecA and blaZ genes were also observed
in 18 and 25 strains, respectively, which indicates
that these isolates were mecA-mediated MRSP iso-
lates (Bemis et al. 2006). In addition, all MRSP iso-
lates showed high antibiotic resistance (77.7%), ex-
cept for amikacin. All the penicillin-resistant strains
except for one showed an MDR phenotype.

Table 2. Antimicrobial susceptibility of the 61 S. pseudintermedius isolates.

Number of isolates (%)

Antimicrobial agent

Susceptible Intermediate Resistant
Amikacin 61 (100) 0 (0) 0 (0)
Amoxicillin-clavulanic acid 39 (63.9) 0 (0) 22 (36)
Chloramphenicol 50 (81.9) 0 (0) 11 (18)
Ciprofloxacin 47 (77) 0 (0) 14 (22.9)
Erythromycin 35 (57.3) 4 (6.5) 22 (36)
Gentamicin 50 (81.9) 4 (6.5) 7 (11.4)
Kanamycin 38 (62.2) 0 (0) 23 (37.7)
Neomycin 29 (47.5) 11 (18) 21 (34.4)
Oxacillin 37 (60.6) 6 (9.8) 18 (29.5)
Penicillin 36 (59) 0(0) 25 (40.9)
Streptomycin 39 (63.9) 0 (0) 22 (36)
Tetracycline 32 (52.4) 0 (0) 29 (47.5)
Trimethoprim-sulfamethoxazole 47 (77) 0 (0) 14 (22.9)
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Table 3. Antimicrobial susceptibility of the 18 MRSP isolates.

Number of isolates

Antimicrobial agent

Susceptible Intermediate Resistant
Amikacin 18 0 0
Amoxicillin-clavulanic acid 8 0 10
Chloramphenicol 15 0 3
Ciprofloxacin 4 0 14
Erythromycin 5 0 13
Gentamicin 14 0 4
Kanamycin 4 0 14
Neomycin 7 0 11
Penicillin 4 0 14
Streptomycin 4 0 13
Tetracycline 5 0 14
Trimethoprim-sulfamethoxazole 4 0 14

Discussion

In this study, the isolation rate of S. pseudinterme-
dius was high for all staphylococcal isolates. Of the
68 staphylococcal isolates, 61 were S. pseudinterme-
dius, of which 25 were MDR and 18 were MRSP. On
the other hand, 18 strains of the isolates were mecA
positive while 25 were blaZ positive by PCR.

S. pseudintermedius was detected in 89.7% of
the dogs with skin infections by rpoB gene sequenc-
ing. This high isolation rate was also observed in pre-
vious studies (Kawakami et al. 2010; Bannoehr and
Guardabassi 2012). Onuma et al. (2012) reported S.
pseudintermedius isolation rates of 76% in dogs with
pyoderma while Saputra et al. (2017) reported 70%.
Although the comparison between different studies
cannot be made easily due to the differences in the
geographical region, sample type, and identification
methods, these results indicate that S. pseudinter-
medius is the major causative agent of canine skin
infections. In Turkey, the rate of S. pseudintermedi-
us based on RFLP was 82.2% in healthy dogs and
80.4% in dogs with skin infections (Sareyyupoglu
et al. 2014; Findik et al. 2018). Ozturk et al. (2010)
identified Staphylococcus species in dogs with otitis
externa, skin wounds and pyoderma. Nevertheless
none of them was S. pseudintermedius. They iso-
lated 19.1%, 9.7%, 7.7% S. intermedius in dogs with
otitis externa, skin wounds, and pyoderma, respec-
tively. However, they used 16S rRNA sequencing
for identifying Staphylococcus species, which is not
recommended by CLSI for discriminating between
S. intermedius, S. pseudintermedius, and S. delphi-
ni. Thus, they may not have been able to identify S.
pseudintermedius within the SIG group.

Metbhicillin-resistant S. pseudintermedius has
been reported in companion animals (Ruscher et al.
2010; Weese and van Duijkeren 2010). MRSP isola-
tion rates of 2-7% have also been reported in var-
ious European countries, even in healthy dogs (De
Lucia et al. 2011; Gomez-Sanz et al. 2011; Nienhoff
etal. 2011). In 2019, the proportion of MRSP isolates
among clinical samples was 9.3% in one Central
European setting (Krapf et al. 2019). In contrast,
MRSP isolation rates of 47-66% have been reported
in Asian countries (Kawakami et al. 2010; Feng et al.
2012; Bardiau et al. 2013). Turkey has only limited
recent data on the frequency of MRSP isolates from
canine samples. The frequency of MRSP strains in
this study was lower than in Asia but higher than
in Europe. The rate of MRSP isolates in the pres-
ent study was also lower than in a previous study
in Turkey (Sareyyupoglu et al. 2014), who reported
S. pseudintermedius frequencies of 33.3% in shelter
dogs with dermatitis. In the present study, 18 iso-
lates were MRSP (29.5%). This decrease in MRSP
rates between the two studies can be explained by
new regulations that strictly control and restrict an-
tibiotic usage in animals in Turkey.

Multidrug resistance in S. pseudintermedius has
been reported and is a major concern in Europe. In
Germany, Loeffler et al. (2007) reported that 23% of
S. pseudintermedius isolates were MDR while Findik
et al. (2018) reported 13.04% MDR S. pseudinterme-
dius strains isolated from healthy dogs in Turkey.
In the present study, the MDR S. pseudintermedius
isolation rate was 40.9% in dogs with skin infections
whereas Findik et al. (2018) found no MDR-MRSP
isolates in healthy dogs. Menandro et al. (2019) re-
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ported that all MRSP isolates (31.6%) in their study
were MDR in dogs with pyoderma, conjunctivitis,
otitis, or urinary tract or bone infections. In the pres-
ent study, we detected 22.9% MDR-MRSP. This high
level of MDR in MRSP isolates indicates that MRSP
isolates usually have an MDR profile. The difference
in MDR and MDR-MRSP rates may be due to differ-
ences in the animals’ health condition. Finally, the
identification of isolates only susceptible to amika-
cin reflects the limited use of amikacin in veterinary
practice.

In conclusion, the high frequency of MRSP iso-
lates in dogs in Turkey constitutes a risk for public
health. However, restricting the usage of antibiotics
decreases antibiotic resistance in S. pseudintermedi-
us strains. Comprehensive monitoring is needed to
understand the epidemiology of this pathogen and
the current status of antibiotic resistance in other
Staphylococci.
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Abstract: Bovine tuberculosis, as a significant threat to both animal and human health, is a common global zoonotic
disease. The emergence of molecular epidemiology has made it possible to gain a better understanding of the
dynamics of disease transmission, and consequently, to come up with more effective control methods. The present
study seeks to identify Mycobacterium bovis isolates in our region at a genotype level. To this end, the molecular
epidemiological characteristics of Mycobacterium bovis strains isolated using classical methods and identified using
molecular methods from the tissues and organs of cattle with suspected tuberculosis, obtained from slaughter-
houses in the Konya province, or from those sent to Konya Veterinary Control Institute, were determined through
genotyping. In the analysis of a total of 70 Mycobacterium bovis isolates, carried out using the MIRU-VNTR method,
it was found that the repeat numbers for MIRU2, MIRU4, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27, and MIRU39 loci did
not vary between strains, while the repeat numbers for MIRU10, MIRU16, MIRU26, MIRU31, and MIRU40 loci varied
between strains and had a high discriminatory power (0.25<h). It was further observed that 29 subgroups between
1-14 isolates formed. The movement of animals in our region, which occurs for several reasons, is considered to
cause Mycobacterium bovis strains to vary between herds, and the fact that the cattle from which the isolates were
sourced for our study came from different herds was considered to cause a variation in the discriminatory power
in the MIRU loci.

Keywords : Bovine tuberculosis, MIRU-VNTR, molecular typing, Mycobacterium bovis.

Sigirlardan izole edilen Mycobacterium bovis izolatlarinin
MIRU-VNTR analizi ile tiplendirilmesi

Ozet: Sadece hayvan sagligi degil ayni zamanda halk sagligi acisindan da 6nem arz eden sigir tiiberkiilozu, diin-
ya genelinde yaygin olan zoonotik bir hastaliktir. Molekiler epidemiyolojinin ortaya cikisiyla, hastaligin yayilma
dinamiginin anlasilmasi ve daha etkili miicadele yontemlerinin gelistirilebilmesinin temelleri atilmistir. Ancak, si-
gir tuberkllozunun molekiler epidemiyolojisine yonelik, tGlkemizde yapilan calisma sayisi sinirlidir. Bu calismada,
bdlgemizdeki Mycobacterium bovis izolatlarinin genotip dizeyinde tanimlanmasi amaclandi. Calismada, Konya'daki
kesimhanelerden alinan ya da Konya Veteriner Kontrol Enstitlisi'ne teshis icin gdnderilen tiberkiloz stpheli sigir
doku ve organlarindan klasik metotlarla izole edilen ve molekiler metotlar ile tanimlanan M. bovis suslarinin ge-
notiplendirilmesi sonucu molekuler epidemiyolojik 6zellikleri belirlendi. Toplam 70 M. bovis izolatinin, MIRU-VNTR
yontemi ile yapilan analizi sonucu; MIRU2, MIRU4, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27 ve MIRU39 lokuslarindaki
tekrar sayilarinin suslar arasinda farklilik gostermedigi; MIRU10, MIRU16, MIRU26, MIRU31 ve MIRU40 lokuslarindaki
tekrar sayilarinin ise suslar arasinda farklilik gdsterdigi ve yiiksek ayrim gticine sahip oldugu (0.25<h) ortaya konul-
du. Ayrica, izolat sayisi 1-14 arasinda degisen 29 altgrup olustugu goérildi. Bolgemizde farkli sebepler ile yasanan
hayvan hareketliliginin, M. bovis suslarinin siiriiler arasinda farkhlik gdstermesine, calismamizda ki izolatlarin kaynagi
olan sigirlarin da farkli strlere ait olmasinin MIRU lokuslarinda ayrim giict gesitliliginin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu kanaatine variimistir.

Anahtar kelimeler: MIRU-VNTR, Mycobacterium bovis, molekiiler tiplendirme, sigir tiberkilozu

Introduction tional trade, and more importantly, threatens public

Mycobacterium bovis, as the main causative agent
of bovine tuberculosis, is a zoonotic bacterium that
also causes tuberculosis in many domestic and wild
mammalian species, aside from in humans (Joen et
al. 2008; Boledo-Martinez et al. 2015). In addition
to being a significant global animal health concern,
the disease affects animal production and interna-

health (Wedlock et al. 2002; Duarte et al. 2010). For
this reason, the diagnosis of bovine tuberculosis is
not only valuable for the prevention of the transmis-
sion of the disease among animals, but also for the
prevention of transmission from animals to humans.
For the control of the disease, the molecular charac-
terization of the strains that circulate in the field is
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important (Joen et al. 2008). Classical bacteriologi-
cal methods are important for the identification of
the agent in the sample but are insufficient for the
characterization of the strains (Boledo-Martinez et
al. 2015). For this reason, the genotyping methods
used for the clinical strains are considered valuable
molecular tools for the epidemiology of the disease,
as well as for control studies (Matos et al. 2010). The
use of these methods allows the identification of
the most common Mycobacterium bovis (M. bovis)
genotypes in a region, permits the monitoring and
control of the occurrence of multiple disease foci,
and increases the effectiveness of disease control
programs (Carvalho et al. 2016).

The first gene region that is used to identify
the similarities or differences in the distribution
of Mycobacterium strains is 1S6110, although this
method is insufficient when there is a need to type
a large number of strains, requiring intensive labor.
Spacer oligonucleotide typing (spoligotyping) and
Variable Number Tandem Repeats of Mycobacterial
Interspersed Repetitive Units (MIRU-VNTR) analyses
offer a good alternative approach to the charac-
terization of a high number of strains, giving faster
results than 1S6110-Restriction Fragment Length
Polymorphism (Kdksalan 2010).

Forty one different VNTR regions are present
within the genomes of the complex members of M.
tuberculosis, and vary between 50-100 bp are de-
fined as MIRU. The sizes of bands that are deter-
mined using the primers that include MIRU regions
and that recognize neighboring regions permit the
determination of repeat numbers of MIRU locus.
Afterward, the VNTR profile of each strain is ob-
tained based on the numerical coding that is carried
out using the copy numbers. While 12 loci MIRU
primers were used in the epidemiological studies in
the past, MIRU sets comprising 15 and 24 loci were
used in later studies (Supply et al. 2006; Boledo-
Martinez ve ark. 2015).

With the emergence of molecular epidemiol-
ogy, faster and more reliable diagnostic methods
were developed that provided information about
the relationships between the strains as well as the
genetic structure. MIRU-VNTR is a molecular tool
that makes use of fast, objective, and high-resolu-
tion monitoring procedures for the identification of
outbreak dynamics and epidemiology (Vargas et al.
2016). The goal of the present study is to determine
the epidemiological characteristics of the clinical
isolates of M. bovis in Konya province at a molecular
level.

Materials and Method

Bacterial strains used in the study

For the present study, M. bovis strains that were iso-
lated and identified using classical and molecular
methods from the tissues and organs of 70 tuber-
culosis-suspected cattle obtained from slaughter-
houses in Konya province, or samples sent to the
Konya Veterinary Control Institute, were tested us-
ing 12 loci MIRU-VNTR to investigate their molecu-
lar epidemiological characteristics.

DNA Extraction

The DNA extraction of the mycobacteria that were
isolated from the tuberculosis-suspected tissues
and organs was performed using a DNeasy Blood &
Tissue kit (QIAGEN-69506, Germany), following the
instructions of the manufacturer.

MIRU-VNTR Analysis

The primers given in Table 1. were used in the tar-
geted MIRU loci of M. bovis (02, 04, 10, 16, 20, 23,
24, 26, 27, 31, 39, 40). PCR was performed to deter-
mine the VNTR number of the 21 MIRU loci spe-
cific to each strain (Oral Zeytinli and Koksal 2012).
The PCR mixture was prepared to include: 0.25 pl
DMSO (Sigma), 2xPCR mixture (Fermentas), 3.125
pl [4mM MgCl,, 1.6 mM dNTP mix (0.4 mM from
each dNTP) containing 0.05 ul Taqg DNA polimerase],
“forward” primer 0.040 pl, “reverse” primer 0.040 pl,
DNA 0.625 pl and dH20 2.170 pl, totaling 6.250 pl.

Table 1. Primers used for the 12-Locus MIRU VNTR method.
Target Gene Sequence of PCR primer (5" to 3")

MIRU 2a 5'-TGG ACT TGC AGC AAT GGA CCA ACT-3'
MIRU 2b 5'-TAC TCG GAC GCC GGC TCA AAAT-3'
MIRU 4a 5'-GCG CGA GAG CCC GAA CTG C-3'

MIRU 4b 5'-GCG CAG CAG AAA CGT CAG C-3'

MIRU 10a  5'-GTT CTT GAC CAA CTG CAG TCG TCC-3'
MIRU 10b  5'-GCC ACC TTG GTG ATC AGC TAC CT-3'
MIRU 16a  5'-TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A-3'
MIRU 16b  5'-CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC-3'
MIRU 20a  5'-TCG GAG AGA TGC CCT TCG AGT TAG-3'
MIRU 20b  5'-GGA GAC CGC GAC CAG GTA CTT GTA-3'
MIRU 23a  5'-CAG CGA AAC GAA CTG TGC TAT CAC-3'
MIRU 23b  5'-CGT GTC CGA GCA GAA AAG GGT AT-3’
MIRU 24a  5'-CGA CCA AGA TGT GCA GGA ATA CAT-3'
MIRU 24b  5'-GGG CGA GTT GAG CTC ACA GAA-3'
MIRU 26a  5'-CCC GCC TTC GAA ACG TCG CT-3'

MIRU 26b  5'-TGG ACA TAG GCG ACC AGG CGA ATA-3'
MIRU 27a  5'-TCG AAA GCC TCT GCG TGC CAG TAA-3'
MIRU 27b  5'-GCG ATG TGA GCG TGC CAC TCA A-3'
MIRU 31a  5'-ACT GAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA-3'
MIRU 31b  5'-GTG CCG ACG TGG TCT TGA T-3'

MIRU 39a  5'-CGC ATC GAC AAA CTG GAG CCA AAC-3'
MIRU 39b  5'-CGG AAA CGT CTA CGC CCC ACA CAT-3'
MIRU 40a  5'-GGG TTG CTG GAT GAC AAC GTG T-3'
MIRU 40b  5'-GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA-3'
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Amplification was performed in a thermal cycler
(MJ Research PTC-100 USA) by preliminary denatur-
ation at 94°C for 5 minutes, followed by 30 cycles
of denaturation at 95°C for 30 secs, cooling at 62°C
for 1 min, extension at 72°C for 1.5 mins, and a final
chain extension at 72°C for 10 mins. The amplicons
were subjected to gel electrophoresis in 2% agarose
with ethidium bromide (Seakem, 50002, USA) at 120
volts for 60 minutes. After electrophoresis, the gel
was monitored using a system (EC App. Corp. EC135
USA), and then 50-1000 bp markers (Fermentas)
were used for the determination of band size (Oral
Zeytinli and Koksal 2012).

Table 2. Copy numbers and discriminatory power determi-
ned using 12-locus MIRU VNTR method.

Allel Copy Numbers** Discriminatory

Allel
012345678910 power(h

MIRU 2 70 0,00
MIRU 4 70 0,00
MIRU 10 40 1 7 19 3 0,58
MIRU 16 41 29 0,48
MIRU 20 70 0,00
MIRU 23 70 0,00
MIRU 24 70 0,00
MIRU 26 10 5 38 17 0,60
MIRU 27 70 0,00
MIRU 31 2919 22 0,65
MIRU 39 70 0,00
MIRU 40 558 7 0,29

*h=1-3 xi? [n/(n-1)]
**xi: repeats of the allele locus

Results

In the study, in which 12 loci MIRU-VNTR was used
to investigate the molecular epidemiological chara-
cteristics of 70 cattle isolates that were isolated and
identified using classical and molecular methods,
it was found that the repeat numbers for MIRU10,
MIRU16, MIRU26, MIRU31, and MIRU40 loci varied
between strains and these loci had a discriminatory
power (0.25<h) [MIRU-VNTRPIus, www.miru-vntrp-
lus.org].

It was also found that the repeat numbers for
MIRU2, MIRU4, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27,
and MIRU39 loci showed no variation between the
strains and had no discriminatory power. It was de-
termined from the genotyping analysis that 29 sub-
groups with 1-14 isolates were formed; that sub-
group 16 comprised the largest gene group, with

13 members, followed by subgroup 18 with eight
members and subgroup 17 with five members,
while one subgroup had four members, three sub-
groups had three members, eight subgroups had
two members and 14 subgroups had one member.

Table 3. VNTR profiles formed as a result of the MIRU-VNTR
analysis of cattle isolates.

MIRU-VNTR Profiles Strain number

232324274222 13
236424274522 8
235424274522 5
232324254323 4
236324284522 3
236424284522 3
237424274322 3
236324284322 2
232324254221 2
232324274221 2
232324254322 2
232324274223 2
232324284322 2
232324284522 2
232324284222 2
232324264222 1
232324254222 1
232324284222 1
232324264522 1
232424274322 1
232424254322 1
232424274222 1
232424274223 1
232424264222 1
233324264322 1
235324284222 1
235424284322 1
236324274221 1
236424264322 1
236424274322 1
N=70
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Figure 1. 12 MIRU-VNTR dendrogram of 70 cattle isolates.
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Discussion

Genotyping studies of M. bovis strains are consid-
ered a valuable tool for the identification of sources
of infection and transmission routes, and for the
epidemiological monitoring of bovine tuberculo-
sis (Boniotti et al. 2009). The lack of information or
epidemiological assessments are the main reasons
for the failure to isolate the agent in many tuber-
culosis cases (Frothingham and Meeker-O'Connell
1998). Thanks to the epidemiological studies that
are increasing in number with the development of
molecular methods, the distinction between rein-
fection and reactivation, in particular, can be made,
with the source and dynamics of outbreaks can be
determined, and iatrogenic infections and labora-
tory contaminations can be detected (Esen 2003).
Genotyping studies are not only effective for region-
al backwards tracing, but also for the global com-
parison of tuberculosis isolates (Yang et al. 2015).
The IS6770 REA (Restriction Enzyme Analysis) and/
or PGRS (Polymorphic GC Rich Sequence) methods
used in these studies have recently been replaced
by such methods as spoligotyping and MIRU-VNTR
(Esen 2003).

For the typing of M. bovis isolates, the impor-
tance of MIRU-VNTR (a PCR-based method that al-
lows the locus analysis of 12 independent loci after
amplification) in genotyping has been proven in
previous studies, while there is as yet no interna-
tionally accepted MIRU-VNTR panel for M. bovis.
The fact that each locus shows allelic diversity be-
tween countries makes the detection and use of a
standardized locus panel important for future com-
parisons between laboratories (Bolado-Martinez et
al. 2015). The most significant advantages of MIRU-
VNTR are its high discriminatory power and repeat-
ability, its suitability for multi-center studies, its lack
of a requirement for large amounts of DNA, and
its ability to be performed easily and in vitro (Esen
2003; Oral Zeytinli and Koksal 2012). The method
also forms more discriminatory profiles than 1IS6770
RFLP and spoligotyping (Esen 2003; Peterson 2009).
In addition to being sensitive, specific, cheaper, and
faster for the complex isolates of M. tuberculosis, the
sufficiency of its resolution in many cases has led
the MIRU-VNTR to become the standard first step
in the epidemiology of M. bovis (Esen 2003; Oral
Zeytinli and Koksal 2012; Yang et al. 2015).

In the present study, 70 M. bovis isolates from
cattle in Konya province were analyzed using the 12
loci MIRU-VNTR method using the primers given in
Table 1. According to our results, MIRU31, MIRU26,

and MIRU10 loci (h= 0.65, 0.6, and 0.58 respectively)
had high discriminatory power, while the MIRU16
and MIRUA40 loci (h= 0.48 and 0.29 respectively) had
a lower discriminatory power. On the other hand,
MIRUZ2, MIRU4, MIRU20, MIRU23, MIRU24, MIRU27,
and MIRU39 were found to have no discriminatory
power. The finding that MIRU31 had the highest
discriminatory power was in line with those of Jeon
et al. (2008), Besirovic et al. (2012), and Bolado-
Martinez et al. (2015), while Supply et al. (2006)
found the discriminatory power of this locus to be
medium and El Sayed (2019) reported this locus to
have the lowest discriminatory power. MIRU26 was
reported to have the second highest discriminatory
power, which was in line with the findings of several
researchers (Hilty et al. 2005; Allix et al. 2006, Supply
et al. 2006; Boniotti et al. 2009; Parreiras et al. 2012;
Laniado-Laborin et al. 2014; Bolado-Martinez et al.
2015; Vargas et al. 2016), who reported the same
result. Another locus with discriminatory power was
MIRU10, in line with the findings of Besirovic et al.
(2012), and Elsayed (2019) while Bolado-Martinez
et al. (2015) and Vargas et al. (2016) reported that
this locus had only medium discriminatory power.
On the other hand, the lack of discriminatory power
of the MIRU 02, MIRU 20, MIRU 23, MIRU 24, and
MIRU 39 loci in our study was in concurrence with
studies carried out in Ireland and Brazil (Roring et al.
2004; Figueiredo et al. 2011; Parreiras et al. 2012).

Many studies (Hilty et al. 2005; Allix et al. 2006;
Supply et al. 2006; Boniotti et al. 2009; Parreiras et al.
2012; Laniado-Laborin et al. 2014, Bolado-Martinez
et al. 2015; Vargas et al. 2016) have been carried out
in Europe and in other parts of the world aiming to
establish a reference method for the high-resolution
genotyping study of mycobacterial strains that can
serve as a tool for epidemiological and phylogenetic
research. As a result of these researches differences
in the discriminatory powers of VNTR loci have been
identified in different countries and regions. In the
study by Laniado-Laborin et al. (2014), the locus
with the highest discriminatory power among the
M. bovis strains was MIRU26, while the MIRU4 and
MIRU31 loci were reported to make no contribution
to the discrimination of strains. Bolado-Martinez et
al. (2015) and Vargas et al. (2016) from the same
country reported MIRU26 and MIRU31 to have the
highest discriminatory power, while MIRU4 had only
medium discriminatory power. Also, Parreiras et al.
(2012) found MIRU26 and MIRU16 to have high
discriminatory power in Brazil, while Carvalho et al.
(2016) reported MIRU16 to have medium discrimi-
natory power and MIRU26 to have a very low dis-
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criminatory power. The different findings reported
in the same or different geographical locations can
be attributed to the genetic variations between the
causative agents of the disease.

Researchers (Carvalho et al. 2016) have con-
cluded that the movement of animals between dif-
ferent farms or regions can lead to the transmission
of M. bovis strains between herds. An analysis of the
results of the present study revealed variations in
the loci with high discriminatory power. Due to the
difference between the discriminatory powers of ge-
netic markers between regions and countries, form-
ing an ideal MIRU-VNTR panel will only be possible
with access to the data obtained from studies be
carried out in different regions or countries of the
world (Roring et al. 2004; Hilty et al. 2005). The de-
velopment of a standard set of loci and a database
at an international level will enable M. bovis strains
to be monitored and compared globally with the
genotyping data that will be obtained in the near
future, and the sharing of this data. For the accurate
genotyping of M. bovis strains circulating in the field,
it is necessary to establish an international standard
model that includes MIRU loci with high discrimina-
tory power, requiring more studies to contribute to
the epidemiological resolution. The obtained data
will contribute to the easy assessment of interre-
lated disease foci, with an epidemiological focus
view in disease control studies, and will help clarify
the transmission dynamics of the disease agents as
well as cluster growth, while also being valuable for
monitoring infections and determining risk factors.

Through this study, which is a first for Turkey
in this field, preliminary data was used to develop
a minimal panel that can be used in later genotyp-
ing studies of M. bovis. We consider that the use of
MIRU31, MIRU26, and MIRU10, as loci with high dis-
criminatory powers in the 12 loci MIRU-VNTR panel,
as markers for the genotyping of M. bovis isolates
can contribute to the results.

The use of common pastures by different herds
in our region, contact with wildlife, and the high
intensity of animal movements due to local trade
were found to cause M. bovis strains to vary be-
tween herds. The fact that the cattle that were the
source of isolates in our study came from different
herds led to variations in the discriminatory power
of MIRU loci.
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Ozet: Bu calismada; sigir solunum yolu hastaliklarinda yaygin olarak kullanilan gamitromisin ve tulatromisinin, erkek
Simental irki sigir trakea diiz kasi Gzerine etkilerinin izole organ banyosunda arastiriimasi ve bu iki makrolid antibi-
yotigin etkilerinin karsilastiriimasi amagclandi. ilk protokolde gamitromisin ve tulatromisin 107- 3x10° M derigimle-
rinde tek basina, trakea diiz kasi (izerine etkisiz oldugu bulundu. ikinci protokolde; 20 dakika 3x 10 M gamitromisin
veya tulatromisin ile inkibe edilen trakea diz kasi Gzerine kiimulatif (ACh) (10-8-10- M) derisimleri uygulandi, elde
edilen yari en yliksek deger icin gerek duyulan maddenin derisiminin negatif logaritmasi (pD,) ve ilag tarafindan
olusturulan maksimum etkinligin % (yiizde) seklinde ifadesi (E, ) degerleri arasinda fark bulunamadi. Ugiinci pro-
tokolde; 65 mM potasyum klortr (KCI) ile 6n kasilma olusturulan trakea diiz kasi Gzerine uygulanan gamitromisin
ve tulatromisin (107°-10-> M) derisimlerinde bir fark bulunamadi. Asetilkolin EC,, (2,3x10* M) degeriyle 6n kasilma
olusturulan trakea diiz kasi Gzerine gamitromisin ve tulatromisinin etkilerinin arastirildigi dérdiinct protokolde; tu-
latromisinin (10-7°-10° M) derisimlerinde kasilma veya gevseme yaniti olusmadi. Buna karsin gamitromisinin 107 M
(%5,45+1,13) ve 10° M (%8,51+1,69) derisimlerinde, kontrole gore istatistiksel olarak gevseme cevaplari tespit edildi
(p<0,05). Dordiinci protokol sonucu yapilan son protokolde; gamitromisinin 10 M derisiminin inklibasyonunda;
ACh cevaplarinin E__degeri sayisal olarak azalmistir. Sonug olarak derisime bagli sekilde gamitromisin; ACh ile 6n
kasilma olusturulan dokularda az da olsa gevseme etkisi gdstermis olup, bu etki 6zellikle astim ya da solunum yo-
lunda 6demle seyreden hastaliklarda tedaviye katki saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Gamitromisin, izole organ banyosu, sigir, trakea diiz kas, tulatromisin

Effects of Gamithromycin and Tulathromycin on bovine tracheal smooth muscle

Abstract: In this study; the effects of gamithromycin and tulathromycin, which are widely used in bovine respiratory
diseases, on the bovine trachea smooth muscle derived from male Simental strain were evaluated in isolated organ
bath and the effects of these two macrolide antibiotics were compared. In the first protocol gamithromycin and
tulathromycin had no effect on the tracheal smooth muscle at 107- 3x10°M concentrations. In the second protocol,
ACh (108-10 M) concentrations were applied cumulatively on the tracheal smooth muscle incubated with 3x10° M
gamithromycin or tulathromycin for 20 minutes, no difference was found between the obtained pD, and E__ values.
In the third protocol; concentrations of gamithromycin and tulathromycin concentrations (10'°-10-° M) had no ef-
fect on the tracheal smooth muscle precontracted with 65 mM KCI. In the fourth protocol the effects of gamithro-
mycin and tulathromycin on the tracheal smooth muscle pre-contracted with EC,, value of ACh (2.3x10* M) were
investigated. No contraction or relaxation response occurred in the concentrations of tulathromycin (10-°-10° M).
In contrast, 107 M (5.45% 1,13%) and 10° M (8,51 + 1.69%) concentrations of gamithromycin showed statistically
significant relaxation (p <0.05). The last protocol was made according to the results of fourth protocol; and incuba-
tion of 10 M gamithromycin decreased the E__ value of Ach concentrations numerically. As a result, depending
on the concentration, gamithromycin showed a slight relaxation effect on tissues precontracted with ACh, and this
effect may contribute to the treatment of diseases especially in asthma or respiratory edema.

Keywords: Bovine, gamithromycin, isolated organ bath, trachea smooth muscle, tulathromycin

Giris

Makrolid grubu antibiyotikler; solunum yolu, Groge-
nital, cilt, yumusak doku enfeksiyonlari ve penisiline
alerjisi olan hastalarin tedavisinde yaygin olarak kul-
lanilan ilaclardir (Carbon 1998, Kannan ve Mankin
2011, Zuckerman ve ark. 2011). Bu antibiyotikler;
glclt antibakteriyel etki gosterseler de, genellikle
zayif biyoyararlanim ve 6ngorilemeyen bazi far-
makokinetik ozelliklerinden dolayi yeni nesil tirev-

lerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur (Dinos
2017). Bu nedenle sigir solunum yolu hastaliklari
tedavisi icin, yeni nesil yari-sentetik tulatromisin ve
gamitromisin gelistirilmistir (Sgoifo ve ark. 2010,
Lechtenberg ve ark. 2011, Maleti¢ ve ark. 2015).
Gamitromisin ve tulatromisin (%10'u 13 Uye halkali
ve %90 1 15 Uye halkali regioizomer karsimi) 15 Uye-
den olusan lakton halkalilar grubunda yer almakta
olup, yapilarinda azot atomu bulundugundan aza-
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lidler olarak da adlandiriimaktadir (Giguere 2013).
Her iki antibiyotik; hizli emilim (Wang ve ark. 2011,
Kellermann ve ark. 2014), genis dagiim ve yuksek
biyoyararlanim gibi farmakokinetik parametrelere
sahiptirler (Evans 2005, Huang ve ark. 2009). Sahip
olduklari bu farmakokinetik 6zelliklere bagli olarak,
sigir solunum yolu hastaliklarinin tedavisi ve ko-
runmasinda iyi antibakteriyal ilaglar olduklari bilin-
mektedir (Evans 2005, Huang ve ark. 2009). Ancak
makrolid antibiyotikler antimikrobiyal etkilerinin
yaninda, anti-inflamatuvar etki gibi ikincil 6zellikle-
ri de bulunmaktadir (Steel ve ark. 2012). Ayrica bu
sinifta yer alan azitromisin gibi antibiyotiklerin; an-
tibakteriyel ve anti-inflamatuvar etkilerinin yaninda
bronkodilator etkilerinin bulundugu da bildirilmistir
(Daenas ve ark. 2006). Memelilerin solunum yolu
diz kasi; hem kasilma hem de gevsetici innervas-
yon &zelligine sahip olup, in vivo veya in vitro ola-
rak belirgin sekilde daralma veya genisleme &zellik-
lerine sahiptir (Canning ve Fischer 2001). Solunum
yolu diiz kas tonusu; hormon, ndrotransmitter, ilag
ve mediator gibi bircok maddeden etkilemektedir
(Barnes 1989). Bu nedenle yapilan calismada; sigir
solunum yolu hastaliklarinda yaygin olarak kullani-
lan gamitromisin ve tulatromisinin sigir trakea diz
kasi tzerine farmakodinamik etkilerinin arastiriimasi
ve bu iki makrolid antibiyotigin etkilerinin karsilasti-
rilmasi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Calismada hayvan materyali olarak mezbahada ke-
silen 12-36 aylik, 32 erkek Simental irki sigirlardan
elde edilen 84 trakeanin Ust 1/3'lik kisimlar kulla-
nilmistir. Kesimden hemen sonra trakea ornekleri,
onceden hazirlanmis olan modifiye Krebs ¢ozeltisi
iceren behere konulup, soguk zincirde laboratuvara
getirildi. Modifiye Krebs ¢ozeltisi (mM): NaCl (Merck,
Almanya): 136,8, KCI (Merck, Almanya): 5,4, CaCl,
(Merck, Almanya): 1,5, MgCl, (Merck, Almanya): 1,0,
NaHCO, (Merck, Almanya): 11,9, glukoz (Merck,
Almanya): 5,5 (pH 7,2). Trakea diiz kasi, steril penset
ve makas yardimiyla kikirdak, bag ve epitel doku-
larindan temizlenerek, yaklasik 2 mm genisligi ve 7
mm uzunlugunda olacak sekilde izole edildi. izole
edilen trakea diiz kas kesiti 10 mL modifiye Krebs
¢ozeltisi (37°C) iceren izole organ banyosuna 3 g'lik
on gerim uygulanarak asildi. Deney sirasinda do-
kulara; %95 O, ve %5 CO, gaz karigimi uygulandi
(Kaneda ve ark. 2005). Calismada kullanilan gamit-
romisin (Sigma-Aldrich 32161, Almanya) ve tulat-
romisin (Sigma-Aldrich SLM2107, Almanya), dimetil
siilfoksit (DMSO, isolab, Almanya) de ¢ézdiiriildi.

Deney Protokolleri

izole edilen trakea diiz kasi; 3 g'lik én gerim uygu-
lanmasindan sonra, kirk bes dakikalik dengelenme
stresi boyunca 15 dakika ara ile 3 kez modifiye
Krebs ¢ozeltisi ile yikandi. Dengelenme sresi son-
rasinda asetilkolin (ACh, Sigma A 6625, Almanya) ile
canhlk bakildi ve tekrar 15 dakika ara ile 3 kez mo-
difiye Krebs ¢ozeltisi ile yikandi. Ardindan asagidaki
bes protokol uygulandi.

Sigir trakea duiz kasi tGizerine gamitromisin ve tu-
latromisinin etkilerinin tek basina arastiriimasi ama-
clyla yapilan birinci protokolde; dokulara kiimlatif
olarak gamitromisin ve tulatromisin (107, 3x107,
10 3x10%¢ 103, 3x10° M) derisimleri uyguland.
Ayni dokular, kirk bes dakikalik dengelenme suresi
boyunca 15 dakika ara ile 3 kez modifiye Krebs ¢o-
zeltisi ile tekrar yikandiktan sonra DMSO (seyreltme-
leri) kontrol amaciyla uyguland.

Trakea diiz kasi Uzerine gamitromisin ve tu-
latromisinin etkilerinin ACh ile birlikte arastiriimasi
amaci icin yapilan ikinci protokolde; dnce dokulara
kiimulatif olarak ACh (10-%-10-3 M) denenip, doku-
lar yikandi. Dokular, 15 dakika ara ile 3 kez modi-
fiye Krebs ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra, 20 dakika
3x10° M gamitromisin veya tulatromisin ile inklbe
edildi ve kiimdlatif ACh (108-102 M) derisimleri uy-
gulandi. Ayni dokular yikanip, 15 dakika ara ile 3 kez
modifiye Krebs ¢ozeltisi ile tekrar yikanip, denge-
lendikten sonra, 20 dakika DMSO (seyreltmeleri) ile
inklibe edilip kiimulatif ACh derisimleri uygulandi.

Potasyum klorir (KCl) ile 6n kasilma olusturulan
trakea diiz kasi tzerine gamitromisin ve tulatromisi-
nin etkilerinin arastiriimasi igin yapilan tglinct pro-
tokolde; dokular 65 mM KCI (Kaneda ve ark. 2018)
ile platoya gelinceye kadar (yaklasik 30 dakika) 6n
kasiima olusturuldu. Uzerine kiimdilatif olarak ga-
mitromisin (107°-10° M), DMSO (seyreltmeleri) ve
tulatromisin (10°'°-10 M) derisimleri uygulandi. Her
farkli madde icin ayri bir trakea duiz kasi kullanildi.

Asetilkolin EC,, degeri ile 6n kasilma olusturu-
lan trakea duz kasi Uzerine gamitromisin ve tulat-
romisinin etkilerinin arastirilmasi amaci igin yapilan
dordinct protokolde; dokulara 2,3x10* M ACh
(GraphPad Prism Software ver. 6 programi ile daha
Onceden elde edilen ACh derisim yanit egrilerinden,
ACh'in EC,, degeri elde edildi, n:12) derisimi uygula-
narak on kasilma olusturuldu. Asetilkolin uygulama-
sl sonrasi platoya gelen dokular Gzerine kiimulatif
olarak gamitromisin (107°-10"> M) ve tulatromisin
(10-1°-10> M) derisimleri uygulandi. Ayni dokular yi-
kanip, 15 dakika ara ile 3 kez modifiye Krebs ¢ozeltisi
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ile tekrar yikanip dengelendikten sonra, DMSO (sey-
reltmeleri) uyguland.

Dordiinct protokol sonucu; gamitromisinin
107 ve 10% M derisimlerinde, trakea diiz kasi az da
olsa gevseme yanitlari istatistiksel olarak anlamli
bulununca besinci protokol yapilmasi kararlastirildi.
Trakea diz kasi Uzerine 10 M gamitromisin etki-
sinin ACh ile birlikte arastirilmasi amaciyla yapilan
son protokole; dokulara kiimilatif ACh (108-102 M)
derisimleri denenip, dokular yikandi. Dokular; 3 kez
15 dakika ara tekrar yikanip dengelendikten sonra,
20 dakika 10® M gamitromisin ile inkibe edildi ve
kiimulatif olarak ACh (10%-103 M) derisimleri uy-
gulandi. Daha sonra ayni dokular, 15 dakika ara ile 3
kez yikandi ve dengelenme sonrasi lizerinde 20 da-
kika DMSO seyreltmeleri ile inklbe edilip ACh (10%-
102 M) derisimleri uyguland.

istatistiksel Degerlendirme

Dokularda olusan; kasilma ve gevsemeler veya ge-
rimde meydana gelen degisiklikler izometrik gerim
ileticisi (Biopac Systems Mp 35, Commat, Tirkiye)
ile 8lguldl ve her bir protokol kendi icinde ayri ayri
degerlendirildi. Birinci protokole gore elde edilen
verileri, bazal cizgi 100 kabul edilerek % (ylzde) ka-
silmalarina gére hesaplandi ve degerlendirildi. ikinci
ve besinci protokolde tiim derisimlerin bazal ¢izgiye
gore % (ylzde) kasilmalari hesaplandi ve elde edi-
len bu verilerden ACh kasilmalarinin pD,ve E__ de-
gerleri GraphPad Prism (Software ver. 6) Programi
ile belirlendi. Daha sonra pD, ve E__ degerlerinin
karsilastinimasi yapildi. Bulunan pD, degeri yari en
ylksek deger icin gerek duyulan maddenin derisi-
minin negatif logaritmasi; E__ ise, ila¢ tarafindan
olusturulan maksimum etkinligin % (ylzde) seklinde
ifadesi olarak tanimlandi. Uciincii deneyde ise KCl ile
on kasilma olusturulan dokularin ulastigi maksimum
kasilma % 100 olarak kabul edildi. Ardindan olusan
gevseme yanitlari bu deger 100 kabul edilerek he-
saplandi. Dordlncl protokolde; ilk olarak ACh'in
EC,, derisimi belirlendi. Bu derisim ile dokularda 6n
kasilma olusturuldu. Dokularda kasilma sonucu elde
edilen maksimum kasilma % 100 olarak kabul edildi.
Madde uygulamasi sonrasi dokularda meydana ge-
len gevseme yanitlari bu deger 100 kabul edilerek
hesaplandi.

