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Abstract: Aging is a process that includes natural and time-dependent changes in the body. Dogs whose quality of life
is not adversely affected are classified as healthy elderly dogs. Behavioral and cognitive status should be taken into
consideration together with blood analyzes in the health evaluation of old dogs. Therefore, it was aimed to evaluate
hematochemical parameters and canine cognitive dysfunction (CCD) scale in 10 healthy senior (senior group, SG) and
14 healthy geriatric (geriatric group, GG) dogs in this study. No statistical difference was determined between the
groups in the CBC analysis. In the blood gases analysis, pCO, (P=0.006), base excess (P=0.020) and HCO3 (P=0.041)
levels were found to be lower in GG compared to the SG. In serum biochemistry analysis, BUN (P=0.016) and GGT
(P=0.003) levels were found to be higher whereas LDH (P=0.008) and triglyceride (P=0.003) levels were found to be
lower in GG compared to SG. The total CCD scale score was 14.50 (12-23) in the SG and 50.50 (32-68) in the GG
(P<0.001). In conclusion, differences in some parameters were determined as a result of blood gases and serum bio-
chemistry analyzes between healthy senior and geriatric dogs, and it was concluded that routine hematochemical ana-
lyzes are important also in healthy elderly dogs. In addition, it was observed that the CCD scale scores of Terriers were
higher in this study.

Keywords: Cognitive dysfunction, dog, geriatric, hematochemical analysis, senior

Saglikh Senior ve Geriatrik Képeklerde Hematokimyasal Parametrelerin ve Kopek Biligsel Disfonksiyon
Derecelendirme Olgeginin Degerlendirilmesi

Oz: Yaslanma, viicutta meydana gelen dogal ve zamana baglh degisiklikleri igeren bir siirectir. Yasam kalitesi olumsuz
etkilenmemis kopekler, saglikli yash olarak siniflandirilir. Yagh kdpeklerin saglik degerlendirmesinde kan analizleri ile
birlikte davranissal ve bilissel durum da dikkate alinmalidir. Bu nedenle bu g¢alismada 10 saglikh yasli (Senior grup,
SG) ve 14 saglikl geriatrik (Geriatrik grup, GG) kdpekte hematokimyasal parametrelerin ve képek biligsel islev bozuk-
lugu (CCD) olceginin degerlendirilmesi amaglandi. Tam kan sayimi (CBC) analizinde gruplar arasinda istatistiksel her-
hangi bir fark belirlenmedi. Kan gazi analizinde GG'de pCO, (P=0.006), baz acidi (P=0.020) ve HCO3; (P=0.041) di-
zeyleri SG'ye gore daha diigiik bulundu. Serum biyokimyasi analizinde GG'de BUN (P=0.016) ve GGT (P=0.003) di-
zeyleri SG'ye gore daha ylksek olarak belirlenirken, LDH (P=0.008) ve trigliserit (P=0.003) dizeyleri daha dusukta.
Toplam CCD skala skoru SG'de 14.50 (12-23), GG'de 50.50 (32-68) olarak belirlendi (P=0.000). Sonug olarak, saglikh
yasli ve geriatrik kdpekler arasinda kan gazlari ve serum biyokimya analizleri sonucunda bazi parametrelerde farklilik-
lar saptandi ve saglikli yash kdpeklerde de rutin hematokimyasal analizlerin 6nemli oldugu sonucuna varildi. Ayrica, bu
calisma kapsaminda Terrier irki kopeklerin CCD skala skorlarinin daha yuksek oldugu gézlendi.

Anahtar kelimeler: Biligssel islev bozuklugu, geriatrik, hematokimyasal analiz, kdpek, senior

Introduction

Aging is a process that involves natural and time-
dependent changes that occurs in the later stages of
life in both humans and animals, rather than the
pathological changes observed in the body. Owing to
advanced medical care techniques, it was stated by
several researchers that healthy aging is possible
(Gilmer and Aldwin, 2003; Bellows et al., 2015).
Healthy aging in humans has been defined as an
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absence of risk of disease or disease-related abnor-
mal conditions. Healthy aging in humans includes
cognitive, physical and physiological health and this
scope can also be available for dogs (Rowe and
Kahn, 1997; Bellows et al., 2015). Developing a valid
definition for healthy aging is important for future
studies in elderly dogs. In addition, it was reported
that determining clinical methods that can distinguish
healthy aging from disease-related conditions when
evaluating old age dogs is essential (Salvin et al.,
2011, Bellows et al., 2015). The definition of healthy
aging in dogs can be defined as the absence of any
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clinically significant disease. As dogs age, they natu-
rally undergo a series of changes; however, dogs
whose age-related changes are minimal or whose
quality of life is not adversely affected can be classi-
fied as healthy elderly dogs (Neilson et al., 2001;
Bellows et al., 2015). Various factors including breed
and age affect the aging process. Generally, small-
medium breed dogs which are between 7-10 years
old are considered senior, and dogs that are older
than 11 years old are considered geriatric (Bellows et
al., 2015).