Sunulan ¢alismada elde edilen veriler aritmetik
ortalama + standart hata seklinde verildi. istatistik
analizler SPSS 15.0 paket programinda yapildi.
Yapilan testlerde P < 0,05 degeri 6nemli olarak ka-
bul edildi. Gruplarin parametrik dagilip dagilmadi-
gina normalite testi ile bakildi. izole organ banyosu
icin yapilan analizlerde ikinci protokolde; gamitro-

misin uygulanan dokularda pD, parametrik, tulat-
romisinde ise nonparametrik olarak dagilmis, E__
ise gamitromisin uygulanan grupta nonparametrik,
pD, ise parametrik olarak dagilmistir. Parametrik
dagilan gruplarda tekrarli ANOVA, nonparametrik
dagilanlara ise Friedman testi uygulanmistir. Uctincii
grupta OneWay ANOVA, gruplar arasi farkin énem-
lilik kontroll icin Duncan testi (post hoc) uygulan-
mistir. Nonparametrik testler ise Kruskal Wallis testi
ile yapilmistir. Dérdlinci grupta; esli karsilastirmalar
yapildi. Tulatromisin derisimlerinden 10® M normal
dagihm olmadigindan Wilcoxon non- parametrik
testi yapildi. Normal dagihm gdsteren tulatromisin
derisimleri (10 M haric) ve gamitromisin derisim-
lerine esli gruplar T testi uygulandi. Normal dagilim
gosteren derisimlerde (10 M harig) T testi, normal
dagihm gostermeyen 10% M derisime ise Mann
Whitney U testi uygulandi. Yapilan testlerde p<0,05
istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Son protokolde
ise; E__ ve pD, degerleri normal dagilim gésterme-
digi icin Friedman testi yapildive E__ degerinde fark
bulundu ve hangi gruplar arasinda farkin oldugunu
tespit etmek icin Wilcoxon testi yapildi. Bonfferroni
dlzeltmesi yapildiktan sonra p<0,016 olarak kabul
edildi.

Bulgular

Gamitromisin ve tulatromisin (107, 3x107, 10%,
3x10%, 10, 3x10° M) derisimlerinin, sigir trakea
diz kasi Uzerine kasilma veya gevseme yanitlari
gostermedi. Gamitromisin (3x10> M), tulatromisin
(3x10° M) ve DMSO'nin derisimlerinin 20 dakika-
lik inkGibasyonu sonrasi, kimdlatif ACh (10%-103
M) derisim yanit egrileri elde edildi. Elde edilen pD,
ve E__ degerleri hesaplandi ve bulgular Tablo 1 ve
Tablo 2'de gosterildi. Asetilkolin derisimleri pD, ve
E__ degerleri arasinda istatistiksel olarak dnemli fark
bulunamadi (P>0,05) .

Tablo 1. Asetilkolin, Gamitromisin+ACh, DMSO+ACh pD, ve
E,.. degerleri

m

Uygulama pD E

2 ‘max
ACh (108-103M) 4,81+0,13 1473,06+607,41
3x10°M Gamitromisin+ACh
(105-10°M) 4,72+0,21 1845,82+616,63
DMSO+ACh (108-10-3M) 4,81+0,15 1672,40+636,99

Ayni situndaki gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05)

Potasyum klortr (65 mM) ile 6n kasilma olustu-
rulan trakea duz kasi Gzerine gamitromisin ve tulat-
romisinin etkilerinin sonuclari Sekil 1'de gdsterildi.
Yapilan analiz sonucunda, grup derisimleri karsilasti-
rilmis ve gruplar arasinda fark bulunamadi (P>0,05).
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Tablo 2. Asetilkolin, Tulatromisin+ACh, DMSO+ACh pD, ve E__ degerleri

Uygulama pD, E ..

ACh (10-103M) 5,11+0,09 1187,94+318,17
3x10-°*M Tulatromisin+ACh (10-8-10-3M) 5,37+0,11 665,24+145,97
DMSO+ACh (10%-103M) 5,31+0,11 695,34+101,89

Ayni sttundaki gruplar arasinda fark yoktur (P>0,05)

-2 [
- | T I I
£ 2 |
£ 4 | )
% 61 Sekil 1. Potasyum klorir
& g | ile on kasilma olusturulan
R ; dokularda tulatromisin, DMSO
10 | ve gamitromisin uygulamasi
|
12 ! sonucu olusan % gevseme
-10 -9 -8 47 -6 -5 .
cevaplari (n:8)
------- Tulatromisin 0 0 0 1,36 2,58 3,82
- = DMSO 0 0 1,25 3,95 4,87
Gamitromisin 0 0 0 0,57 3,04 7,13
------- Tulatromisin == == DMSO Gamitromisin

Asetilkolin EC,, degeri ile 6n kasilma olusturulan
trakea diiz kasi Gzerine gamitromisin ve tulatromisin
derisimlerinin etkileri sonuclar Sekil 2 ve Sekil 3'te
gosterildi. Yapilan analiz sonucunda, tulatromisinin
(10-1°-10"> M) derisimleri arasinda istatistik olarak

bir fark bulunamadi (P>0,05). Buna karsin gevseme
yanitlari cok yiiksek olmasa da 107 M (%5,45+1,13)
ve 10 M'da (%8,51+1,69) gamitromisinin gevseme
cevaplari kontrole gore istatistiksel olarak daha fazla
oldugu tespit edildi (P<0,05).

Log M
-5 g
e 0 }--— —-%-%-w E"""&"%‘--
£
o 5
£
b
3 10
1)
X
15
20
-10 -9 -8 -7
------- Tulatromisin 0 0 1,24 1,47
= == DMSO 0 0 111 2,46
------- Tulatromisin  e= == DMSO

Dordinct protokoliin sonucunda gamitromi-
sin 107 ve 10°® M derisiminlerinde gorilen gevseme
yanitlari istatistiki olarak anlamli bulunmasi sonucu,
trakea diiz kasi tizerine 10°® M gamitromisin etkisinin
ACh ile birlikte arastirildi. Bu protokolde elde edilen
pD, ve E _ degerleri hesaplandi ve sonuclar Tablo
3'te gosterildi. Yapilan calismada, pD, degerleri ara-

) Sekil 2. 23x10% ACh ile
\\ on kasilma olusturulan
N dokularda, tulatromisin ve
§ DMSO  seyreltmeleri  yanit
egrisi
-6 -5
2,58 16,87
3,95 17,98

sinda bir fark tespit edilmedi (P>0,05). Buna karsin
E,.. degerleri arasinda ise farkhlik cikmistir (P<0,05).
Bu farkin; gamitromisin inktibasyonu ile DMSO in-
kiibasyonu arasinda (P=0,028) oldugu gorilmus,
ancak istatistiki olarak Bonfferroni diizeltmesi ya-
pildiktan sonra bu farkhhgin istatiksel degil sayisal
oldugu saptandi (P>0,016).
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g A\ Sekil 3. 2,3x10* ACh ile 6n
()]
% 15 \\ kasilma olusturulan dokularda,
o N\ gamitromisin  ve DMSO

2 Y seyreltmeleri yanit egrisi

25

-10 -9 -8 -7 -6 -5
= == DMSO 0 0 2,91 3,68 5,96 21,54
Gamitromisin 0 0 4,08 5,45 8,51 21,45
= e DMSO e Gamitromisin

Tablo 3. Asetilkolin, 10® M Gamitromisin+ACh, DMSO+ACh
pD, ve E__ degerleri

Uygulama

ACh (10%-103M)

10 M Gamitromisin+ACh
(108-103M)

DMSO+ACh (10%-103M)

pD E

2 max

504+0,18 1408,67+820,57

505+0,14 828,82+702,67
501+0,32 2275,58+2165,70

* Ayni situndaki E__ degerleri arasindaki fark vardir (P<0,05).
Fakat E_  gruplari arasindaki fark Bonfferroni diizeltmesi yapil-

max

diktan sonra istatistiksel olarak 6nemli degildir (P>0,016).

Tartisma ve Sonug

Veteriner sahada antibiyotik sagaltiminin etkili bir
sekilde yapilabilmesi icin antibiyotik molekdllerinin
temel kimyasal yapilarinin, etki sekillerinin iyi anlasil-
masi, antimikrobiyel etkinliginin iyi degerlendirilme-
si, farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerinin
dogru bir sekilde saptanmasi 6nem arz etmektedir
(Bambeke ve Tulkens 2001).

Solunum yolu diz kasi, solunum yolu hacmini
kontrol eden unsurlarin en basinda yer almaktadir.
Solunum yolu diz kasi Gzerinde yapilacak olan ¢a-
lismalar; astim gibi solunum yolu hastaliklar sonucu
ortaya cikan fizyopatolojik durumlarin ¢oziimine
firsat saglayabilecegi dustnulmektedir (An ve ark.
2007). Solunum yolu hastaliklari tedavisinde en
cok tercih edilen makrolidlerin; sadece anti-bakte-
riyel etkinliginin degil ayni zamanda solunum yolu
diiz kaslan Uzerine etkileri de degerlendirilmelidir
(Anadon ve Reeve-Johnson 1999, Panettieri ve ark.
2008, Kannan ve Mankin 2011, Pyorala ve ark. 2014).

Kopekler tizerinde yapilan bir calismada; makro-
lid grubu antibiyotiklerden eritromisin ve oleando-
misin gibi 14 Uyeli makrolidlerin kdpeklerin mide
bagirsaginda kasilma dogurucu ve endojen motilin

salgilayici bir etkisi oldugunu ancak 16 tyeli lekomi-
sin, asetilspiramisin ve tilosinin bdyle bir etkiye sa-
hip olmadigi saptanmis; etkide olusan bu farkliligin
makrolidlerin kimyasal yapilarindaki farklihga bagla-
miglardir (Itoh ve ark. 1985). Trak ve ark. (2019) ga-
mitromisinin sican uterus diz kasi kasilmalari Gzeri-
ne etkisini arastirmis ve gamitromisinin sigan uterus
kasilmalari Uzerine tek basina bir etkisi olmadigini
saptamistir. Calisilan dokular farkli olmakla birlikte
bu calisma; Itoh ve ark. (1985) ve Trak ve ark. (2019)
calismasiyla uyumlu olup, gamitromisin ve tulatro-
misinin tek basina sigir trakea diiz kasi Uzerine etki
olusturmamistir. Bu durumun; ilaclarin kimyasal ya-
pilari veya deneylerde kullanilan tir ve doku farklili-
gindan da kaynaklanabilecegi dustintlmektedir.

Potasyum klorir; Ca*? dalgali salinimini indiikle-
yip, hiicre ici kalsiyum (Ca*?) miktarinin artisiyla bir-
likte solunum yolu diiz kasi hiicrelerinin kasiimasina
neden olmaktadir (Sanderson ve ark. 2008, Wang ve
ark. 2010). Sigir trakea diiz kasina 65 mM KCI uy-
gulandiginda kasin, kasilma siddetinin yavas yavas
arttigi (maksimum kasilmaya ulasma stresi yaklasik
15 dakika) ve maksimum kasilma seviyesinde belli
stre (yaklasik 120 dakika) devam ettigi bildirilmistir
(Kaneda ve ark. 2006). Sunulan calismada Kaneda
ve ark. (2006) farkl olarak 65 mM KClI uygulanma-
sindan yaklasik 30 dakika sonra platoya eristigi bu-
lunmustur. Daenas ve ark. (2006) bir makrolid grubu
antibiyotik olan azitromisin, KCl (80 mM) ve karba-
kol (10> M) ile prekontrakte edilen tavsan trakeasi
Uzerine etkisini incelemislerdir. Karbakol (10> M) ile
on kasiima olusturulan tavsan trakeasi 106 ve 104 M
azitromisin gevseme yaniti olusturdugunu goster-
mislerdir. Ayni ¢alismada, azitromisinin 10* M deri-
simi, KCI (80 mM) ile prekontrakte edilen tavsan tra-
keasini gevsettigini bulmuslardir. Tulatromisinin 1, 2,
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4, 8 ve 16 mM derisimlerinin sican uterus kasiimalari
Uzerine etkisini arastiran Mehrdad ve ark. (2011); KCl
(80 mM) ile prekontrakte edilen sican uterus diiz ka-
sinin derisime bagl olarak gevsedigini bildirmisler-
dir. Sunulan bu calismada, 65 mM KCl ile 6n kasilma
olusturulmus simental irki sigir trakea diz kasina,
kiimulatif olarak uygulanan gamitromisin (10-1°-
10> M) ve tulatromisin (10'°-10> M) derisimlerinin
bir etkisi bulunmamistir. Sunulan calismanin bahsi
gecgen calismalardan farkli olmasinin nedeni etken
maddelerinin; kimyasal yapilarinin ve derisimlerinin,
uygulandigi hayvan turlerinin ve dokularinin farklili-
gindan kaynaklanabilecegi distnilmektedir.

Asetilkolin; parasempatik sinir sisteminin dnemli
bir néromediyotoridir ve cesitli diiz kaslari (ileum,
sidik kesesi, solunum yolu ve damar gibi diiz kaslarr)
depolarize etmektedir. Asetilkolin, muskarinik resep-
torleri aktive ederek kasilma olayini baslatmaktadir
(Zholos ve ark. 2004). Asetilkolin derisimine bag-
I olarak; sigir, domuz, kobay, sican ve fare trakea
diiz kasinin kasilmasina neden olmaktadir (Kaneda
ve ark. 2018). Trakea diiz kasi ACh ile uyarildigin-
da, trakea duliz kas hiicrelerinde es zamanli olmayan
(tekrarlayan) Ca*2 dalgalar olusmakta olup, (Dai ve
ark. 2005) sitozolik Ca*2 konsantrasyonun gecici bir
artislyla kasilma meydana gelmektedir (Jones ve
ark. 1993). Tamaoki ve ark. (1995) makrolid grubu
antibiyotikleri olan eritromisin, roksitromisin ve kla-
ritromisinin bronslar Gizerine etkisini arastirmislardir.
Eritromisin, roksitromisin ve klaritromisinin (3x10-
M) inklibasyonu sonrasi ACh derisimlerinin olus-
turdugu kasilmalari degistirmedigini bildirmislerdir.
Sunulan calisma bahsi gecen calisma ile uyumlu
olup, gamitromisin ve tulatromisinin (3x10° M) in-
kiibasyonu sonrasi kiimulatif ACh (108-102 M) deri-
simlerinin olusturdugu kasilmalarin pD, ve E__ de-
gerlerini degistirmedigi bulunmustur. Calisilan doku
ve etken maddeler farkli olmakla birlikte, bu calis-
manin sonucu ile uyumludur (Tamaoki ve ark. 1995).

Wang ve ark. (2019) azitromisinin; insan, fare,
kobay ve tavsanin solunum yolu diz kasi Uzerine
etkisini incelemislerdir. Azitromisin, ACh (104 M)
derisimi uygulanmasi ile 6n kasilma olusturulmus
solunum yolu diz kasi gevseme yaniti olusturdu-
gunu bulmuslardir. Ayni ¢alismada solunum yolu
diz kasi Gzerinde makrolid grubu antibiyotik olan
roksitromisin ve klaritromisinin gevseme yanitinin
azitromisine gore daha az oldugu diger antibiyotik-
lerin (aminoglikozitler, penisilin ve streptomisin) ise
gevseme yaniti olusturmadigini eklemislerdir. Ayrica
azitromisin; L tipi voltaja bagl kalsiyum kanali ve
M, reseptdrind inhibe edip sitolitik Ca*> derigimini
azaltarak solunum yolu diiz kasinda gevseme olus-

turdugunu bildirmiglerdir. Yapilan galismada 2,3x 10
*M (EC,,) ACh ile 6n kasilma olusturulan trakea diiz
kasina, kiimdlatif olarak uygulanan gamitromisin ve
tulatromisin (1077°-10-> M) derisimlerinin etkisine ba-
kilmistir. Gamitromisin 107 ve 10 M derisimlerinde
ACh ile 6n kasilma olusturulan trakea diz kasinda
gevseme yaniti gorulirken, tulatromisin derisim-
lerinde gevseme yaniti gortlmemistir. Bu calisma-
nin sonuglari bahsi gecen ¢alisma ile uyumlu olup,
2,3x10“ M (EC,,) ACh ile 6n kasilma olusturulan tra-
kea diiz kasina, kiimulatif olarak uygulanan gamitro-
misin (107 ve 10 M) her ne kadar azitromisin (10~
M) kadar gevseme yaniti olusturmasa da dilatasyon
yapici etkisi olabilecegi distinilmektedir.

Asetilkolin EC, derigimi ile 6n kasiima olustu-
rulan dokularda gamitromisinin 107 ve 10® M de-
risimlerinde az da olsa gevseme yanitlari kontroliin
gevseme yanitlarina gore istatistiksel bir farklilik
bulunmustur. Bu sebeple deneylere 10 M gamit-
romisin inkiibasyonu da eklenmistir. Sonucta, ista-
tistiksel olarak Bonfferroni diizeltmesi yapildiginda
(P>0,016) 6nemli olarak bulunmasa da, gamitromi-
sin inklibasyonu sayisal olarak kontrol grubuna goére
ACh'In E__ degerini distrmustdr. Yani gamitromisin
der|§|me bagl| sekilde ACh'in maksimum etki dere-
cesini azaltmistir. Gamitromisin kullanilirken bdyle
bir etki ile karsilasilabilecegi g6z 6nlinde bulundu-
rulmalidir.

Sonug olarak makrolid antibiyotiklerin etkileri;
kimyasal yapilari, kullanilan derisimleri ve uygulan-
diklari dokular ve hayvan tirlerine baglh olarak fark-
hhklar gosterebilmektedir. Gamitromisin ve tulatro-
misin tek baslarina sigir trakea diiz kas tonusunda
degisiklige yol agmazken, gamitromisin ACh ile 6n
kasilma olusturulan dokularda az da olsa derisime
bagli olarak gevseme etkisi gdstermistir. Bu etki,
pratik olarak klinik uygulamalarinda ozellikle astim
ya da solunum yolunda 6demle seyreden hastalik-
larda tedaviye katki saglayabilir.

Maddi destek ve cikar iligkisi: “Sigirlarda tulat-
romisin ve gamitromisinin trakea diz kasinin ka-
silmasi ile trakea epitel hiicreleri lizerine apopto-
tik, nekrotik ve sitotoksik etkilerinin arastiriimasi”
baslikli tezin bir kismindan 6zetlenen bu calisma;
Kirikkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan, 2018/047 proje nu-
marasi ile desteklenmistir. Yazarlarin herhangi bir ¢i-
kara dayali iligkisi yoktur.

Kaynaklar

An SS, Bai TR, Bates JHT, Black JL, Brown RH, Brusasco V, Chitano
P, et. al. (2007) Airway smooth muscle Dynamics: a common

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 31, Sayt 2, 2020, 140-146



146

Sahin Y ve ark. Gamitromisin ve Tulatromisinin sigir trakea diiz kast lizerine etkileri

pathway of airway obstruction in asthma. Eur Respir J. 29(5),
834-860.

Anadon A, Reeve-Johnson L (1999) Macrolide antibiotics, drug
interactions and microsomal enzymes: implications for vet-
erinary medicine. Res Vet Sci. 66(3), 197-203.

Bambeke FV, Tulkens PM. (2001) Macrolides: pharmacokinetics
and pharmacodynamics. Int J Antimicrob Agents. 18, 17-23.

Barnes PJ. (1989) Airway reseptors. Postgrad Med J. 65(766), 532-
542.

Canning BJ, Fischer A. (2001) Neural regulation of airway smooth
muscle tone. Res Physiol. 125(1-2), 113-127.

Carbon C. (1998) Pharmacodynamics of macrolides, azalides, and
streptogramins: effect on extracellular pathogens. Clin Infect
Dis. 27(1), 28-32.

Daenas C, Hatziefthimiou AA, Gourgoulianis KI, Molyvda PA.
(2006) Azithromycin has a direct relaxant effect on precon-
tracted airway smooth muscle. Eur J Pharmacol. 553(1-3),
280-287.

DaiJM, Kuo K-H, Leo JM, Breemen CV, Lee C-H. (2005) Mechanism
of ACh-induced asynchronous calcium waves and tonic con-
traction in porcine tracheal muscle bundle. Am J Physiol Lung
Cell Mol Physiol. 290(3), 459-469.

Dinos GP. (2017) The macrolide antibiotic renaissance. Br J
Pharmacol. 174(18), 2967-2983.

Evans NA. (2005) Tulathromycin: an overview of a new triami-
lide antimicrobial for livestock respiratory disease. Veterinary
Therapeutics. 6(2), 83-95.

Giguere S. (2013) Macrolides, azalides, and ketolides. Giguére
S, Prescott JF, Dowling PM, eds. Antimicrobial Therapy in
Veterinary Medicine. Fifth edition, Wiley Blackwell, Lowa,
p:211-231.

Huang RA, Letendre LT, Banav N, Fischer J, Somerville B. (2009)
Pharmacokinetics of gamithromycin in cattle with compari-
son of plasma and lung tissue concentrations and plasma
antibacterial activity. J Vet Pharmacol Therap. 33(3), 227-237.

Itoh Z, Suzuki T, Nakaya M, Inoue M, Arai H, Wakabayashi K.
(1985) Structure-activity relation among macrolide antibiot-
ics in initiation of interdigestive migrating contractions in the
canine gastrointestinal tract. Am J Physiol. 248(3), 320-325.

Jones KA, Housmans PR, Warner DO, Lorenz RR, Rehder K. (1993)
Halothane alters cytosolic calcium transient in tracheal
smooth muscle. Am J Physiol. 265(1), 80-86.

Kaneda T, Kanda H, Tajima T, Urakawa N, Shimizu K. (2018)
Imidazole-induced contractions in bovine tracheal smooth
muscle are not dependent on the cAMP pathway. J Vet Med
Sci. 80(2), 341-345.

Kaneda T, Sakaguchi R, Shimizu K, Urakawa N, Nakajyo S. (2006)
Effects of high-K*, Na*-deficient solution on contractility of
the smooth muscles of the bovine trachea. J Vet Med Sci.
68(10), 1039-1045.

Kaneda T, Takeuchi Y, Matsui H, Shimizu K, Urakawa N, Nakjyo
S. (2005) Inhibitory mechanism of papaverine on carbachol-
induced contraction in bovine trachea. J Pharmacol Sci. 98(3),
275-282.

Kannan K, Mankin AS. (2011) Makrolide antibiotics in the ribo-
some exit tunnel: species-specific binding and action. Ann N
Y Acad Sci. 1241, 33-47.

Kellermann M, Huang RA, Forbes AB, Rehbein S. (2014)
Gamithromycin plasma and skin pharmacokinetics in sheep.
Res Vet Sci. 97(2), 199-203.

Lechtenberg KF, Daniels CS, Schieber T, Bechtol DT, Drag M,
Kunkle BN, Chester ST, Tessman RK. (2011) Field efficacy

study of gamithromycin for the treatment of bovine respira-
tory disease associated with Mycoplasma bovis in beef and
non-lactating dairy cattle. Intern J Appl Res Vet Med. 9(3),
225-232.

Maleti¢ J, Djeli¢ N, Radakovi¢ M, Maleti¢ M, Laki¢ N, Kukolj V,
Aleksi¢ N, Andjelkovi¢ M, Stanimirovi¢ Z. (2015) Evaluation of
DNA damage in rat lymphocytes exposed to tulathromycin in
vitro. Genetica. 47(1), 339-348.

Mehrdad NG, Yagoob A, Saeid S, Sina S. (2011) Effects of tulath-
romycin (Draxxin) on contractility of isokated myometrium in
rats. Middle-East J Sci Res. 10(4), 496-500.

Panettieri RA, Kotlikoff MI, Gerthoffer WT, Hershenson MB,
Woodruff PG, Hall IP, Banks-Schlegel S. (2008) Airway smooth
muscle in bronchial tone, inflammation, and remodeling: ba-
sic knowledge to clinical relevance. Am J Respir Crit Care Med.
177(3), 248-252.

Pyorala S, Baptiste KE, Catry B, Dujkeren EV, Greko C, Moreno
MA, Pomba MCMF, Rantala M, Ruzauskas M, Sanders P,
Threlfall EJ, Torren-Edo J, Torneke K. (2014) Macrolides and
lincosamides in cattle and pigs: use and development of an-
timicrobial resistance. The Veterinary Journal, 200, 230-239.

Sanderson MJ, Demoltte P, Bai Y, Perez-Zogbhi JF. (2008)
Regulation of airway smooth muscle cell contractility by Ca?*
signaling and sensitivity. Proc Am Thorac Soc. 5, 23-31.

Sgoifo RCA, Vandoni SL, Bonfanti M, Forbes AB. (2010) Effects of
arrival medication with gamithromycin on bovine respiratory
disease in feedlot cattle in italy. Intern J Appl Res Vet Med.
8(2), 87-96.

Steel HC, Theron AJ, Cockeran R, Anderson R, Feldman C. (2012)
Pathogen- and host- directed anti-inflammatory activi-
ties of macrolide antibiotics. Mediators Inflamm. |D 584262.
doi:10.1155/2012/584262.

Tamaoki J, Tagaya E, Sakai A, Konno K. (1995) Effects of macrolide
antibiotics on neurally mediated contraction of human iso-
lated bronchus. J Allergy Clin Immunol. 95(4), 853-859.

Trak T, Yildirm E, Yurdakok Dikmen B. (2019) The effect of
gamithromycin on smooth muscle of rat uterus in vitro.
IJVAR. 2(2), 46-50.

Wang 1Y, Bai Y, Sanderson MJ, Sneyd J. (2010) A mathemati-
cal analysis of agonist- and KCl-induced Ca®*oscillations in
mouse airway smooth muscle cells. Biophys J. 98(7), 1170-
1181.

Wang Q, Yu M-F, Zhang W-J, Liu B-B, Zhao Q-Y, Luo X, Xu H, et.
al. (2019) Azithromycin inhibits muscarinic 2 receptor-acti-
vated and voltage-activated Ca?* permeant ion channels Ca?*
and sensitization, relaxing airway smooth muscle contrac-
tion. Clin Exp Pharmacol Physiol. 46(4), 329-336.

Wang X, Tao YF, Huang LL, Chen DM, Yin SZ, lhsan A, Zhou W,
Su SJ, Liu ZL, Pan YH, Yuan ZH. (2011) Pharmacokinetics of
tulathromycin and its metabolite in swine administered with
an intravenous bolus injection and a single gavage. J Vet
Pharmacol Therap. 35(3), 282-289.

Zholos AV, Bolton TB, Dresvyannikov AV, Kustov MV, Tsvilovskii
VV, Shuba MF. (2004) Cholinergic excitation of smooth mus-
cles: multiple signaling pathways linking M2 and M3 musca-
rinic receptors to cationic channels. Neurophysiology. 36(5-
6), 398-406.

Zuckerman JM, Qamar F, Bono BR. (2011) Review of macrolides
(azithromycin, clarithromycin), ketolids (telithromycin ) and
glycylcyclines (tigecycline). Med Clin N Am. 95(4), 761-791.

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https://vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 31, Sayt 2, 2020, 140-146



Etlik Vet Mikrobiyol Derg, 2020; 31 (2): 147-153
doi: https://doi.org/10.35864/evmd.796390

Ohyzi0]

Original Article i'_% o O
= ]

Ozgiin Arastirma E.

ic Anadolu’da enfeksiy6z bronsit viriisii asilamasinin etkinligi
Giilsen Goncagiil” ©® Ozlem Kardogan? ©, Elgin Giinaydin?

"Bursa Uludag Universitesi, Mennan Pasinli Atctlik Meslek Yiiksekokulu, Bursa, Tiirkiye

2 Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii Midiirliigl, Kanatlt Hayvan Hastaliklart Teshis Laboratuvary, Ankara, Tiirkiye

3 Kastamonu Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Anabilim Dali, Kastamonu, Tiirkiye

Gelis Tarihi / Received: 17.09.2020, Kabul tarihi / Accepted: 19.10.2020

Ozet: Enfeksiydz bronsit viriisii (IBV) kilmes hayvanlarinda solunum sistemini etkileyen, akut ve hizla yayilan, yu-
murta verim ve kalitesini etkileyerek ekonomik kayiplara neden olan bir viristir. Dinya ¢apinda bir dagilimi ve
%100'e ulasabilen yiiksek morbidite orani vardir. Arastirmamizda i¢ Anadolu Bélgesi'ndeki 11 yumurtaci kiimesten
alinan, 599 adet kan ornegi incelenmistir. IBV ile asilanan kiimeslerden toplanan 599 adet kan serum 6rneginde, bir
kiimeste, disuk titre (842) ve ylksek CV (%84) (antikor titre degerlerinin siiri icindeki homojenitesi) saptanmistir.
Tdm sonuglar degerlendirildigin de iki kiimeste ise antikor titresi 2318 ve 1283 elde edilirken, %CV degerleri sira-
styla 93 ve 90 bulunmustur. Diger 8 kiimesten elde edilen antikor titrelerinin 1 ile 18903, %CV dederlerinin ise 0 ile
63 arasinda degistigi bulunmustur. Sonug olarak arastirmamiza dahil olan kiimeslerden elde edilen antikor titreleri
ve %CV degerlerine bakildiginda; yiksek antikor titreleri-yiiksek %CV degerleri veya distik antikor titreleri-ytiksek
%CV degerleri, halen ilkemizde asilama ile ilgili sorunlarin varligini géstermektedir. Bu durum kiimeslerde arzulanan
homojen antikor titrelerine ulasiimamasi nedeniyle, kanath surilerini enfeksiyon riskiyle karsi karsiya getirebilecegi
kanaatindeyiz.

Anahtar kelimeler: Ag, ELISA, Enfeksiy6z Bronsit

The efficacy of infectious bronchitis virus vaccination in Central Anatolia

Abstract: Infectious bronchitis virus (IBV) is an acute and rapidly spreading virus that affects the respiratory sys-
tem in poultry, causing economic losses by affecting egg yield and quality. It has a worldwide distribution and a
high morbidity rate reaching 100%. In our research, 599 blood samples collected from 11 laying flocks in Central
Anatolian region were examined. In 599 blood serum samples collected from IBV vaccinated flocks, low titer (842)
and high CV (84%) were detected in one of the flocks. When all results were evaluated, antibody titres of 2318 and
1283 were obtained in two flocks, while CV% values were found to be 93 and 90, respectively. It was found that
antibody titers from the other 8 poultry houses ranged from 1 to 18903, and CV% values ranged from 0 to 63. As
a result, when we look at the antibody titers and CV% values obtained from the poultry houses included in our
study; high antibody titers-high CV% values or low antibody titers- high CV% values, indicated the existence of
vaccination-related problems in our country. We believe that this may confronted poultry flocks at risk of infection

due to the desired homogeneous antibody titres are not achieved in the poultry houses.

Keywords: Vaccination, ELISA, Infectious bronchitis

Giris

Enfeksiyoz bronsit, kanath hayvan enduistrisindeki
ozellikle geng, yetiskin yumurtaci ve broiler tavukla-
rin, solunum ve Urogenital sistemlerinde lezyonlara
yol acan bu nedenle karkas gelisimi, yumurta kali-
tesinde diismeye neden olan prevalansi ylksek ve
onemli ekonomik kayiplardan sorumlu akut, ylksek

derecede bulasici viral bir enfeksiyondur (Cavanagh
ve Nagi 1997; de Witt ve ark. 2011).

IBV'u tek iplikgikli, RNA genomu iceren, zarf-
i bir korona virlsdir (Cavanagh 1997). Virusun,
Spike (S) Glikoprotein, membran veya matrix (M)
Glikoprotein, ve nukleokapsid (N) olmak Uzere 3
adet spesifik proteinleri tespit edilmistir. Cok 6nemli
olan Spike Glikoprotein iki yapida (S1 ve S2) olarak

gorulmektedir (Cavanagh ve ark. 1986). IBV sik sik
genotip ve antijenik ozelliklerini, doku tropizmini,
patojenitesini ve sonunda hastaligin seyrini degisti-
rir (Cook ve ark. 2012).

Enfeksiy6z bronsit (IB) tavuklarin oldukga bula-
sicl, akut solunum yolu hastaligidir. Hastalik gtiglikle
soluma, oksurik, trakeal raller, hapsirma ve burun
akintisi ile karakterizedir. Gen¢ hayvanlarda ciddi
solunum sikintisi ve 6zellikle civcivlierde semptom-
lara ilave olarak burun akintisi olusturabilir (Esendal
2002). Her ne kadar bu virtiis gercekten solunum yolu
hastaliklarina neden olsa da, solunum sistemi disin-
da bobrek ve genital sistem epitelyal hiicrelerin ¢o-
gunda cogalarak patolojik degisikliklere neden ola-
bilirler (Boltz ve ark. 2004). Genital sistemde meyda-
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na getirdigi patolojik degisiklikler yumurta verimin-
de azalma, yumurta kalitesinde ve yumurta kabugu
kalitesinde bozulmalarina neden olan yumurtalik
hasarlarina neden olmaktadir. Diger taraftan virusun
bazi variant suslarinin bdbreklerde meydana getir-
digi hasar ise, ylksek 6limlerin nedeni olabilir (OIE
2000). Oltimler cogunlukla solunum sistemine yerle-
sen basta Escherichia coli olmak Uzere Mycoplasma
spp. gibi bakteriyel kaynakl sekonder enfeksiyonlar
sebebiyle olur (Cavanagh 2003). Bunun yaninda en-
feksiyoz bronsitis, kanatl hayvanlarda canl agirlik
kayiplarina, yem dénlsim oranlarinin azalmasina,
damizlik slirtilerde yumurta Gretimini ve kulugka ve-
rimini olumsuz etkileyerek ekonomik kayiplara ne-
den olmaktadir (Cook 2002).

IB virusunun genetik yapisini hizli ve kolay bir
sekilde mutasyona ugratmasi nedeniyle farkl sero-
tiplerin tanimlanmasini ve enfeksiyonun asi ile kont-
rol altina alinmasini zorlastirmaktadir (Cavanagh ve
ark. 1992; Lee and Jackwood 2000). IB virusunun
Massachuset ve Connecticut suslarinin solunum sis-
temine, T, Gray ve Holte suslarinin bobreklere affi-
nite gosterdigi bilinmektedir (Cook ve ark. 2012). IB
4/91 susunun yasli tavuklarda 6lim ve %50ye varan
yumurta verim kaybina sebep oldugu ingiltere’de
rapor edilmistir (Ballal ve ark. 2005). 1B, tavuk siru-
lerinin asilanmasiyla kontrol edilebilir ancak virtistin
farkli suslariyla yapilan sirli asilamalarinda antije-
nik olarak iliskili olmayan serotiplere karsi capraz
koruma bulunmamasindan dolayi asilanmis slri-
lerde hala enfeksiyonlar cikabilmektedir (Cardoso

Tablo 1. Asilar ve Asilama Programi

ve ark. 2006; Jia ve ark. 1995). Ulkemizde halen
Connecticut, H120, Ma5 ve M41 gibi farkli suslarla
infeksiydz bronsite karsi asilama yapilmasina rag-
men Turkiye'de halen bir¢ok IB stipheli salginlar ya-
sanmaktadir (Kahya ve ark. 2013).

IB tanisi klinik bulgulara, 6yklye, lezyonlara,
serokonversiyon veya antikor seviyelerine, virlis izo-
lasyonuna ve viral RNA'nin saptanmasina dayanir
(Cavanagh ve Nagi 1997). IBV, yuksek derecede im-
munojeniktir ve enzime baglh immuinosorban (ELISA)
testi ile tespit edilebilen antikorlarin Gretimini uyarir.
Bu nedenle ELISA IBV'ye 6zgl antikor seviyelerini
olcmek icin muhtemelen en sik kullanilan analizdir
(Okino ve ark. 2014).

Bu calismanin amaci, giinimizde Tirkiye'de ic
Anadolu Bolgesi’'nde yetistirilen yumurtaci surdler-
de ELISAyla IBV'ye 6zgu antikorlarin varligi ile asila-
ma etkinligini belirlemektir.

Gereg ve Yontem

Gereg

Calisma materyali olarak, 1BV karsi asilanmis, ic
Anadolu Bolgesi'nin farkli illerinde (Ankara, Eskisehir,
GCorum) bulunan 11 yumurtaci strilerden alinan 599
adet kan ornegi kullanilmistir. Alinan kan 6rnekle-
ri soguk zincir altinda laboratuvarina getirilmistir.
Kan orneklerinin serumlari santriflj yoluyla ayrilarak
ELISA uygulanincaya kadar -20°C'de derin donduru-
cuda saklanmistir.

s . . Yas Kullanilan Asilar ve Uygulama Sayisi
Siirii No  Yetistirme Tipi Numune Sayisi -
(Hafta) 1.(Aktif) 2. (Aktif) 1.(inaktif)
1 Yumurtaci 25 225 Ma5 + Clone 30 IBH120 COR4+IB+ND+EDS
2 Yumurtaci 12 29 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
3 Yumurtaci 15 24 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
4 Yumurtaci 14 75 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
5 Yumurtaci 13 78 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
6 Yumurtaci 12 25 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
7 Yumurtaci 10 28 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
8 Yumurtaci 9 26 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
9 Yumurtaci 14 26 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
10 Yumurtaci 12 40 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
11 Yumurtaci 11 23 Ma5 + Clone 30 Ma5 + Clone 30
Toplam Serum Sayisi 599
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Yontem

ELISA Kiti

Calismamizda BIOCHEK firmasina ait BioChek
“Infectious Bronchitis Antibody Test Kit®" (Katalog
kodu CK 119) ELISA kitleri kullaniimistir.

Uygulama

Yukarida asilama programi verilmis tavuk serum or-
nekleri teste baslamadan 6nce 1:500 oraninda su-
landinld. Kit icinde bulunan negatif kontrol, pozitif
kontrol ve sulandiriimis serum &rnekleri (100 pl),
inaktive edilmis IBV antijeni ile kaplanmis mikrop-
leyt gozlerine ayri ayri usuliine uygun olarak ek-
lendi. Pleytlerin A1 ve B1 gukurlarina 100 pl negatif
kontrol serumu konuldu. C1 ve D1 g&zlerine 100 pl
pozitif kontrol serumu konuldu ve oda sicakliginda
30 dakika bekletildi. Boylece, IBV antikoru iceren
serum Ornekleri pleyt gozlerine IBV antijenlerine
baglanarak antijen-antikor kompleksleri olusturul-
du. Pleyt gozlerindeki icerikleri aspire edilerek 4 kez
yitkama soltisyonu (her bir goz igin 350ul) ile yikand.
Pleytler kurutma kagitlarina ters cevrilerek fazlalk-
lar alindi. Boylece, 6zel yikama solusyonu ile pleytin
yikanmasi sonucunda non spesifik antikorlar ve di-
ger serum proteinleri ortamdan uzaklastiriimis oldu.
Daha sonra pleytlere 100 pl olacak sekilde konju-
gat reagent uygulandi ve oda sicakhiginda 30 dakika
bekletildi. Konjugat reagent (alkalin fosfataz enzimi
ile etiketlenmis anti-chicken IgG) eklenerek orijinal
tavuk IBV antikorlari baglanmaktadir. Tekrar her bir
pleyt gozleri 4 kez yikandi. Bu yikama islemi ile is-
levi tamamlamis konjugat ortamdan uzaklastiriimis
oldu. pNPP (p-Nitrofenil fosfat) formundaki subst-
rat, boya olarak olarak eklendi. Her bir pleyt gozle-
ri 100 ul substrat eklenerek 15 dakika oda isisinda
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak icin 100ul olacak
sekilde pleyt gozlerine durdurma soltisyonu eklendi.
Olusan sari renk, serum orneklerindeki antikor mik-
tarina bagli olarak yogunluk gdstermektedir. Kit tre-
ticisi firmanin dnerileri dogrultusunda, Optik dansi-
te (OD) Bio Tek ELx808 Marka ELISA Reader'da 405
nm'de okundu. Degerlendirme kit Ureticisi firmanin
Onerileri dogrultusunda yapildi. Elde edilen ELISA
sonuglari, asi etkinligi yoninden degerlendirildi.

Bulgular

Yumurtaci strilerden toplanan 599 kan serumunun
indirekt ELISA yontemi ile antikor titresi sonuclari
elde edilmistir. %CV olarak gosterilen deger, antikor
titre degerlerinin sitrl icindeki homojenitesini gos-
termektedir. Hesaplanan CV degeri ne kadar klguk-

se, sUrl antikor titre degerleri acisindan o kadar ho-
mojendir ya da deger ne kadar buylkse stri antikor
titre degerleri o kadar heterojendir. Biz degerlendir-
memizde uygun % CV degeri 45 olarak belirledik
(Tablo 2).

Tablo 2. Enfeksiyoz bronsit hastaligi icin ELISA titre ve %CV
degerleri (Dilisyon 1:500)

Siirii Kan Serum 1BV
. Ortalama % CV Yorum
No  Adedi .
Titre
1 225 12620 42 Titre yeterli-CV normal
> 29 3574 93 Titre yeterli- CV yuksek /
asilama sorunu
3 24 7204 45 Titre yeterli-CV normal
4 75 2009 9 Titre yeterli-CV yuksek /
asilama sorunu
5 78 5407 56 Titre yeterli-CV normal
6 25 11008 33 Titre yeterli-CV normal
7 28 1139 84 Titre dUsiik-CV yuksek/
asilama sorunu
8 26 8951 26 Titre yeterli-CV normal
9 26 2224 51 Titre yeterli-CV normal
10 40 7079 45 Titre yeterli-CV normal
11 23 3651 40 Titre yeterli-CV normal

Galismamizda 11 strdniin tamamina infeksiy6z
bronsite karsi 2 aktif asilama uygulandig (1. uygu-
lama ilk hafta, 2. uygulama 3. veya 4. hafta) sadece
test edilen bir stiriide inaktif asi yapildigr 6grenilmis-
tir. Numune alinan 1. striide, Ma5 + Clone 30, IB
H120 aktif ve inaktif (COR4+IB+ND+EDS) asilama
uygulanmistir. Bu siriide antikor titresinin yutksekli-
gi inaktif asilamanin olmasina baglanmistir. Asilama
yapilmis 2. ve 4. surllerde ortalama titre yeterli iken
ylksek CV (%93 - %90) bulunmasi bu firmalarda asi-
lama sorununun oldugunu distindirmustdr. Ayrica
7. striide Ma5 + Clone 30 ile asilamada beklenilen
titre dlzeyi alt seviyede olmasi buna karsin, yliksek
CV (% 84) degeri bu firmada da asilama sorununu
glindeme getirmistir. Aktif asilama (Ma5 + Clone
30) yapilan diger surilerde ortalama antikor titre-
leri 2224 ile 11008 arasinda bulunmustur. Ortalama
titreleri yeterli bulunan surilerde elde edilen %CV
degerleri 26 ile 56 arasinda kabul edilebilir sinirlarda
bulunmustur. Strl 6'ya ait olan numunelerde orta-
lama antikor titresi 11008 bulunarak ytksek gorl-
mekle birlikte %CV bakimindan %33 ile distik CV'ye
sahip oldugu saptanmustir. Bu sir ile ilgili daha faz-
la detay bilgi saglanabilseydi uygun goriilen ortala-
ma titre degerinin tam aciklamasi ifade edilebilirdi.
Asilamanin oldugu 11 surtnin 8'inde enfeksiydz
bronsite karsi yeterli ortalama antikor titresi ve %CV
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degerinin oldugu, diger 3 striide ise asilama sorunu
oldugu ve/veya muhtemelen diger IBV varyantlari-
nin varligi dikkati cekmektedir (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

Enfeksiydz bronsit dinyada ve Ulkemizde kanatli
endustrisindeki yumurta Gretim miktari ve kalitesi-
ni etkileyen en 6nemli viral infeksiyonlardan biridir.
Tavukculuk endustrisinde sirilerde ciddi ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Bu enfeksiyonun kontro-
[inde siki biyoguvenlik énlemleri ile birlikte kanatli-
larin IBV suslarina karsi direncini arttirmak icin asila-
manin buyuk etkisi s6z konusudur (Cook 2008).

Kanatli yetistiricileri dizenli asilama yapma-
larina ragmen, IBV salginlari sik gorulir ve enfekte
kiimeslerde ¢ok buyik ekonomik kayiplara neden
olur. IBV antikor tespiti ve serolojik profil belirleme
calismalarinda, duyarlilik acisindan diger geleneksel
serolojik testlere kiyasla spesifikligi ile ELISA tercih
edilmistir (Bronzoni ve ark. 2005). Asilama 6zellikle
viral enfeksiyonlarin kontroliinde en 6nemli adim-
dir. Asilamanin immunizasyonunu, striniin asilama
takvimi, strl icin segilen asi tipi, asinin uygulama
yolu, uygulama teknigi, asilanan kanatlinin saghigi
ve asl ekibinin uygulama becerisi etkilemektedir.
Saha da uygulanan asi programlari enfeksiy6z bron-
sitin bolgedeki durumu ve asilanacak strinin du-
rumuna gore farklilik gdsterebilir. Bunlarin yaninda
saha sartlar altinda yapilan asilamalarda, ciftlikteki
hijyen sartlari ve sevk idare yontemleri de buyik
onem tasidigi icin asilardan tam anlamiyla koruma
beklemek gercek¢i olmayacaktir. Calismamizda nu-
munelerimizin alindigi ic Anadolu Bélgesi'nde en-
feksiydz bronsit icin en yaygin kullanilan asi suslari
MA5, H120dir. Calismamiza dahil olan 11 siriniln
tamamina Ma5 + Clone 30 bivalan asilama yapil-
mustir. Enfeksiyoz bronsite karsi asilamalar sonucun-
da 11 sliriden 10'unda elde edilen antikor titreleri
yeterli bulunmus ancak, asilama uygulamalarinin
ELISA sonuglar degerlendirildiginde her ne kadar
antikor titreleri yeterli olsa da, 3 surinun antikor
titrelerinin siirl icerisindeki dagiliminin homojen ol-
mamas! nedeniyle enfeksiyon riskinin varoldugunu
disiindirmektedir. Cardoso ve ark (2005) 8 deney
grubunda vyaptiklari calismada, polivalan asilarla
astlanan sdrtlerle monovalan asilarla asilananlarla
surdleri karsilastirdiklarinda, polivalan asilamalarda
as! etkinliginin farkli oldugu ve asilamalardan sonra
gerekli korumanin gerceklesmedigi sonucuna var-
mislardir. Calismamizdaki sirilerde hem ND hem
de IB asilari ayni anda uygulanmistir. Asilama sonrasi
elde edilen disuk titrenin asilar arasi interferensten

kaynaklandigini dustindlmustir. Asilar arasi interfe-
rensin nedeni, ND ve IB asilarinin her ikisi de solu-
num sisteminde bulunan epitel hiicreleri etkilemesi
ile agiklanmistir (Gelb ve ark. 2004).

Cook ve ark. (2001) IBV'nin sadece NDV ile et-
kilesime girmedigini, diger Paramyxovirus ve Avian
Pneumovirus gruplar ile de iliskide olabilecegini
bildirmistir. Bunun yaninda enfeksiydz bronsitis vi-
ristinlin siklikla genotipini degistirmesi ve sahada
bulunan IBV'ler arasindaki yiksek antijenik varyas-
yon nedeniyle, IB'ye karsi etkili bir asilama programi
olusturmak oldukca zordur (Cook 2012). 2018 yilin-
da Iran'da yapilan bir calismada, IBV'nin QX susuna
karsi uygulanan H120 ve Ma5 asilarinin virise karsi
capraz koruma saglayamadigi ve baskin genotiple-
rin 1S-1494 benzeri IBV, 793/B tipi, Massachusetts ve
QX tipi oldugu rapor edilmistir.

Calismamizda da uygulanan H120 ve Ma5 asi-
lari sonrasinda, 3 slrtndn antikor titrelerinin slri
icerisindeki dagiliminin yeterli olmamasi capraz ko-
ruma yonli degerlendirilebilir. Ayni zamanda bol-
gesel baskin genotiplerin belirlenecegi calismalar
yapilarak, bu tiplere karsi capraz koruma saglanabi-
lecegi, asilama programlariyla ciftliklerimizdeki viral
yuki azaltilabilecegi 6ngorilmektedir. IB'nin kont-
rol stratejisi asilamaya dayanir. Bu nedenle canli ve
inaktif asilar kullaniimistir. Bélgesel asi programlari
degisebilmektedir. Her ne kadar kati biyoguvenlik
ve tek yas sistemiyle kanatl yetistiriciligi yapmak
gibi temel kontrol dnlemleri olsa da, tavuklarin 1BV
suslariyla mucadeleye karsi direncini arttirmak igin
asllama kesinlikle gereklidir.

Asilama, 50 yildan uzun bir siredir IBV'yi kont-
rol etmek icin bir dnlem olarak kullaniimaktadir.
Bununla birlikte, halen devam etmekte olan atteue
canli veya inaktif asilar, virusun mutasyon veya re-
kombinasyon olaylar kaynakli, hizla ortaya cikan
varyant suslar ile miicadelede etkili olmadigi igin
zorluk devam etmektedir. Bunlara ilave olarak kulla-
nilmakta olan canli attenue asilar, yeni patojenik IBV
varyantlarinin ortaya ¢cikmasina katkida bulunduklari
icin guvenlik endisesini artirmaktadir (Awad ve ark.
2014; Bande ve ark. 2015; McKinley ve ark. 2008).

Epidemiyolojik agidan 2000 yillardan bu yana
IBV saha suslarinda virlis degisikliklerini anlamak
icin, izolasyon ve tiplendirme calismalari yapilmak-
tadir. iran'in Fars eyaletinde bdlgesel asilama basa-
nsizligi ile ilgili IBV varyantlarini tespit etmek igin
epidemiyolojik bir arastirmada, 793/B serotipiy-
le iliskili IRFIBV32 susu, izole karakterize edilmistir
(Broomand ve ark. 2011). Ahmed ve ark. (2007)
yaptigi calismada, dinya capinda ¢ok sayida IBV
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serotipi bildirilmektedir. Tunus'ta yapilan bir calis-
mada, ticari H120 asisinin neden oldugu bagisiklik
tepkisinden kaginabilecek yeni IBV varyantlarinin
varligi ortaya konmustur. Bu calismada CR88 (793B
tipi) ile H120 asilari arasinda immdinolojik yanit aras-
tinldiginda, H120 tarafindan saglanan dusuk koru-
ma rapor edilmistir (Bourogaa ve ark. 2009). Buna
karsin calismamizda sirilerde sadece 1 numarali
striiniin H120 ile asili oldugu ve surlde yeterli titre
elde edildigi gorilmustir. Karimi ve ark. (2018)'nin
yaptigi calismada; sahada IBV'nin civcivleri yasamin
ilk haftasinda enfekte etmesi ve civcivlerin bir giin
once H120 veya Massachusetts IB asilari kullanilarak
astlanmasi durumunda, civcivlerin tam koruma sevi-
yesine ulasamadigini, ancak viral yikin ve patolojik
hasarlar azaltilarak IBV'ye karsi goreceli koruma sag-
lanabildigini belirtmislerdir. H120 asisinin, Belcika
B1648, Fransiz 84084 ve Fransiz 84221 serotipleri
ile heterolog miicadeleye karsi solunum yolunun bir
miktar korunmasini indikledigi bulunmustur (Cook
ve ark. 1999).

Galismamizda numune alinan boélgede ve lke-
mizde halen asilamalara ragmen bu enfeksiyonun
goruliyor olmasi, yeni enfeksiydz bronsit (IB) varyant
virUslerinin ortaya ¢ikmasi ve/veya cesitli 1B suslari
arasinda capraz koruma olmamasi iliskilendirilebilir
(Cavanagh 1997). Cook ve ark. (1999) sadece bir se-
rotip ile asilamanin heterolog IBV suslarina karsi tam
bagisikligi indlikleyemedigini, ancak akut heterolog
IBV varyantina karsi cesitli IBV canli asilari, proktotip
suslarinin bir kombinasyonu kullanilarak daha yuk-
sek bagisiklik saglanabilecegini gosterdi. Kahya ve
ark'nin (2013) calismasinda, H120 asisinin bir guinliik
civcivlere bir kez uygulanmasinin, Orta Dogu 885 ve
1494 1BV suslarina karsi korumasinin bulunmadigi
belirtildi. Jackwood ve ark. (2003) yeni IBV varyan-
tinin ticari asi olarak Uretim zorluguna, ytiksek mas-
raflar ve Uriin validasyonlari agisindan zaman alici
ve maliyetli olduguna deginmistir. Diinya capinda
IBV'nin farkl iyi capraz koruyucu olmayan antijenik
varyantinin yayginliginin artmasi, etkili bir asilama
programi tasarlama sorunu giderek zorlasmaktadir.
Massachusetts IB asi serotipi olan H susunun, hete-
rolog serotiplere karsi capraz koruma saglama ye-
tenegdi ile daha genis bir serotip yelpazesini kontrol
etmek icin potansiyel olarak etkili oldugu bildiril-
mistir (Bijlenga ve ark. 2004). Massachusetts sero-
tip asisinin saha izolatina karsi koruma sagladigini,
ancak heterolog bir asi kullanilarak daha iyi koru-
ma saglanabilecegi belirlenmistir (Shapouri ve ark.
2004; Roussan ve ark. 2008). Enfeksiyoz bronsitisten
korunma da, dogru asi serotipinin secimi, genellikle
zordur (Cook ve ark. 1999).

Bu nedenle, saha ve asi IBV suslari arasindaki
antijenik iliskilerin degerlendirilmesi, esas olarak
kanatlilarda laboratuvar ¢apraz okuma calismalarini
iceren standart yontemlerin gelistirilmesi &nemli-
dir (Bourogaa ve ark. 2014). Bhuiyan ve ark. (2018)
Banglades'in 4 bolgesinde yaptiklar ¢alismada, yu-
murtacilarda en ylksek ortalama IBV antikor titresi-
ni 8919.70, %CV 58,86 bulmuslardir. Calismamizda
ise 11 striden 3'U IBV antikor titresi yonlinden bu
calismadan ylksek bulunurken, %CV degerleri bu
strilerden daha distk bulunmustur. Yiiksek antikor
titresi, farkh yaslarda tekrarlanan canli ve inaktif 1BV
astlamadan kaynaklanabilir (Bhuiyan ve ark. 2018).

De Herdt ve ark (2001) piliclerde 1BV enfeksi-
yonlariyla iliskili ekonomik kayiplara, agirhkh ola-
rak diistk ve diizensiz maternal antikor titrelerinin
neden oldugunu ve broyler yetistiricilerinde 1BV
asilama stratejilerinin ylksek ve tek tip antikor tit-
relerini hedeflemesi gerektigi sonucuna varmislar-
dir. Diger yandan ise yeterli asilama igin, maternal
antikor titrelerinin dikkate alinmasi gerektigi vur-
gulanmistir. Genel olarak, maternal bagisikhgin bir
dereceye kadar asi virlsiini notralize edebilecegi
soylenirken, ancak IB asilamasindan sonra bagisiklik
sistemi uyariminin genel sonucunu maternal antiko-
run etkilemedigini bildirilmektedir (Marcin ve ark.
2017). Diger bir calismada ise civcivlerde, maternal
antikorun IgG sinifinda oldugu, yumurta sarisinin
bagirsaktan emiliminden sonra sistemik hale geldigi
bildirilmistir. Anneden gelen IgG, civcivin solunum
yolunda bulunabilir, ancak IgA ile karsilastirildiginda
korumadaki rolii daha az etkili oldugu bildirilmekte-
dir (Cardoso ve ark. 2006). Diger arastirmalarda ise,
maternal antikorlarin bir gtinlik civcivlere uygulanan
IB asilarinda etkin oldugu bildirmislerdir (Cardoso ve
ark. 2006). Calismamizda 3 hafta ara ile aktif asilama
yapiimistir. Cogunlukla surilerde yeterli antikor tit-
resinin saptanmasiyla surilerde yiksek veya disik
maternal antikorlara titrelerine gore, birinci asilama-
nin nétralizasyonunu ve ikincisininde farkli bir yanit
tesvik ettigini distinmekteyiz (Cardoso ve ark. 2006)

Okino ve ark. (2013) bir glinluk civcivleri cesit-
li dozlarda atenlie canli asilarla asilandiktan sonra
IBV'ye karsi hicresel ve humoral bagisiklik tepkileri
Uzerine yaptiklari calismada; lakrimal sekresyonlar
ve trakeadaki IgG ve IgA antikor diizeylerinin asila-
madan 5 giin sonra 6nemli dlctide arttigini belirt-
mistir. Bununla birlikte, asi tam dozda uygulanma-
diginda, eksik bagisiklik tepkisi oldugu bildirilmistir.
Bu calismada, membranlarda tam doz IB asilama-
sindan sonra induklenen IgA, 1gG ve CD8™ T hiicre
yanitlarinin, antiviral koruyucu bagisiklik ile iyi korele
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma, dnceki calismalar-
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da oldugu gibi, uygun koruyucu bagisiklik tamamen
asl dozuna bagh oldugu vurgulanmistir (Okino ve
ark 2013). Bu durum yetersiz doz uygulamayla asi-
lamalar yapilan sirtlerde enfeksiyon gorilmesinin
onemli bir nedeni olabilir. Calismamizda 3 siride
yeterli bagisikligin bulunmamasinin bir nedeni de asi
uygulama eksikligini distindtrmektedir. Enfeksiyoz
bronsitise karsi asilama ve/veya enfeksiyonu takiben
kanatlilarda humoral ve hicresel bagisiklik sistemi
uyarihr. IBV'ye karsi humoral antikor durumunun ko-
ruma ile tam olarak iliskili olmadigini bilinmektedir.
Enfeksiyoz bronsitise karsi st solunum yollarinin
korunmasinda humoral bagisikhkhgin bir islevi ol-
masa da, Ust solunum yolu disindaki yapilarda 1BV
replikasyonunun inhibisyonunu saglar (Cook ve ark.
1991; Gelb ve ark. 1998; Van Ginkel ve ark. 2008).
Enfeksiyoz bronsitten korunmada hiicresel bagisiklik
belirleyici bir faktor olarak kabul edilir (Cook ve ark.
2012). Asilanmis kanatlilarin serum antikor titresin-
den bagimsiz olarak IBV'ye karsi solunum enfeksiyo-
nundan korunmasi mukozal bagisikliga baglanmak-
tadir. Kan antikorlari 1BV enfeksiyonlarina karsi ¢ok
etkili olmasa da, kandaki ylksek antikor seviyeleri
solunum yolu mukozasina “sizma” ve bdylece ko-
ruma saglama potansiyeline sahiptir (Ignjatovic ve
Galli 1994, Jackwood 2010). Sahada, hayvancilik ve
yonetim kosullarinin arzulanan élgliide olmamasi ve
viral enfeksiyonlara sekonder bakteriyel enfeksiyon-
larin katiimasiyla viral enfeksiyonlarin siddeti art-
maktadir (Matthis ve ark. 2003). Farkli arastirmalarda
astli stirllerle, asisiz sirlller arasinda karkas gelisimi
karsilastirildiginda, asisiz surllerin canli agirlik artisi-
nin olumsuz etkilendigi bildirilmektedir. Bu durum IB
enfeksiyonunda ekonomik olumsuzlugun diger bir
etkisidir (Otsuki ve ark. 1990; Ignjatovic ve Sapats
2000)

Calismamizda enfeksiydz bronsite karsi yumur-
taci surulerde rutin asilama etkinligi arastinimistir.
Calismadan elde edilen sonuglar; enfeksiy6z bronsi-
te karsi yapilan asilamalarin viriise karsi dnemli 6l¢u-
de koruma sagladigini gdstermistir. Bununla birlikte,
asilama basarisizhiginin gorildiga sirilerde, muh-
temelen diger IBV varyantlarininin veya standart alti
yonetim uygulamalarinin varliginin neden oldugu
kanaatindeyiz.

Deney hayvanlan kullanimi etik kurulu ve diger
etik kurul kararlari ve izinler: Bu calisma, Veteriner
Kontrol Merkez Arastirma Enstittisi MudUrligu Yerel
Etik Kurulu'nun 10.07.2020 tarih ve 2020/12n0'lu ka-
rari ile onaylanmistir.
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Ozet: Neospora caninum Apicomplexa subesinde yer alan parazitik bir protozondur. Son konaklari canidae ailesin-
de bulunan carnivorlar, ara konaklari ise sigir basta olmak tzere, koyun, kegi, manda ve at gibi ciftlik hayvanlaridir.
Hastalik kopeklerde néromuskuler bozukluklar, multifokal sistemik yayilim ve dermal semptomlara, sigirlarda ise
abort, 61t dogum, fotal 6limler ve sonucta ciddi ekonomik kayiplara neden olur. Bu calismanin amaci Osmaniye yo-
resindeki kopeklerin N.caninum’a maruziyet durumlarini belirlemekti. Bu amacla Osmaniye'nin farkli ilelerinden 71'i
erkek ve 34U disi olmak Uzere toplam 105 kdpekten kan érnekleri alinarak N.caninum antikorlarina karsi Enzyme-
linked immunosorbent asay (c-ELISA) yontemi ile test edildi. Etkenin ortalama seroprevalansi %35,23 (37/105) olarak
belirlendi. Calismada N.caninum seroprevalansi ile irk, cinsiyet ve yas arasindaki iliski istatistiksel olarak dnemsiz bu-
lundu (p>0.05). Bu calisma ile Osmaniye yoresindeki kdpeklerin etkene maruziyet durumu ilk kez ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: c-ELISA, Képek, Neospora caninum, Osmaniye.

Investigation of anti-Neospora caninum antibodies in dogs in Osmaniye province

Abstract: Neospora caninum is a parasitic protozoon in the phylum Apicomplexa. The definitive hosts of the agent
are carnivores in the family canidae and intermediate hosts are mainly cattle and farm animals such as sheep, goats,
buffalo and horses. The disease causes neuromuscular disorders, multifocal systemic spread, and dermal symptoms
in dogs, while in cattle, abortion, stillbirth, fetal deaths, and consequently serious economic losses. The purpose
of this study was to determine the exposure status of the dogs to N.caninum in Osmaniye region. For this, blood
samples were taken from 105 dogs (71 males and 34 females) from different districts of Osmaniye, and tested
with c-ELISA method against N.caninum antibodies. The average seroprevalence of the agent was determined as
35.23% (37/105). As a result of statistical analysis, it was determined that the relationship between N.caninum sero-
prevalence and race, gender and age was insignificant (p>0.05). With this study, the exposure status of dogs to the
N.caninum was revealed for the first time in Osmaniye region.

Keywords: c-ELISA, Dog, Neospora caninum, Osmaniye.

Giris . . S
yavrularinda genellikle dogumdan sonraki ilk birkag
haftalik donemde arka bacaklarda ilerleyen parezis,
paraliz, kaslarda asiri gerginlik ve atrofi sekillenir.
Bu tip hastalarda tipik olarak polyradiculoneuritis,
polymyositis ve meningoencephalomyelitis gorilir
(Dumanl ve Aktas, 2015; Dubey ve ark., 2017).

Eriskin kdpeklerde encephalitis, meningoen-
cephalomyelitis ve myositis gorilur. Parezis en yay-
gin norolojik bulgudur ayrica kasilma, anormal dav-
ranis, vestibuler disfoksiyon gibi semptomlar ortaya
cikar. Sekillenen myositis, tutuk ytriyus, zayiflik, agri
ve kas atrofilerine neden olur. Hastaligin seyri bo-
yunca akciger, karaciger, géz ve kalp gibi organlar

Neospora caninum, Apicomplexa subesinde yer
alan, zorunlu hiicre ici parazitik bir protozoondur.
Parazitin dogada bilinen son konagi canidae’ler, ara
konaklari ise ciftlik hayvanlaridir ayrica etken bircok
yabani memeli ve kanatlinin ¢esitli organ ve dokula-
rinda tespit edilmistir (Dubey ve ark., 2017; Linsay ve
Dubey, 2020).

Hastaligin domestik siklustaki en dnemli son
konagi kdpek ve ara konaklari ise sigirlardir. Bu iki
canh arasindaki dongu ciddi klinik semptomlardan
ve ekonomik kayiplardan sorumludur (Reichel ve
ark., 2003; Utuk ve Eski, 2019).

Kopeklerde hastalik genellikle asemptoma-
tik seyreder ancak ¢ok geng, cok yash ve bagisikhk
sistemi baskilanmis kdpeklerde hastalk farkli du-
zeylerde ortaya cikabilir. Kongenital enfekte kopek

da tutulabilir. Bazi kdpeklerde multifokal sistemik
yayllma ve poligranilomatoz dermatitis tablosu da
gorulebilir (Dumanli ve Aktas, 2015; Dubey ve ark.,
2017).
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Sigirlarda en 6nemli semptom genellikle gebe-
ligin 5-6. aylarinda gorilen aborttur. Sigirlarda abort
disinda fotal 6lim, resorbsiyon, mumifikasyon, oto-
liz, 810 dogum, klinik enfekte veya klinik agidan nor-
mal fakat kronik enfekte yavrular dogabilir. iki ay-
hktan kicuk buzagilarda, zayiflik, ayakta duramama,
on, arka veya her iki bacakta bukilme, asiri gerilme,
ataksi, pateller refleks azalmasi, biling kaybi, eksof-
talmi ve gozlerde asimetri ara sira hidrosefhalus ve
spinal kordda daralma gibi dogmasal anomaliler
gorulebilir (Trees et al., 1999; Dubey ve ark., 2017;
Linsay ve Dubey, 2020).

Neospora caninum'un sigirlarda oldugu gibi
mandalarda da abortlara neden olabilecegi bildiril-
mistir (Utiik ve ark, 2016). Etkenin kecilerde abort,
0li dogum ve fotal dlimlere neden oldugu bilin-
mesine ragmen koyun abortlarindaki roli tam ola-
rak anlasilamamistir (Eski ve ark, 2018; Utuk ve Eski,
2019).

Hastaligin tanisinda histopatolojik, molekdiler
(Polymerase Chain Reaction (PCR), Nested-PCR, Real
Time PCR) ve serolojik yontemler (c-ELISA, i-ELISA,
Nukleik Asit Testleri (NAT) Immuno Fluorescence
Antibody Test (IFAT)) kullanilmaktadir (Dubey ve
ark., 2017; Linsay ve Dubey, 2020).

Bu calismanin amaci Osmaniye y&resindeki ko-
peklerin N.caninum'a maruziyet durumlarini c-ELISA
yontemi ile belirlemekti.

Gereg ve Yontem

Bu calismada, Osmaniye ilindeki, farkli irklardan
(Kangal, Akbas, Malakli, Alman Coban Kopegi,
Pointer, Melez) toplam 105 kdpekten steril vakumlu
tuplere kan ornekleri alinmis ve 5000 rpm'de 5 dk
santriftj edilerek serumlarin ayrilmasi saglanmistir.
Protokol numaralar verilen serumlar kullanilincaya
kadar -20°C'de muhafaza edilmistir (Utiik, 2018).

Kopekler irk, yas ve cinsiyetine goére gruplandi-
rilmis (Tablo 1) ve gruplar ile seropozitiflik arasindaki
iliski ki-kare (X) testi ile analiz edilmistir.

Kopeklerin etkene maruziyetini belirlemek ama-
ciyla serum Ornekleri anti-N.caninum antikorlarina
karsi c-ELISA (VMRD, USA) yontemi ile incelenmistir.
Uygulama kit protokolline uygun olarak yapilmis ve
ytzde inhibisyon degerleri (%l) hesaplanmistir. % |
degeri > 30 olan 6rnekler pozitif, <30 olanlar ise ne-
gatif olarak degerlendirilmistir (Utuk ve Eski, 2017).

Bu calisma icin gerekli izinler Ceyhan Veteriner
Fakiltesi Arastirma Etik Kurulu'ndan alinmistir
(12.08.2020 tarih ve 05/03 no'lu karar).

Tablo 1. Seroprevalansin cinsiyet, yas ve irk gruplarina gore
dagilimi

- Kopek sayisi  Seropozitif o
Degiskenler (n) kopek saysi (n)
L. Erkek 71 26 36,61
Cinsiyet L
Disi 34 11 32,35
<1 30 7 23.33
Yas gruplarn 1-3 41 16 39,02
>3 34 14 41,17
Saf 52 18 34,61
Irk
Melez 53 19 35,84
Toplam 105 37 35,23
Bulgular

Calisma sonucunda ortalama prevalans 9%35,23
(37/105) olarak belirlenirken erkeklerin %36,61
(26/71)'inde, disilerin ise %32,35 (11/34)'inde an-
ti-N.caninum antikorlar tespit edilmistir.

Yapilan Ki-Kare (X?) testi sonucunda cinsiyet, yas
ve irk ile seroprevalans arasindaki iliskinin dnemsiz
(p>0.05) oldugu tespit edilmistir.

Tartisma ve Sonug

Neospora caninum’un sigircilik isletmelerinde ne-
den oldugu yillik ekonomik kaybin dlinya genelinde
1,298 milyar dolar, Turkiye'de ise 40,5 milyon dolar
oldugu tahmin edilmektedir (Demir ve ark., 2020).

Neosporosis'in Ulkemizdeki ortalama yayginl-
ginin sigirlarda %14,7 ve kecilerde %14,44 oldugu
belirtilmistir (Eski ve Utiik, 2018; Utiik ve Eski, 2019).
Hastaligin Glkemiz koyunlardaki yayginligi ise %0-
2,7 arasinda degismektedir (Eski ve ark., 2018).

Kopeklerde N.caninum seroprevalansini belirle-
mek amaciyla diinyanin farkli bolgelerinde yapilan
calismalarda, IFAT, ELISA, c-ELISA, NAT gibi serolojik
yontemler kullanilmis ve prevalansin %0-100 arasin-

da degistigi bildirilmistir (Dubey ve ark., 2017).

Ulkemizde ise képek neosporosisinin seropre-
valansini belirlemeye ydnelik calisma sayisi oldukca
sinirlidir. Yapilan calismalarda IFAT teknigi kullanilmis
ve seroprevalansin Bursa'da %6,6 (7/106), Adana'da
%18,2 (8/44) (Coskun ve ark, 2013), Kirikkale'de
%28,9 (35/21) (Yildiz ve ark., 2009), Aydin'da %45
(54/120) (Ocakli, 2011) ve Kars'ta ise %25,2 (53/210)
(Mor ve Akga, 2012) oldugu gorilmustar.

Bu calismada uygulama ve degerlendirme ko-
layligi nedeni ile c-ELISA ydntemi tercih edilmis ve
Osmaniye yoresindeki kopeklerde seroprevalans
%35,23 (37/105) olarak belirlenmistir.
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Ulkemizde yapilan calismalarda irk, yas ve cinsi-
yet ile seroprevalans arasindaki iliski istatistiksel ola-
rak degerlendirilmis ve farkli sonuglar elde edilmis-
tir. Bazi calismalarda yas ile seroprevalans (Ocakli,
2011), bazilarinda cinsiyet ile seroprevalans (Yildiz
ve ark., 2009), bazilarinda ise yas, cinsiyet ve irk ile
seroprevalans (Coskun ve ark., 2013) arasindaki iliski
anlaml bulunmustur (p<0,05). Bu calismada ise yas,
cinsiyet ve irk ile seroprevalans arasinda istatistiki
acidan dnemli bir iligki tespit edilememistir (p>0.05).
Ulkemizde yapilan calismalar incelendiginde degis-
kenler ve prevalans arasindaki iliski konusundaki
celiskili sonuclarin her calismadaki yas gruplarinin,
ornek buyukliklerinin ve érnekleme prosedirlerinin
farkli olmasindan kaynaklandigi distndlmastr.

Adana yodresindeki neosporosis seropreva-
lansinin sigirlarda %10,7 (24/225) (Eski ve Eski ve
Utiik, 2018) koyunlarda %12,4 (29/234) (Eski ve
ark., 2018), kecilerde %8,9 (34/383) (Utiik ve Eski,
2019) ve kopeklerde %18,2 (8/44) (Coskun ve ark,
2013), Bursa'da sigirlarda %19,23 (20/104) (Eski ve
ark., 2016), kdpeklerde %6,6 (7/106) (Coskun ve ark,
2013), Kirikkale'de sigirlarda %32,72 (142/434) (Vural
ve ark., 2006), kopeklerde %28,9 (35/21) (Yildiz ve
ark., 2009), Kars'ta sigirlarda %5,59 (17/304) ko-
peklerde %252 (53/210) (Mor ve Akga, 2012),
Osmaniye'de kecilerde %1,19 (3/154) (Eski, 2019) ve
bu calismada ise kdpeklerde %35,23 (37/105) olarak
belirlenmistir.

Son konak ve ara konaklarin birlikte incelendi-
gi bolgelerde prevalanslar arasindaki tutarsizliklarin
oldugu gorilmektedir. Bu farkliliklarin, kopek diski-
sindaki ookistlerin bolgelerin farkh klimatik kosul-
lardan farkli diizeyde etkilenebilecegi, her seropo-
zitif kdpegin diskisinda ookistlerin bulunamayacad,
hastaligin ara konaklar arasindaki yayilmasinda ho-
rizontal bulasma disinda vertikal bulasmanin da et-
kili olabilecegi gibi sebeplerden kaynaklanabilecegi
dusindlmustar.

Bu ¢alisma ile ilk defa Osmaniye yoresindeki ko-
peklerin N.caninum’a maruziyet durumlari hakkinda
bilgi verilmistir. Ulkemizde neosporosisin basta sigir-
lar olmak UGizere ara konaklardaki yayginhgi hakkinda
cok sayida calisma bulunmasina ragmen domestik
siklustaki en 6nemli konagi olan kdpeklerdeki du-
rumu hakkindaki calismalarin yetersiz oldugu, has-
taligin bulasma dinamiklerinin daha iyi anlasilabil-
mesi, daha etkin korunma ve kontrol stratejilerinin
gelistirilebilmesi icin gerek domestik gerekse silvatik
siklustaki ara ve son konaklar lizerinde daha fazla
calisma yapilmasi gerektigi kanaatine variimistir.

Tesekkiirler: Saha calismalarinda verdikleri destek-
lerden dolayi Osmaniye Belediyesi'ne tesekkiir ede-
riz.

Maddi destek ve Cikar iliskisi: Yazarlar arasinda
herhangi bir ¢ikar iliskisi bulunmamaktadir.
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Ankara Kecisinde (Capra hircus) dil papillalarinin isik ve taramali
elektron mikroskobik yapisi lizerine incelemeler: I. Tat papillalar*

Burhan Toprak' ©, Selami Candan?©, Nurcan Ozyurt Kogakoglu?

' Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisi, Genetik Laboratuvari, Ankara, Tiirkiye
23 Gazi Universitesi, Fen Fakdiltesi, Biyoloji B6liimi, Ankara, Tiirkiye

Gelis Tarihi / Received: 05.10.2020, Kabul tarihi / Accepted: 05.11.2020

Ozet: Bu calismada Ankara kegisi dilindeki tat papillalarinin yapisi 1sik (IM) ve taramali elektron mikroskobuyla (SEM)
incelendi. Calismada dort adet eriskin disi Ankara kegisi dilleri kullanildi. Isik ve taramali elektron mikroskobu igin dil
ornekleri, dilin Ust yuzinin apex, corpus, radix ve torus lingua bdlgeleri ile dil ucunun alt yiziinden alindi. Ankara
kecisi dilinde papilla fungiformis ve papilla vallata olmak tzere iki tip tat papillasi gézlendi. Papilla fungiformis’ler, dil
ucunun alty, dilin ug ve gévde kisminin st yizi ile yanlarinda ve torus lingua'nin her iki yan tarafinda tespit edildi.
Bu papillalar, yuvarlak ve mantar seklinde olup morfolojileri bulunduklari yerlere gére farklilik gostermekteydi. SEM
incelemelerinde, papilla fungiformis’lerin Gst ylizeyinde tat poruslar gorildu. Isik mikroskobu kesitlerinde bu papil-
lalarin tepesindeki epitel tabakada tat tomurcuklari mevcuttu. Papilla vallatalar, dilin torus lingua bolgesinin her iki
arka yan kisminda gozlendi. Bu papillalarin etrafi belirgin bir hendekle cevriliydi ve annilar pedler mevcuttu. SEM
incelemelerinde, papillalarin yizeyi diizdl ve yiizeye acilan tat poruslari mevcut degildi. IM incelemesinde, papilla
vallata tat tomurcuklarinin papillanin hendege bakan duvarinda intraepiteliyal olarak bulunduklari gézlendi. Ankara
kecisi dilindeki tat papillalarinin 1sik ve taramali elektron mikroskobik yapisi incelenerek diger ruminant tirleriyle
olan benzerlikleri ve farkhliklari belirlendi.

Anahtar kelimeler: Ankara kecisi, 1sik mikroskop, taramali elektron mikroskop, tat papillalari, tat tomurcugu

Investigations on the light and scanning electron microscopic structure of the
lingual papillae in the Angora Goat (Capra hircus): |. Gustatory papillae

Abstract: In this study, the structure of the gustatory papillae on tongue in the Ankara goat was examined by light
(LM) and scanning electron microscope (SEM). In the study, tongues of four adult female Angora goats were used.
For Light and Scanning Electron Microscope, lingual samples were taken from the apex, corpus, radix and torus re-
gions of the dorsal lingual surfaces with ventral surface of tongue tip. Two types of gustatory papillae as fungiform
and vallate papillae were observed on the tongue of the Angora goat. The fungiform papillae were detected on
the ventral surface of tongue tip, dorsal and lateral parts of the lingual apex and body with both sides of the torus
lingua. These papillae were round and mushroom like shape and their morphology displayed variety according to
their location. In the SEM investigations, on the dorsal surface of fungiform papillae were observed taste pores. In
LM examinations, taste buds were found in the epithelium of the dorsal parts of these papillae. The vallate papillae
were observed on both caudo-lateral sides of the torus lingua. These papillae were encircled with a prominent papil-
lary groove and there were annular pads. In SEM examinations, the surfaces of these papillae were flat and the taste
pores opened to the surface were absent. In LM examinations, taste buds of vallate papillae were observed in the
epithelium of the inner trench walls of the papillae. As a result, the light and scanning electron microscopic structure
of the gustatory papillae on the tongue of Angora goat were examined and their similarities and differences with
other ruminant species were determined.

Keywords: Angora goat, gustatory papillae, light microscopy, scanning electron microscopy, taste bud
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Giris

Dil, beslenmede agiz boslugundaki diger organlar-
la birlikte dnemli bir rol oynar. Dilin memelilerdeki
morfolojik ve histolojik &zellikleri, canlilardaki bes-
lenme tarzlan arasindaki farkhliklarin bir yansimasi-
dir (lwasaki 2002). Memeli hayvanlarda dil Gzerinde

mekanik etkili ve tat duyusunu alan dil papillalari
vardir. Mekanik etkili papillalar yiyeceklerin alinma-
sl, parcalanmasi ve yutulmasinda gorev alirlar. Tat
duyusunu alan papillalar ise tatlh, aci, eksi, tuzlu v.b.
tatlarin alinmasini saglayarak besin seciminde rol
oynamaktadirlar.

* Bu ¢alisma “Light and Scanning Electron Microscopic Structure of Gustatory Papillae on Tongue in the Angora Goat (Capra
hircus)” baslikla I. Uluslararast Tiirkiye Veteriner Anatomi Kongresi. X. Ulusal Veteriner Anatomi Kongresi. 13-16 Eyliil 2017,

Sandikli/Afyonkarahisar kongresinde bildiri olarak sunulmustur.
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Simdiye kadar bircok hayvan tlrinde dildeki
papillalarin tipleri, dagilimlari, 151k mikroskobik ya-
pisi, SEM ve TEM ozelliklerini gdsteren calismalar
yapilmistir. Cift tirnakli hayvanlarin degisik tar ve irk-
larinda dildeki hem tat hem de mekanik etkili papil-
lalarin 1sik ve taramali elektron mikroskobik yapilari
incelenmistir. Buna gore Jamunapari kegisi (Kumar
ve ark. 1998), formason kegi antilobu (Atoji ve ark.
1998; Takayuki ve ark. 2002), kara antilobu (Emura
ve ark. 1999), berberi koyunu (Emura ve ark. 2000),
bighorn koyunu (Takayuki ve ark. 2002), mehraban
kuzusu (Tadjalli ve Pazhoomand 2004), Saanen kegisi
(Kurtul ve Atalgin 2008) ve Markhoz kecisi (Goodarzi
ve Hoseini 2015) gibi evcil ve yabani ¢ift tirnakli hay-
vanlarda dil papillalarinin taramali elektron mikros-
kobik yapilari incelenmistir.

Cuce geyik (Agungpriyono ve ark. 1995),
Akkaraman koyunu (Harem ve ark. 2009), Zavot
inegi (Karadag Sari ve ark. 2010), kegi (Fonseca ve
ark. 2011), gazel (Kocak Harem ve ark. 2011), alpaka
(Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. 2015) ve sigir-yak-
da (Yanping ve ark. 2016) dil papillalarinin hem 1sik
hem de taramali elektron mikroskobik yapilari orta-
ya konulmustur.

Bir step hayvani olan Ankara kegisi (Capra hir-
cus), 800 metreden daha yukari rakimlarda, kuru ve
az yagisli iklim tipine sahip Orta Anadolu'da yetisir.
Bu hayvanlar, alcak arazide ve rutubetli ortamlarda
yasayamazlar. Ankara ilinin Ayas, Beypazari ve Gudll
ilceleri basta olmak tizere, ic Anadolu bélgesi ile
Glineydogu ve Dogu Anadolu bdlgesinin bazi ille-
rinde yetistiriimektedirler. Basta tiftik olmak Uzere
et ve deri ticareti icin yetistirilir. Dinyanin en kali-
teli tiftikleri, Ankara'da yetistirilen kecilerden elde
edilmektedir. Bolgenin iklim sartlar, bitki ortisu ve
kecinin beslenme sekli tiftigin kalitesinde etkili ol-
maktadir.

Ankara kecisi, bozkir ortamina mikemmel bir
sekilde uyum saglamistir. Kapal ve agil ortaminda
uzun siire kalamazlar. En agir kis sartlarinda bile me-
radan azami oranda yararlanirlar. Oldukga hareketli
olan Ankara kegileri, uctan ve taze otlarla beslenirler.
Bunlarin yani sira cali, diken ve agag yapraklarini da
severek tlketirler.

Sunulan bu calisma, Ankara kecisinin dilinde
bulunan tat papillalarinin 1sik ve taramal elektron
mikroskobik yapilarinin incelenmesi amaciyla yapil-
mistir.

Gereg ve Yontem

Galismada Ankara’nin Gudil ilcesinden saglanan ka-
saplik dort adet eriskin disi Ankara kecisi materyal

olarak kullanildi. Yerel bir mezbahada kesim yapil-
diktan hemen sonra taze olarak alinan diller, serum
fizyolojik ile yikandi. Isik ve taramal elektron mik-
roskobu igin dil drnekleri, dilin Ust ylzinin apex,
corpus, radix ve torus lingua bdlgeleri ile dil ucunun
alt ylziinden alindi.

Taramali elektron mikroskobik incelemeler icin
dil 6rnekleri, %10'luk formaldehit'te tespit edildi.
Daha sonra FAAde (%10 Formaldehit-%5 Asetik
Asit-%85 Alkol) ikinci tespit yapildi. Bu tespit sonrasi
cok kisa bir stirede normal hava sartlarinda kurutma
gerceklestirildi. Kurutulan dil érnekleri SEM incele-
mesi igin stublara yerlestirildi. Bu drneklerin altinla
kaplanmasi sonrasi 5-10 kV araliginda JEOL JSM
6060 LV taramali elektron mikroskobunda inceleme
yapilarak fotograflandi.

Istk mikroskobik incelemeler icin dil 6rnekleri,
%10'luk formaldehitte tespit edildi. Daha sonra do-
kulardan yikama, dehidrasyon, parafine doyurma ve
gomme islemleri yapildi. Elde edilen parafin blok-
lardan 6 pm kalinliginda kesitler alindi. Alinan bu
kesitler, Mallory'nin Ul boyasi ve H&E boyasi ile
boyandi. Bu kesitler, Olympus CX21 1sik mikrosko-
bunda incelendi ve fotograflandi.

Bulgular

Ankara kecisi dili ortalama olarak 12 cm uzunlugun-
dayd. Dil Gzerinde apex, corpus ve radix lingua ol-
mak Uzere U¢ kisim ayirt edildi. Dilin apex lingua'si
Uzerinde dizensiz bir sulcus medianus goézlendi.
Dildeki corpus lingua Uzerinde oldukga iyi gelismis
bir torus lingua ve bunun 6n kisminda belirgin bir
fossa lingua tespit edildi (Sekil 1a). Dil tizerinde pa-
pilla filiformis, papilla conica ve papilla lentiformis
olmak Uzere 3 tip mekanik papilla ile papilla fungi-
formis ve papilla vallata olmak Uzere iki tip tat papil-
lasi goruldi (Sekil 1b, 1c, 1d, 1e, 11, 1g).