Diseases of elderly dogs are often multi systemic and
complex. Blood laboratory analyzes are important in
the early diagnosis of the diseases in order to
achieve a successful treatment and monitor the quali-
ty of life (Thrall et al., 2012; Bellows et al., 2015). For
this reason, annual or 6-month blood laboratory ana-
lyzes are important not only to the early diagnosis of
diseases but also to determine if there are any dis-
ease predisposition. It was reported that routine
blood laboratory tests for elderly dogs should include
serum biochemistry with CBC, blood gases and elec-
trolytes analyzes (Rizzi, 2015). In the clinical exami-
nation of elderly dogs, distinguishing aging process
from disease-related conditions is important (Bellows
et al., 2015). Hematological and serum biochemistry
findings of healthy senior and geriatric dogs that de-
termined by the IAMS Company Pet Health and Nu-
trition Center® database (P&G, 2011) indicate that
these findings differ compared to the general dog
population (Bellows et al., 2015). For this reason, it is
ideal to compare the hematological and biochemical
analysis results of elderly dogs with reference ranges
specifically determined for senior and geriatric dogs.
The most common disorders that can cause hemato-
logical abnormalities in elderly dogs are reported to
be kidney and liver diseases, diabetes mellitus, and
hyper/hypothyroidism (Stockham and Scott, 2008;
Thrall et al., 2012). The ability of the kidneys to re-
move metabolic waste and reabsorb essential com-
pounds decreases as dogs age, and clinical signs
vary with the extent and duration of the renal function
impairment. Expected clinical-pathological abnormali-
ties in renal diseases are elevated BUN and creati-
nine levels along with decreased glomerular filtration
rate (GFR) (Rizzi, 2015). It was reported that severe
azotemia must be evaluated together with urine spe-
cific gravity (Latimer, 2011). Therefore, it was stated
that performing routine laboratory analysis on com-
mon causes of hematological and/or biochemical
abnormalities in elderly dogs is essential for improv-
ing the quality of life (Rizzi, 2015)

As in humans, changes associated with aging in dogs
may not be considered pathological and generally do
not affect negatively overall welfare and/or quality of
life (Salvin et al., 2011). Nevertheless, clinical exami-
nations are essential to eliminate other diseases.
Mobility, skin and hair health, gastrointestinal, im-
mune, hepatic, respiratory and renal assessment, as
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well as behavioral and cognitive status should defi-
nitely be considered in the health assessment of el-
derly dogs (Baldwin et al., 2010; Bellows et al.,
2015). It is difficult to distinguish healthy elderly dogs
from dogs with cognitive or behavioral disorders due
to medical and aging findings that cause behavioral
changes (Neilson et al., 2001). For this reason, it was
reported that the assessment of the canine cognitive
dysfunction rating scale (CCDR) along with routine
hematological and biochemical analyzes is important
in determining cognitive and behavioral health in
healthy elderly dogs (Bellows et al., 2015). Canine
cognitive dysfunction (CCD) or canine dementia is a
neurobehavioral syndrome characterized by changes
in learning, memory, social interaction, and sleep
patterns (Landsberg et al., 2003; Salvin et al., 2011).
As a result of several studies, it was demonstrated
that the syndrome affects 85% of the elderly dog pop-
ulation and often cannot be diagnosed (Neilson et al.,
2001; Osella et al., 2007; Salvin et al., 2011). Also,
similarities were reported between CCD and Alzhei-
mer's disease in terms of progressive structure, neu-
ropathological abnormality and pharmacological re-
sponse (Ruehl et al., 1995). For this reason, a CCD
scale with a cut-off value of >50 (Salvin et al., 2011)
was established to assess the cognitive profile of
dogs. The CCD scale, which is used to evaluate the
cognitive level of dogs, enables successful and timely
intervention of undiagnosed or mismanaged cases
(Bellows et al., 2015). Thus, with early and correct
diagnosis, the general welfare and quality of life of
elderly dogs can be improved. The CCD scale, which
is a clinical and ethological screening and evaluation
tool, is useful in distinguishing between cognitive
aging and healthy aging, and the obtained results can
advance the developments in the field of canine and
human health (Salvin et al., 2011; Lorenzini, 2014).
Therefore, in this study, it was aimed to reveal the
parameters that come forth in routine health screen-
ings including clinical and laboratory examinations,
as a result of hematochemical and CCD score evalu-
ation in small-medium breed healthy senior and geri-
atric dogs.