Papilla fungiformis'lerin, papilla filiformis'ler
arasinda dagilmis halde dilin Ust ylzinde, dil ucu-
nun altinda, dil gévdesi boyunca yanlarda ve torus
lingua'nin yanlarinda yer aldiklari goérilda. Bunlar dil
ucunun Ustiinde (Sekil 2a) ve altinda (Sekil 3a) yo-
gun olarak bulunmaktaydilar. Dil gévdesinin yanla-
rinda ve torus lingua bolgesinde yer alanlarin sayisi
daha azdi (Sekil 4a). Dilin Ust kisminda sulcus me-
dianus'un sonlandigi yerden fossa lingua'ya kadar
olan median hatta papilla fungiformis'ler gériilmedi
(Sekil 2a, Sekil 4a). Dil ucunun Ust ve altindaki pa-
pilla fungiformis'lerin dil gévdesinin yanlari ve torus
lingua'da yer alanlardan daha kiicuk olduklari tespit
edildi.
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Sekil 1-a) Dilin st ylzeyinin makroskobik genel
gorinima. 1: Apex lingua, 2: Corpus lingua, 3: Torus
lingua, 4: Radix lingua, Ok basi: Sulcus medianus,
ok: Fossa lingua. b) Dil ucunun Ust yizeyindeki
papilla fungiformis'ler, ¢) dil ucunun alt ytziindeki
papilla fungiformis'ler, d) dil govdesindeki papilla
fungiformis’ler, e) torus lingua'nin yanindaki
papilla fungiformis'ler, f) torus lingua'daki papilla
lentiformis ve papilla conica’lar, g) Papilla vallata’larin
gorunumda.

Sekil 2-a) Dil ucunun Ust ylzeyindeki ve dil
govdesinin yanlarindaki papilla fungiformis’ler. 1:
Dil Ust ucu, Ok basi: Sulcus medianus, PFu: Papilla
fungiformis'ler, PFub: Papilla fungiformis’lerin
olmadigi bdlge, Ok: fossa lingua. b) Dil ucunun Ust
yuziindeki papilla fungiformis'lerin taramali elektron
mikroskopta dusuk biytltmede gorinimi. PFu:
Papilla fungiformis’ler.

Sekil 3-a) Dil ucunun alt yuzindeki papilla
fungiformis'ler A: Dil alt ucu, PFu: Papilla
fungiformis'ler, N: Dil ucu altinda herhangi bir
papillanin  bulunmadigi bdlge. b) Dil ucunun
altindaki papilla fungiformis’lerin taramali elektron
mikroskopta duslk buyiltmede gorinimd. A: Dil
ucu, N: Dil ucunun altinda herhangi bir papillanin
bulunmadigi bolge, PFu: Papilla fungiformis'ler, PFi:
Papilla filiformis'ler.

P

3120 160%m -

Sekil 4-a) Torus lingua'nin yanindaki papilla
fungiformis’ler. PFu: Papilla fungiformis’ler, PFub:
Papilla fungiformis’lerin  bulunmadigi bdlge. 3:
Torus lingua, ok: Fossa lingua. b) Dilin torus lingua
bolgesinde yer alan bir papilla fungiformis'in
taramali elektron mikroskobik gorinimi. PFu:
Papilla fungiformis.
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Taramali elektron mikroskobik incelemede, pa-
pilla fungiformis'lerde dilde bulunduklari yerlere
gore morfolojik olarak farkliliklar géraldd. Eliptik
veya yuvarlak sekilli mantara benzeyen bu papil-
lalar, belirgin bir sulcus ile papilla filiformisler'den
ayrilmaktaydi. Dil ucunun Ustlinde yer alan papilla
fungiformis’ler, daha diizglin bir ylizeye sahip olma-
sina ragmen, bazilarinda ¢ukurluklar gorildi (Sekil
2b ve Sekil 5a). Bu bodlgedeki papillalarin ortalama
caplar 360-484 um arasinda degismekteydi. Dil
ucunun altindaki papilla fungiformis’lerin ylzeyle-
ri dalgali ve burusuk bir bezelye gérinimindeydi
(Sekil 3b ve Sekil 6a). Burada yer alan papilla fungi-
formis’lerin caplari 352-489 ym arasinda degismek-
teydi. Dil govdesinin yanlarinda ve torus lingua'nin
yan kisimlarinda daha seyrek olarak bulunan papilla
fungiformis’ler, daha buylk ve diizgln bir yiizeye
sahiptiler (Sekil 4b). Buradaki papillalarin capi 642-
653 um arasinda degismekteydi. Her (¢ bolgede de
papillalarin yiizeyinde agdiz bosluguna acilan tat po-
ruslar gozlendi. Papilla fungiformis’ler ylizeyinden
yapilan yuksek blyultmelerde yiizey epitel hicre-
lerinin sinirlar belirgindi. Epitel hicreler ylizeyinde
micropit'ler ve microridge'ler tespit edildi. (Sekil 5b
ve sekil 6b).

Sekil 5-a) Dil ucunun Ust ylzinde yer alan bir
papilla fungiformis'in taramali elektron mikroskopta
goriinima. PFu: Papilla fungiformis, PFi: Papilla
filiformis'ler, Oklar: Tat poruslari b) Bir papilla
fumgiformis tat porusunun taramali elektron
mikroskopta  ylksek buylltmede gorinima.
PFu: Papilla fungiformis, Tp: Tat porusu.

Sekil 6-a) Dil ucunun altindaki bir papilla
fungiformis'in  taramali  elektron  mikroskobik
gorindma. PFu: Papilla fungiformis'ler, S: Papilla
fungiformis’leri etrafindaki papilla filiformis’lerden
ayiran papilla yangi, PK: Papilla yizeyindeki ylizey
kivrimlari, Ok: Tat porusu. b) Dil ucunun altindaki bir
papilla fungiformis ve papillaya ait bir tat porusunun
taramali elektron mikroskopta ylksek blyultmede
gorinimu. Mp: Papilla ylzey epitelindeki cukurlar,
Mr: Papilla ylzey epitelindeki ¢ikintlar, Oklar: Yizey
epiteli hiicre sinirlari.

Istk mikroskopik incelemede, papilla fungi-
formis’ler ¢ok kath yassi bir epitel ile ortillydi ve
epitel yuzeyinde zayif bir keratinizasyon mevcuttu.
Bu papillalari, papilla filiformis’lerden ayiran papilla
yangi oldukc¢a belirgindi. Bag dokunun yapmis ol-
dugu mikroskobik papillalar gériildii. U¢ bdlgede de
bu papillalarin tepesinde epitel tabakaya gomuli tat
tomurcuklari tespit edildi (Sekil 7a). Bu tat tomur-
cuklari, tat poruslariyla agiz bosluguna acilmaktayd.
Tat tomurcuklarinda agik boyali ve koyu boyali iki tip
tat tomurcugu hiicresi gozlendi (Sekil 7b).

Yuvarlak veya oval sekilli irili ufakli papilla valla-
ta'lar, dilin torus lingua’sinin postero-lateral’inde iki
sira halinde gozlendi. Bu papillalarin sayisi toplamda
26-32 arasinda degismekteydi (Sekil 8a).

Taramali elektron mikroskobik incelemede, pa-
pilla vallata'larin en kugulklerinin capt 487-591 um,
en buydklerinin capi ise 838 um-1.47 mm arasinda
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degismekteydi (Sekil 8b). Papillalar derin bir hen-
dekle cevriliydi. Bu papilla hendeklerinin bir anni-
lar ped ile cevrili olduklar tespit edildi (Sekil 9a).
Papilla ylizeylerinden yapilan yiksek buyiltmelerde
oldukga diizgln bir yiizeye sahip olduklar goruldd.
Papilla vallata'larin Ust yliziinde tat poruslar goral-
medi. Yiksek biyltmelerde ylizey epitelinde micro-
pit ve microridge'ler tespit edildi (Sekil 9b).

Istk mikroskobik incelemede papilla vallata'lar,
cok kath yassi bir epitel tabaka ile orttltydu. Papilla
ylzeylerinde zayif bir keratin tabaka gozlendi. Bag
dokunun papilla ylizey epiteline dogru mikroskobik
papillalar yaptigi goruldu. Tikirik bezlerinin akitici
kanallarinin papilla hendeklerinin kaidesine agildik-
lari gdzlendi. Tat tomurcuklari, papillalarin hendege
bakan medial duvarlarinda intraepiteliyal olarak tes-
pit edildi. (Sekil 10a). Papilla valata tat tomurcukla-
rinin tat poruslariyla papilla hendeklerine agildiklari
gorildi. Tat tomurcuklarinda acgik ve koyu boyali tat
tomurcugu hiicreleri tespit edildi (Sekil 10b)

Sekil 7-a) Dil ucundaki papilla fungiformis’lerin isik
mikroskopik goriintlist (H&E). E: Cok katliyassi epitel,
B: bag doku, T: tat tomurcuklan, S: papilla yarngi,
ok baslan: keratinize tabaka, oklar: bag dokunun
epitele dogru yapmis oldugu mikroskobik papillalar.
b) Papilla fungiformis'te bir tat tomurcugunun isik
mikroskobik gorinimi (H&E). E: Epitel tabaka, B:
Bag doku, T: tat tomurcugu K: Keratinize tabaka, d:
koyu boyali tat tomurcugu hticresi g: acik boyali tat
tomurcugu hiicresi, Ok: Tat porusu.

Sekil 8-a) Papillavallatalarin makroskobik goriinimu.
PVa: papilla vallata'lar. b) Papila vallata'larin taramali
PVa:

elektron mikroskobik g&rinima.
vallata'lar, PCo: Papilla conica'lar.

Papilla

\ .’\ ..<<,'

SRO\. | X271 580

Sekil 9-a) Bir papilla vallata’nin taramali elektron
mikroskobik goriinimd. PVa: Papilla vallata, PG:
Papilla vallata hendegi, AP: Annuler ped. b) Bir
papilla vallata’nin taramali elektron mikroskopta
ylksek biyiltmede gorinima. Mp: Papilla ylizey
epitelindeki cukurlar, Mr: Papilla ylizey epitelindeki
cikintilar.
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Sekil 10-a) Papilla vallata’nin 1sik mikroskobik go-
rinimu: E: Cok katl yassi epitel, B: Bag doku, S:
Papilla hendegi, T: Tat tomurcuklari, V: Von Ebner
bezinin akitici kanali, Ok baslari: Keratinize tabaka,
Oklar: Mikroskobik papillalar. Mallory'nin Uclii bo-
yamasi. b) Papilla vallata'daki bir tat tomurcugunun
1stk mikroskopik gorinima. E: Cok katli yassi epitel,
T: Tat tomurcuklari, S: Papilla hendegi, d: koyu bo-
yali tat tomurcugu hicresi, g: acik boyali tat tomur-
cugu hiicresi, ok basi: papilla hendegine acilan tat
porusu. Mallory'nin ¢l boyamasi.

Tartisma ve Sonug

Cift tirnakhlardan (Artiodactyla) inek (Chamorro ve
ark. 1986) ve bilinen en klcuk cift tirnakh olan clice
geyikte (Agungpriyono ve ark. 1995) papilla fungi-
formis, papilla vallata ve papilla foliata olmak Uzere
3 tip tat papillasi, su aygirinda ise (Yoshimura ve ark.
2009) papilla fungiformis ve papilla foliata olmak
Uzere iki tip tat papillasi bulundugu bildirimlerinin
aksine Ankara kecisi dilinde papilla fungiformis ve
papilla vallata olmak Uzere iki tip tat papillasi tespit
edilmistir.

Ankara kecisinde papilla fungiformis’ler, Japon
keci antilobu (Funato ve ark. 1985; Takayuki ve ark.
2002), Cin muncagdl (Zheng ve Kobayashi 2006),
Akkaraman koyunu (Harem ve ark. 2009), Zavot ine-
gi (Karadag Sari ve ark. 2010), gazel (Kocak Harem
ve ark. 2011) ve alpakaya (Gozdziewska-Hartajczuk

ve ark. 2015) benzer sekilde kiiglik ve buylk olmak
Uzere iki tipti ve bunlardan dil ucunun Ust ve altin-
daki papilla fungiformis'lerin dil gévdesinin yan-
lari ve torus lingua'da yer alanlardan daha kiglk
olduklari tespit edildi. Ancak bu bulgularin aksine
Agungpriyono ve ark. (1995) clice geyikte papilla
fungiformis’lerin dilin ucunda yogun ve daha buyuk
oldugunu, Yanping ve ark. (2016) sigir-yakda papilla
fungiformis’lerin sayisinin dil gévdesinden dil ucuna
dogru kademeli olarak azaldiklarini bildirmislerdir.

Evcil ve yabani bazi ruminantlarda (Atoji ve ark.
1998; Kumar ve ark. 1998; Tadjalli ve Pazhoomand
2004; Zheng ve Kobayashi 2006; Kurtul ve Atalgin
2008; Goodarzi ve Hoseini 2015) ve tek horgigli
develerde (Qayyum ve ark. 1988) papilla fungifor-
mis'lerin kendilerini papilla filiformis'lerden ayiran
derin bir sulcusa sahip oldugu bildirimleri bu ¢alis-
mada tespit edilmistir. Ancak gazel (Kocak Harem
ve ark. 2011) ve pampa geyigi (Erdogan ve Perez
2013) papilla fungiformis’lerinde bu sulcus'un bu-
lunmadig bildirilmistir.

Ankara kecisine benzer sekilde inek (Chamorro
ve ark. 1986), clice geyik (Agungpriyono ve ark.
1995), pampa geyigi (Erdogan ve Perez 2013),
Markhoz kecisi (Goodarzi ve Hoseini 2015), Anadolu
mandasi (Canve Atalgin 2015), alpaka (Gozdziewska-
Hartajczuk ve ark. 2015) ve Karacabey merinosunda
(Can ve ark. 2016) papilla fungiformis'ler ylizeyinde
tat poruslarinin bulundugu bildirilmistir. Bu calisma
bulgularinin aksine Jamunapari kegisi (Kumar ve ark.
1998), Saanen kegisi (Kurtul ve Atalgin 2008) ve
Akkaraman koyununda (Harem ve ark. 2009) papil-
la fungiformis’ler ylzeyinde tat porusu bulunmadigi
bildirilmistir.

Jamunapari kegisi (Kumar ve ark. 1998), pampa
geyigi (Erdogan ve Perez 2013), Anadolu mandasi
(Can ve Atalgin 2015), Markhoz kecisi ( Goodarzi
ve Hoseini 2015), alpaka (Gozdziewska-Hartajczuk
ve ark. 2015) ve Karacabey merinosunda (Can ve
ark. 2016) papilla fungiformis'ler yizeyinden yapi-
lan yiksek buydltmede gorilen ylzey epitel hiic-
reler bu ¢alismada da tespit edilmistir. Clice geyik
(Agungpriyono ve ark. 1995), Jamunapari kegisi
(Kumar ve ark. 1998), Anadolu mandasi (Can ve
Atalgin 2015) ve alpakada (Erdogan ve ark. 2016)
microridge’ler bulundugu bildirimleri ile Karacabey
merinosunda (Can ve ark. 2016) epitel hiicre ylzey-
lerinde micropit'lerin bulundugu bildirimi bu calis-
ma sonuglari ile uyumluydu.

Clce geyik (Agungpriyono ve ark. 1995) ve
Zavot ineginde (Karadag Sari ve ark. 2010) bildiri-
lenlere benzer sekilde i1sik mikroskobik incelemede,
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papilla fungiformis’lerin ¢ok katli yassi bir epitel ta-
bakaya sahip olduklari tespit edilmistir. Sunulan ca-
lismada papilla fungiformis'lerde gorilen zayif bir
keratinizasyon bulgusu, clice geyik (Agungpriyono
ve ark. 1995), Akkaraman koyunu (Harem ve ark.
2009), alpaka (Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. 2015)
ve sigir-yakda (Yanping ve ark. 2016) bildirilenlere
benzer oldugu saptandi.

Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. (2015) alpaka
dilinde papilla fungiformis’lerin bag dokusunun pa-
piller ylzeyi siklikla penetre etmedikleri bildiriminin
aksine mevcut calismada bagdokunun yiizeye yap-
mis olduklari mikroskobik papillalar tespit edilmistir.
Akkaraman koyununda (Harem ve ark. 2009) papilla
fungiformis’lerde tat tomurcuklarinin bulunmadigi
bildirilmistir. Gazel (Kocak Harem ve ark. 2011) ve
koyunda (Erdogan ve Sagsdz 2018) dilin govdesi
ve Ust yUzinde bulunan birinci tip ve kiglk papilla
fungiformis’lerde tat tomurcuklarinin bulundugunu
ancak ikinci tip ve daha buyik olan torus lingua'da
yer alan papillalarda tat tomurcuklarinin yer alma-
digini bildirmislerdir. Calismada ¢ bdlgede de bu
papillalarin tepesinde epitel tabakaya gomdlu tat
tomurcuklari tespit edildi ve bu tat tomurcuklari, tat
poruslariyla agiz bosluguna acilmaktaydi. Tabata ve
ark. (2006) sigir papilla fungiformis tat tomurcukla-
rinda tip 1 ve tip 2 tat hicreleri bulundugu bildiri-
mine benzer sekilde tat tomurcuklarinda agik boyali
ve koyu boyali iki tip tat tomurcugu hiicresi de goz-
lendi.

Bu calismada yuvarlak veya oval sekilli irili ufakl
papilla vallata'lar, dilin torus lingua’sinin postero-la-
teral'inde iki sira halinde gozlendi. Papilla valata'la-
rin sayisi toplamda 26-32 arasinda degismekteydi.
Alpakada 6-8 adet (Gozdziewska-Hartajczuk ve ark.
2015), alpakada 2-3 adet sol, 3-4 adet sagda, la-
mada 4 adet sag, 3-4 adet solda (Erdogan ve ark.
2016), pampa geyiginde 10-18 adet (Erdogan ve
Perez 2013), Anadolu mandasinda 23 adet (Can ve
Atalgin 2015), gazel (Kocak Harem ve ark. 2011),
Zavot inegi (Karadag Sari ve ark. 2010) ve Saanen
kegisinde (Kurtul ve Atalgin 2008) 26 adet, sigir-yak-
da 28 adet (Yanping ve ark. 2016), antilopta (Emura
ve ark. 1999) ve berberi koyununda 30 adet (Emura
ve ark. 2000), Akkaraman koyununda 36 adet
(Harem ve ark. 2009) ve Karacabey merinosunda 38-
52 adet (Can ve ark. 2016) papilla vallata bulundugu
bildirilmistir. Ankara kegisindeki papilla vallata'larin
sayisi gazel (Kocak Harem ve ark. 2011), Zavot inegi
(Karadag Sari ve ark. 2010) ve Saanen kegisi (Kurtul
ve Atalgin 2008) papilla vallata sayilari ile benzerdi.

Clce geyik (Agungpriyono ve ark. 1995),
Jamunapari kegisi (Kumar ve ark. 1998), Saanen ke-

gisi (Kurtul ve Atalgin 2008), Zavot inegi (Karadag
Sari ve ark. 2010), gazel (Kocak Harem ve ark. 2011),
Markhoz kegisi (Goodarzi ve Hoseini 2015), alpaka
(Erdogan ve ark. 2016; Gozdziewska-Hartajczuk ve
ark. 2015) ve Karacabey merinosunda (Can ve ark.
2016) bildirilenlere benzer sekilde Ankara kecisi
papilla vallata'lari derin bir hendekle gevriliydi ve
bu papilla hendekleri bir annular pedlere sahipti.
Akkaraman koyununda (Harem ve ark. 2009) papilla
vallata'larin tek tek veya bazen 2-3'li gruplar halin-
de bir hendekle cevrili ve belirgin bir annular pede
sahip olmadiklari, koyunlarda (Erdogan ve Sagsoz
2018) bazi papilla vallata’larda annular ped bulun-
madigi bildirimleri calismamizda gérilmemistir.

Pampa geyigi (Erdogan ve Perez 2013) ve gu-
anakoda (Erdogan ve ark. 2016) papilla vallata'larin
dlizglin bir ylizeye sahip oldugu bildirimleri sunulan
calismada da tespit edilmistir. Calisma bulgularinin
aksine Kocak Harem ve ark. (2011) gazelde papilla
valata'larin dlzensiz bir ylizeye sahip olduklarini, El
Sharaby ve ark. (2012) tek horglcli devede papilla
vallata'larin ¢evresinin diiz, merkezinde ise dar hen-
dekler oldugunu ve mikroplikasyonun bulundugunu
bildirmislerdir.

Chamorro ve ark. (1986) inekte papilla valla-
ta hendegi ve papilla ylizeyine acilan tat poruslari
bulundugunu, Goodarzi ve Hoseini (2015) Markhoz
kecisinde, Yanping ve ark. (2016) sigir-yakda ve
Erdogan ve Sagsoz (2018) koyunda papilla vallata
yuzeyine acilan tat poruslarinin bulundugunu bil-
dirmislerdir. Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. (2015),
alpakada papilla vallata’da bulunan pstido papillalar
yuzeyinde tat poruslarinin bulundugunu, El Sharaby
ve ark. (2014) buffaloda papilla hendeklerine bitisik
tat poruslarinin yer aldigini, El Sharaby ve ark. (2012)
tek horgliclli develerde gencg ve yaslilarda primer ve
sekonder hendekler yakininda tat poruslarinin yer-
lestigini bildirmislerdir. Bu ¢alismada papilla vallata
yuzeylerinde tat porusu gorilmemistir.

Agungpriyono ve ark. (1995) clice geyikte pa-
pilla vallata yizey epitelinde mikroridge'ler bulun-
dugu bildirimine benzer sekilde yiiksek blyutmeler-
de papilla vallata yiizey epitelinde micropit ve mic-
roridge’ler tespit edildi.

Clice geyik (Agungpriyono ve ark. 1995), Zavot
inegi (Karadag Sari ve ark. 2010), tek horgiicli deve
(El Sharaby ve ark. 2012), buffalo (El Sharaby ve ark.
2014) ve koyunda (Erdogan ve Sagsoz 2018) isik
mikroskobik incelemede papilla vallata'larin ¢ok katli
yassl bir epitel tabakaya sahip oldugu bildirimleri ¢a-
ismamizda da gozlendi. Clice geyik (Agungpriyono
ve ark. 1995), Akkaraman koyunu (Harem ve ark.
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2009), alpaka (Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. 2015)
ve koyunda (Erdogan ve Sagsoéz 2018) papilla val-
lata ylzeylerinde zayif bir keratinizasyon oldugu
bildirilmistir. Kocak Harem ve ark. (2011), gazelde
orta kalinlkta bir keratin tabaka bulundugunu bil-
dirmistir. Bu calismada clice geyik (Agungpriyono ve
ark. 1995), Akkaraman koyunu (Harem ve ark. 2009),
alpaka (Gozdziewska-Harfajczuk ve ark. 2015) ve ko-
yunda (Erdogan ve Sagsoz 2018) bildirilenlere ben-
zer sekilde zayif bir keratin tabaka gozlendi. Clice
geyik (Agungpriyono ve ark. 1995), sigir (Tabata
ve ark. 2003), Akkaraman koyunu (Harem ve ark.
2009), Zavot inegi (Karadag Sari ve ark. 2010), ga-
zel (Kocak Harem ve ark. 2011), tek horglcli deve
(El Sharaby ve ark. 2012), buffalo (El Sharaby ve ark.
2014), alpaka (Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. 2015)
ve koyunda (Erdogan ve Sadsoz 2018) bildirilenlere
benzer sekilde papilla vallata'daki tat tomurcukla-
r, papillalarin hendege bakan medial duvarlarinda
intraepiteliyal olarak tespit edildi ve bu tat tomur-
cuklari tat poruslariyla papilla hendeklerine acil-
maktaydi. Tabata ve ark. (2003) sigirda tip 1 ve tip
2 olmak Uzere papilla vallata tat tomurcuklarinda iki
tip tat tomurcugu hicresi bulundugunu bildirmis-
tir. Bu ¢alismada tat tomurcuklarinda agik ve koyu
boyall olmak Uzere iki tip tat tomurcugu hicreleri
tespit edilmistir. Clice geyik (Agungpriyono ve ark.
1995), Zavot inegi (Karadag Sari ve ark. 2010), tek
horglcli deve (EI Sharaby ve ark. 2012), alpaka
(Gozdziewska-Hartajczuk ve ark. 2015) ve koyunda
(Erdogan ve Sagsoz 2018) tukdirik bezlerinin akitici
kanallarinin papilla vallata hendeklerinin kaidesine
acildiklari bildirimi calismamizda da tespit edilmistir.

Sonug olarak; Ankara kegisi dilindeki tat papil-
lalarinin 151k ve taramali elektron mikroskobik bul-
gulari, diger evcil ve yabani ruminant dilindeki tat
papillalarindan elde edilen bulgular ile karsilastiril-
mistir. Bunun sonucunda benzerlikler ve farkliliklar
oldugu gorilmustur. Gorilen bu farkliliklarin Ankara
kecisinin besin turl ve beslenme sekillerinden kay-
naklanabilecedi duslinilmektedir. Bu calismadan
elde edilen verilerin alanindaki bilgi birikimine katki
saglayacagi 6ngorilmektedir.

Deney Hayvanlari Kullanimi Etik Kurulu ve diger
etik kurul kararlarn ve izinler: "Hayvan Deneyleri
Etik Kurullarinin Calisma Usul ve Esaslarina Dair
Yonetmelik” Madde 8 (k) bendi 2. maddesi geregi
izin alinmamistir.

Maddi Destek ve Gikar iliskisi: Calismayr maddi
olarak destekleyen kisi/kurulus yoktur ve yazarlarin
herhangi bir ¢ikara dayali iliskisi yoktur.

Yazarlarin Katki Orani: BT calismanin planlanma-
sl, materyal temini ve orneklerin hazirlanmasi, SC
taramali elektron mikroskop incelemesi, NOK isik
mikroskop incelemesi, BT SEM ve isik mikroskobik
gorintilerin degerlendirilmesi ve makalenin yazimi.
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Ozet: Bu calismada zeytin agaci (Olea europeae) agacinin yapragindan saflastirilan oleanolik asidin (OEA) ratlarda
cekal ligasyon ve punksiyonla (CLP) indiklenen sepisisin olusturdugu kalp hasari lizerine etkileri incelendi. Her
gruba esit olacak sekilde 30 adet Wistar erkek rat sham, sepsis, OEA-150, OEA-300 ve CEFT olarak 5 gruba ayrildi.
Kromatografik metotlarla zeytin yapragindan saflastirilan oleanolik asit OEA gruplarina 150 ve 300 mg/kg dozlarda
oral yolla uygulandi. CEFT grubuna seftriakson 150 mg/kg dozda intraperitoneal yolla uygulandi. Uygulamadan 24
saat sonra ratlardan kan serumu ve kalp dokulari, histopatolojik, immunohistokimyasal ve biyokimyasal analizler
icin alindi. Yapilan histopatolojik ve imminohistokimyasal incelemede, sepsis grubunun doku timor nekrozis faktor
(TNF)-a ve interlokin (IL)-1B ekspresyonlarinda artis, myokartta kas liflerinde siddetli diizeyde hyalin dejenerasyon,
Zenker nekrozu ve damarlarda siddetli diizeyde hiperemi gézlendi. OEA ve seftriakson (CEFT) sitokin ekspresyonla-
rinda ve histopatolojik bulgularda azalma sagladi. Sepsis, doku superoksit dismutaz aktivitesini (SOD) azaltti. Ayrica
lipid peroksidasyonu (LPO) ve glutatyon (GSH) seviyeleri ile doku katalaz (KAT), serum kreatin kinaz (CK-MB) ve
serum laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitelerini 5nemli sekilde arttirdi. OEA ve CEFT, SOD aktivitesini dnemli derecede
arttirirken diger parametrelerde belirgin distse neden oldu. Bu calismadan elde edilen bulgular isiginda oleanolik
asidin sepsis sirasinda olusan kalp dokusu hasarinin azaltiimasinda faydali olabilecegi distinilmektedir.

Anahtar kelimeler: inflamasyon, Kalp, Oleanolik asit, Seftriakson, Sepsis.

The effects of oleanolic acid on heart injury in cecal
ligation and puncture-induced sepsis in rats

Abstract: In the present, the effects of oleanolic acid (OEA) purified from leaf of the olive tree (Olea europeae) on
heart damage caused by cecal ligation and puncture (CLP) induced sepsis model in rats were examined. Thirty Wistar
rats equally were divided into six groups as sham, sepsis, OEA-150, OEA-300 and CEFT. Oleanolic acid purified from
olive leaf by chromatographic methods was orally administered at doses of 150 and 300 mg/kg to OEA groups.
Ceftriaxone was intraperitoneally administered at a dose of 150 mg/kg to the CEFT group. Twenty-four hours after
the application, blood serum and heart tissues were taken from rats for histopathological, immunohistochemi-
cal and biochemical analysis. In histopathological and immunohistochemical examination, an increase in tissue
tumor necrosis factor (TNF)-a and interleukin (IL)-1B expressions of the sepsis group, severe hyaline degeneration
in muscle fibers in the myocardium, Zenker necrosis and severe hyperemia in the vessels were observed. OEA and
ceftriaxone (CEFT) provided a decrease in cytokine expressions and histopathological findings. Sepsis reduced tissue
superoxide dismutase activity (SOD). It also significantly increased lipid peroxidation (LPO), glutathione (GSH) levels,
catalase (CAT), serum creatine kinase (CK-MB) and serum lactate dehydrogenase (LDH) activities. OEA and CEFT sig-
nificantly increased SOD activity while causing a significant decrease in other parameters. In the light of the findings
from this study, it is thought that oleanolic acid may be beneficial in reducing heart tissue damage during sepsis.

Keywords: Ceftriaxone, Heart, Inflammation, Oleanolic acid, Sepsis.

Girig seyreden o&limcdl bir sendromudur. Ayrica yogun
Sepsis, enfeksiyona bagli olarak gelisen sistemik  bakim &limlerinin en énemli sebeplerinden biridir.
inflamatuvar yanit ve coklu organ yetmezligi ile Turkiye'de bu oranlar agir sepsis vakalarinda %55.7,
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septik sok vakalarinda ise %70.4 oldugu rapor edil-
mistir (Baykara ve ark. 2018). Sepsis koagulasyon
mekanizmasinda aksakliklar meydana getirerek
mikrovaskdlar konjesyon ve iskemiye neden olur. Bu
durum doku hasari ve 6limindn temellerini olustu-
rur (Simmons ve Pittet 2015). Sepsis i¢in uygulanan
tedaviler her ne kadar hastaligin belirtilerini azaltsa
da tedavi sonrasi organlarda kalici hasarlar meyda-
na gelmektedir. Sepsis sirasinda organ ve dokular-
da meydana gelen yikim; sepsis sonrasi donemde
onemli doku veya organ kayiplari, uzun dénem te-
davi ihtiyaci ve kronik hastaliklar gibi risklerin orta-
ya ¢ikmasina neden olur (Winters ve ark. 2010). Bu
nedenle sepsis sirasinda doku ve organlarin koruna-
rak hasar olusumunu 6nlemek tedavi sonrasinda bu
riskleri azaltabilmektedir.

Siddetlenen sistemik inflamatuvar yanit kalp
gibi hayati organlarda oksidatif stresi meydana ge-
tirir. Oksidatif streste artan slperoksit (O,), peroksil
(RO,) ve hidroksil (OH") radikalleri gibi reaktif oksijen
tirleri (ROS) hiicresel membranlarda bulunan fosfo-
lipidlerin yani sira yapisal proteinler ve hatta DNAda
hasar meydana getirir. Bu durum apoptozisi tetikler
ve yaygin doku hasarina sebep olur. Ayrica dokular-
da TNF-a ve IL-1PB gibi proinflamatuvar sitokinlerin
ekspresyonlarini ve salinimini arttirir. Sitokin salinimi
once notrofillerin ve monontkleer hiicrelerin akti-
vasyonunu, sonrasinda ise bu hiicrelerin doku icine
gocilnl saglar (Cadirci ve ark. 2010). Sepsiste ilerle-
yen inflamatuvar stire¢ ROS'ler ile gliclenerek sitokin
kaskadi olarak da isimlendirilen git gide glclenen
sitokin firtinasina donlstr (Chousterman ve ark.
2017). Bu sebeple son yillarda sepsisin tedavisi ile
ilgili yapilan calismalarda sitokin salinimini azaltma-
nin yani sira ROS olusumunun da engellenmesinin
sepsis sonucu meydana gelen doku ve organ hasa-
rinin azalttigini ve ayrica mortalite oranini da dusur-
digu bildirilmektedir (Yun ve ark. 2009; Cadirci ve
ark. 2010; Petronilho ve ark. 2016).

Oleanoleik asit (OEA) zeytin yaginda ve yap-
raginda bulunan pentasiklik triterpen yapisinda
bir molekildir ve kimyasal olarak 3f3-hidroksi-ole-
a-12-en-28-oik asit seklinde isimlendirilir (Liu 1995).
Daha 6nceki calismalarda OEA ve tirevlerinin glcli
antioksidan, anti-inflamatuvar, antikolinesteraz, he-
patoprotektif, antikanser, néroprotektif ve immin-
modulator gibi bircok ozelliklere sahip oldugu bildi-
rilmistir (Liu 1995, 2005; Topcu ve ark. 2013).

Sepsis tedavisinde cok cesitli medikal tedavi-
ler denenmis olsa da meydana gelen yaygin doku
hasarini 6nleyecek yeterli bir tedavi hala bulunma-
maktadir. Ancak sepsis ile iliskili mekanizmalarin
aydinlatiimasiyla daha etkili bir tedavi gelistirilebi-

lecektir. Bu sebeple mevcut calismada OEA'nin gekal
ligasyon ve punksiyon (CLP) yontemiyle olusturulan
sepsisin kalp dokusu Uzerine etkilerinin oksidatif
stres ve inflamasyon parametreleri tzerinden biyo-
kimyasal ve histopatolojik ydntemlerle arastirilmasi
amagclanmistir. Ayrica oksidatif stres ile inflamasyon
arasindaki iliskiyi ortaya koymak icin kalp dokusu-
nun bazi antioksidan parametreleri ile inflamatuvar
sitokinlerindeki degisimler incelenmistir.

Gereg ve Yontem

Oleanolik asit molekiiliiniin saflastiridmast ve
molekiiler identifikasyonu

Calismada kullanilan OEA, daha once Kisa ve ark.
(2018) tarafindan belirtilen sekilde, kromatografik
yontemler kullanilarak saflastirildi ve dogruland.
ince tabaka kromatografisi (TLC) icin hazir silika jel
60 (60F-254, Merck, ABD) kullanildi. Olusan spotlar
stlfik asit icinde hazirlanan %1'lik vanilin ¢ozeltisi
ile 110°C'de isitilarak UV254 ve UV356 dalga boy-
larinda gorlinir hale getirildi. Fourier déntsim-
[0 kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi (Nicolet iS10,
Thermoscientific, ABD) kullanilarak 4000 — 400 cm-1
dalga boylarinda spektrumlari kaydedildi. Madde
yapilarinin belirlenmesinde niiklear rezonans spekt-
roskopisi (NMR) ile 'TH NMR ve *C NMR (400, Bruker,
ABD) kullanildi.

Calismada Eylul ayinda Kilis bdlgesinden topla-
nan zeytin agaci (Olea europeae) yapraklari uluslara-
rasi teshis yontemleri kullanilarak Tuba Aydin tarafin-
dan teshis edildi ve kurutulmaya birakildi. Toplanan
yapraklar toz haline getirildi (300 gr) ve etil alkol ile 5
kez muamele edilerek ekstrakte edildi. Filtrasyondan
sonra doner rotor bir evaporator ile vakum altinda
etil alkol uzaklastirildi. Geriye kalan koyu kahverengi
cokelti (85 gr) 4 kez 250 ml etil asetat ile muamele
edildi. Boylelikle etil asetatta ¢ozlinen ve ¢6zlinme-
yen olarak iki faz elde edildi. C6ztinen kisim (50.5 gr)
250 ml n-hekzan ile 3 kere muamele edildi ve ¢6-
zUnmus kisim uzaklastirilarak geriye yesilimsi amorf
kati kisim (35 gr) kaldi. Bu kissimdan kolon kroma-
tografisi ile silika jelde (250 gr, Merck, 70-230 mesh,
ABD) diklorometan-etil asetat (8:2) hareketli fazi ile
Fr1-4 olarak isimlendirilen dort fraksiyon elde edildi.
ilk iki fraksiyon ayrilarak tclincii fraksiyon Fr3 (12.3
gr) icin diklorometil-etil asetat ile iki farkli oranda
(8:2 ve 6:4) hareketli fazlar olusturuldu ve kolon kro-
matografisi ile silika jelde (150 gr, Merck, 230-400
mesh, ABD) ayristirildi. Bu islemden iki major madde
elde edildi ve kodlandi. Yapilan spektral analizlerde
"ZY-1" olarak kodlanan maddenin OEA (4.8 gr) oldu-
gu tespit edildi. Elde edilen OEA'ya ait spektral analiz
bilgileri asagida verilmistir.
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Oleanolik asit (ZY-1): beyaz amorf. IRv__ (ATR):
3393 ¢cm™ (br. -OH), 2800-3000 cm™' (glicli -CH),
1687cm™ (C=0), 1028 cm™ (C-0). 'TH-NMR (8, ppm)
(DMSO-d,): 5.23 (t, /=2.88, 3.12 Hz, H-12); 3.14 (dd,
J,=7.58 Hz, J,=6.50, 6.40 Hz, H-3); 2.84 (dd, J,=13.74
Hz, J,=3.96, 3.84 Hz, H-18); 2.01 (td, J,=10.66 Hz,
J,=2.92, 2.36 Hz, H-2); 1.82 (m, H-11); 1.60 (t, /=8.80
Hz, H-9); 1.41 (m, H-6). *C NMR (8, ppm) (DMSO-d.):
179.9 (28); 144.0 (13); 122.5 (12); 78.5 (3); 55.6 (5);
47.6 (9); 46.1 (19); 46.5 (17); 41.7 (14), 41.6 (18); 22.9
(16); 38.8 (4); 37.2 (10); 39.4 (8); 33.7 (21), 32.4 (29,
22); 32.6 (7); 30.4 (20); 27.6 (23); 28.1 (15); 27.8 (1);
26.7 (27); 23.3 (11), 22.8 (30); 26.5 (2); 18.3 (6); 16.7
(26); 14.8 (24); 15.4 (25).

Hayvan modeli

Bu calismaicin gerekli izin Atatirk Universitesi Deney
Hayvanlari Yerel Etik Kurulu'ndan alinmistir (Toplanti
No:13, Karar no: 164). Deneyde 30 adet erkek Wistar
Albino cinsi rat (220-250 gr) sham, sepsis, OEA-150,
OEA-300 ve CEFT olarak 5 esit gruba ayrildi. Calisma
Oncesinde ratlar 12/12 saatlik aydinlik/karanlik, 25°C
oda sicakhgi, ad libitum yem ve su olan standart
sartlarda 1 hafta bekletildi. Calismada kullanilan
OEA'nin dozu daha once Singh ve ark. (1992) tara-
findan bildirilen anti-inflamatuvar etkinin gézlendi-
gi degerler dikkate alinarak belirlendi. OEA 150 ve
300 mg/kg dozlarda su icinde stispanse edilerek oral
olarak, referans olarak kullanilan seftriakson (CEFT)
ise 150 mg/kg dozda hazirlanarak intraperitonal
olarak CLP uygulamasindan 15 dakika once verildi.
Galismada uygulanan CLP modeli daha dnce Cadirci
ve ark. (2010) tarafindan bildirilen metoda uygun
olarak yapildi. Anestezi olarak ksilazin-ketamin uy-
gulamasindan sonra CLP sag abdomen bdlgesinden
yapilan ensizyon ile gergeklestirildi. Ensizyon hattin-
dan disari cikarilan sekum 20-gaujluk bir kandl ile
karsilikli olarak dort adet olacak sekilde delinerek
perfore edildi. Ortalama apendiksten 1 cm asagidan
2-0 ipek iplik kullanilarak ligattre edildi ve parmak
ucuyla bir miktar sikilarak fegesin disari cikarak et-
rafina yayilmasi saglandi. Tekrar abdomen icine
yerlestirilerek 2-0 katkit kullanilarak stture edildi.
Uygulamadan 24 saat sonra ratlar ytiksek doz ksila-
zin-ketamin anestezisi (7,5 mg/kg ksilazin, 100 mg/
kg ketamin) altinda servikal dislokasyon uygulana-
rak 6tenazi edildi. Serum igin kardiak punktur ile 5
ml'lik steril enjektdre alinan kan kirmizi kapakli se-
rum tlpuine konularak +4°C 7 dakika 3500 rpm'de
santriflij edildi. Serumlar eppendorf tlplere alina-
rak deney gliniine kadar -20°C derin dondurucuda
saklandi. Daha sonra kalp dokusu histopatoloji igin
%10'luk formalin sollisyonu igerisine, biyokimyasal

parametreler igin ise steril petri kabina alindi. Petri
kaplari deney giiniine kadar -20°C'de saklandi.

Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Petri kabina alinan dokular sivi nitrojen ile porselen
bir havan yardimiyla toz haline getirildi. Daha son-
ra 25 mg olarak steril eppendorf tlplerine tartila-
rak Uzerlerine parametreye uygun olan homojenat
tamponlar (LPO: %10 KCl, SOD: 50 mM KH,PO,,
10 mM EDTA, GSH: 50 mM Tris-HCI ve KAT: 50 mM
KH,PO,, pH 7) eklendi. Tampon icindeki dokular 5
mm celik bilye ile bir doku homojenizatori (Qiagen
Tissuelyser Il, Almanya) kullanilarak 35 Hz frekans-
ta 1 dakika boyunca homojenize edildi. Daha sonra
homojenatlar sogutmali santrifiijde (Hettich Rotina
320R, Almanya) +4°C'de LPO ve GSH icin 4000 rpm
30 dakika, SOD igin 6000 rpm 1 saat ve KAT igin 8500
rpm 1 saat olarak santrifiij edildi. Elde edilen sliper-
natantlar daha sonra 6l¢im metotlarina uygun se-
kilde kullanild.

Doku lipit peroksidasyonu ve glutatyon seviyeleri
ile siiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin
belirlenmesi

Doku LPO seviyesinin belirlenmesi icin tiyobarbitirik
asit ile malondialdehit arasinda bir reaksiyonu temel
alan, Ohkawa ve ark. (1979) tarafindan tanimlanan
metot kullanildi. Doku LPO seviyesinin hesaplanma-
sinda spektrofotometre (Bio-Tek EPOCH, ABD) ile
532 nm'de okunan absorbanslar 1,1,3,3-tetraethok-
sipropan ile olusturulan standart grafik kullanilarak
hesaplandi ve sonuclar nmol MDA/gr doku olarak
ifade edildi.

Doku SOD aktivitesinin belirlenmesinde icin
daha 6nce Sun ve ark. (1988) tarafindan tanimla-
nan, ksantin oksidaz aktivitesi ile meydana gelen
stperoksit radikallerinin olusturdugu formazan bo-
yasinin belirlenmesine dayanan bir metot kullanildi.
Aktivitenin belirlenmesi icin 560 nm'de okunan ab-
sorbanslar metotta belirtilen formilasyonla hesap-
lanarak U/mg doku olarak ifade edildi.

Doku GSH seviyesinin tespitinde Sedlak ve
Lindsay (1968) tarafindan tarif edilen, 5,5-diti-
yo-bis-(2-nitrobenzoik asit) ile GSH'in silfidril gru-
bu arasinda meydana gelen reaksiyona dayanan bir
metottan faydalanildi. Deney sonunda 412 nm'de
okunan absorbanslar ile indirgenmis GSH ile hazir-
lanan standart grafik kullanilarak sonugclar hesapla-
narak nmol/mg doku olarak ifade edildi.

Doku KAT aktivitesi H,0,'in enzimatik bir reak-
siyonla suya donlisiminden faydalanilan ve Aebi
(1984) tarafindan tarif edilen metot kullanilarak be-
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lirlendi. Ornekler 240 nm'de kinetik olarak okunduk-
tan sonra metotta belirtilen forml ile hesaplanarak
pmol/min/mg doku olarak ifade edildi.

Serum kreatin kinaz-MB ve laktat dehidrojenaz
aktivitesinin belirlenmesi

Serum kreatin kinaz (CK-MB) ve laktat dehidroge-
naz (LDH) aktivitelerinin belirlenmesinde ticari kitler
(Erba Lachema XL SysPack, Cekya) kullanildi ve ana-
lizler kit ile beraberinle gelen prosediir talimatlarina
uygun olarak gergeklestirildi. Sonuclar normal, pato-
lojik ve multi standart serumlari (ERBA Norm, ERBA
Path, ERBA Multi, Cekya) ile hazirlanan standart gra-
fik kullanilarak hesaplandi ve U/L olarak ifade edildi.

Histopatolojik olarak dokularin hazirlanmast ve
incelenmesi

Nekropsiden elde edilen kalp dokusu %10’luk for-
malin sollisyonunda 48 saat fikse edildikten sonra
taze su ile 10 saat yikandi. Dokular parafin bloklara
gomdldi ve her bloktan 4 pm kalinliginda kesitler
alindi. Hematoksilen-eozin ile boyanan preparat-
lar bir i1stk mikroskobu altinda incelendi. Patolojik
bulgular (miyokartta hyalin dejenerasyonu, Zenker
nekrozu ve damarlarda hiperemi) derecesine goére
yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olarak
skorlanarak doku hasar seviyesi belirlendi.

immiinohistokimyasal analiz ve ekspresyonun
belirlenmesi

Histopatolojik analiz icin hazirlanmig olan preperat-
lar immunoperoksidaz inceleme icin artan alkol kon-
santrasyonlarindan gegirilerek ksilol ile dokudaki su
uzaklastirildi. Endojen peroksidaz inaktivasyonu igin
PBS banyosu sonrasi 10 dakika %3'lik H,O, solis-
yonunda inkibe edildi. Bu yikama ve inkibasyon is-
lemleri iki defa tekrarlandiktan sonra antijenleri tes-
pit eden retrieval soliisyonu ile iki defa tekrarli 500
watt mikro dalga uygulamasi yapildi. Sogutulduktan
sonra ornekler TNF-o (sc-52746, Santa Cruz, ABD)
ve IL-1B (sc-52012, Santa Cruz, ABD) antikorlari ile
immunohistokimya kit (ab64264, Abcam HRP/DAB
Detection IHC kit) prosedirinde tarif edilen sekilde
37°C'de 1 saat inkibe edildi. Kromojen olarak kit ile
temin edilen 3-3' Diaminobenzidine (DAB) kullanil-
di. Zemin hematoksilen ile boyanarak kesitler im-
munpozitifliklerine gore yok (-), hafif (+), orta (++)
ve siddetli (+++) olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen biyokimyasal parametreler Prism 8.0
yazihmi kullanilarak analiz edildi. Gruplarin kiyas-

lanmasinda ANOVA (Tek yonlG varyans analizi)
kullanilarak coklu grup kiyaslamasi icin Tukey testi
gerceklestirildi. Yapilan analizlerde P<0.05 degeri
anlamli, P<0.01 degeri ¢ok anlamli, P<0.001 degeri
ise yuksek derecede anlamli olarak degerlendirildi.
Histopatolojik ve immunohistokimyasal paramet-
relerin degerlendirilmesinde semikantitatif olarak
elde edilen verilerin gruplar arasindaki farkliliklarin
analizi icin non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis
testi, ikili gruplarin mukayesesi icin Mann Whitney U
testi kullanildi. Bu istatistik analizleri icin SPSS 13.0
paket programi kullanildi.

Bulgular

Doku lipit peroksidasyon seviyesi

Doku LPO seviyesinin sepsis grubunda (526.2+25.98)
sham grubu (314.0£17.70) ile kiyaslandiginda
CLP uygulamasi ile 6nemli derecede arttigi tes-
pit edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygulanan CEFT
(428.2+£18.58) (P<0.001), OEA-150 (363.4+22.65) ve
OEA-300 (352.8+21.53) (P<0.05) gruplarinda dusts
tespit edildi (P<0.001) (Sekil 1A).

Doku siiperoksit dismutaz aktivitesi

Doku SOD aktivitesi sham grubu (34.05+0.42) ile
kiyaslandiginda sepsis grubunda (30.70+0.61) dus-
tagu tespit edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygula-
nan CEFT (34.084+0.14), OEA-150 (33.05+0.22) ve
OEA-300 (33.93+0.49) gruplarinda sepsis grubu ile
kiyaslandiginda azalan aktivitenin arttigi belirlendi
(P<0.001) (Sekil 1B).

Doku glutatyon seviyesi

Doku GSH seviyesinin sham grubuna (5.21£0.17)
kiyasla sepsis grubunda (7.46+0.39) arttigi tespit
edildi (P<0.001). Tedavi olarak uygulanan OEA-150
(6.43+0.27) ve OEA-300 (6.25+0.38) artan bu seviye-
yi duslrse de (P<0.001) CEFT (7.24+0.28) grubunda-
ki azalma istatistiksel olarak dnemli degildi (P>0.05)
(Sekil 1C).

Doku katalaz aktivitesi

Doku KAT aktivitesi sham grubu (498.5+25.51) ile
kiyaslandiginda sepsis grubunun (634.5+53.64) ak-
tivitesinde artis tespit edildi (P<0.05). Tedavi ola-
rak uygulanan CEFT (465.3+47.50) ve OEA-300
(492.9444.36) gruplarinda artan bu aktivite dnemli
seviyede dustigu belirlendi (P<0.01). Fakat OEA-
150 (543.7+£120.8) grubundaki distis sepsis grubu
(634.5£53.64) ile kiyaslandiginda anlamli bulunmadi
(P>0.05) (Sekil 1D).
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Sekil 1. Kalp dokusu antioksidan parametreleri. Kalp dokusu LPO seviyesi A, Kalp dokusu SOD aktivitesi B,
Kalp dokusu GSH seviyesi C, Kalp dokusu KAT aktivitesi D.

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson. *Sham vs Sepsis, P<0.05; #*Sham vs Sepsis, P<0.01; *#Sham vs Sepsis, P>0.001. "Sepsis vs Tedavi,

P<0.05; “Sepsis vs Tedavi, P<0.01; “"Sepsis vs Tedavi, P<0.001.

Serum kreatin kinaz ve laktat dehidrojenaz
aktiviteleri

Sekil 2A ve 2B'de gosterilen sepsis grubu serum
CK-MB (224.5+28.5) ve LDH (1112+175.0) akti-
viteleri sham grubu CK-MB (111.2+10.0) ve LDH
(330.3£98.9) aktiviteleri ile kiyaslandiginda artmistir
(P<0.001). Tedavi olarak uygulanan CEFT (CK-MB:
153.0+13.71, LDH: 379.2+23.0), OEA-150 (CK-MB:
111.6+22.4, LDH: 554.2+230.6) ve OEA-300 (CK-MB:
127.5423.21, LDH: 551.8+233.6) artan bu aktiviteleri
azalttigi belirlendi (P<0.001).

Kalp dokusunun histopatolojik incelemesi

Kalp dokularinin histopatolojik incelenmesinde,
sham grubunda myokart, endokart ve perikart taba-
kalarinin normal histolojik yapida oldugu goézlendi
(Sekil 3A). Sepsis grubunun myokartinin kas liflerin-
de siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu ve Zenker
nekrozu gozlendi. Damarlarda siddetli diizeyde hi-
peremi ve hemoraji belirlendi (Sekil 3B). OEA-150
grubunun damarlarinda orta diizeyde hiperemi, kas
liflerinde orta dlizeyde hyalin dejenerasyonu ve zen-
ker nekrozu oldugu belirlendi (Sekil 3C). OEA-300
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grubunun kas liflerinde hafif diizeyde hyalin deje-
nerasyonu ve damarlarda hiperemi oldugu gozlendi
(Sekil 3D). CEFT grubunun kas liflerinde hafif diizey-

de dejenerasyon, Zenker nekrozu ve damarlarda hi-
peremi belirlendi (Sekil 3E). Tim histopatolojik bul-
gular Tablo 1 ile 6zetlendi.

A Serum CK Aktivitesi B serum LDH AKtivitesi
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Sekil 2. Serum CK-MB ve LDH aktiviteleri

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson. *Sham vs Sepsis, P<0.05; #*Sham vs Sepsis, P<0.01; ##Sham vs Sepsis, P>0.001. "Sepsis vs Tedavi,
P<0.05; “Sepsis vs Tedavi, P<0.01; *"Sepsis vs Tedavi, P<0.001.

Sekil 3. Kalp dokusu, sham grubu, normal histolojik gértiinim (A), sepsis grubu, siddetli diizeyde kas
liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok baslari), Zenker nekrozu (ince oklar), damarlarda hiperemi (yildizlar) (B),
OEA-150 grubu, orta diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok baslar), zenker nekrozu (ince ok),
damarlarda hiperemi (yildiz) (C), OEA-300 grubu, hafif diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok
baslari), , damarlarda hiperemi (D), CEFT grubu, hafif diizeyde kas liflerinde hyalin dejenerasyonu (ok
baslari), damarlarda hiperemi (E), H&E, Bar: 50 pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.
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Kalp dokusunun immiinohistokimyasal
incelemesi

Kalp dokularinin immunohistokimyasal olarak ince-

ve perivaskiler yerlesimli TNF-a ekspresyonu, in-
terstisyel araliklarda ve perivaskdler IL-13 ekspres-
yonu gozlendi (Sekil 4C, 5C). OEA-300 grubunda ha-

sarli bolgelerde hafif diizeyde monontikleer hicre-
lerde ve perivaskuler yerlesimli TNF-a ekspresyonu,
interstisyel araliklarda ve perivaskdler yerlesimli hafif
dizeyde IL-1B ekspresyonu belirlendi (Sekil 4D, 5D).
CEFT grubunda hafif diizeyde perivaskdler yerlesimli
TNF-a ve IL-1pB ekspresyonu belirlendi (Sekil 4E, 5E).
Gruplara ait immunohistokimyasal bulgular Tablo 1
ile 6zetlendi.

lemesinde, sham grubunda negatif TNF-a ve IL-1(
ekspresyonu belirlendi (Sekil 4A, 5A). Kontrol grubu,
siddetli dizeyde hasarli bolgelerde mononikleer
hiicrelerde ve perivaskdler yerlesimli TNF-o ekspres-
yonu, myokartinda interstisyel araliklarda ve perivas-
kiler yerlesimli siddetli diizeyde IL-1B ekspresyonu
tespit edildi (Sekil 4B, 5B). OEA-150 grubunda orta
siddette hasarli bélgelerde monontikleer hiicrelerde
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Sekil 4. Kalp dokusu, sham grubu, negatif TNF-a ekspresyonu (A), sepsis grubu, siddetli diizeyde hasarli
bdlgelerde monontikleer hiicrelerde ve perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (B), OEA-150 grubu,
orta diizeyde mononukleer hiicrelerde ve perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (C), OEA-300 grubu,
hafif diizeyde perivaskiler TNF-a ekspresyonu (ok baslar) (D), CEFT grubu, hafif diizeyde perivaskiler
TNF-a ekspresyonu (ok baslari) (E), IHC-P, Bar: 50 pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.

Tablo 1. Kalp dokusu histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgularin skorlanmasi

Sham Sepsis OEA-150 OEA-300 CEFT
Miyokartta hyalin dejenerasyonu - e+t +++ + ++
Miyokartta zenker nekrozu - +++ ++ + +
Damarlarda hiperemi - +++ +++ ++ +4
TNF-a - +++ ++ + +
IL-1B - +++ ++ + +

OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson, TNF-o: Tumér nekrozis faktor-alfa, IL-1B: interlékin -1Beta.
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Sekil 5. Kalp dokusu, sham grubu, negatif IL-1( ekspresyonu (A), sepsis grubu, interstisyel araliklarda ve
perivaskuler IL-1f ekspresyonu (ok baslari) (B), OEA-150 grubu, orta diizeyde interstisyel araliklarda ve pe-
rivaskiler IL-1B ekspresyonu (ok baslari) (C), OEA-300 grubu, hafif diizeyde perivaskiiler IL-1B ekspresyonu
(ok baslari) (D), CEFT grubu, hafif diizeyde perivaskiler IL-13  ekspresyonu (ok baslar) (E), IHC-P, Bar: 50
pm. OEA: Oleanolik asit, CEFT: Seftriakson.

Tartisma ve Sonug

Sepsis sirasinda meydana gelen oksidatif stres so-
nucunda Uretilen ROS'ler hiicrenin hayati yapilari
olan membran doymamis yag asitleri ve proteinlere
saldirr. Membranda meydana gelen oksidatif hasar
sonucunda malondialdehit (MDA) ve diger oksi-
dasyon drlnleri ortaya ¢ikmaktadir. Dokudaki MDA
miktari o dokunun LPO seviyesini gdstermektedir
(Erol ve ark. 2019). Doksorobisin ile indiiklenen kalp
hasari Uzerine yapilan bir ¢alismada OEAin doku
MDA miktarini azalttigini, uygulama ile azalan SOD
ve KAT aktivitelerinin yani sira GSH miktarini da art-
tirdigi bildirilmistir (Goyal ve ark. 2016). Diger yan-
dan izoproterenol ile indliklenmis myokardial iskemi
modeli lizerine yapilan bir calismada OEA'in artan
MDA miktarini azalttigr ve glcli kardiyoprotektif
etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Senthil ve ark.
2007). Calismada daha onceki calismalara paralel
sekilde OEA'in kalp doku MDA miktarini distrerek
doku LPO seviyesini azalttigi tespit edilmistir. Daha
onceki calismalar OEA'in Vitamin E benzeri stpuri-
cl etkiye sahip oldugunu ve hiicrelerde oksidanlara
karsl savunmayi baslatan Nrf2'yi aktive ederek an-
tioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir (Marquez-
Martin ve ark. 2006; Reisman ve ark. 2009). Bu calis-
mada OEA'in serbest radikal miktarini azaltarak ve

antioksidan savunmayi giiclendirerek LPO seviyesin-
de azalmayi sagladigi disintlmektedir.

Hlcrelerde antioksidan sistemin onemli Uye-
lerinden biri SOD'dir. Bu enzim ROS'ler lzerinde
bulunan eslesmemis elektronu suya aktararak hid-
rojen peroksit olusturur (Erol ve ark. 2019). Sepsis
hiicrelerde lizozamal hidrolitik enzim kagaklarina ve
yaygin doku hasarina sebep olur. Bu durumun sep-
siste meydana gelen SOD aktivitesindeki azalmanin
sebebi oldugu bildiriimektedir (Rocha ve ark. 2012).
Calismada doku hasarini gosteren patolojik bulgu-
lara paralel olarak sepsis uygulamasi ile belirgin bir
sekilde azalan doku SOD aktivitesinin OEA uygula-
masi ile dnemli seviyede arttigi belirlenmistir.

Antioksidan sistemin diger énemli bir Uyesi de
bir tripeptit olan GSH'dir. Hiicrede GSH, glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan bir substrat olarak kul-
lanilir ve SOD tarafindan olusturulan H,0,'in suya
donlsiminde gorev alir (Erol ve ark. 2019). Daha
once ratlarda CLP ile indiklenen sepsis modeli tze-
rine yapilmis calismalarda kalp GSH seviyesindeki
degisimin istatistiksel olarak anlamli olmadigi rapor
edilmistir (Coskun ve ark. 2011; Dadkhah ve Fatemi
2011). Ancak, sepsiste glutatyon metabolizmasi
Uzerine yapilmis diger bir calismada, sepsisin yogun
proinflamatuvar sitokinlerin (TNF-a ve IL-1p) Ureti-
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mine, ve ayrica bu sitokinlerin GSH sentezini artti-
rarak hlcrede yliksek GSH seviyesine neden oldugu
rapor edilmistir (Biolo ve ark. 2007). Diger taraftan,
calismada kalp doku GSH seviyesinin sepsis grubu-
nun immunohistokimyasal analizlerinde gozlenen
sitokin seviyelerindeki artisla beraber belirgin sekil-
de arttigi belirlenmistir. Ayrica OEA'nin sitokin sevi-
yeleriyle beraber GSH seviyesinde de azalma sagla-
digi tespit edilmistir.

Hlcrede SOD tarafindan retilen H,0,'in suya
dondstirilmesini katalizleyen bir diger 6nemli yapi-
da KAT enzimidir. Ratlarda CLP ile indiiklenen sepsis
Uzerine yapilan bir calismada sepsisin kalp doku KAT
aktivitesini 6nemli derecede arttirdidi bildirilmistir
(Petronilho ve ark. 2016). Ayrica sepsis siddetinin
antioksidan sistem Uzerine etkisinin arastirildigi bir
calismada hastaligin siddetinin artmasiyla SOD/KAT
oraninda dengesizlik meydana geldigi ve bu duru-
mun 6zellikle kalp dokusunda sekillendigi bildiril-
mistir (Andrades ve ark. 2005). Benzer sekilde mev-
cut calismada kalp KAT aktivitesi CLP uygulamasiyla
birlikte belirgin sekilde artarken OEA'in sadece 300
mg/kg dozda artan bu aktiviteyi anlaml sekilde di-
sirdigu belirlenmistir. SOD ve KAT aktivitelerinde
bir oranlama yapilmamis olsa da sepsis sonucunda
kalpte meydana gelen SOD aktivitesindeki dusus ile
KAT aktivitesindeki artisin bu dengesizligin bir sonu-
cu olarak sekillendigi dustiniimektedir.

Sepsis ile meydana gelen kalp dokusu hasa-
rinda serum CK-MB ve LDH aktiviteleri dnemli de-
recede arttigi daha dnceki calismalarda bildirilmis-
tir (Zhou ve ark. 2015; Ozer ve ark. 2017). Ratlarda
doksorobisin ile indiklenen kardiak toksite lzerine
yapilan bir calismada serum CK-MB ve LDH aktivi-
telerinin belirgin sekilde arttigi, OEA'in ise artan bu
aktiviteleri 6nemli derecede azalttigi rapor edilmis-
tir (Goyal ve ark. 2016). Onceki calismalara paralel
olarak, mevcut ¢calismada da sepsis grubunda serum
CK-MB ve LDH aktiviteleri beklenen sekilde anlamli
derecede artmistir. Bu artislarin calismanin histopa-
tolojik incelemesinde gozlenen sepsis tarafindan
olusturulan doku hasarina bagl olarak sekillendigi
dusinilmektedir.

inflamasyon siirecinin baslangicinda salgilanan
TNF-o. diger sitokinlerin salgilanmasini uyararak
pro-inflamatuvar bir gdérev gorir (Marquez-Martin
ve ark. 2006). Daha sonra TNF-a'ya cevap olarak
makrofaj, monosit ve nétrofillerden salinimi uyarilan
IL-1B kalp kontraksiyonlarini baskilayan iNOS Ure-
timini tetikler (Drosatos ve ark. 2015). Daha 6nceki
calismalarda, OEA'in, TNF-a, IL-1B, IL-6 ve MafK eks-
presyonlarini baskilamasiyla NF-kB’nin Uretiminde-
ki azalmanin anti-inflamatuvar &zelliginin temelini

olusturdugu bildirilmistir (Marquez-Martin ve ark.
2006; Lee ve ark. 2013; Hwang ve ark. 2014). Diger
yandan daha 6nce lipopolisakkarit (LPS) ile nitrik
oksit Uretimi indUklenen RAW 264.7 makrofaj hiic-
releri Gzerine yapilan bir ¢alismada OEA'in glicli bir
anti-inflamatuvar molekdil olarak bilinen indometa-
zinden daha glcll anti-inflamatuvar etki gosterdigi
bildirilmistir (Huang ve ark. 2016). Calismanin im-
munohistokimyasal sonuclarinda daha 6nceki calis-
malara paralel olarak OEAin kalp dokusu TNF-a ve
IL-1B ekspresyonunu azalttigi ve bu sekilde anti-inf-
lamatuvar etki gosterdigi gézlenmistir. Diger yandan
histopatolojik incelemede kalp dokusu myokartta
kas liflerinde siddetli diizeyde hyalin dejenerasyonu,
Zenker nekrozu, damarlarda siddetli diizeyde hipe-
remi ve hemoraji belirlendi. Sitokin salinimini ile ar-
tan inflamatuvar yanitin kalp dokusunda hiperemi,
nekroz ve dejenerasyona sebep oldugu daha 6n-
ceki calismalarda da bildirilmistir (Yun ve ark. 2009;
Zhang ve ark. 2017; Erol ve ark. 2020).

Sonug olarak calismanin bulgulari goéz 6niline
alindiginda OEA uygulamasinin CLP ile indlklenen
sepsis modelinde kalp dokusu hasarini azalttigi ve
oksidatif hasari engelledigi tespit edilmistir. OEA
bu etkiyi kalp dokusu TNF-a ve IL-1B sitokinlerinin
dretimini baskilamasinin yani sira, SOD, KAT ve GSH
gibi antioksidan parametrelerinde dizelmeler ger-
ceklestirerek saglamistir. Boylece dokuda MDA sevi-
yesi diismus ve histopatolojik bulgularin siddetinde
azalma gozlenmistir. Bu ¢calismadan elde edilen bul-
gular 1siginda OEA'in sepsiste meydana gelen kalp
dokusu hasarinin azaltilmasinda faydal olabilecegi
distuntlmektedir.

Deney hayvanlan kullanimi etik kurulu ve diger
etik kurul kararlan ve izinler: Atatirk Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
30.11.2017 tarihli 13 nolu toplantinin 165 nolu karari
ile etik kurul izni alinmistir.
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Sigirlarda Trichophytosis’in teshisinde ELISA'nin
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Ozet: Bu calismada, trichophytosisin serolojik teshisinde Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)'nin kullanila-
bilirliginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu calismada gelistirilen ELISA ile tanisal duyarlilik %95,24 ve tanisal 6zgullik
%100 olarak bulundu. Sanlurfa ve civarinda daha 6nce hastalik tespit edilen 4 sigir striistindeki sigirlardan alinan
kan serumlari ELISA ile test edildi. Buna gore toplam 360 sigir serumu 6rneginin 289'u (%80,3) pozitif bulundu.
Sonug olarak ELISA'nin; tanida kullanilan izolasyon ydntemi uzun sire aldigindan, kisa stirede teshis yapabilecek
bir tani yontemi oldugu ve bu baglamda hastaligin teshisine blyiik oranda katki saglayacagi kanisina varildi. Ayrica
calismada elde edilen yiiksek seropositivite orani, serumlar her ne kadar daha 6nce hastalik gorulen ciftliklerden
alinmis olsa da, yine de hastaligin bolgede yaygin oldugunu ve gerekli kontrol énlemlerinin alinmasinin énemli
oldugunu gostermektedir.

Anahtar kelimeler: ELISA, mantar, sigir, Trichophyton verucosum, Trichophytosis.

Evaluation of usage ELISA for diagnosis in cattle Trichophytosis

Abstract: The aim of this study was to determine the utility of ELISA in the serological diagnosis of trichophytosis.
In this study, diagnostic sensitivity and specificity was found as 95.24% and 100%, respectively. Serum samples from
four cattle facilities, in which the disease previously were seen, located in Sanliurfa and its vicinity were tested with
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). According to the results, 289 out of 360 (80.3%) serum samples were
found as positive. As conclusion, it was thought that Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) could be a useful
tool for serologic diagnosis of the trichophytosis since culture of the agent is a quite timely process. In this regard, it
is evaluated that to use Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) will contribute highly to the diagnosis of the
disease. On the other hand, high seropositivity rate obtained in the study indicates thattrichophytosis is endemic in
the region and the importance to take necessary control measures although these serum samples were collected
from the farms previously infected with Trichophyton verrucosum.

Keyword: Cattle, ELISA, Fungi, Trichophyton verrucosum, Trichophytosis,

Giris

yonlaridir. Bu tirler uygun ortamda dretildiklerin-

Mantarlar; sporla cogalan, genellikle hareketsiz,
kemoorganotrofik ve klorofil icermeyen Okaryotik
organizmalardir. Morfolojik form bakimindan man-
tarlar; filamentdz kif, tek hiicreli maya ve maya
benzeri bir form (psédoipliksi form) olmak lzere 3'e
ayrilirlar. Pleomorfik ve kiresel, eliptik formda olan
mayalarda ¢ogalma tomurcuklanma seklinde olur.
Tomurcuklar uzar kopmazsa hif benzeri bir zincir
uretirler (psodohif). Kifler ise miselyum ve tGreme
kismi (sporlar) olarak 2 ana boélime ayrilmistir. Kif
miselyumlari hif olarak bilinen filamentlerden olugur
(Arda 2000).

Dermatofitozis; insan ve hayvanlarda
Trichophyton, Microsporum ve Epidermophyton tir-
leri tarafindan meydana getirilen mantar enfeksi-

de morfolojik olarak hifalar ile karakterize kiflerdir
(Deacon 1988). insan ve hayvanlarda dermato-
fit etkenlerinin meydana getirdigi enfeksiyonlar
‘Ringworm’ olarak da tanimlanmaktadir (Biberstein
2004). Trichophytonlar purtzsiuz duvarli, mikroko-
nidia ve makrokonidia uretirler. Mikrokonidialar 2-3
pum buylikluglinde, makrokonidialar ig bigimli fuzi-
form seklinde ince duvarlidir. Trichophytonlar tirnak,
sacli deri ve sagsiz deride dermatofitoz enfeksiyo-
nu olusturabilirler. Genellikle 7-10 gtinde Urerler.
Ureyen koloniler beyaz-krem renkte, koloni tabani
kirmizi-kahve, sari renktedir (Simpanya 2000; Tel
2005).

Sigirlarda en sik goriilen dermatofitoz etkeni T.
verrucosum'dur. Klinik olarak deri lezyonlari ile ka-
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rakterizedir. Deride olusturdugu lezyonlar disinda,
kontrol ve dnleminin pahali ve zor olmasi sebebiyle
sirt yonetimi ve ekonomisi acisinda dnemlidir. Strl
icinde bulunan hayvanlarda hastalik var ise hasta
hayvanlardan saglkli hayvanlara yayilmasi ¢ok ko-
laydir. T verrucosum sporlari bulunduklari ortamda
yaklasik olarak 2-3 yil canli kalabilirler. Zoonozdurlar.
Yapilan arastirmalar sonucu isvecli ve isvicreli ciftci-
lerde sirasiyla %29 ve %74 mantar enfeksiyonu go-
raldtgu bildirilmistir (Haab 1991; Carlsson 1993). T.
verrucosum sicak havayi, nemi ve kirli ortami seven
fakultatif bir etkendir. Hizlica yayilir ve canliigini
uzun slre korur. Sigirlarda trichophytosis hem hay-
van saghgr acisindan hem de zoonoz olmasi sebe-
biyle insan saghgi acisindan blyik bir problem-
dir. Kontrol ve tedavi icin asilama en iyi secenektir
(Morrell 2011; Davidov 2018).

Trichophytosis; enfeksiyon siddetine ve konak-
¢inin badisikigina baglhdir. Trichophytosis tespit
edilen sigirlarda gozlenen belirgin klinik lezyonlar
alopesi, eritema, kabuklasma, halka biciminde lez-
yonlar, vezikil ve papdillerle karakterizedir (Weber
2000). Enfekte sigirlarda gorilen klinik belirtiler, lo-
kal olarak boyun ve kafa bolgesinde gri veya beyaz
degisiklikler ile karakterizedir. Goriilen lezyonlar 10-
50 mm boyutundadir. Lezyon gorilen boélgede kil
dokilmesi ve kepeklesme ¢ok fazladir. Hayvanlarda
ortalama olarak 10-30 lezyon gorilebilir ancak bu
sayl 50 lezyona kadar cikan hayvanlar da olabilir
(Sayfarth 2011).

T verrucosum identifikasyonu icin trichophy-
tosisli sigirlarin lezyonlu bdlgeleri %70 alkol ile te-
mizlenir. Daha sonra lezyonlarin kenar kisimlarin-
dan alinan deri kazintilan ve kil érnekleri Saboraud
Dextrose Agar (SDA) besiyerine ekilerek inkubasyo-
na birakilir. Ureyen koloniler T. verrucosum yénin-
den incelenir (Cenesiz 2007).

Zahran ve ark. (2013) T. verrucosum enfeksiyo-
nuna karsi yapilan asilama oncesi ve asilama sonrasi
bagisiklik cevabinin belirlenmesi icin humoral im-
muniteyi degerlendirmek amaciyla ELISA teknigini
kullanmislardir.

Bagut ve ark. (2013), sigirlarda mantar enfek-
siyonunun serolojik tanisi icin bir ELISA yontemini
gelistirmeyi hedeflemislerdir. Bu amacla direkt mik-
roskopi, floresan mikroskopi ve PCR ile ringworm
enfeksiyonu olan hayvanlarda hastalik dogrulanmis,
infekte ve saglikli hayvanlarin serum 6rnekleri top-
lanmistir. Antijen olarak T verrucosum'a filogene-
tik olarak oldukga yakin olan iki farkli rekombinant
proteini kullanmislardir. Sonuclar degerlendirildi-
ginde genel olarak, rekombinant antijenler ile ya-

pilan ELISA'nin enfekte olmus hayvanlar ile saghkli
hayvanlari ayirmada basarili oldugu bildirilmistir.
Arastiricilar gelistirilen ELISA'nin bir antijen ile %89,6
duyarlhk, %92,7 6zgullik, diger antijen ile %88,1
duyarlihk ve %90,9 6zgullik degerine sahip bulun-
dugunu bildirmislerdir.

Zrimsek ve ark. (1999), T mentagrophytes ile
enfekte tavsanlar icin bir indirekt ELISA gelistirmis
ve tanisal potansiyeli degerlendirmislerdir.

Gudding ve ark. (1995), sigir dermatofitozisi-
nin immunoprofilaksisini arastirmak icin buzagi ve
tavsanlan T verrucosum ile asilamislardir. Asilama
sonrasinda hicresel yaniti degerlendirmenin yanisi-
ra humoral yaniti degerlendirmek igin de ELISA ile
antikor Uretimini belirlemislerdir.

Kane ve ark. (1978), T. verrucosum'un erken
teshisi ve tanimlanmasi igin Trichophyton turlerini
(T. verrucosum, T. schoenleinii, T. rubrum, T. men-
tagrophytes, T tonsurans, T. megninii, T. schoenlei-
nii T soudanense, T. equinum), Brom Creosol Purple
Casein Yeast extract Agara ekim yaparak 28°C'de
10 gun gozlemlemislerdir. T verrucosum ile diger
Trichophyton tirlerinin karsilastiriimasi sonucu T
verrucosum'un benzersiz sinirli bliyimesine ve genis
hidroliz zonu olusturdugunu rapor etmislerdir.

Elad ve ark. (1995), T verrucosum’a kars! asilama
sonrasl buzagilarin serumlarinda anti-T. verrucosum
antikorlarinin varligini belirlemek icin ELISA teknigini
basariyla kullanmislardir.

Mikaili ve ark. (2012), Trichophyton agarda Uret-
tikleri T. verrucosum izolatini immunizasyon amach 3
kere boyun bdlgesinden kas ici uygulamislardir. Bu
asili hayvanlar ile asisiz kontrol grubu hayvanlarin
serumlarinda ELISA ile antikor titrelerini saptayarak
humoral yaniti degerlendirmislerdir.

Bu calismada, trichophytosisin serolojik teshi-
sinde ELISA'nin kullanilabilirligi amacglanmustir.

Gereg ve Yontem

izolasyon Ornekleri: izolasyon amaciyla Sanhurfa
ili ve cevresindeki ilcelerde bulunan isletmelerde
klinik olarak trichophytosis stipheli hayvanlarda deri
lezyonlari bulunan 6-12 aylik Holstein irki disi hay-
vanlardan, lezyonlu bdlgeden steriliteye uyularak
deri kazintisi ve kil 6rnekleri alindi. Alinan 6rnekler
laboratuvara getirilerek izolasyon icin kullanildi.

Pozitif Kontrol Serumlart: Deri kazintisi ve kil 6rne-
gi alinarak izolasyon yapilan kiltlr pozitif hayvanla-
rin bulundugu enfekte ciftlikten 40 adet hayvandan,
duyarliligin saptanmasinda pozitif referans olarak
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kullanilmak Gzere kan alinmistir. Ayrilan serum 6r-
nekleri, kullanilincaya kadar -20°C'de saklandi.

Negatif Kontrol Serumlart: Testin 6zgulliglinin ve
esik (cutoff) degerinin saptanmasinda negatif refe-
rans kontrol olarak asisiz ve trichophytosis gecmisi
olmayan annelerden dogan 100 adet buzagidan do-
gumdan hemen sonra kan alinarak serumlari ayrildi
ve kullanilincaya kadar -20°C'de sakland..

Test Serum Ornekleri: ELISAda test edilmek lizere
4 isletmeden klinik olarak trichophytosis slipheli 360
adet hayvandan kan alinarak serumlari ayrildi ve kul-
lanilincaya kadar -20°C'de saklandh.

izolasyon ve identifikasyon amaciyla, klinik ola-
rak trichopyhtosis teshisi konulan hayvanlar belir-
lendi. Deri kazintilari ve kil 6rnekleri alindi. Alinan
deri kazintilar ve kil 6rnekleri direkt mikroskobi ve
makroskopik olarak incelendi.

Direkt mikroskobi olarak; temiz bir lam Uzerine
Lakto fenol pamuk mavisi konulduktan sonra Uze-
rine pens ile 5-6 kil 6rnegi birakildi ve lamelle ka-
patilarak mikroskop altinda (200 X) incelendi. Ayni
zamanda lam Uzerine alinan kil drneklerinin lizerine
%10-20 KOH soltsyonu damlatilip hafifce isitildiktan
sonra 30-60 dakika beklenerek mikroskopta (200 X)
incelendi (Arda 2000).

Makroskopik olarak; laboratuvara getirilen deri
kazintilari SDA besiyerine ekildi ve 20-25°C'de 20-25
glin inkubasyona birakildi. Ureyen koloniler 3-4 giin-
de bir goézlemlendi. inkubasyon sonunda toplanan
kilturler identifikasyon amaciyla T verrucosum spe-
sifik besiyerlerine ekimleri yapilarak 20-25°C'de 20-
25 giin inkubasyona birakildi. inkubasyon sonunda
Ureme saptanan mantar kolonilerinin; Greme hizlari,
morfolojileri, ylizey renkleri, tabandaki pigmentleri
ve mikroskobik incelemede hiflerin yapisi, makro-
konidiyum ve mikrokonidiyumlarin varligi géz ona-
ne alinarak identifikasyonlar gergeklestirildi (Kiraz
1988; Thomas 2018). Olusan kolonilerin makrosko-
bik ve mikroskobik morfolojileri degerlendirilerek
etkenlerin identifikasyonlari yapildi (Cenesiz 2007).

T. verrucosum Susunun Antijen Uretimi Icin
Cogaltilmast: identifikasyon ve izolasyon sonu-
cu Ureyen T verrucosum kolonilerden Tiamin ve
inositol ile hazirlanmis SDA besiyerine ekim ya-
pildi ve 37°Cde 20-25 gln inkubasyona birakil-
di. inkubasyon sonucunda SDA (izerinde Greyen T.
verrucosum kdlturleri steril pens ile steril sise icine
toplandi. Toplanan T. verrucosum kiltirlerinin can-
ik sayimi icin dilusyonlari yapildi (Rybnikar ve ark.
2007).

ELISA Antijenin Hazirlanmast ve Belirlenmesi:
ELISA icin en uygun antijenin belirlenmesi amaciyla
3 farkh sekilde antijen hazirland.

Bu amacla Uretimi yapilan canl T. verrucosum
susu 50 ml cam siselere aktarilarak 3'e bolindd.

1. Antijenin hazirlanmasinda Uretilen T. verrucosum
antijeni 121°C'de otoklav edildi.

2. Antijenin hazirlanmasinda dondurma-c¢ézdirme
metodu kullanildi. Bu amacla Uretilen antijen sivi
azot (-196°C) tanki icerisine 30 dakika, sonrasinda
oda kosullarinda 30 dakika olacak sekilde 4 kere
dondurulup ¢ézdirilerek hazirlandi.

3. Antijenin hazirlanmasinda dondurma-¢ozdirme
metodu bu kez -20°C'de gergeklestirildi. Bu yontem-
de bekleme streleri 60 dakika olarak belirlendi.

Sonuc olarak; 3 farkh sekilde hazirlanmis olan
T. verrucosum antijenleri ile ELISA capraz titrasyon
(checkerbord) yapildi. Bu amacla antijenin ve seru-
mun iki kath dilisyonlari kullanildi ve en uygun an-
tijen dilisyonu belirlendi. Belirlenen bu antijen di-
[Gsyonunu antijenlerin ELISA pleytlerini kaplamada
kullanild.

indirekt ELISA: Calismada kullanilacak olan ELISA
solid faz antijeni antijen kaplama tampon sollsyonu
icinde 1/50 oraninda sulandirlarak 96 gozIi taban-
Il maxisorppolistiren pleytlere (NUNC 692620) 100
ul olacak sekilde taksim edildi. Daha sonra antijen-
le kaplanan pleytler 4°C'de 18-24 saat inklibe edil-
di. inkiibasyon sonrasinda pleytler %0,05 Tween 20
iceren phosphate buffered saline (PBS) (PBS/T) so-
lisyonu ile 4 kez yikandi. Daha sonra %3 yagsiz sut
tozu ile hazirlanan PBS sollsyonu ile 1 saat sire ile
calkalayicada bloklandilar. Bloklama sonrasi pleytler
4 kez yikandiktan sonra 1/100'lik dilisyonlari yapi-
lan pozitif ve negatif kontrol serumlar pleyt kuyu-
cuklarina 100 pl olacak sekilde konuldu. Pleytlerin
UstU kapali olarak oda isisinda 1 saat sure ile calka-
layici Uzerinde inkiibasyonlari yapildi. Pleytler tekrar
4 kez ayni yikama sollisyonu ile yikandiktan sonra,
horseradishperoxidase (HRPO) ile isaretlenmis A/G
recombinant proteini dilisyon ¢ozeltisinde Uretici
firmanin belirttigi dilisyonda dilte edilerek tim ku-
yucuklara 100 pl olarak ilave edildi. Oda isisinda 1
saat inkibasyonu takiben pleytler tekrar 4 kez PBS/T
ile yikandi ve tzerine 100 pl kromojenik substrat
(0.1 M sitrat tamponu iginde 2 pg ortho-phenyle-
nediamine ve %0,03 H,0,) ilave edildi. Pleytler oda
isisinda 10-15 dakika bekletildikten sonra reaksiyo-
nu durdurmak icin her kuyucuga 100 ul 4 N H,SO,
ilave edilerek pleytler otomatik ELISA okuyucusu
(VERSAmax 3.13/B2573) ile 490 nm'de absorbans
degerleri okundu. Testin esik degerinin belirlenme-
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sinde negatif absorbans degerlerinin ortalamasi arti
3 standart sapma alindi. Belirlenen esik degeri, farkli
isletmelerden alinan test serumlarinin degerlendiril-
mesinde kullanild.

Bulgular

Bu calismada, Sanliurfa ili ve gevresindeki ilcelerde
bulunan isletmelerde klinik olarak trichophytosis ta-
nisi konulan hayvanlardan alinan deri kazintisi ve kil

- AW

Mikroskobik inceleme: T. verrucosum etkeni makro-
konidia ve mikrokonidilar seklinde gortldi. Miseller
renksiz, dallanmis, diiz veya kivrimli, fare kuyrugu
seklinde gozlemlendi. Mikrokonidyumlar ise, oval,
yuvarlak veya armut bi¢ciminde oldugu goruld.

Makroskobik inceleme: Olusan koloni rengi, yapisi,
alt ve Ust ylzey rengi dikkatlice incelendi, mantar
atlasinda bulunan bilgilerle karsilastirildi ve uygun-
lugu ispat edildi.

ELISA Antijenin Belirlenmesi: Hazirlanan 3 farkli
antijenin ¢apraz titrasyon sonuclari birbirine benzer
sonuclar verdigi icin glivenlik nedeni ile canh olma-
yan otoklav edilen sus (1.antijen) ELISA solid faz an-
tijeni olarak segildi.

ornekleri ile kan serumlari kullanildi. Testin 6zgulli-
gu ve esik degerinin belirtiimesinde negatif referans
kontrol olarak asisiz ve trichophytosis ge¢misi olma-
yan annelerden dogan 100 adet buzagidan alinan
kan serumlari kullanildi.

Klinik Grnekler: Sanlurfa ve cevresinde bulunan is-
letmelerde tespit edilen Trichophytosis'li hayvanla-
rin lezyonlu bolgelerinden yontemine uygun olarak
deri kazintisi ve kil drnekleri laboratuvara getirildi.

Resim 2. Mikroskopta (X1000) T. verrucosum Etkeni
Mikrokonidilar ve Makrokonidialar (Fotograf: H.
Kaplan)

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

https.//vetkontrol.tarimorman.gov.tr/merkez

Cilt 31, Sayt 2, 2020, 177-183



Kaplan H ve Keskin O. Sigurlarda Trichophytosis'in teshisinde ELISA'nin kullaniabilirliginin arasturidmast 181

Serum Ornekleri: Sanlurfa ili ve cevresinde bulu-
nan isletmelerde (A, B, C, D) klinik olarak tespit edi-
len; trichophytosisli ve saglkli hayvanlardan temin
edildi. Hayvanlardan kan 6rnekleri alinarak serumlar
ctkarildi ve bu serumlar derin dondurucuda (-20°C)
muhafaza edildi.

Esik Degerinin Hesaplanmast: Calismada negatif
kontrol serumlarinin OD degerlerinin ortalamasi arti
3 standart sapma ELISA icin esik degeri olarak he-
saplandi. Hesaplanan bu deger test edilen serumla-
rin sonuglarinin degerlendirilmesinde kullanildi.

Calismada pozitif referans olarak kullanilan 40
pozitif serumun 38'i belirlenen esik deger dikkate
alinarak ELISA ile pozitif olarak bulundu. Testin ta-

Tablo 1. ELISA Sonuglarinin isletmelere Gére Dagilimi

nisal duyarliigr (Gergek pozitif sayisi/Gercek pozitif
sayisi + Yanlis negatif sayis))x100 formuli ile hesap-
landi ve duyarlilk (sensitivite)=_%95,24 olarak bu-
lundu.

Calismada negatif referans olarak kullanilan
100 serumun higbiri esik degerin Gzerinde OD de-
geri vermedi. Testin tanisal 6zgulligu (Gergek nega-
tif sayisi/Gergek negatif sayisi + Yanlis pozitif sayisi)
x100 formli ile hesaplandi ve 6zgulllk (spesifite)=
%100 olarak belirlendi.

Elde edilen sonuclara gore test edilen 360 adet
serumdan 289 (%80,3) adedi pozitif, 71 (%19,7) ade-
di ise negatif olarak degerlendirildi (Tablo 1).

isletme adi A C D Toplam
Pozitif serum sayisi ve % orani 7 84 >8 289
%78,9 %82,6 %95,45 %64,44 %80,3
i 19 4 32 71
Negatif Serum sayisi ve % orani %211 %174 %4 54 %3555 %197
Toplam Serum Sayisi 90 88 90 360

Tartisma ve Sonug

Sigirlarda ringworm olarak bilinen dermatofitozisin
en yaygin olarak goriilen etkeni zoofilik bir derma-
tofit olan T. verrucosum'dur. T. verrucosum’un buzagi-
larda en dnemli morbidite faktorlerinden biri oldugu
bildirilmis olmasinin yani sira, koyun, keci ve atlarda
da enfeksiyon olusturur. Sigirlardaki trichophytosis
ayni zamanda insanlara zoonotik gegisi nedeniyle
6nem tasir. Bugiine kadar, sigirlarda trichophytosi-
se karsl immun yanitin degerlendirilmesine yonelik
az sayida ¢alisma yapilmistir. Deneysel enfeksiyonlar
veya asllama calismalarindan sonra hem humoral,
hem de hicresel yaniti degerlendiren birkag calis-
ma bulunmaktadir. Dermatofitozis olgularinda vi-
cutta antikor yanitinin gelisimi, hastaligin tanisinda
serolojik teshisi kullanma imkan saglar. Ulasilabilen
literatlir verilerine gore, hayvanlarda dermatofitozis
olgularinda antikor yanitlarinin degerlendirilmesi
icin ELISA teknikleri gelistirilmistir, ancak sigirlarda
T verrucosum tanisi amaciyla spesifik antikorlarin
saptanmasina yonelik calismalar yok denecek kadar
azdir. (Bagut ve ark. (2013)

Zrimsek ve ark. (2002), Trichophyton men-
tagrophytes ile enfekte tavsanlarda tanisal potan-
siyelini degerlendirmek amaciyla bir ELISA teknigi
gelistirmislerdir. Arastiricilar T. mentagrophytes ile
enfekte olmus tavsanlarda ELISA ile humoral yanitin
degerlendirilmesinin, standart yontemlerden daha

erken ve daha uygun bir dermatofitoz teshisine kat-
kida bulunabilinecegini bildirmislerdir.

Zrimsek ve Drobnic-Kosorok (2002), kedilerde
ve tavsanlarda Microsporum canis ve T. mentagrop-
hytes'e karsi olusan spesifik IgG yanitinin saptanma-
siicin iki indirekt ELISA teknigi gelistirmislerdir. Bu
amacla enfekte 20 kedi ve 25 tavsana ait serum 6r-
negini test etmislerdir. Arastiricilar tavsanlarda ELISA
ile mevcut klasik teshis yontemlerine gore daha er-
ken ve uygun teshis sagladigini, kedilerede spesifik
antikorlarin saptanmasi ile de dogru tedaviye ok
erken baglamanin mimkin olabilecegini bildirmis-
leridir

Brouta ve ark. (2003), M. canis major fungal an-
tijenlerini saptamaya yonelik olarak ¢alismada ELISA
ile humoral yaniti 6lgmusler ve antijenleri basari ile
tespit etmigslerdir.

Peano ve ark. (2005), kdpeklerde M. canis ta-
rafindan olusturulan dermatofitozislerin teshisi igin
gelistirdikleri ELISA'nin duyarliigini %83,3, 6zgulli-
guniu %95,2 olarak bildirmisler ve testin duyarlihgi-
nin direkt mikroskopi ve kiiltur tekniklerinden daha
yuksek oldugunu rapor etmislerdir.

Zahran ve Abdeen (2013), hazirladiklar T. verru-
cosum asisinin tavsanlarda deneysel olarak arastiril-
masi icin humoral immun yaniti degerlendirmek icin
ELISAdan yararlanmiglardir.
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Santana ve ark. (2018), semptomatik ve asemp-
tomatik dermatofitozisli kedilerde serolojik tani igin
bir ELISA teknigi gelistirmislerdir. Arastiricilar gelis-
tirdikleri testin duyarlihgini %94 bulurken 6zgulligu
%75 olarak hesaplamiglardir.

Elad ve Segal (1995), yapmis olduklari asilama
calismasinda olusan humoral yanitin degerlendiril-
mesi icin ELISA teknigini kullanmiglar ve asilama ile
hiicresel immun yanit yaninda humoral yanitin da
uyarildigini bildirmislerdir.

Mikaili ve ark. (2012), sigirlarda canli T. verruco-
sum ile immunizasyon sonucunda olusan antikorla-
rin saptanmasi amaciyla ELISA teknigi kullanmiglar
ve immunizasyon yapilan hayvanlarin serum OD de-
gerlerinin kontrol grubuna gore yiksek bulundugu-
nu bildirmislerdir.

Bagut ve ark. (2013), sigirlarda T verruco-
sum tarafindan olusturulan dermatofitozislerin
teshisi amaciyla bir ELISA teknigi gelistirmislerdir.
Arastiricilar bu amagla T verrucosum'a %98 yapisal
benzerlik gdsteren Trichophyton rubrum‘a ait iki re-
kombinant antijen kullanmiglardir. Trichophytosisli
olduklarini direkt mikroskobi, floresan mikroskobi
ve Polymerase Chain Reaction (PCR) ile dogruladik-
lari 135 sigirdan aldiklari serum drnekleri ile hastalik
ge¢misi bulunmayan ve herhangi bir deri lezyonu
tasimayan 55 sigir serumunu kontrol serumu ola-
rak kullanmiglardir. Kullanmis olduklari bir antijenle
yapilan ELISA'nin duyarliligini %89,6, 6zgullugini
%92,7 bulurken, ikinci antijen icin 6zgullik %96,8,
ozqullik %784 olarak belirlenmistir. Arastiricilar
elde ettikleri bu sonuclara gore gelistirdikleri ELISA
tekniginin epidemiyolojik calismalarda, asilama veya
asilama yontemlerinin sonuglarini degerlendirmede
kullanilabilecegini belirtmislerdir. Yapilan bu calis-
mada otoklavlanmis etken ile hazirlanmis antijen ile
yapilan ELISAda duyarlilik %95,24, 6zgullik %100
olarak hesaplanmistir. Bu oranlar arastiricilarin bil-
dirdigi oranlara kismen yakin olsa da 6zellikle 6z-
gllliik belirgin sekilde yiiksek bulunmustur. Bunun
da negatif kontrol serumu olarak kullanilan serum
orneklerinden veya antijenin fakliligindan kaynakla-
nabilecegi dustinllmektedir.

Sigirlarda iklim, mevsim, yas gibi faktorlere
bagl olarak ciftlikten ciftlige degisiklik gdstermekle
beraber ciftliklerde trichophytosis prevalansi arasti-
ricilar tarafindan %10-100 arasinda bildiriimektedir
(Papini ve ark. 2009). Bu calismada isletmelere gore
pozitiflik orani %58-84 arasinda saptanirken genel
olarak incelen 360 adet serumdan 289 (%80,3) adedi
pozitif, 71 (%19,7) adedi ise negatif olarak degerlen-
dirilmistir. Pozitiflik oraninin ylksek seviyelerde ol-

masinin nedeni incelenen serum &rneklerinin etken
izolasyonu yapilarak trichophytosis oldugu dogru-
lanan surillerden toplanmis olmasi, hayvanlarin bir
yasin altinda olmasi ve bdlge ikliminin hastalik ¢iki-
sina yatkin olmasi gibi etkenlere bagh oldugu dusu-
nulmektedir.

Sigirlarda trichophytosisin serolojik teshisi igin
bir ELISA gelistirmenin amaclandigi bu calismada
duyarliligr ve 6zgulligu yiksek seviyede bir ELISA
teknigi olusturulmustur. Gelistirilen bu ELISA ile has-
talikh strtlerden alinan serumlarin incelenmesi ile
isletmelerde trichophytosis pozitifliginin oldukga
yuksek oldugu saptanmistir. Trichophytosis strtler-
de yaygin olarak bulundugunda stri performan-
sini distrmekte, tedavi ve deri hasarlari nedeniyle
ekonomik kayiplara yol agmakta, ancak buzagilarda
oluimler de olusturabilmektedir. Bu nedenle gerek
sUpheli durumlarda hastalarin tespiti gerekse epide-
miyolojik calismalar amaciyla ELISA ile seropozitifli-
gin saptanmasinin faydali olacagi diistinilmektedir.
Ayrica etkenin zoonoz 6zelligi de goz 6nline alinir-
sa, stru ile baglantili kisiler igin bir risk tasiyan has-
ta hayvanlarin erken teshisi ve tedavisi gerek hay-
van sagligi gerekse insan sagligi agisindan oldukca
onemlidir. Erken tedavi ile hastaligin neden oldugu
yanlis tedavi giderleri, performans kayiplari gibi
ekonomik kayiplara yol acan bircok faktor de etkisiz
hale getirilebilecektir.
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Ankara, Bolu, Eskisehir, Kayseri ve Kirikkale illerinde bulunan
broiler isletmelerinin biiyiikliigii ve hayvan besleme aliskanhklari
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Ozet: Tez calismasi kapsaminda toplam 42 adet entegre broiler isletmeciligi yapan ciftlik ziyaret edilerek yiz yiize
anket uygulanmistir. Entegre broiler isletmelerinin mevcut durumlar hakkindaki bilgiler degerlendirmeye alinmis-
tir. Isletmelerin %64,3'inln sirket ve %35,7'sinin aile tipi oldugu gérilmustir. isletmelerin %16,7'si 10.000'den az,
%38,1'i 10.000 ile 30.000 arasi, %16,7'si 30.000 ile 50.000 arasi, %9,5'i 50.000 ile 100.000 arasi ve %19'u 100.000 ve
lizeri bas barindirma kapasite ve biyiiklige sahiptir. incelenen biitiin kiimeslerde kullanilan canli hayvan mater-
yalinin ithal hibrit irklardan olup, bir dénemdeki 6lim oranlari genelde yaklasik %3- 4 civarindadir. Kiimeste m*ye
konulan hayvan sayisi 20-25 adet (%52,4) ve 16-19 adet (%47,6), besleme periyodu boyunca hayvan basina tiike-
tilen yem genelde 3,6-4,2 kg ve 45 guinlik canh agirlik ortalamasi 1,9- 2,3 kg arasindadir. Yalnizca 3 isletme yemini
kendisi Uretmektedir. Alti isletme yemi disaridan satin almakta ve 33 isletmede ise sdzlesmeli Gretim yapilmaktadir.
isletmelerin %95,28'inde yemler hayvanlara otomasyon sistemi ile veriimektedir. Besi performansi géstergeleri, is-
letmelerin tamaminda besi sonu canli agirlik (BSCA) ve yemden yararlanma orani (FCR)'dir. Et materyalinin pazarlan-
masi ise, isletmelerin %92,85'i entegre tesisleriyle anlasmali satis yapmaktadirlar. isletmelerin tamaminda yillik 4 ile
6 donemde hayvanlar kesime sevk edilmektedir. Ziyaret edilen tiim illerdeki isletmelerin en dnemli sorununun yem
maliyeti, girdi fiyatlar, Grlin fiyatinda yil boyu dalgalanma ve fiyat istikrarsizligi oldugu ifade edilmistir. Sonug olarak,
arastirma yapilan illerin broiler isletmelerinin genel durumuna bakildiginda isletmelerin giderek blyiduga, isletme
sahiplerinin egitim diizeylerinde iyilesme oldugu ve buna bagl olarak bilgi ve teknolojiyi kullanim egilimlerinin ge-
listigi, hayvan barinak durumlarinin genel olarak iyi durumda oldugu gorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Broiler, isletme, kiimesler, ticari, yetistiricilik.

The scales and feeding practices of broiler operations located at
Ankara, Bolu, Eskisehir, Kayseri and Kirikkale provinces

Abstract: A total of 42 integrated poultry (Broiler) farms were visited and surveys were administered to the ow-
ners at the aim of thesis work. Information about existing situation of integrated broiler farms was evaluated.
Approximately 64,3% of enterprises were companies and 35,7% of them were family type farms. The numbers of
broiler that enterprises have were less than 10,000 (16,7%), between 10,000 and 30,000 (38,1%), between 30,000
and 50,000 (16,7%), between 50,000 and 100,000 (19%) with 100,000 and above (9,5%). Broiler houses visited were
mostly used hybrid chicks of foreign origin and in general, mortality was around 3- 4% for each period. The stocking
density of broilers were 20-25 birds/square meter (52.4%) and 16-19 birds/square meter (47.6%), during a fattening
period, the amount of feed intake for a broiler were 3,6-4,2 kg in general and the average live weight was 1,9-2,3
kg at 45 days of age. Only 3 of enterprises produce feed themselves among enterprises studied. Six operations buy
feed from the outside (feed-milling companies) and thirty-three of them work based on the contract with manufac-
turing business. At 95,28% of the farms, animals were fed with the automated system. Fattening performance criteria
were live weight at the end of fattening period and feed conversion ratio (FCR) at all of the farms visited. Marketing
of meat material was based on the contract with integrated facilities at 92,85% of enterprises. All of the enterprises
have between 4 to 6 production cycle per year. It was noted that the most important problem of all the farms at
different provinces visited were feed cost, cost of input, fluctuation at product prices throughout the year and price
instability. In conclusion, when it is looked at the overall state of enterprises, the broiler enterprises at provinces eva-
luated are growing steadily, education levels of business owners is improving and therefore, the use of information
and technology trends is improving, the current condition of animal shelter is generally in good condition.

Keywords: Breeding, broiler, commercial, enterprise, poultry house.
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Giris

Ulkemiz hayvanciiginin stirdirilebilirliginin saglan-
masi sadece isletme sayisi ve biyikliklerinin artiril-
masi ile degil, yonetimin iyi olmasi ve hayvan bes-
leme konusunda bilimsel ve teknik bilgilere dikkat
edilmesi ile gerceklestirilebilir. Hayvancilik isletme-
leri giinimuizde genel olarak ylksek verimli irklarla
calisiilmasindan dolayl amator yetistiriciligin disina
cikilarak profesyonellesmistir. isletme karliligini en
cok etkileyen girdi yem tedarikidir. isletme giderleri-
nin %70'ni hayvan besleme giderleri olusturmakta-
dir (Erglin ve ark 2002). Hayvanlarin yeterli ve den-
geli beslenmesi isletme karliligi agisindan dnemlidir.
Bu konunun iyi yonetilmesi strdirebilirligin temel
sartidir.

Ulkemizin niifusu hizla artmaktadir. Dogal kay-
naklarimiz ise artan nifusun ihtiyaclarini karsila-
mada yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle diizenli ve
dengeli beslenme bir problem olmaya baslamistir.
Duzenli ve dengeli beslenmenin temelini biyolojik
degerliligi ylksek olan besin maddelerinin yeterli ve
dengeli alinmasi olusturur. Bitkisel proteinlerin biyo-
lojik degerlilikleri dustik olup, hayvansal proteinlerin
biyolojik degerlilikleri ise daha yliksektir. Bu sebeple
yeterli ve dengeli beslenmek igin hayvansal trlnler
ile beslenmek sarttir. Yumurta, et, sit ve balik bi-
yolojik degerliligi yiksek olan hayvansal Griinlerdir.
Hayvansal protein ihtiyacini karsilamada tavuk eti
onemli bir role sahiptir. Tavuk eti protein, enerji, vi-
tamin ve mineraller bakimindan zengindir. Sindirimi
kolaydir. Tiketime kolay ve degisik sekillerde sunul-
dugdu icin tavuk etine olan talep giderek artmaktadir.
Kanatli hayvan tirleri genel olarak hizli biytumekte-
dir. Kusaklar arasi siire kisadir. Ureme giicii yiiksek
olan hayvanlardir. Bu nedenle beslenmeleri diger
tlrlere gore daha kolay ve ucuzdur. Bu da tavukgu-
luk icin bir avantaj saglamistir (Yizbasi 2002).

Tavuk Urtnleri halkimizin protein ihtiyacini sag-
lamada, diger hayvansal Uretimlerden daha fazla
ragbet gormektedirler. Bu nedenle kirmizi ete bir al-
ternatiftir. Bunun nedeni ise tavugun yemi ete ve yu-
murtaya donlstirme kabiliyetinin yiksek olmasidir.
Bunun yaninda pili¢ etinin diger etlere gore fiyatinin
¢ok ucuz olusu da onemlidir. Ayrica tavuk etinin az
yagli olmasi, cabuk pismesi ve servise hazir olmasi
diger Usttnltkleridir. SUphesiz ki hayvansal Uretim
icinde tavukguluk, hayvansal proteini en kolay ve
ucuza saglayabilecek bir 6zellige sahiptir. Broilerler
1 kg hayvansal protein icin 21,5 kg yem tiketirken,
sigirlar 101 kg yem, domuzlar 69 kg yem, hindiler
22,2 kg yem ve yumurta tavugu ise 20 kg yem ti-
ketirler. Buradan da anlasilacagi Gzere beslenmede

tavuk eti ve yumurta kolay ve ucuz bir protein kay-
nagidir (Turkoglu 1997; Yenilmez 2005). Hayvansal
protein tiketimi beden ve zihin gelisiminde insan
saghgi icin cok dnemlidir. Tiketim toplumlarinda kir-
mizi ete talep artmistir. Ancak talepler yeteri kadar
karsilanamamaktadir. Oysa Ulkemizde halkimizin et
ihtiyaci tavukculuk sayesinde karsilanabilmektedir.
Ulkemizde tavukculuk, hizli gelismekte ve en son
teknolojiyi uygulamakta olup, Uretimden pazara
kadar entegrasyonu saglayan dev entegre tesislere
sahiptir (Anonim 2004). Bu entegre yap! ve modern
tesisler Uretimden pazara kadar sézlesmeli Gretimin
oninlU agarak tavukculugu cazip hale getirmistir.
Bu haliyle de llkemizde hayvanciligin diger dallari-
na ornek olusturmustur. Bu sayede dretici firmalar,
Uretimden pazarlamaya kadar tim siregleri kendi-
leri kontrol etmektedirler. Boylece verimli faaliyetle-
rine slrdurilebilir bir sekilde devam etmektedirler
(Sahan ve ark 1998; Yenilmez 2005). Ancak, sekto-
riin genel durumunu analiz eden, bilimsel ¢alisma
cok fazla bulunmamaktadir. Bu galismada tlkemizin
onemli illerinde (Ankara, Bolu, Eskisehir, Kayseri ve
Kirikkale) yer alan entegre broiler isletmelerinin hay-
van besleme ve barinaklar agisindan genel durum-
larinin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu calisma
birinci yazarin Kirikkale Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitlistinde yaptigi yliksek lisans tezinden ozetlen-
mistir.

Gereg ve Yontem

Ulkemizin farkli bes ilinde, broiler sayisi 9.012.522
adet olan Ankarada 11, broiler sayisi 31.782.927
adet olan Bolu'da 13, broiler sayisi 2.662.000 adet
olan Eskisehir'de 9, broiler sayisi olan 55.000 adet
olan Kayseri'de 4 ve broiler sayisi 70.000 adet olan
Kirikkale'de 5 isletme olmak Uzere toplam 42 adet
broiler isletmeciligi yapan ciftlik ziyaret edilmistir
(Turkiye Istatistik Kurumu 2017). Arastirmanin ma-
teryalini isletme sahipleri veya sorumlu kisileriyle
yliz ylize yapilan anket ydntemiyle elde edilen veriler
olusturmaktadir. Tesadlfu drnekleme yontemi kul-
lanilarak isletmeler secilmistir. Kirikkale Universitesi
Veteriner Fakiltesi Hayvan Besleme ve Besleme
Hastaliklari ABD ile Zootekni ABD 6gretim Uyelerin-
ce hazirlanan anket formu broiler yetistiriciligi yapan
bu ciftliklere uygulanmistir. Anket formu biri agik
uclu olmak tzere toplam 37 soru icermistir. Anket
sorulari, isletmede ¢alisanlarin sayisini ve cinsiyeti-
ni, isletme sahibinin egitim durumunu, isletmenin
finansman kaynagi, isletme blyuklugu, sirket sekli,
barinaklarin durumu, girdi temini durumu, hayvan
ve yem temini, yemleme sekli, kullanilan teknikler,
birliklerle iligkiler, besi performansi ve pazarlama
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durumu, tarimsal destek ve tesviklerden yaralanma
durumu ve en siklikla rastlanan sorunlar gibi bir¢ok
konuyu kapsayacak sekilde hazirlanmistir. Anket so-
rularinin anlasilir ve cevaplarinin net olmasina 6zen
gosterilmistir. Tespit edilen bulgularin tanimlayici
istatistikleri, frekanslari ve ylzde dagilimlari hesap-
lanmistir. Microsoft Office 2010 Excel ve SPSS for
Windows (16.0) programlari kullanilarak, verilerin
elektronik ortama girilmesi ve hesaplanmalari sag-
lanmistir. Elde edilen veriler oransal olarak tablo ha-
linde calismada yer almistir.

Bulgular

Calismada elde edilen anket verilerinden ticari en-
tegre broiler isletmelerinin durumu tablo 1'de veril-
mistir. isletmede calisan sayisi %33,33'tinde 1-2 kisi,
%40,47'sinde 3-5 kisi, %21,43'Unde 6-10 kisi ve
%4,76'Inda ise 10 ve Uzeri (kisi) calisan bulunmakta-
dir. Calismanin yapildigi illere gére farkhlik goster-
mek Uzere, 1-2 kisi calisanlarin %50-75'nin erkek,
%25-50'sinin kadin, 3-5 kisi calisanlarin %66,66-
80'inin erkek, %20-33,33'Un kadin, 6-10 kisi calisan-
larin %66,66-80,76'sinin erkek, %19,23-33,33'liniin
kadin, 10 ve Uizeri kisi calisanlarin ise %80-83,33'liniin
erkek, %16,66-20'sinin de kadin personel oldugu
tespit edilmistir. isletmedeki calisanlarin %9,52'si 40
yasin Ustinde, %47,62'si 40 vyasin altinda ve
%42,85'nin ise yaslari 40 yasin hem altinda hem de
Ustiindedir. isletme sahiplerinin %26,19'u ortaokul,
%59,52'si lise ve %14,29'u ise Universite mezunu ol-
dugu belirmistir. isletmelerin %85,71'inin ciftlik di-
sinda baska bir isle de ugrastigi, %14,29'unun ise
sadece ciftlik ile ugrastigi gorilmektedir. isletmele-
rin tipi, blyuklugl, kiimes sayisi, kapasitesi ve yasi
tablo 2'de verilmistir. isletmelerin %35,71'inin aile
tipi ve %64,29'unun ise sirket oldugu gorilmektedir.
isletme buyikliklerinin %16,67'sinin 10 bin alti ol-
dugu, %38,10'unun 10-30 bin arasi oldugu,
%16,67'sinin 30-50 bin arasi oldugu, %9,52'sinin 50-
100 bin arasi oldugu ve %19,05'inin ise 100 bin ve
Uzeri oldugu gortlmektedir. Her isletmedeki kiimes
sayisl, kiimesin kapasitesi ve kiimesin doluluk orani
farklidir. Kiimes sayisi ve kapasitesinin ytksek oldu-
Ju entegre isletmelerde bu durumun Gretime olum-
lu olarak yansidigi gortilmektedir. Ayrica Gretim, ille-
rin ve bolgelerin gelismislik dizeyine, isletmelerin
entegre durumuna gore degiskenlik arz etmektedir.
isletmelerin %38,10'unda 2 kiimes, %19,05'in 3 kii-
mes, %14,29'unda 4 kiimes, %4,76'sinda 5 kiimes,
%14,29'unda 6 kimes, %4,76'sinda 8 kimes ve
%4,76'sinda ise 10 kiimes oldugu goérilmektedir. is-
letmelerin %2,38'inde kimesin yasi 5-10 yil arasi
olup, %97,62'inde ise 10 yas ve Uzeri oldugu goril-

mektedir. Tablo 3'teki isletmelerin hayvan ve yem
temini, civciv durumuna gore, isletmelerin
%57,14'inln 6z sermaye kullandigi, %42,86'sinin ise
hem 6z sermaye hem de kredi ve tesvik kullandig
gorilmektedir. isletmelerin %14,29'unun hayvan ve
yem teminini yurt ici sertifikal isletmelerden sagla-
digi, %7,14'Gnln isletme icinden temin ettigi ve
%78,58'inin ise sozlesmeli Uretim yaptigi anlasil-
maktadir. isletmelerdeki civcivlerin %7,14'liniin 16
glnlik, %4,76'sinin 17 glinlik, %28,57'sinin 18 giin-
[k, %7,14'Gndn 19 ginlik, %28,57'sinin 20 ginlik,
%2,38'inin 21 glnlik, %11,90'nin 22 glnlik,
%2,38'inin 24 glnlik ve %7,14'Gnin ise 25 glnlik
oldugu gérilmektedir. isletmelerin  %78,57'sinin
sozlesmeli olarak tretim yaptigi, yemin satin alindigi
veya isletme icinde kendilerinin Urettigi isletmelerde
ise bir civcivin yem maliyetinin %2,38'inin 1,25 TL,
%2,38'inin 1,3 TL, %4,76'sinin 1,35 TL, %9,52sinin 1,4
TL ve %2,38'inin ise 1,45 TL oldugu gortlmektedir.
isletmelerin besi siiresi, yem temini, yem hazirlama
ve yemleme tipi tablo 4'te verilmistir. isletmelerdeki
besi sliresinin %9,52'sinin 40 gln, %90,48'inin ise 45
giin oldugu goérilmektedir. isletmelerde FCR'nin
%2,38'inin 1,75'in altinda ve %97,62'sinin ise 1,75-
1,90 arasinda oldugu gérilmektedir. isletmelerde
kesif yem temini, %7,14'tnde kendi Gretimi seklinde,
%14,29'unda tamamen disaridan satin alindigi ve
%78,57'sinde ise yem temini sdzlesmeli lretim sek-
linde oldugu gérilmektedir. isletmelerde yemin ve-
rilis sekli, %95,24'linde otomasyon sistemi ile,
%4,76'sinda ise yarl insan guci ile oldugu gorl-
mektedir. isletmelerde yemin hazirlanmasi ve yemle
ilgili teknik destek durumu ise %52,38'inde danis-
man araciligi ile, %47,62'inde de sozlesmeli Gretim
oldugu icin, Uretimi yaptiran firmanin sagladigi go-
rilmektedir. isletmelerde antibiyotik kullaniimadigr,
ancak yem katki maddesi olarak vitamin, mineral
madde, probiyotk ve prebiyotik kullanildigi anlasil-
maktadir. isletmelerde kullanilan su, kiimeslerin de-
zenfeksiyonu, ekipman-isci kullanimi ve veteriner
hekimlik hizmet durumu tablo 5'te verilmis olup, is-
letmelerde %76,19'unun sebeke suyu kullandigi,
%23,81'inin ise kuyu suyu kullandigr gorilmektedir.
Her partiden 6nce bu isletmelerin tamaminda ki-
meslerin dezenfekte edildigi belirtiimektedir. islet-
melerin %45,24'linde her kiimesin is¢i ve ekipmanin
ayri, %54,76'sinda ise ekipman ayri ancak iscilerin
ayni oldugu gérilmektedir. Bu isletmelerin tama-
minda asilamalarin diizenli yapildigi belirtiimektedir.
isletmelerin veteriner hekim hizmetlerini, %2,38'inde
ciftlik veteriner hekiminin, %19,05'inde 6zel klinikle-
rin ve %78,57'inde ise sdzlesmeli Giretim oldugu igin,
Uretimi yaptiran firmanin veteriner hekimlerinin sag-
ladigi gorilmektedir. isletmelerde besi performansi
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gOstergeleri ve et materyalinin pazarlanmasi duru-
mu tablo 6'da verilmistir. isletmelerin %2,38'inde ke-
simhanede kestirip satis seklinde, %4,76'unda kendi
isletmesinde degerlendirme seklinde (market, et de-
posu vs) ve %92,86'sinda ise entegre tesisleriyle an-
lasmali satis seklinde oldugu gorilmektedir. Arastir-
ma yapilan 42 adet isletmelerin hig¢ birinde ihbari
mecburi ve 6nemli kanatli hayvan hastaliklarina
rastlanilmamistir. Bu da isletmelerimizin bu hastalik-
lardan ari oldugunu gdstermektedir. Tablo 7'deki is-
letmelerin yillik kesim sayisi, toplam kesilen hayvan
sayilari, yillik 6lim orani, gliibrenin kullanim ve or-
glitlenme durumuna (kooperatif, birlik vs Uyelik )
gore ise isletmelerdeki yillik kesim sayisi 4-6 arasin-
dadir. isletmelerin  %14,29'unda 50 bin alt,
%35,71'inde 50-150 bin arasl, %16,67'sinde 150-250
bin arasi ,%26,19’'unda 250 bin-1 milyon arasi ve
%7,14'inde ise 1 milyon Uzeri kesim yapildigi gorul-
mektedir. 42 adet entegre isletmede, bir devirde ke-
silen hayvan sayisi ortalama 45-50 bin civarindadir.
Entegre isletmelerde kiimes sayinin, kiimes kapasi-
tesinin ve yillik devir sayisinin artmasina bagh olarak
yillik kesilen hayvan sayisi da artmaktadir. isletme-
lerdeki yillik 8lim orani %3-4 ‘tir. isletmelerin
%78,57'sinde elde edilen glbre (tasima esnasinda
cevreye zarar vermemek Uzere sizdirmaz kapali
araclarla dikkat bir sekilde tasinarak) ciftlik disi kendi
tarim arazisinde kullanildigi, %21,43'lnde ise elde
edilen glbrenin imha edildigi gorilmektedir. Tim
isletmelerde ise izole edilmis glbrelikler mevcuttur.
isletmelerin 6rgiitli oldugu gérilmistir. isletmeler-
deki tarimsal destek durumu (arazi, hayvan, yem bit-
kisi vs), hayvancilik faaliyetlerinden memnuniyet du-
rumu ve gelecek plani tablo 8'de verilmistir. isletme-
lerin %52,38'inin tarimsal destek durumundan (ara-
zi, hayvan, yem bitkisi vs) yararlandigi, %47,62'sinin
ise bu desteklerden yaralanmadigi belirtiimektedir.
isletmelerin %80,95'inin “Memnunum ve yapmaya
devam etmeyi planlyyorum.” dedigi, %7,14'Unln
"Memnunum ve yapmaya devam etmeyi planlami-
yorum.” dedigi, %11,90'inin "Memnun degilim ve
yapmaya devam etmeyi planlyyorum.” ve "Memnun
degilim yapmaya devam etmeyi planlamworum. di-
yenlerin ise %0 oldugu gorilmektedir. Biylk bir
¢ogunlugunun hayvancilik faaliyetinden memnun
oldugu ve devam edecegi anlasilmaktadir. Arastir-
manin yapildigi 42 adet entegre broiler isletmesinin

sorunlarini genel olarak degerlendirdigimizde 26
adet ortak sorun oldugunu tablo 9'da gérmekteyiz.
isletmelerin en 6nemli sorununun yem hammaddesi
ve girdi fiyatlarinin yiksek olusu (%12,38) ifade edil-
mistir. Bu nedenle, yem ve girdi maliyetlerinin karhlk
agisindan son derece 6nemli oldugu bilinmelidir.
ikinci en énemli sorunun finansman ve kredi sorunu
(%10,95) oldugu ifade edilmistir. Uclincii sirada bari-
nak- ekipman sorunu (%8,01) oldugu belirtilmistir.
Doérdinci dranin fiyatinda yil boyu dalgalanma ve
fiyat istikrarsizhgr (%7,62), besinci teknik bilgi yeter-
sizligi (%7,62), altinc teknik ve nitelikli eleman ye-
tersizligi (%7,14), yedinci ulasim ve nakliye sorunu
(%6,66), sekizinci altyapi sorunu (%5,23), dokuzuncu
hayvan temininde glclikler (%5,23), onuncu hasta-
liktan korunma ve asilama gui¢ligii (%5,23), onbirin-
ci FCR hedefini yakalayamama endisesi- zarar etme
korkusu, verim distkligu (%4,76) ve onikinci eko-
nomik kriz ve problemler (%2,85) seklinde siralanir-
ken kalan diger 14 madde toplami da sorunun
%12,34'Un0 olusturmaktadir. Tablo 10'daki hayvan
barinaklarinin durumu ise, isletmelerin tamaminda
isletme tiirl olarak kapali sistem uygulanmaktadir.
isletme tipi olarak yerde yetistirme yapilmaktadir.
Butlin klimeslerin havalandirmasi ise otomasyon
sistemi zorlamali havalandirma (fanlar sayesinde)
yapilmaktadir. isletmelerin %30,95'inde aydinlatma
durumlari ( pencere tipi ve alani)'nin yeterli oldugu,
%60,05'inde ise yetersiz oldugu gorilmektedir.
Yemlik tipi, adedi ve boyutlari yeterlidir. Suluk tipi
asma suluk tipi olup, adedi ve biyuklikleri yeterlidir.
isletmelerin %40,48'inde altlik temizliginin otomatik
siyirictyla yapildigi ve %59,52'sinde ise traktorle me-
kanik olarak yapildigi gérilmektedir.

Bu bilgiler 1siginda arastirma yapilan illerin en-
tegre broiler isletmelerinin genel durumuna bak-
tigimizda isletmelerin giderek buyudigd, isletme
sahiplerinin egitim diizeylerinde iyilesme oldugu ve
buna bagl olarak bilgi ve teknolojiyi kullanim egi-
limlerinin gelistigi, hayvan barinak durumlarinin da
iyi durumda oldugu gorilmektedir. Calismamizdaki
bes ile ait isletmelerin toplam durumunu detay-
[l gdsteren ve asagida sunulan anket veri tablolari,
yayinlanacak dergide arastirma makalesinin sayfa
sayisinin sinirli olmasi ve tablolarin hacminin dergi
yayin standardini gegmemesi icin ancak 6zet halin-
de verilebilmistir.
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Tablo 1. Ticari entegre broiler isletmelerinin durumu.

1.isletme sayisi ile isletmede calisan erkek ve kadinlarin
sayi ve %’si

isletme

Kisi sayis: % Erkek % Kadin % Toplam
1-2 14 3333 15 1145 13 2708 28
3-5 17 4047 47 3588 16 3333 63
6-10 9 2143 51 3993 15 3125 66
10 < 2 476 18 13,74 4 8,33 22
2. isletmede calisanlarin yasi
Sayi %
>40 4 9,52
<40 20 47,62
Her ikisi 18 42,85
3. isletme sahibinin egitim seviyesi
Sayi %
Ortaokul Mezunu 11 26,19
Lise Mezunu 25 59,52
Universite Mezunu 6 14,29

8. Kiimeslerin yasi (yil)

Sayi %
5-10 1 2,38
10 ve Uzeri 41 97,62

Tablo 3. Ticari entegre broiler isletmelerinin hayvan ve yem
temini, civciv durumu.

9. Girdi temini durumu

Sayi %
Oz Sermaye 24 57,14
Her ikisi 18 42,86
10. Hayvan ve yem temini durumu

Sayi %
:j(t;: tigin?ier:tifikall isletmeler- 6 14,29
isletme icinde temin 3 7,14
Sozlesmeli olarak calisiyor 33 78,58

11. Metre kareye konan civciv sayilari

4. Ciftcilik (tavukculuk) disinda baska bir isle de ugras-
ma durumu

Sayi %
Evet 36 85,71
Hayir 6 14,29

Tablo 2. Ticari entegre broiler isletmelerinin tipi, bayukliagu,
kiimes kapasitesi ve yasl.

5. isletme tipi
Sayi %
Aile 15 35,71
Sirket 27 64,29
6. isletme biiyiikliigii
Sayi %
10 bin alti 7 16,67
10-30 bin 16 38,10
30-50 bin 7 16,67
50-100 bin 4 9,52
100 bin ve Uzeri 8 19,05
7. Kiimes sayisi
Kiimes sayisi Sayi %
2 16 38,10
3 8 19,05
4 6 14,29
5 2 4,76
6 6 14,29
8 2 4,76
10 2 4,76

5 ilin toplami

. A R
1-7 Giin bas civciv sayisi/m (isletme sayisi)

Sayi %
16 3 7,14
17 2 4,76
18 12 28,57
19 3 714
20 12 28,57
21 1 2,38
22 5 11,90
24 1 2,38
25 3 7,14
12. Eger yem satin aliniyorsa 1 civcivin yem maliyeti
Sayi %
Sézlesmeli Uretim 33 78,57
125TL 1 2,38
13TL 1 2,38
135TL 2 4,76
14 TL 4 9,52
1,45TL 1 2,38

Tablo 4. Ticari broiler isletmelerinin besi siiresi, yem temini,
yem hazirlama ve yemleme tipi.

13. Besi siiresi

Sayi %
40 glin 4 9,52
45 glin 38 90,48
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14. Ortalama Yemden yararlanma orani (FCR)

Sayi %
1,75 alt 1 2,38
1,75-1,90 41 97,62
15. Kesif yem temini durumu

Sayi %
Kendi Uretimi 3 7,14
Satin alma 6 14,29
Sozlesmeli Gretim 33 78,57

16. Yemlerin verilis sekli ve teknik destek durumu

5 ilin toplami

Otomasyon sistemi ile 40 95,24

Yari insan glict 2 4,76

17. Yem hazirlanma ve yemleme ile ilgili teknik destek
durumu

Sayi %
Danigsman var 22 52,38
Sozlesmeli Uretim 20 47,62

Tablo 5. Ticari entegre broiler isletmelerinde kullanilan su,
kiimeslerin dezenfeksiyonu, ekipman- isci kullanimi ve veteri-
ner hekimlik hizmetleri.

18. Kullanilan suyun kaynagi

Sayi %
Sebeke suyu 32 76,19
Kuyu suyu 10 23,81

19. Birden fazla kiimeslerde ayni is¢ci ve ekipman kulla-
nim durumu

Sayi %
Her kiimesin is¢i ve ekipmani ayri 19 45,24
Ekipman ayri ancak isci ayni 23 54,76
20. Veteriner hekimlik hizmetleri

Sayi %
Ciftlik veteriner hekimince saglanmakta 1 2,38
Ozel klinikten saglanmakta 8 19,05
Soézlesmeli firmaya ait veteriner hekimler 33 78,57

saglamakta

Tablo 6. Ticari entegre broiler isletmelerinde besi performan-
s gostergeleri ve et materyalinin pazarlanmasi durumu.

21. Et materyalinin pazarlanmasi

Sayi %
Kesim hanede kestirip satis 1 2,38
Kendi isletmesinde degerlendirme
2 4,76
(market, et deposu)
Entegre tesisleriyle anlasmali satis 39 92,86

Tablo 7. Ticari entegre broiler isletmelerinde yillik kesim sa-
yisi, toplam kesilen hayvan sayilari, yillik 6lim orani, giibrenin
kullanim ve o6rgutlenme durumu (kooperatif, birlik vs Gyelik ).

22. isletmenizde yillik kag tavuk kesimi yapilmaktadir?

Sayi %
50 bin alti 6 14,29
50-150 bin 15 35,71
150-250 bin 7 16,67
250 bin -1 milyon 11 26,19
1 milyon Uzeri 3 7,14
23. Giibrenin kullanim durumu

Sayi %
Ciftlik disi kendi tarim arazisinde kullanim 33 78,57
imha etme 9 21,43

Tablo 8. Ticari entegre broiler isletmelerinde tarimsal destek
durumu (arazi, hayvan, yem bitkisi vs), hayvancilik faaliyetle-
rinden memnuniyet durumu ve gelecek plani.

24. Tarimsal destek durumu (arazi, hayvan, yem bitkisi
vs)

Sayi %
Yararlaniyor 22 52,38
Yaralanmiyor 20 47,62

25. Hayvancilik faaliyetlerinden memnuniyet durumu
ve gelecek plani

Sayi %
Memnunum ve yapmaya devam etmeyi 34 8095
planhyorum '
Memnunum ve yapmaya devam etmeyi 3 714
planlamiyorum '
Memnun degilim ve yapmaya devam 5 11,90

etmeyi planliyorum

Tablo 9. Ulkemizin farkl bes ilindeki (Ankara, Bolu, Eskisehir,
Kayseri ve Kirikkale) entegre broiler isletmelerinin tretim yap-
masini zorlastiran unsurlar.

Broiler isletmelerinin iiretim

S. No Sayi %

yapmasini zorlastiran unsurlar

1 Yem hammafjdey ve girdi 26 1238
fiyatlarinin ytiksek olusu

2 Finansman ve kredi sorunu 23 10,95

3 Barinak ve ekipman sorunu 17 8,01

4 L.Jrijn'ﬂyatmda yjl boyu dalgalanma, 16 762
fiyat istikrarsizhg

5  Teknik bilgi yetersizligi 16 7,62

6  Teknik ve nitelikli eleman yetersizligi 15 7,14

7 Ulasim ve nakliye sorunu 14 6,66

8  Altyapi sorunu 11 523

9  Hayvan temininde guglukler 11 523

10 H?st?[llftan korunma ve asilama 11 523
gu¢lagu
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Broiler isletmelerinin iiretim

S. No
yapmasini zorlastiran unsurlar

Sayi %

FCR hedefini yakalayamama

11 endisesi- zarar etme korkusu, verim 10 4,76
dasuklagu
12 Ekonomik kriz ve problemler 6 2,85
13 Hayvap hva'reketlerlnln denetiminin 5 238
yetersizligi
14 Arz talep dengesizligi 5 2,38
15  Pazar ve pazarlama sorunu 4 19
16 G_(.]br.erv\fb atlklarlp {mvhasmln 4 19
glclugi/ cevre kirliligi
17  Cografi sartlarin glglugu 2 0,95
Biyogtivenlik tedbirlerinin glcligu
18  (isletmelerin farkli asilama 2 0,95
programlari)
19  Burokratik engeller 2 0,95
Kayit disi Gretim ve kayit disi
20 0 . . 0,95
Uretimin yeterince denetlenememesi
21 Kamu.oz'gl. sektor isbirliginin > 0,95
yetersizligi
22 Uretim takvimindeki sapmalar 2 0,95
23 isletmelerin denetim yetersizligi 1 0,47
24 Devlet desteginin yetersizligi 1 0,47
25 Piyasa |I¢Vrekabet etme glicl 1 0,47
yetersizligi
26  Sozlesme sartlarinin agir olmasi 1 047
210 %100
Tablo 10. Hayvan barinaklarinin durumu.
1. isletme tiirii ve kiimes tipi
Sayi %
Kapali sistem ve yerde 42 100
2. Kiimes aydinlatma durumu (pencere
tipi ve alani)
Sayi %
Yeterli 13 30,95
Yetersiz 29 69,05
3.Althk temizligi
Sayi %
Otomatik Siyirici 17 4048
Traktorle Mekanik Olarak 25 59,52

Tartisma ve Sonug
isletmelerin genel durumlart

Tez calismasi kapsaminda 42 adet entegre broiler is-
letmesinin mevcut durumlari hakkindaki bilgiler de-
gerlendirmeye alinmistir. Bu bes ildeki isletmelerin
istihdam oranlarina genel olarak bakildiginda; islet-

mede calisan sayisi, %33,33'lnde 1-2 kisi, %40,47'sin-
de 3-5 kisi, %21,43'linde 6-10 kisi ve %4,76'Inda ise
10 ve Uzeri kisi calisan bulunmaktadir. isletmelerde
calisanlarin cogunun aile seklinde istihdam edildigi
gorulmektedir. Diger yandan isletmelerin blyiik ¢o-
gunlugunun kicuik ve orta kapasiteli isletmeler ol-
dugu gériilmektedir. isletme sayisi 9 olan benzer bir
calismada, 1-2 isci calistiran isletme sayisinin 6
(%66,6), 3-4 isci calistiran isletme sayisinin 1 (%11,1)
ve 5 ve 5 den fazla isgi calistiran isletme sayisinin ise
2 (%22,2) adet oldugu tespit edilmistir (Karakaya ve
ark 2019). Arastirma yapilan bu isletmedeki ¢alisan-
larin %9,52'si 40 yasin Ustlinde, %47,62'si 40 yasin
altinda ve %42,85'nin ise yaslari 40 yasin hem altin-
da hem de Ustlindedir. Anket calismasi yapilanillerin
genelinde 40 yasin altinda geng¢ nifusun calistig
gorilmektedir. Karakaya ve ark (2019), yapilan ben-
zer bir arastirmada, isletmecilerin %55,5'i 50 yasin-
dan kicuk, %44,5'i ise 50 yas ve lizerinde oldugunu
sdylemektedirler. isletmelerde ekonomik etkinlik ve
uretimde verimlilik agisindan egitim dnemlidir. Ge-
rek isletme sahipleri gerekse calisanlar yapmis oldu-
Ju iste ne kadar deneyimli ve bilgiliyse, o isletme o
kadar basarili olacak demektir. isletmedeki kiimes-
lerde bulunan hayvanlarin bakim ve beslemesi, sevk
ve idaresi ve sagliklar konusunda daha hassas dav-
ranilacaktir. Bu da verimliligi ve kaliteyi artiracaktir.
Bu baglamda arastirma yapilan bu illerde, isletme
sahiplerinin %26,19'u ortaokul, %59,52'si lise ve
%14,29'u ise Universite mezunu oldugu belirmistir.
Bu calismada isletme sahiplerinin genelde egitim
dizeylerinin iyi oldugu gorilmektedir. Ancak bu il-
lerde egitim durumu iyi olmasina ragmen hem sek-
térle hem de veterinerlikle ilgili olarak gerekli egiti-
min yeterince alinmadigi da gbzlemlenmistir. Bagka
bir calismada isletmecilerden ilkokul mezunu olan-
larin orani %44,5, ortaokul mezunu olanlarin orani
%11,1, lise ve Universite mezunu olanlarin orani ise
%22,2 olarak belirlenmistir (Karakaya ve ark 2019).
Arastirma yapilan bu illerde isletmelerin %85,71'inin
ciftlik disinda baska bir isle de ugrastigi, %14,29'unun
ise sadece ciftlik ile ugrastigi gorilmektedir. islet-
melerin %35,71'inin aile tipi ve %64,29'unun ise sir-
ket oldugu goriilmektedir. Sirket sayisinin artmasi ile
isletmedeki hayvan varliginin ve Uretimin de arttigi
bir asikardir. Malatya ilinde yapilan bir calismada, is-
letmelerin %94,8'inin sahsa ait oldugu ancak &zel bir
firmayla sdzlesmeli Uretim yaptigi, %3,8'inin kendi
firmasi ve %1,4'Unin sahsa ait olarak tretim yaptigi
bildirilmistir (Boyraz 2016; Karakaya ve ark 2019). Bir
baska calismada kiimeslerin %6,9'unun herhangi bir
firmaya bagl olmadigi, %93,1'inin bir firma ile birlik-
te calistigi belirlenmistir (Yenilmez 2005). isletme
biyukliklerinin %16,67'sinin 10 bin alti oldugu,
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%38,10'unun 10-30 bin arasi oldugu, %16,67'sinin
30-50 bin arasi oldugu, %9,52'sinin 50-100 bin arasi
oldugu ve %19,05'inin ise 100 bin ve Uzeri oldugu
gorilmektedir. isletmelerin %38,10’'unda 2 kiimes,
%19,05'in 3 kiimes, %14,29'unda 4 kiimes, %4,76'sin-
da 5 kiimes, %14,29'unda 6 kimes, %4,76'sinda 8
kiimes ve %4,76'sinda ise 10 kiimes oldugu goril-
mektedir. isletmelerin %2,38'inde kiimesin yasi 5-10
yil arasi olup, %97,62'inde ise 10 yas ve Uzeri oldugu
gorilmektedir. Arastirmanin yapildigi bu illerde is-
letmelerin girdi temini durumuna gore isletmelerin
%57,14'inlin 6z sermaye kullandigi, %42,86'sinin ise
hem 6z sermaye hem de kredi ve tesvik kullandig
gorilmektedir. Benzer bir arastirmada kiimes sahip-
lerinin %15,1'inin yetistiricilige baslarken kredi aldi-
J1, %84,9'unun ise kredi almadigi belirtilmistir (Yenil-
mez 2005). Turkyillmaz (2006) tarafindan yapilan ¢a-
ismada, isletmelerin %38,7'sinin kendi imkanlarini
kullandiklari, %61,3'tnln ise krediye ihtiyag duyduk-
lari belirtilmistir. Boyraz (2016) tarafindan yapilan bir
baska calismada ise, isletmelerin %53,2'sinde finans-
maninin banka kredisiyle, %35'inde finansmaninin
isletmecinin kendisi tarafindan ve %21,8'inde ise fi-
nansmaninin Tarim ve Kirsal Kalkinmayi Destekleme
Kurumu (TKDK) tarafindan saglandigi belirlenmistir
(Karakaya ve ark 2019). Arastirmanin yapildigi bu il-
lerde metre kareye konan civciv sayisi (civciv/ m2) 16
ile 25 arasinda degismektedir. Bazi arastirmacilar ki-
mesteki m2'ye konulacak civciv miktarini hayvanla-
rin kesim agiliklarini dikkate alarak hesaplamistir.
Ornegin birim m?de uretilecek toplam etlik pili
canli agirhgr 32 kg ise, her birisi yaklasik 2 kg canli
agirlikta olan 16 adet pilic m2'de var demektir (Sen-
koylG 2001). Eger kiimeste birim alanda yogun bir
Uretim yapilirsa hem verim azalir hem de 6lim mik-
tari artar (Bell 2002). Fakat mevsimlere gore degis-
mek Uzere soguk aylarda m2'ye canli agirhgr 1 kg
olan 35 adet pili¢ konabilirken, canli agirhdr 2,3 kg
olanlardan 15 adet pili¢ konabilir (Cakir 2003). Yine
bu illerde illere gore farklilik gostermek Gzere, islet-
melerin blylk cogunlugu sozlesmeli olarak Gretim
yapmaktadirlar. Yemin satin alindigi veya isletme
icinde kendilerinin Urettigi isletmelerde ise bir civci-
vin yem maliyetinin yaklasik 1,25 TL ile 1,45 TL ara-
sinda degistigi gériilmektedir. isletme kurulup hay-
van temini gerceklestirdikten sonra, hayvancilk is-
letmelerinin sabit gidenlerinin %70'e kadarki kismini
yem giderlerinin olusturdugu bilinmektedir (Erglin
ve ark 2002). Arastirmanin yapildigi 42 adet entegre
broiler isletmesinden 38 adedinde besi suresinin 45
glin oldugu, 4 adet isletmede ise 40 giin oldugu go-
rilmektedir. Broiler Uretimi yapan isletmeler, civciv-
leri ayni anda kiimes yerlestirir. lyi bakim, besleme,
sevk ve idare ile 35-49 glin arasinda istenilen canli

agirliga ulasinca hepsini ayni anda keser veya pazar-
larlar. Bu ydntem dnemlidir ve yaygin olarak kullanil-
maktadir. Yine bu isletmelerde FCR, 41 adet isletme-
de 1,75-1,90 arasinda iken, bir isletmede ise 1,75'tir.
FCR oranina gore Ureticilerin basaril olduklari goril-
mektedir. FCR, hayvanin yedigi yemi ete donUstir-
me orani demektir. FCR orani ne kadar dusuk ise
verim o kadar iyi demektir. Karakaya ve ark (2019) da
yaptigi bir calismada kiimeslerde besi siiresinin 42-
45 giin arasinda degismekte oldugunu belirtmisler-
dir. Broiler isletmeciliginde en az maliyetle hayvan
basina maksimum verimi elde etmek amactir. Ure-
timden pazar asamasina kadar bu sirecin her asa-
mas! kayit altina alinir. Bu kayitlarin giinlik olarak
tutulmasi esastir. Bu kayitlar sayesinde bir Uretim
periyodundaki Uretilen materyalin performansi ra-
hatlikla belirlenebilir (Senkdyli 2001). Her bir broiler
bir Gretim periyodunda (35-49 giin) yaklasik 3,6- 4,1
kg yem tuketerek yaklasik 1,9-2,5 kg canh agirliga
ulasabilir. Bu oran hayvanin yemden yararlanma de-
recesine, yasina, irkina, cinsiyetine ve yemin bilese-
nine gore degisir. Bezer bir arastirmada bir Gretim
periyodu sonunda et tavuklarinin %45'inin 3,6- 3,8
kg ve %55'inin ise 3,8- 4,4 kg canl agirlikta oldugu
soylenmistir (Aric 1996). Yine bezer bir arastirmada,
bir Gretim periyodu sonunda her bir broiler igin can-
hragirhgin 1,820 kg +5g oldugu belirtilmistir (Erdem
1996). Arastirmanin yapildigi bu isletmelerde kesif
yem temini durumu; 3 adet (%7,14) isletmede kesif
yem temini kendi Uretimi, 6 adet (%14,28) isletmede
kesif yem temini satin alma ve 33 adet (%78,57) is-
letmede ise kesif yem temini sozlesmeli Gretim (civ-
civ ve yemi veren asll firma tarafindan karsilanmak-
tadir) seklindedir. Yenilmez (2005), yaptig! bir aras-
tirmada isletmelerin %81'inde yemin disaridan alin-
digini belirtmistir. isletmelerin karliligini etkileyen en
buylk faktorlerden birisi kesif yem teminidir. Ayrica
yemlerin isletmede Uretim durumunun isletme bu-
yukliga ile ilgili oldugu gériilmektedir. isletme bii-
yuklugl arttikca yemlerin isletme disindan temin
orani diusmektedir. Yine bu isletmelerde yemlerin
verilis sekli ve teknik destek durumu; 2 adet isletme-
de yari insan giicl ile 40 adet isletmede ise otomas-
yon sistemi ile oldugu gorilmektedir. Yapilan benzer
bir calismada kiimeslerin %57'sinde tam otomatik
yemlik kullanildigr séylenmistir (Yenilmez 2005).
Arastirmanin yapildigi bu isletmelerde yem hazirla-
ma ve yemle ilgili teknik destek durumu; 22 adet is-
letmede yemin hazirlanmasi ve yemle ilgili teknik
destek danisman araciligi ile yapildidi, 20 adet islet-
mede ise yemin hazirlanmasi ve yemle ilgili teknik
destek, sozlesmeli Gretim oldugu icin, Gretimi yapti-
ran firmanin sagladigi gorilmektedir. Broiler islet-
meciliginde en az maliyetle hayvan basina maksi-
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mum verimi elde etmek istenir. Bunun icin de hay-
vanlarin serbest yontemle beslenmeleri tercih edilir
(Senkoylt 2001). Yapilan arastirmada yine bu islet-
melerin tamaminda vitamin, mineral madde, probi-
yotik ve prebiyotik kullanildigi, ancak hi¢ birinde her
hangi bir antibiyotik kullaniimadigi gorilmektedir.
Arastirmanin yapildi§i 42 adet entegre broiler islet-
mesinde kullanilan suyun kaynagi ise 32 adedinde
sebeke suyu ve 10 adedinde kuyu suyu kullanildigi
gorulmektedir. Her partiden dnce bu isletmelerin ta-
maminda kimeslerin dezenfekte edildigi belirtil-
mektedir. Yine bu isletmelerin 19 adedinde her ki-
mesin isci ve ekipmanin ayri, 23 adedinde ise ekip-
man ayri ancak iscilerin ayni oldugu gorilmektedir.
Bu isletmelerin tamaminda asilamalarin diizenli ya-
pildigr belirtilmektedir. Bu isletmelerde veteriner he-
kim hizmetlerini; 1 adet isletmede ciftlik veteriner
hekimi saglamakta, 9 adet isletmede 6zel klinikten
saglamakta ve 33 adet isletmede ise sozlesmeli tre-
tim oldugu icin, Uretimi yaptiran firmanin veteriner
hekimlerinin sagladigi gérilmektedir. isletmelerin
kiimesleri dezenfekte etmesi, asilamalarin dizenli
yapilmasi ve veteriner hekimlik hizmetlerini aksat-
mamalari saglk ve tretim konusunda bilingli olduk-
larini gostermektedir. Arastirmanin yapildigi bes il-
deki 42 adet isletmenin hig birinde ihbari mecburi ve
onemli kanatl hayvan hastaliklarina rastlaniimamis-
tir. Bu da isletmelerimizin bu hastaliklardan ari oldu-
gunu gostermektedir. Bu konuda Tarim ve Orman
Bakanliginin bu hastaliklar ile miicadele igin ¢ikarmis
oldugu mevzuat (kanun, yonetmelik, talimat, genel-
ge vb.), yapmis oldugu denetim ve kontroller, izle-
meler ve kayit sisteminin basarili bir sekilde uygu-
landigini ve isletme sahiplerinin de bu konularda
bilinglendigini gostermektedir. Calismanin yapildig
42 adet entegre broiler isletmelerinde besi perfor-
mansi gdstergelerinin tamami BSCA ve FCR olarak
gorulmektedir. Bu isletmelerde et materyalinin pa-
zarlanmasi; 1 adet isletmede kesimhanede kestirip
satis seklinde (%2,38), 2 adet isletmede kendi islet-
mesinde degerlendirme seklinde (market, et deposu
vs) (%4,76) ve diger 39 adet isletmede ise entegre
tesisleriyle anlagsmali satis seklinde (%92,86) oldugu
gorulmektedir. Yapilan benzer bir calismada kiimes-
lerin %69,2'sinde hayvan satislarinin canli olarak,
%22,6'sinda kesilmis olarak ve %8,2'sinde ise satisla-
%1,3'U perakende ve %3,8'inin de hem toptan hem
perakende seklinde yapildigi tespit edilmistir (Yenil-
mez 2005). Yine bu isletmelerin tamaminda yillik 4-6
arasi kesim yapildigi belirtilmektedir. Yillik olarak ke-
simi yapilan broiler miktarlar ise, isletmelerin
%14,29'unda 50 bin alti, %35,71'inde 50-150 bin
arasl, %16,67'sinde 150-250 bin arasi ,%26,19'unda

250 bin-1 milyon arasi ve %7,14'inde ise 1 milyon
Uzeri kesim yapildigi gorilmektedir. Broiler isletme-
ciliginde Uretim periyodunun uzunlugu ve sayisi ve-
rimlilik acisindan oldukca 6nemlidir. Bir Gretim peri-
yodu birinci olarak civcivlerin kiimese konmasindan
kesime kadar ki Uretim stresini kapsar (35-49 gin).
ikinci olarak da etlik piliclerin kesiminden sonra k-
mesin ve ekipmanlarin temizligi, dezenfeksiyonu ve
kiimesin tekrar Uretime hazirlanmasini kapsar (14
glin). iste hem Uretim hem de temizlik siireleri bir
Uretim periyodunu olusturur (2 ay). Broiler isletme-
sinde bir Uretim periyodunun yaklasik 2 ay oldugu
dislndlirse, bir yilda da yaklasik 6 adet devir yapi-
labilir (Cetin 1984). Fakat Uretim periyodunu canli
agirlik, pazar sartlari, tiketicilerin talepleri, yem fi-
yatlari, etlik pili¢ satis fiyati, hastaliklar ve isletme
sartlari degistirebilir. Bunlara bagli devir sayisi azala-
bilir (Erdem 1996). Bir broiler isletmesinde yillik 6
adet devir yapilabilecegi beyan edilmektedir (Cetin
1984). Broiler isletmesinde yapilan benzer bir ¢alis-
mada Ulkemizin devir sayisi yaklasik 5,4 bulunmus-
tur (Gursoy 1976). Arastirma yapilan tim isletmeler-
deki yillik 6lim orani ise %3-4 olarak belirtilmekte-
dir. Clnkd yillk 6lim oranin %5'i ge¢mesi durumun-
da isletmenin zarar edecedi beyan edilmektedir. is-
letme sahipleri bunu ¢ok iyi bilmektedirler. Broiler
isletmesinde yapilan benzer bir calismada tlkemizin
broiler zayiati yaklasik %4,85 olarak belirlenmistir
(Glrsoy 1976). Arastirmanin yapildigi 42 adet en-
tegre broiler isletmelerinde dénem sonu olusan
glbrelerin durumu; 33 adet isletmede elde edilen
glibre (tasima esnasinda cevreye zarar vermemek
Uzere sizdirmaz kapali araglarla dikkatli bir sekilde
tasinarak) ciftlik disi kendi tarim arazisinde kullanil-
digi, 9 adet isletmede ise elde edilen gubrenin imha
edildigi gorilmektedir. Tim isletmelerde ise izole
edilmis gubrelikler vardir. Calismanin yapildigr 42
adet entegre broiler igletme sahiplerinin tamaminin
tarimsal orglte tye olduklar gorilmektedir. Bu is-
letmelerin tarimsal destek durumu (arazi, hayvan,
yem bitkisi vs) ise 22 adet isletmenin bu destekler-
den yararlandigi, 20 adet isletmenin de bu destek-
lerden yaralanmadigi belirtilmektedir. Bes ilin topla-
mina baktigimizda yine bu isletmelerin hayvancilik
faaliyetlerinden memnuniyet durumu ve gelecek
planlari ise, 34 isletmenin "Memnunum ve yapmaya
devam etmeyi planliyorum.” dedigi, 3 isletmenin
"Memnunum ve yapmaya devam etmeyi planlami-
yorum.” dedigi ve 5 isletmenin de "“Memnunum de-
gilim ve yapmaya devam etmeyi planlyyorum.” dedi-
gi gortlmektedir. Blylk bir cogunlugunun hayvan-
cilik faaliyetinden memnun oldugu ve devam ede-
cegi anlasilmaktadir.
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Sektorde iiretim yapmayu zorlastiran unsurlar

Arastirmanin yapildigi 42 adet entegre broiler islet-
melerinde bes ili beraber degerlendirdigimizde 26
adet ortak sorun oldugunu gérmekteyiz. isletmelerin
en 6nemli sorununun yem hammaddesi ve girdi fi-
yatlarinin yiksek olusu (%12,38) oldugu ifade edil-
mistir. Bu nedenle, yem ve girdi maliyetlerinin karlilik
agisindan son derece dnemli oldugu bilinmektedir.
isletmelerin en cok yem ve girdi maliyetlerinden
sikdyetci olmalar beklenen bir sonuctur. ikinci en
onemli sorunun finansman ve kredi sorunu (%10,95)
oldugu ifade edilmistir. Uclincii sirada barinak- ekip-
man sorunu (%8,01) oldugu belirtilmistir. Dordiinct
arlnidn fiyatinda yil boyu dalgalanma ve fiyat is-
tikrarsizhgi (%7,62), besinci teknik bilgi yetersizligi
(%7,62), altinci teknik ve nitelikli eleman yetersizligi
(%7,14), yedinci ulasim ve nakliye sorunu (%6,66),
sekizinci altyapi sorunu (%5,23), dokuzuncu hayvan
temininde guglikler (%5,23), onuncu hastaliktan
korunma ve asilama gucligi (%5,23), onbirinci FCR
hedefini yakalayamama endisesi- zarar etme korku-
su, verim dusukligi (%4,76) ve onikinci ekonomik
kriz ve problemler (%2,85) seklinde siralanirken ka-
lan diger 14 madde toplami da sorunun %12,34'Gn{
olusturmaktadir. Broiler isletmeleri ile ilgili yapilan
benzer bir calismada isletmelerin sorunlari; yetistir-
me gucligu, verim dusukligl, yem tedariki, barinak
yetersizligi, pazarlama ve entegrasyon zorlugu, tek-
nik bilgi eksikligi, yetersiz arastirma, saglik ve egitim
seklinde siralanmistir (Akkilic ve ark 1982). Hayvan
isletmeleri ile ilgili yapilan benzer bir ¢alismada is-
letmelerin sorunlari; yetistirme gigligu, yem teda-
riki, teknik personel eksikligi, hastaliklarla miicadele,
fiyat istikrarsizligi, finansman ve destek yetersizligi
olarak sdylenmistir (Testik 1988). Broiler isletmeleri
ile ilgili Glkemizde yapilan benzer bir diger calisma-
da isletmelerin sorunlari; hastaliklarla miicadele, ye-
tistirme glcligu, barinak yetersizligi, pazarlama ve
entegrasyon, finansman yetersizligi, saglik ve egitim
seklinde siralanmistir (Senkdyli 2001). Broiler islet-
meleri ile ilgili yapilmis olan benzer bir ¢calismada ise
isletmelerdeki sorunlarin giderilmesi igin, her islet-
menin Uretim plan ve programini yapmasi, tretimin
her asamasinin izlenmesi, Uretimin ve verimliligin
artirlmasi, pazar sartlarinin iyilestirilmesi, Gretimden
kesime kadar barkot sisteminin uygulanmasi seklin-
de belirtilmistir (Tirkoglu 1995), Hayvan isletmeleri
ile ilgili yapilan benzer bir diger ¢alismada isletme-
lerin sorunlari; yem tedariki, hayvan temini, teknik
personel eksikligi, hastaliklarla miicadele ve fiyat is-
tikrarsizhgi olarak sdylenmistir (Arig¢ 1996). Hayvan
isletmeleri ile ilgili yapilan benzer bir calismada ise
isletmelerin sorunlari; yetistirme gug¢ligl, alt yapi

yetersizligi, yem tedariki ve hastaliklarla miicadele
olarak sdylenmistir (Can 1997). Hayvan isletmeleri ile
ilgili yapilan benzer bir diger ¢alismada isletmelerin
sorunlari; hayvan temini, yem tedariki, hastaliklarla
mucadele, barinak yetersizligi, teknik personel ek-
sikligi, teknik bilgi yetersizligi, pazarlama giclukleri,
fiyat istikrarsizigi, dis pazarlara agilamama seklinde
siralanmistir (Bulbdl ve akr 1999). Boyraz (2016) ise
yapmis oldugu bir calismada isletmecilerin sorun-
larinin %87'sinin egitim, % 84,4'Unin kredi temini
ve %1,3'tnln yem ve hastalik oldugunu bildirmistir
(Karakaya ve ark 2019). Yapilan benzer bir calismada
ise yetistiricilerin, isletmedeki yem ve girdi maliyet-
lerinin yiksek olusundan, kar edememelerinden ve
pazarlama gucliginden yakindiklari séylenmistir
(Oztiirk ve ark 2002). Broiler isletmelerinde (iretimde
verimliligin artiriimasi ve isletmelerin problemlerinin
¢6zlme kavusturulmasi icin, batlin Uretici, tlketici,
tedarikci 6zel sektor temsilcileri ile devletin temsil-
cileri arasinda is birligi yapiimasi sarttir. Konuyla il-
gili plan ve toplanti yapmalari rutin hale gelmelidir.
Benzer bir calismada, toplumda saglikli ve dengeli
beslenme bilincini uyarmak igin, tavuk eti tiketimi
tesvik edilmeli, isetmelerde yatirimlar iyi planlanmali,
Uretimden pazara kadar her asama iyi takip edilmeli,
Uretici, tlketici ve tedarik¢i firmalarin, modern en-
tegre tesislere yatinm yapmalari hususunda destek-
lenmelerinin énemli oldugu belirtmistir (Kenanoglu
ve ark 1999). Bu yatirmlar uzun vadeli oldugu igin
tesvik sisteminin de kalici olmasina dikkat edilme-
si gerektigini vurgulamaktadirlar. Uretici firmalarin
hem iceride hem de disarida rekabet edebilmesi
icin finansman imkanlarinin artirilmasi ve buna uy-
gun politikalarin gelistirilmesinden bahsetmislerdir.
Hayvancilik sektériniin surdurdlebilirligi ve basarili
olabilmesi i¢in her zaman destek saglaniimasi ge-
rekmektedir (Kbseman ve ark 2016).

Hayvan barinaklarunn genel durumlart

Entegre broiler isletmelerinde, gerekli hayvan refa-
hinin saglanmasi daha fizibilite ve proje asamasin-
da dustnllmelidir. Buna gore isletme kurulmalidir.
Klmesler hayvanlarin dogal hareketlerini sinirlan-
dirmamali, beslenme programinin rahat uygulan-
masina imkan saglamalidir. Kimes ici ve disindaki
cevre sartlarinin olumsuz etkilerinden hayvanlar ko-
runmalidir. Beslenmeleri dogal ve hijyenik sartlarda
yapiimalidir (Mutaf ve ark 2001). Arastirmanin yapil-
digi 42 adet entegre broiler isletmelerinde isletme
tlrdntn tamaminin kapali sistem oldugu, kiimes-
lerin yerde kiimes tipi secildigi ve kiimes havalan-
dirmalarinin otomasyon sistemi, fanlar ile zorlamali
havalandirma, oldugu gorilmektedir. Arastirmadaki
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isletmeler icin bu 6nemli bir durumdur. Clnku ha-
valandirma sisteminin kiimeslerde cok iyi olmasi
elzemdir. Sicaklik arttiginda harekette azalma, yem
sarfiyatinda azalma, su tiiketiminde artma ve cinsel
isteksizlik olusmaktadir (North 1972). Kiimes ici si-
cakhgin istenilen seviyede tutulmasi, bakim, besle-
me, sevk ve idare broilerler icin 6nem tasir (Weawer
2002). Havalandirma mevsim ve cevre sartlarina
gore degisebilir. Sicak havalarda havalandirma, ki-
mes icinde tavuklardan gelen isiyi ve cevreden ki-
mese giren 1Isi, toz, gaz gibi maddeleri disari atmaya
katki saglar. Disaridan da filtre edilmis temiz havanin
kiimese girisini saglar. Soguk havalarda ise kiimes-
te birikmis rutubeti ve amonyak kokusunu disari
atmay! kolaylastirir. Disaridan da filtre edilmis te-
miz havanin kiimese girisini saglar (Senkdyli 2001).
Kimeslerin sicak zamanlarda serinletilmesi, soguk
zamanlarda da isitilmasi yemden yararlanmay ar-
tirr. Bu da tavuklarin verimini ve saghgini olumlu
etkiler. Bu isletmelerde kiimeslerin aydinlatma du-
rumlari (pencere tipi ve alani)'nin 13 adet isletmede
yeterli oldugu ve 29 isletmede ise yetersiz oldugu
gorulmektedir. Kimeslerde sirekli aydinlatma esas-
tir. Bu glin hala geleneksel tarzdaki kiimeslerde bu
yonteme devam edilmektedir. Gin 1s1§1 zamanla-
rinda pencerelerden dogal 1sik alinir. Ancak gece
ise duslk aydinlatma kapasiteli lambalarla kiimes
aydinlatilir. ilk giinlerde 24 saat aydinlatma yapilir.
Sonra elektrik kesintilerine karsi geceleyin 1-2 saat
karatma yapilir. Yine de bu esnada basit fenerlerle
ve boyali ampullerle kiimes aydinlatilir. Bundan do-
lay1 kiimeste 23 saat aydinlatma ve 1 saat karartma
dénemi uygulanir (Tirkoglu 1997; Erensayin 2001).
Geleneksel tarzdaki kiimeslerde hem devamli ay-
dinlanma hem de sinirli aydinlanma yapilabilmek-
tedir (Turkoglu 1997). Anket calismasi yaptigimiz
isletmelerin buttin kiimeslerinde elektrik enerjisiyle
devamli aydinlanma yapilmaktadir. Ayrica elektrik
kesintilerine karsi kiimesteki hayvanlar karartmaya
da alistirimistirlar. Yine bu isletmelerin yemlik tipi,
adedi ve boyutlarinin yeterli oldugu, suluk tipi, adedi
ve blyukliklerinin de yeterli oldugu ve asma suluk
tipi olduklari gdzlemlenmistir. Yapilan benzer bir ¢a-
ismada tiim kiimeslerde tavana asilarak sarkitilan
canh suluklar tercih edildigini (Donar 1994), bir di-
ger yapilan calismada ise tim kiimeslerde sulukla-
rn %88'inin otomatik oldugu séylenmislerdir (Arig
1996). Gunimuzde kiimeste kullanilan tim suluklar
tam otomatiktir. Bu isletmelerin althk temizligi ise, 17
adet isletmede otomatik siyiriciyla ve 25 adet islet-
mede de traktdrle mekanik olarak yapildigi belirtil-
mektedir. Tavukculuk isletmeleri modern tesislesme
sayesinde kimeste kaliteli ekipmanlari kullanmayi
hedeflemektedirler. Hedeflenen bu ekipmanlar oto-

masyon sistemidir. Bu da kiimes icinde entegrasyo-
nu saglayacagi icin isgticinden tasarruf ettirecektir.

Sonug olarak, arastirma yapilan illerin entegre
broiler isletmelerinin genel durumuna bakildiginda
isletmelerin giderek blyuduigu, isletme sahiplerinin
egitim duzeylerinde iyilesme oldugu ve buna bagili
olarak bilgi ve teknoloji kullanim egilimlerinin ge-
listigi, hayvan barinak durumlarinin genel olarak iyi
durumda; entegre isletmeler oldugu gorilmektedir.
Bunun yaninda sektdre yonelik yapisal problemler
ve hayvancilik politikalari birlikte ele alindiginda,
sektoriin gelisimi icin devletin yapmasi gereken cid-
di iyilestirmelerin vatandas tarafindan beklenildigi
gorilmektedir. Uretimi artirmak ve illerdeki isletme-
lerin sorunlarinin ¢6zimda igin isletmeciler, damizhk
yetistiricileri, yem Ureticileri, pazarlamacilar ve ko-
nuyla ilgili Tannm ve Orman Bakanligi basta olmak
Uzere devlet kuruluslar diizeyinde teknik ve ekono-
mik agidan iyi bir organizasyona ihtiya¢ duyulmak-
tadir. Hayvancilik sektord, stratejik nitelikli ve yliksek
riskli olmasi nedeniyle iceride ve disarida meydana
gelecek her olaydan etkilenerek dalgalanma goste-
rebilmektedir. Bu nedenle hayvancilik sektdriinin
surdurdlebilirligi ve basarili olabilmesi icin her za-
man destek saglanilmasi gerekmektedir. Ayrica islet-
me sahiplerinin islerini en fazla zorlastiran 26 farkli
sorun tespit edilmis olup, bu sorunlarin basinda da
yem ve girdi maliyetleri oldugu ifade edilmistir. is-
letmelerin ortak sorunlarinin ulusal cercevede ele
alinip ¢ozilmesi gerekirken, diger bolgesel sorun-
larin ise bolgelerinde ¢ozilmesi gerektigi kanaatine
varilmistir.

Deney Hayvani Kullanimi ve Etik Kurulu Karari:
Galismada deney hayvani kullanilmamistir. Anket ca-
lismasiyla durum tespiti yapilmistir.
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Case Report
Olgu Sunumu

Case report: Isolation of Scopulariopsis brevicaulis from Wistar Rats
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Abstract: Scopulariopsis brevicaulis is a saprophytic fungus that has wide geographic distribution. This study de-
scribes a case of hair loss and skin lesions observed in male and female Wistar rats due to Scopulariopsis brevicaulis
infection in Turkey. Skin scrapings and hair samples from three male and two female rats were provided by the
Experimental Animal Production and Experimental Research Center of Mehmet Akif Ersoy University to the Faculty
of Veterinary Medicine, Department of Microbiology Laboratory in Burdur for analysis in July 2019. Microbiological
methods were used for species identification and Scopulariopsis brevicaulis was isolated from all of the samples. The
rats completely recovered without treatment and had no recurrence of clinical signs at one month post-sampling.
This study is the first report of S. brevicaulis causing an infection in Wistar rats in Turkey.

Keywords: Laboratory animals, mycological examination, rats, saprophyte, Scopulariopsis sp

Olgu sunumu: Wistar Ratlarindan Scopulariopsis brevicularis izolasyonu

Ozet: Scopulariopsis brevicaulis, genis cografi dagilimi olan saprofitik bir mantardir. Bu olgu, Tiirkiye'deki erkek ve
disi Wistar ratlarinda Scopulariopsis brevicaulis infeksiyonuna bagli olarak gozlenen tiy kaybi ve deri lezyonlarini
tanimlamaktadir. Ug erkek ve iki disi albino Wistar ratindan deri kazintilari ve tiiy 6rnekleri, Temmuz 2019'da analiz
icin Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Deneysel Arastirma Merkezi tarafindan Burdur Ve-
teriner Fakiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Laboratuvarina génderildi. Mikrobiyolojik yéntemler tir identifikasyonu
icin kullanildi ve tim &rneklerden Scopulariopsis brevicaulis izole edildi. Tim ratlar tedavi gerektirmeden iyilesti ve
orneklemeden bir ay sonra klinik belirtiler niksetmedi. Bu ¢alisma, S. brevicaulis'in Turkiye'deki Wistar ratlarinda

infeksiyona neden oldugunu bildiren ilk rapordur.

Anahtar kelimeler: Laboratuvar hayvanlari, mikolojik muayene, ratlar, saprofit, Scopulariopsis sp

Introduction

Scopulariopsis (Microascus) spp. belongs to the as-
comycete family Microascaceae and is a ubiquitous,
saprobic mold found worldwide in soil, plant debris,
wood, paper, animal matter, air, and moist indoor
environments (Abbott et al. 1998; Anandan et al.
2008). The genus Scopulariopsis, and predominantly
S.brevicaulis, is known to be an opportunistic patho-
gen that is thought to cause invasive (immunocom-
petent and immunosuppressed patients) and non-
invasive infections such as, onychomycosis, kerati-
tis, conjunctivitis, endocarditis, and disseminated
in animals and humans (Ragge et al. 1990; Tosti et
al. 1996; Iwen et al. 2012; Cawcutt et al. 2015; Kor-
dalewska et al. 2016; Hampson et al. 2019).

This study aimed to describe a case of hair loss
and skin lesions due to Scopulariopsis brevicaulis in-
fection in male and female Wistar rats in Turkey.

Material and Methods

A total of three male and two female rats were
housed in cages with controlled 8 h of light and 16
h of darkness daily. The environmental temperature
and humidity were maintained at 21+1°C and 70%,
respectively. Rats were given ad libitum access to
food and water.

Two weeks before analysis, progressive alo-
pecia was observed in five-week-old Wistar albino
rats at the Experimental Animal Production and
Experimental Research Center of Mehmet Akif Er-
soy University. Upon physical examination, alopecia
was observed across the entire bodies of males and
females without additional signs of disease. There
was no previous history of alopecia. Skin scrapings
and hair samples were collected in sterile sputum
cups (FIRATMED, Turkey) from the various lesions
on the bodies of three males and two females and
immediately submitted to the Faculty of Veterinary
Medicine, Department of Microbiology Laboratory
in Burdur in July 2019 for analysis as shown in Fig-
ures 1 and 2.
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Figure 1. S. brevicaulis lesions on the male rats.
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Figure 2. S. brevicaulis lesions on the female rats.

Isolation and Identification

For microbiological examination, part of the sam-
ples was processed in 10-20% potassium hydroxide
(KOH) for 30 min and then examined by light mi-
croscopy using 400x magnification. The remaining
samples were seeded on Sabouraud Dextrose agar
(SDA, OXOID) plates supplemented with chloram-
phenicol (0.05 mg/mL) and separately incubated at
25°C and 37°C for 10 days. Plates were examined
on a daily basis as previously described and isolated
colonies were subsequently stained with lactophe-
nol blue (Larone 1995). The isolated fungal colonies
were stained with lactophenol blue and identified
as S. brevicularis based on macroscopic and micro-
scopic characteristics.

Results and Discussion

Breeding colonies of laboratory animals are
of utmost importance in research for investigating
a wide range of biomedical topics, such as under-
standing mechanisms of disease, developing dis-
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ease prevention or treatment options, and evaluat-
ing health risks present in our living environment
(Nicklas 2004). Although breeding conditions (e.g.,
diet, light conditions, bedding) for laboratory ani-
mals continue to improve, various infectious agents
remain prevalent among colonies, especially fungal
species (Park et al. 2006).

In this study, KOH preparations of skin scrap-
ings and hair samples showed no hyphae. Identifi-
cation of S. brevicaulis was confirmed by moderately
fast growth at 25°C and poor growth at 37°C (Figure
3) with characteristic colonies’ surface at first white,
powdery and glabrous, and then becomes powdery
light brown with a light tan periphery, and reverse
was tan with the brownish center. Overall, micro-
scopically showed hyaline or dematiaceous septate
hyphae with annelids (brush-like groups form) that
formed on a branched penicillin-bearing lemon-
shaped conidia are shown in Figures 4 and 5.

There are limited data of clinical and experi-
mental treatment of S. brevicaulis infections for
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animals and humans, and even studies were re-
ported that appropriate therapy for Scopulariopsis
infections has yet to be defined (Aguilar et al. 1999;
Cuenca-Estrella et al. 2006; Ozturk et al. 2009; Mios-
sec et al. 2011). Despite the high antifungal resis-
tance of S. brevicularis, researchers recommend all
common antifungal agents such as amphotericin B
(AMB) and voriconazole (VRC) (Cuenca-Estrella et al.
2006; Skora et al. 2015). In this study, rats complete-
ly recovered without treatment and had no recur-
rence of clinical signs at one month post-sampling.
It was thought that the cause of the total recovery
of rats without any use of antifungal agent from op-
portunistic S. brevicularis infection was due to have
no immune problems.

Figure 4.

Figure 3. Macroscopic morphology of S. brevicaulis
on SDA agar after 10 days at 37°C.

Figure 5. Branching and septated hyphae with conidiophores and conidia in chains seen on lactophenol

cotton blue stain (A, B, and C images).
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Scopulariopsis brevicularis cause invasive and
non-invasive infections in animals and humans and
unfortunately, there are no recommended therapies
in previous researches (Bonifaz et al. 2007; Issakain-
en et al. 2007). The improper diagnostic methods
and the high level of antifungal resistance (Aguilar
et al. 1999; Sandoval et al. 2013; Skora et al. 2015)
may be responsible for the high mortality of Scopu-
lariopsis infections (Issakainen et al. 2007). This case
is the first to describe S. brevicaulis infection in Wis-
tar rats from Turkey. Interestingly, S. brevicaulis was
reported as an etiological agent of skin infections in
two goats by Ozturk et al. (2009) in the same prov-
ince. There have also been several previous reports
of a high incidence of S. brevicaulis in humans and
animals (dogs, cats, and large animals), which was
unexpected (Romano et al. 2005; Costa et al. 2019;
Sri-Jayantha et al. 2019). Moreover, the detection of
this fungal agent in skin infections might be cor-
related with animal matter, such as hair, skin scales,
sweat, and other organic material on the ground or
wood shavings of cages. Mantovani et al. (1982) de-
scribed this phenomenon as “animalization”. Animal
age, sex, and housing climate were found to be fac-
tors in previously described S. brevicaulis infections
(Couto et al. 2014); however, these were not signifi-
cant factors in this study.

Microbiological detection methods have been
widely used to diagnose Scopulariopsis at the ge-
nus level, but maybe difficult for identifying spe-
cies (Yang et al. 2012). Thus, distinctive features of
Scopulariopsis, such as colony color and annellidic
conidiogenesis, might be useful for identification
(Samson et al. 2010).

This is the first report of S. brevicaulis infection
in Wistar laboratory rats in Turkey in this study. This
case may provide a guide for clinicians and micro-
biologists to diagnose unexpected fungal infections
of laboratory animals. Additionally, ensuring strict
control of hygiene for providing welfare to labora-
tory animals can help guarantee that they are pro-
tected well against infections.

Ethical approval and consent to participate:
Not applicable.
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Ozet: Tibbi riinlerin icermis olduklari arzu edilmeyen bilesenlerin belirlenmesi, farmasétik kalitenin teminati
agisindan bir 6n kosuldur. Tibbi triinlerde etkin madde ve yardimci maddeler disinda kalan herhangi bir bilesen
olan safsizliklarin kontroll ise bu giivencenin en kritik ve kompleks parametrelerinden birisidir. Farkl baslangi¢ ma-
teryalleri kullanilarak farkli formulasyonlarla gelistirilen Griinlerde bu parametrenin cesitliligi, kontroliintin zorlugunu
ve beraberinde getirdigi riskleri daha da artmaktadir. Veteriner tibbi Grlnlerin kapsami tir cesitliligi, hedef hay-
van guvenligi, tiketici giivenligi, gida givenligi, kullanici gtivenligi, cevresel givenilirlik ve antimikrobiyel direng
yonleriyle beseri tibbi (riinlere gére daha genistir. ilag Griininiin her hangi bir dozaj biriminin ayni miktarda ak-
tif bilesen vermesi ve miimkiin oldugunca safsizlik icermemesi amaciyla kalite kontrol uygulamalari kapsaminda
gerceklestirilen safsizlik kontrolleri ve bu konudaki mevzuatlar oldukca karmasiktir. ilag Greticisinden tiiketicisine
kadar genis bir kitleyi ilgilendiren safsizlik konusunun ele alindigi bu derlemede; safsizliklarin kontroli ve énlenme-
sine yonelik rasyonel dneriler sunulmaya calisilmistir.

Anahtar kelimeler: Degradasyon, farmasétik kalite, mutajenite, safsizlik, veteriner tibbi Grin.

Impurities in veterinary medicinal products

Abstract: Identification of undesirable components contained in Medicinal Products is a prerequisite for the assur-
ance of pharmaceutical quality. Control of impurities, which are any components other than active substances and
excipients in medicinal products, is one of the most critical and complex parameters of this assurance. The variety
of this parameter in products developed with different formulations using different starting materials, the difficulty
of its control, and the accompanying risks increase even more. The scope of veterinary medicinal products is wider
than human medicinal products in terms of species differences, target animal safety, public health, food safety, user
safety, environmental safety, and antimicrobial resistance. Impurity controls and regulations on this matter are very
complex to ensure that any dosage unit of the drug product gives the same amount of active ingredient and does
not contain impurities as much as possible. In this review, the issue of impurity, which concerns a wide audience
from the pharmaceutical manufacturer to the consumer, is discussed; It has been tried to present rational sugges-

tions to prevent and control of these impurities.

Keywords: Degradation, impurity, mutagenicity, pharmaceutical quality, veterinary medicinal products.

Giris

Veteriner ila¢ enddstrisi; Veteriner Hekimlikte tedavi
edici, koruyucu, besleyici ve tani amacl kullaniimak
lzere, ilag etkin ve yardimci maddelerinden farma-
sotik teknolojiye uygun olarak tibbi Griinler Greten
ve saglik hizmetlerine sunan bir sanayidir. Saglik ve
tedaviye yonelik hizmetleri ile stratejik bir rol Ustle-
nen bu endustride, Veteriner tibbi Grlinlin piyasaya
arzi oncesinde etkinlik, guvenilirlik ve farmasotik
kalitenin glivence altina alinmasi bir zorunluluktur
(DPT 2007; Anonim, 2011; Anonim, 2012a). Uriin
kalitesinin yasamsal dneme sahip oldugu ve surekli
olarak istenilen kalitede Grtin Uretebilme becerisinin
vazgecilmez oldugu bu endustride, tibbi Uriinlerin
hedeflenen kalitede Uretiminin glivence altina alin-
masi ise resmi otoriteler tarafindan yayimlanan du-

zenlemeler ve gerceklestirilen denetimler ile sagla-
nabilmektedir (Mike ve ark. 2014).

Hedef canli tirt ve halk saghgi agisindan 6nem
arz eden tibbi Urlinlerin standardizasyonuna iliskin
kritik dizenlemelerin tarihgesine kisaca bakildigin-
da; Avrupada'ki ilk farmakopenin ispanya’da (1581)
yayimlanmasindan 1938 yilina kadar piyasaya giris
oncesiilaglar icin herhangi bir glivenirlik testinin ya-
piimadigi belirlenmistir. ilk diizenleme, siilfanilamid
eliksir isimli Griinde ¢ozlicl olarak kullanilan dietilen
glikol'un 6liimlere neden oldugunun saptanmasi ile
glindeme gelmis ve 1938 yilinda tibbi Uriinlere piya-
saya slrilme dncesi bildirim zorunlulugu getirilmis-
tir (Rdgo ve Santoso 2008). Cesitli tlkelerde 1958-
1960 yillari arasinda piyasaya surllen talidomidin
10.000 bebegin fokomeli ve diger deformitelerin-
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den sorumlu oldugunun hiukmi ile ilag gtvenilirlik
calismalarinda milat niteliginde olan diizenlemeler
yeniden sekillendirilmeye baslanmistir. 1962 yilinda
Birlesik Devletler Gida ve ila¢ Dairesi (U.S.Food and
Drug Administration [FDA]) yeni ilaglarin etkinlik ve
glvenilirligini kanitlamasinin gerekliligine yonelik
yasayl onaylamistir. Benzer sekilde Avrupa Birligi'n-
de (AB) ilaclara yonelik ilk diizenleme 1965 yilinda
65/65/EEC sayili direktif ile hayata gegirilmis, bu
direktif ile kamu saghginin yiksek dizeyde korun-
masinin saglanmasi ve slrdirtdlmesi amaclanmistir.
Ozellikle 1968 yilinda talidomidin (R)-enantiyomeri-
nin sedatif, (S)-enantiyomerinin ise teratojenik etkili
oldugunun ispatlanmasi ile bircok ilag etkin mad-
desinin kiral oldugu ve biyolojik etkilerinin farklilik
gOsterebilecedi gercegine dayanarak 1993 yilinda
kiral etkin maddelerin arastirilmasina iliskin kilavuz
yayimlanmistir. Bu kilavuz ile stereokimyasal olarak
tanimlanmis aktif maddelerin incelenmesinin yolu
acilmis ve yeni aktif maddelere stereojenik merkezler
ile kiralite agisindan kontrol zorunlulugu getirilmis-
tir (EMA 1993). AB Komisyonu 2001 yilinda ilaglara
iliskin yasal diizenlemelerin kapsamini genisleterek
hayvan sagliginin daha iyi korunmasini saglamaya
yonelik veteriner ilaglari igin de bir direktif yayim-
lamistir. Ginimuze degdin AB'de beseri ve veteriner
ilaclarin glivenirligi ile kalitede standardizasyonunu
saglamaya yonelik bir ¢cok diizenleme yapilarak uy-
gulamaya gecirilmistir. (DPT 2005; Régo ve Santoso
2008; Smith, 2009; ACS 2014; Vargesson 2015).

Teknolojik ilerlemelere paralel bir sekilde her
gegen gun artan sayida yeni ilag etkin maddeleri-
nin ve tedavi alternatiflerinin cesitlenip gelisimi, bazi
uluslararasi referans kuruluslarca olusturulan, tibbi
drlinlerde guvenilirlik konusunda bilimsel temele
dayali standartlarin glincellenmesini zorunlu hale
getirmistir. Bu dogrultuda FDA, EMA gibi referans
organizasyonlarin yani sira giinimuzde Avrupa Bir-
ligi, Japonya ve ABD'nin ortakhgiyla kurulmus olan
Uluslararasi Beseri Kullanima Yonelik Farmasotikle-
rin Teknik Gerekliliklerini Uyumlastirma Konseyi (The
International Council for Harmonisation of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use-I-
CH) ve Veteriner Tibbi Uriinler icin Teknik Gereklilik-
lerin Uluslararasi Uyumlastirma Konferansi (Interna-
tional Cooperation on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Veterinary Medi-
cinal Products-VICH) tibbi Grinlerde uluslararasi
standardizasyonu gelistirmek icin isbirligine devam
etmektedirler (ICH 1990; VICH 1993). Belirli donem-
lerde yayimlanan kilavuzlarda farmasotik drlnlere
ait guvenilirlik uygulamalarinin nasil yuritilecegi;
etkin maddenin sentezinden baslayip en son ulastigi

perakende satis yerleri, hatta gidalarda ilag kalintis
olarak tlketiciye ulasana kadar gegen sireci kapsa-
yacak sekilde sunulmakta ve zaman zaman revize
edilmektedir (Anonim 2012a; Erkeoglu ve ark. 2014).

Ulkemizde veteriner tibbi Griinlerin Gretimi, it-
halati, ihracati, kullanimi, receteli ya da recetesiz
satisl, izin, kontrol ve teminine iliskin uygulamalarin
belirlenmesine yonelik otorite Tarim ve Orman Ba-
kanhgi'dir. Ulkemizde heniiz yeni gelistirilen molekdil
bulunmamasi nedeniyle veteriner tibbi Grlinlere ait
izin strecinde, etkisi iyi bilinen ve guvenilirlik sevi-
yesi kabul edilebilir Grlnler icin guvenilirlik ve et-
kinligine dair detayl bir bibliyografya ile farmasotik
kalite calismalarinin yani sira idari bilgi ve belgele-
rin sunulmasi yeterli gérmektedir. Ancak Tarim ve
Orman Bakanlgi'nca yayimlanan kilavuzlarda ruh-
satlandirmaya iliskin net hikimlerin bulunmamasi
durumunda; Avrupa Birligi, Dinya Saghk Orgiiti
(WHO), Uluslararasi Farmasotik Denetim Sozlesmesi
(Pharmaceutical Inspection Co-operation Scheme
[PIC/S]), VICH ve ICH gibi kurum ve kuruluslarin ki-
lavuzlan dikkate alinmaktadir (Anonim 2011a; Ano-
nim 2012a).

Uriinlerin kalitesinin, dolayisiyla etkinligi ve gi-
venilirliginin glivence altina alinmasinin esas oldugu
ulusal ve uluslararasi diizenlemelere gore pazarlama
izin stirecinde, Iyi Uretim Uygulamalari (Good Manu-
facturing Practices-GMP) ilkeleri dogrultusunda for-
mulin gelisimi, proses validasyonu, proses igi kont-
roller, baslangic maddelerinin kontroll ve stabilite
calismalar yuratilmektedir (Anonim 2011a; Anonim
2012b; Anonim 2015). Mevcut calismalar sonucunda
ise baslangi¢ materyali/Grinln kalitatif ve/veya kan-
titatif 6zellikleri ile uymasi gereken test prosediirleri
ve kabul limitlerini iceren spesifikasyonlar belirlen-
lenmektedir. Bu spesifikasyonlar, etkin madde, far-
masotik form, uygulama yolu gibi kriterler esas ali-
narak, farmakope monograflari ve iliskili kilavuzlara
gore Urline 6zgu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik
kalite ozellikleri dogrultusunda olusturulmaktadir.
(EMA 1991; VICH 2005). Spesifikasyonlar organik,
inorganik ve ¢ozlict kalintisi safsizliklara iliskin kont-
rolleri de kapsar (Anonim 2012a). Spesifikasyonlar-
daki tanima, miktar tayini ve safsizlik kontrolleri her
urin icin evrenseldir. Uriiniin saflik kontrolleri; hedef
hayvan turlinde etkinligin givence altina alinmasi-
ni, safsizliklarin kontroll ise Griinin hedef hayvan
ve tuketici yoninden guvenilirliginin garanti altina
alinmasini hedeflemektedir (EMA 1991). Pazarlama
izin basvurularinda fiziko-kimyasal metotlar Griinin
kalitesine iliskin yeterli bilgi saglayamiyorsa, in vivo
ya da in vitro tayin metotlari sunulur. Avrupa Farma-
kopesi ya da AB Uyesi Ulke farmakopesi monografin-
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da yer alan spesifikasyonun, maddenin kalitesini ga-
ranti etmeye yetmemesi durumunda, spesifik safsiz-
liklara ait limitler de dahil olmak Uzere daha uygun
spesifikasyonlar istenebilmektedir (Anonim 2012a).

Tibbi Urtnlerde etkin ve yardimci maddeler di-
sinda kalan herhangi bir bilesen olarak tanimlanan
safsizliklar, hicbir yarar saglamadan sadece risk olus-
turan kimyasallar niteligindedir. Kiicik miktarlarda
dahi farmasoétik Grtndn etkinligi ve guvenilirligini
etkileyebilen bu bilesenler; sentez yontemi, yetersiz
saflastirma, baslangic maddelerinin kalitesi, formu-
lasyon, bozunma ve bilesenler arasi ortak etkilesim
gibi bircok kaynaktan olusabilmektedir. Cesitlerine,
artan sayl ve konsantrasyonlarina bagl olarak tibbi
arlnin risk potansiyelini artiran safsizliklarin, Gri-
niin piyasaya slrtilmeden 6nceki siirecte nicelik ve
niteliklerinin belirlenmesi bir zorunluluktur (VICH
2007a, 2007b; Jacobson-Kram ve McGovern 2007,
Erkeoglu ve ark. 2014). Buna ek olarak mevcut/bili-
nen aktif maddeleri iceren tibbi Grinlerin kalitesinin
degerlendirilmesi hakkinda EMA tarafindan yayim-
lanan bildirimde; orijinal ve jenerik Uriinlerdeki saf-
sizliklar ve kullanilan yardimci maddelerdeki farklilk-
larin, glvenilirlik ve etkinlik yoninden dnemli fark-
hhklar baslatmamasi gerektigi bildiriimekte olup,
glvenilirlik yoniinden 6nemli derecede fark olmasi
durumunda biyoesdegerlikten bahsedilemeyecegi
bilgisine yer verilmektedir. Dolayisi ile pazar hacmi-
nin énemli bir bolimund olusturan jenerik Grlinlerin
pazarlama Oncesi sirecte safsizlik profillerinin, kali-
te, etkinlik ve guvenilirligin bir gdstergesi olarak ta-
nimlanmasi 6nem arz etmektedir (EMA 2008).

Veteriner tibbi Grlnlerin kalite hedeflerine
ulasma strecinde kritik kalite kontrol standartla-
rina uygun spesifikasyonlar kapsaminda safsizliga
iliskin kontroller yer almakta ve belirlenen safsiz-
lik profillerinin, UGrinin piyasaya sirllmesi sonra-
si surecte de izlenmesi gerekmektedir (VICH 2005;
Anonim 2012a). Bu dogrultuda VICH tarafindan
2007 yihinda yayimlanmis olan (VICH GL10 ve VICH
GL11) veteriner ilag madde ve tibbi Grlnlerine yone-
lik safsizlik rehberlerinde safsizliklara yonelik karar
mekanizmasinda izlenecek yollar hakkinda bilgiler
sunulmaktadir. Veteriner tibbi Urlnlerde, ¢6zlcl
kalintisi safsizliklarina dair kilavuz ise 2012 yilinda
uygulamaya girmistir (VICH 2011). Ayrica, 2017 yi-
linda yayimlanan element safsizliklari kilavuzlaryla
birlikte (EMA 2017), Veteriner tibbi Grinlerde DNA
reaktif (mutajenik) safsizliklarin kontroli ve deger-
lendirmesine yonelik kilavuz, EMA tarafindan 2018
yillinda yayimlanmis olup adaptasyon siireci basla-
tilmistir. Hedef hayvan tirinin glvenligi perspek-
tifiyle hazirlanan DNA reaktif safsizliklar klavuzu ile

hayat boyu 100.000'de 1 kanser riski temel alinarak
mutajenik safsizliklarin kontroli igin sinirlamalar ge-
tirilmistir (EMA 2018b).

Veteriner tibbi Urlnler; hayvan sagligi ve refahi
Uzerinde direk, gida guvenligi ve cevre Ulzerindeki
dolayl etkileri nedeniyle tek saglik kavraminin vaz-
gecilmez unsurlandir (Bakirel 2020). Dolayisiyla bu
drlnlerin etkinlik ve guvenilirligine iliskin labora-
tuvar ve klinik calismalarin belgelenmelerinin yani
sira, Uretimlerinden tlketime sunulacagi strece ka-
dar farmasotik kalitesinin glivence altina alinmasi
onemli bir husustur. Bu kapsamda ilgili derlemede;
Veteriner tibbi Grtinlerdeki organik ve DNA reaktif
safsizliklar, cesitli boyutlari ile ele alinmaya ve safsiz-
liklarin kontrolline yonelik rasyonel oneriler sunul-
maya calisiimistir.

Safsizliklar
Veteriner Tibbi Uriinlerde Safsiwzliklar

ilac maddelerinde etkin maddeler, ilac uriinlerin-
de ise etkin ve yardimci maddeler disinda kalan
herhangi bir bilesen olarak tanimlanan safsizliklar,
ilaglarin glvenilirligi konusunda problem yaratan
istenmeyen kimyasallar niteligindedir (Erkeoglu ve
ark. 2014). ICH ve VICH'e gore ilag maddelerinin
safsizliklari; Gretim prosesiyle iliskili olanlar, deg-
radasyonla iliskili olanlar, kalinti solventleri ve agir
metaller olarak siniflandinimaktadir (Liu ve Chen
2019). Benzer sekilde, VICH GL10 ve GL11 klavuz-
larinda veteriner ilag safsizliklari; organik, inorganik
ve kalinti solventleri seklinde kategorize edilmekte-
dir. ilac maddelerinin retim proses ve/veya depo-
lanma stireclerinde aciga cikabilen organik safsizlar;
tanimlanabilir veya tanimlanamaz, ucucu veya ugu-
cu olmayan nitelikte olabilirler. Uretim prosesinden
kaynaklanan inorganik safsizliklar kapsaminda ise
reaktifler, ligandlar, katalizorler, agir metaller, diger
artik metaller, inorganik tuzlar ve diger malzemeler
(filtre yardimcilari gibi) bulunabilir. Cozlcdler, ilag
maddesinin sentezinde c¢oOzeltilerin veya slispansi-
yonlarin hazirlanmasi icin bir ara¢ olarak kullanilan
inorganik veya organik sivilardir. ilac maddelerinin
Uretim prosesinde kullanilan ¢ozlcl kalintilarinin
kontroll VICH GL18 kilavuzuna gore gergeklestirilir
(VICH 2007a, 2007b, 2011).

Uluslararasi duzenleyici kuruluslar veteriner
tibbi Grlinlerde olasi safsizliklarin kontrolline iligkin
cesitli klavuzlar yayimlamistir. Bu dogrultuda; VICH
GL11 klavuzunda veteriner tibbi Grin safsizliklar;
etkin maddeden kaynaklanan safsizliklar, yardimci
maddelerden kaynakli safsizliklar, ekstrakte edile-
bilir-sizabilir safsizliklar ile degradasyon urinleri-
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ni kapsayacak sekilde degerlendirilmektedir (VICH
2007a, 2007b). ilave olarak EMA tarafindan 2018
yiinda yayimlanan “Veteriner Tibbi Uriinlerde DNA
Reaktif (Mutajenik) Safsizliklarin Kontrolii ve Deger-
lendirilmesine Yonelik Kilavuz" ile safsizliklarin kont-
roltine iliskin mekanizmanin kapsami genisletilmis-
tir. Bu kilavuzda daha distk dozlarda daha yiksek
toksisiteye sahip, DNA hasari olusturma potansiyeli
olan DNA reaktif safsizliklarin; baglangic materyali
kaynakli, etkin madde-yardimci madde-kap/kapak
sistemi etkilesimi kaynakli olusabilecegi gibi degra-
dasyon Urlini olarak da meydana gelebilecegi belir-
tilmektedir (EMA 2018b). Benzer sekilde tibbi trln-
lerde kristalizasyonla iliskili (polimorfik formlar) ve
stereokimya iliskili safsizliklar (stereoizomer, diaste-
reoizomer, epimer, cis/trans safsizliklar) ile yabanci
kontaminantlarin da son Urlinde bulunabilecegi bil-
dirilmektedir (VICH 2007a, 2007b; Tian ve ark 2015;
EMA 1993, 2018b.

Yukarida yer alan bilgilerden de anlasilacagi
uzere farkl yillarda yayimlanan kilavuzlarda safsiz-
liklar konusu cesitli boyutlariyla ele alinmis olup tim
kilavuzlar icin tek tip bir siniflandirmanin yapilmasi
olanaksizdir. Bu yaklasimla veteriner tibbi Grlinlere
iliskin safsizliklar; trln kalitesini, dolayisiyla etkinligi
ve glvenilirligini glivence altina alan ve her urline
ait spesifikasyonda yer alan organik safsizliklar ile
birlikte, 2020 yilinda uygulamaya giren DNA reaktif
safsizliklar olarak ele alinmis, tibbi Uriinlerde potan-
siyel safsizliklar Sekil 1'de 6zetlenmistir.

1. Organik Safsizliklar

Organik safsizliklar, ila¢ maddesinin Uretimi veya
depolanmasi sirasinda ortaya ¢ikabilirler. Dolayisiyla
kimyasal sentez ve devaminda degradasyonun so-
nucu olarak safsizliklar tim baslangic materyali ve
iligkili tibbi Urlinlerde bulunabilir. Organik safsizlik-
larin kapsaminda; ilag maddesinin sentezinde kulla-
nilan baslangi¢ materyalleri, ila¢ maddesinin sentezi
icin gerekli olan ara Urtin, beklenmeyen yan Uriin
ve degradasyon (bozunma) Urlnleri ile reaktifler, li-
gandlar ve katalizorler yer alabilir (VICH 2007a).

Degradasyon urinleri; ambalaj materyali veya
yardimci maddeler ile reaksiyon, pH, su, 1sik, sicakhk
gibi degisimlerin etkisi aracihgiyla etkin maddelerin
ve Urlinlerin depolanmasi ve Uretimi siresince olu-
san kimyasal degisikliklerden kaynaklanan safsizlik-
lar olarak nitelendirilmektedir (VICH 2007a, 2007b).
Ozellikle farmasotik Griinlerin bilesiminde yer alan
yardimci maddelerde sekillenebilen reaktif safsizlik-
lar, tibbi Grlnler igin kayda deger degredasyon kay-

nagi olarak gorilmektedir (Wu 2011, Elder ve ark.
2016). Dolayisiyla bu degradasyon drinleri formi-
lasyonun kalite, etkinlik ve guvenilirligini degistire-
bilme potansiyeline sahiptir (Pindelska ve ark. 2017).
Avrupa Komisyonu'nun EC 47072009 sayil diizenle-
mesinde farmakolojik olarak aktif maddelerin tani-
minda; hayvansal kaynakli gidalarda bulunan etkin
madde, yardimci maddeler, degradasyon Urinleri ve
onlarin metabolitleri arasinda ayrim yapilmamak-
ta olup (Anonim 2009), FDA veri tabaninda; belirli
dozaj formu ve potens igin onaylanan konsantras-
yon ve formda inaktif oldugu kabul edilen yardimci
maddelere iliskin bilgiler yer almaktadir (FDA 2020).

Tibbi Urinlerde organik safsizliklar icin belirle-
nen limitler; degradasyon Urlini olarak tanimlanan
etkin madde-yardimci madde reaksiyon Urinleri,
etkin madde-ambalaj materyali reaksiyon urlnleri
ve etkin maddelerin degradasyon Urtnlerini kapsar
(VICH 2007b). Degradasyon yolak bilgisi, Grtin gelis-
tirme ve laboratuvar calismalari, onerilen muhafaza
kosullarinda yurdtilen uzun dénem, ara kosul, hiz-
landirilmis ve in-use (kullanim) stabilite calismalari
sayesinde Urlnin degradasyon profili karakterize
edilir. Sicaklik, nem, oksidasyon, hidroliz gibi kosul-
larin etkilerinin gozlendigi stres testleri, potansiyel
degradasyon UrUnlerini gdstermek icin yardimci ve
gereklidir (EMA 2007c, 2008).

Son Uriinde % 0,3 Uzerindeki degradasyon Uri-
nu safsizliklar bir kod numarasi veya alikonma za-
mani gibi uygun bir tanimlayici ile raporlanirken %
1 Uzerindeki degradasyon Urlnlerinin tanimlanmasi
zorunludur. % 1 altindaki degradasyon Uriinlerinin
tanimlanmasina gerek bulunmamakla birlikte bek-
lenmedik derecede potent, kayda deger farmakolo-
jik veya toksik etki UGretme potansiyelinden stiphe-
lenilen degradasyon Urtnleri icin analitik metotlar
gelistirilir ve 6zel esik degerler goz 6niinde bulun-
durulur. % 1 Uzerindeki degradasyon Urinleri igin
kalifikasyon limiti uygulanmaktadir. Bu limiti asan
degradasyon Urtna safsizliklar, klinik ve glvenilir-
lik calismalarinda glvenli bulunan dozun altinda
ise kalifikasyonu yapilmis kabul edilir. Daha disik
ve daha yiksek kalifikasyon limitleri igin vaka baz-
I alternatif degerlendirme yapilir. Givenilirlik verisi
bulunmayan degradasyon GriinG safsizliklar icin ya-
pinin tanimlanmasi ile hedef hayvana 6zgi genel ve
Ozel toksisite bilgilerinin sunulmasi gerekmektedir.
Degradasyon Urunlerinin tanimlanmasi ve kalifi-
kasyonu icin karar agaci Sekil 2'de verilmistir (VICH
2007b).
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Sekil 1. Tibbi Uriinlerde Potansiyel Safsizliklar (VICH 2007a, 2007b; Tian ve ark. 2015; EMA 1993, 2018b)
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Sekil 2. Degradasyon Uriinlerinin Tanimlanmasi ve Kalifikasyonu icin Karar Agaci (VICH 2007b).
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Glnimuze degin etkin madde kaynakli safsizlk-
lara dair bircok veri bilimsel literatiire aktariimistir.
2015-2017 yillari arasinda Avrupa Birligi'nde genta-
misinin enjeksiyonluk ¢dzeltisinin atlarda kullanimi
sonucu, 9'u élimle sonuglanan, anafilaktik tip reak-
siyon olarak 154 istenmeyen etkinin rapor edilmesi
bunlardan birisidir. Cesitli analizler dogrultusunda,
gentamisin iceren Urlnlerin ayni Ureticiye ait etkin
madde serilerinde histamin kalintilari bulunmustur.
ileri kontroller ile, yiiksek diizeyde histamin safsiz-
higinin, etkin maddenin uygun olmayan kosullarda
muhafazasindan kaynakli oldugu sonucuna ulasil-
mistir (EMA 2018a).

1.1.Yardumct Madde Seciminin Uriin Giivenilirligi
Yoniinden Onemi

Avrupa ilac Ajansi tarafindan; veteriner tibbi Griin-
lerde jenerik Urlnler igin referans Grline karsi risk/
fayda degerlendirmesinde biyoesdegerligin ana ilke
oldugu vurgulanmaktadir. Bu kapsamda; orijinal ve
jenerik Grlinler arasinda risk/fayda dengesinin ben-
zer oldugunun g6z 6niinde bulunduruldugu belir-
tilmekle birlikte istisnai kosullarda bu dengenin kis-
mi olarak yeniden degerlendirilmesi dnerilmektedir.
Ozellikle yeni bir yardimci madde kullaniminin, yeni
toksisite bilgilerine neden olabilecegi hususuna dik-
kat cekilmistir (EMA 2009).

Beseri tibbi Urlinlere gore hedef hayvan gi-
venligi, tuketici glvenligi, kullanici glvenligi, cev-
resel guvenilirlik ve antimikrobiyal direng yonleriyle
veteriner tibbi Grlnlerin risk degerlendirmesi daha
fazla cesitliligi barindirmaktadir (EMA 2007b). Bu
dogrultuda; veteriner tibbi Griin izin basvurularinda
VICH GL6 ve GL38 kilavuzlari ile birlikte kimyasalla-
rin kayit, degerlendirme, izin ve kisitlamalarini du-
zenleyen, REACH olarak isimlendirilen (Registration,
Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemi-
cals) duzenlemelerin takip edilmesi gereklidir (EMA
2015).

Veteriner tibbi Urlnlere iliskin kilavuzlarda
yardimci maddelerin toksisite potansiyeline iliskin
kapsamli atiflara yer verilmemesine ragmen, be-
seri tibbi Urlinlerde kullanilan karsinojenik, muta-
jenik ve reprotoksik potansiyeli olan (Carcinogens,
Mutagens, Reprotoxic-[CMR]) yardimci maddelerin
tespiti durumunda, yerine baska maddelerin kullani-
mi Onerilmektedir. Herhangi bir yardimci maddenin
bir etkin madde veya yeni bir uygulama sekli ile ilk
kez kullanilacak olmasi durumunda ise etkin mad-
de formatinda degerlendirilmesi gerekmektedir.
Ozellikle, farmakokinetik ve farmakodinamik etkileri
olan yardimci maddelerin bitmis Griin formilasyonu
Uzerinden guvenilirlik degerlendirmesinin yapilmasi

ongorilmektedir. Yardimcr maddelerin her zaman
mumkin olan en disik miktarda kullanilmasi 6ne-
rilmekle birlikte, bilinen yardimci maddenin yeni bir
uygulama yolunda kullanildiginda beklenmeyen re-
aksiyonlar gozlemlenebilecegi de goézardi edilme-
melidir. Standart yardimci madde, bilinen baglam-
dan daha yuksek konsantrasyonda kullanildiginda
ise glvenilirlik yonlyle degerlendirilmelidir (EMA
2007a).

2. DNA Reaktif Safsizliklar

Tibbi Grlnlerin mutajenik ve genotoksik yonlerinin
arastiriimasi, meydana gelebilecek risklerin kabul
edilir dizeye indirilerek glvenilirliginin degerlen-
dirilmesi son derece dnemlidir (Ziegelbauer ve ark.
2009). ilaclarin cogunlugu; hidrolize olabilen su, kii-
¢k miktarda elektrofil ve oksidasyonu katalizleyen
metaller gibi reaktif tirler icerebilmektedir (Pilaniya
ve ark. 2010). Kimyasal tepkime sonucu DNA hasa-
rini indikleme potansiyeli bulunan maddeler, DNA
reaktifler olarak tanimlanmakta olup, bakteri ters
mutasyon testi (AMES) gibi uygun test yontemleriy-
le mutajenik potansiyeli gosterilen safsizliklar, DNA
reaktif (Mutajenik) safsizlik olarak isimlendirilmek-
tedir. Tibbi Urlinlerde saptanmalari durumunda ise
dizeylerinin toksikolojik kaygi esiginin altina indiril-
mesi gerekmektedir (EMA 2018b).

Safsizliklarin  degerlendirilmesinde, ilk asama
olan yapi-aktivite iliskisinin aydinlatiimasi faydal bir
yaklasim olarak gorilmektedir. Bu amacla kullani-
lan in siliko yontemler hayvan deneylerine alternatif
olarak, veri bosluklarini doldurmak ve kimyasallarin
yonetimini gelistirmek igin kabul edilebilir hale gel-
mistir. Kantitatif yapi-aktivite iliskileri (Quantitative
Structure Activity Relationship [QSAR]) prensipleri
dogrultusunda, kimyasal bir yapinin nitelikleri ve bi-
yolojik aktiviteleri arasindaki iliskiler, fizikokimyasal
Ozellikleri arasindaki iliskiler ile kimyasallarin ¢evre-
sel ve toksikolojik davraniglarinin irdelenmesi mim-
kiin olabilmektedir (Plosnik ve ark. 2016; Aki-Yalcin
2017). Degerlendirmenin ikinci asamasinda geno-
toksisite testleri 6n plana ¢ilkmaktadir. Bu testler ile
DNAda olusan, geri donlsimll birincil hasarlarin
Olclimii, geri donlsiimsiiz hasarlara neden olarak
germ hiicrelerinde meydana geldiginde sonraki je-
nerasyonlara aktarilabilen gen mutasyonlari ile ya-
pisal ve sayisal kromozom anomalileri saptanabil-
mektedir (VICH 2014; OECD 2015). Yapisinda uyarici
grup iceren, etkin madde yapisindan farkli ve muta-
jenite verisi bulunmayan safsizliklar igcin AMES testi
uygulanir. Ureticiler tarafindan bu calismalarin lyi La-
boratuvar Uygulamalari (Good Laboratory Practices
[GLP]) kosullarinda gergeklestiriimesi beklenmekte
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olup, GLP uyumlu olmadigi durumlarda calisma ra-
porunda sapma olarak tanimlanmasi, safsizliklarin
sentezinin veya elde edilmesinin gerceklestirilebilir
olmadigi durumlarda ise minyatir formatta AMES
testinin yUrutulebilecegi bildirilmistir (EMA 2018b).
Bununla birlikte, minyatlir AMES testinde 300 mg
kadar test maddesi gerekmektedir (Flamand ve ark.
2001).

Veteriner Tibbi Uriin Safsizliklaruinin
Onlenmesine Yonelik Oneriler

Farkl formilasyonlar ve Gretim prosesleri ile ginden
gline artarak cesitlenen ve veteriner tibbi trlinlerin
yasam dongdlerinin farkl evrelerinde saptanabilen
safsizliklarin kontroll, hayvan ve halk sagliginin ko-
runmasi agisindan onemli bir konudur. Dolayisiyla
etkin maddenin eldesinden tibbi Urinlerin tiketi-
mini kapsayan bu slrecte, dizenleyici otoriteden
kullaniciya kadar genis bir yelpazede sorumluluklar
dismektedir.

Bu derlemede vyararlanilan kaynaklar ve
safsizliklara iliskin tez projem dogrultusunda, veteri-
ner tibbi Grlnlerin etkinlik ve guvenilirligine yone-
lik olumsuz etkileri olan safsizliklarin kontrol altina
alinmasinda etkili olabilecek ¢6zim Onerileri ise
asagida sunulan maddeler halinde 6zetlenebilir.

A. Safsizliklarin nitelik/niceliklerinin etkin bir sekilde
saptanabilmesi ve olasi etkilerinin rasyonel bir
sekilde degerlendirilebilmesi icin;

a) lyi Laboratuvar Uygulamalari sertifikasyo-
nuna sahip, molekil sentezi ve saflastirmasindan
hicre kiltirG ve toksisite calismalarina kadar
cesitliligi kapsayan ve farkli disiplinleri barindiran,
biitcesi 6zerk olan multidisipliner arastirma ve kalite
kontrol merkezleri kurulmasi,

b) Safsizliklar konusunda hizmet sunan mev-
cut kalite kontrol laboratuvarlarinin altyapisinin
gelistirilmesi ve bu alanda gorev alabilecek uzman
(6zellikle risk bazli degerlendirme konusunda) per-
sonel istihdaminin artirilmasi,

¢) Kamu-Universite-6zel sektor isbirliginin
artinlarak konuya iliskin lke arastirma kaynaklarinin
daha etkin ve verimli sekilde kullaniimasi, bu alanda
oncelikli destek programlarinin artiriimasi,

B. Veteriner Tibbi Uriine yansiyan safsizliklarin et-
kin madde tedarikgisi, Uretim yeri, Griin bilesimi gibi
parametrelere bagh olarak cesitligini en aza indire-
bilmek amaciyla;

a) Tibbi UrGnln piyasaya arzi Oncesi ve
sonras! slregte safsizlik potansiyellerinin bagimsiz
arastirmacilar tarafindan izlenmesi,

b) Farmakope gerekliliklerine uygun referans
standart ve madde kullanimiyla gerceklestirilen
arastirmalar kapsaminda, etkin maddelerin yani
sira yardimci madde safsizliklarinin da incelen-
mesi, safsizliklara iliskin potansiyel etkilesimlerin
degerlendirilmesi ve ulasilan verilerin bilimsel plat-
formda yayimlanmasi,

¢) Tibbi UrlGnlerde saptanan safsizliklarinin
hayvan tlrleri Gzerindeki olasi etkilerinin belirlen-
mesinde, bilimsel gecerliligi olan ydntemlerin
kullanilmasi (hedef hayvan tarlyle iliskili in vitro test
sistemleri gibi),

d) Farkh siniflandirmalara ait safsizliklarin,
diger safsizliklarla birlikte tespit edilmesi olasiligina
dayanarak (Ornegin elemental ve c¢dziicii kalintisi
safsizliklar) organizma yoniinden kombine tok-
sik etkisinin degerlendirilmesi icin arastirmalar
planlanmasi,

e) Genotoksik safsizliklar konusunda kilavuzlar
AMES testini referans test olarak gostermesine
ragmen bu testin sonuglarina iliskin tartismali
bilimsel gorusler bulunmakta ve safsizlik tespiti
icin gereken test materyali nedeniyle zorluklarla
karsilasilmaktadir. Dolayisiyla alternatif test yontem-
lerine yonelik arastirmalarin artirilmasi,

f) Gegmiste yasanan olumsuz tecrlbeler
g6zoéninde bulundurularak izomerlerin terapotik ve
toksik etkilerine yonelik arastirmalarin artiriimasi,

C. ilac safsizhgi kaynaklh diisiik farmasétik kalitedeki
drtnlerin ulusal ve uluslar arasi pazarda haksiz reka-
bet edebilme potansiyelinin dniine gegilebilmesi
icin Ureticiler tarafindan;

a) Safsizliklar konusuna iliskin ilac Ajanslari
kilavuzlar ile birlikte Avrupa Kimyasallar Ajansi
diizenlemelerinin yakindan takip edilmesi,

b) Baslangic materyali ve tibbi Urin Ure-
tim prosesinde bilinen dretim ydntemlerinde
gerceklestirilen kiictik degisikliklerin dahi potan-
siyel safsizliklar Uzerinde etkisinin buylk capta
olabilecegi unutulmamalidir. Dolayisi ile hedef hay-
van, halk ve cevre sagligina yonelik etkiler dikkate
alinarak Uretim asamasinda safsizlik kontrollerinin
sikh@inin artirlmasi, proses degistirildiginde safsizlik
profillerinin detayli olarak karsilastirmasi,

¢) Barnndirdigi safsizliklarinin  glvenilirligi
hakkinda yeterli bilginin bulunmadigi, dolayisi ile
hedef hayvan, kullanici, tiiketici ve cevreye etkileri
konusunda risk potansiyeline sahip kimyasal mad-
delerin takip edilmesi ve gerekli dnlemlerin alinmasi,

d) Hedef hayvan, kullanici, tiketici ve cevre
saghgina yonelik olasi etkileri dikkate alinarak fi-
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zyolojik fonksiyonlari olumsuz etkileme potansiyeli
bulunan yardimci maddelerden kaginilmasi,

d) Farmakovijilans verileri, Urin yasam
dongusinitin dnemligeribildirimlerini saglayabilecek
sistem olup, istenmeyen etkilerin safsizliklar nedeni-
yle de meydana gelebileceginin dikkate alinmasi,

e) Uzun doénem, ara kosul, hizlandirilmis, in-
use stabilite ve stres testleri sonucunda saptanan
yardimci  maddelerdeki kayiplarin, degradasyon
Urtinlerine etkisinin degerlendirilmesi,

f) DNA reaktif safsizliklara iliskin kilavuz esas
alinarak, hedef hayvan ve kullanici guvenilirligi
yonlinden bu tip safsizliklara iliskin hikimlerin
uygulanmasi,

g) Risk degerlendirme ilkelerinin, pazarlama
izin sahiplerinin sorumlulugunda oldugunun g6z
onutinde bulundurulmasi dnerilmektedir.

Biyolojik ve biyoteknolojik Grtinler icin ise kon-
ak hiicre DNA's1, hiicre kiltirid medyum bilesenleri,
enzimler, ligandlar, izomerizasyon, asetilasyon,
metilasyon, glikolizasyon gibi modifikasyonlar
meydana gelebilecegi icin, safsizlik kontrollerin-
de iliskili safsizliklarin artabileceginin g6zéniinde
bulundurulmasi 6nerilmektedir (Anonim 2011b).

Maddi destek ve cikar iliskisi: Doktora tezi, Tarim ve
Orman Bakanligi Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar
Genel Mudurligi-TAGEM tarafindan  “Veteriner
Sagaltimda Yaygin Olarak Kullandan ivermektin,
Enrofloksasin ve Fluniksin Meglumin Preparatlarinin
Safsizliklarinin Tayini ve Olast Genotoksik-Sitotoksik
Potansiyellerinin In Vitro Olarak Arastirdmast” proje-
si kapsaminda desteklenmistir.

Bilgi: Bu derleme, istanbul Universitesi Cerrahpasa
Lisanststl Egitim Enstitist blnyesinde yuritllen
"Tiirkiye'de ruhsatlt ivermektin ¢ézeltilerinin safsizlik
tayini ve olast genotoksik-sitotoksik etkilerinin in vitro
olarak arastirilmast” isimli doktora tez calismasindan
taretilmistir.
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