Material and Methods

Animal material

The animal material of this study was consisted of 24
elderly dogs in total, 10 healthy senior and 14 healthy
geriatric dogs from different sexes and small-medium
breeds, which were brought to Selcuk University Ani-
mal Hospital of Faculty of Veterinary Medicine for a
routine health check. Anamnestic data revealed that
the dogs were vaccinated and treated with deworm-
ers routinely, fed with commercial dry dog food and
walked twice a day. The dogs included in the study
were divided into two groups: Senior (Senior group,
SG) and Geriatric (Geriatric group, GG), according to
the age criteria that determined previously (Bellows
et al., 2015). Dog breeds included in the study were
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Terrier (n=12), Spanial Cocker (n=5) and Pointer
(n=7). In the study, it was determined that the mean
age of the SG was 7.1010.73 whereas the mean age
of GG was 12.1412.76 years.

The ethical approval (2021/63) was obtained from the
Selcuk University Faculty of Veterinary Medicine Eth-
ics Committee (SUVFEK).

Physical examinations

Physical examinations including respiratory rate,
pulse, capillary refill time (CRT) and body tempera-
ture measurements, skin and hair structure inspec-
tion, evaluation of palpable lymph nodes such as
mandibular, prescapular, superficial inguinal and pop-
liteal, heart and lung auscultation, abdominal palpa-
tion, hydration status evaluation, as well as micro-
scopic examination of stool specimens and orthope-
dic examinations were performed.

Table 1. CCD scale questionnaire results

Erdem GULERSOY

Inclusion and exclusion criterias

Dogs that were learned to have a history of disease
or were observed to have any disease-related symp-
toms during physical examination were not included
in the study. Also, dogs that did not meet the breed
and age criteria (Bellows et al., 2015) within the
scope of senior and geriatric categorization were not
included in the study.

Canine cognitive dysfunction scale

The CCD scale of all dogs included in the study was
obtained as a face-to-face questionnaire with the
owners. In line with the answers given by the owners
to the questionnaire consisting of 12 questions, the
CCD scale for each dog (1=Never, 2=Once a month,
3=0Once a week, 4=Once a day, 5=More than once a
day) were obtained. The questionnaire and the re-
sults are presented in Table 1.

Questions Senior Group (SG) Geriatric Group (GG)
1) How often does your dog speed up and 1 N:4 (40%) 1 N:1 (7.2%)
slow down, circle, or walk aimlessly?
2 N:5 (50%) 2 N:2 (14.3%)
3 N:1 (10%) 3 N:3 (21.4%)
4 N:0 (0%) 4 N:6 (42.8%)
5 N:0 (0%) 5 N:2 (14.3%)
2) How often does your dog stare blankly at 1 N:4 (40%) 1 N:0 (0%)
the wall or floor?
2 N:5 (50%) 2 N:1 (7.2%)
3 N:1 (10%) 3 N:3 (21.4%)
4 N:0 (0%) 4 N:4 (28.6%)
5 N:0 (0%) 5 N:6 (42.8%)
3) How often does your dog get behind 1 N: 9 (90%) 1 N:5 (35.7%)
objects and can't get around them?
2 N: 1 (10%) 2 N:4 (28.6%)
3 N: 0 (0%) 3 N:2 (14.3%)
4 N: 0 (0%) 4 N:3 (21.4%)
5 N: 0 (0%) 5 N:0 (0%)
4) How often does your dog not recognize 1 N: 10 (100%) 1 N:4 (28.6%)
a family member or animal?
2 N: 0 (0%) 2 N:3 (21.4%)
3 N: 0 (0%) 3 N:4 (28.6%)
4 N: 0 (0%) 4 N:2 (14.3%)
5 N: 0 (0%) 5 N:1 (7.1%)
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Questions Senior Group (SG) Geriatric Group (GG)
5) How often does your dog walk up 1 N:7 (70%) 1 N:1 (7.1%)
against walls or doors?

2 N:3 (30%) 2 N:0 (0%)

3 N:0 (0%) 3 N:5 (35.7%)

4 N:0 (0%) 4 N:4 (28.6%)

5 N:0 (0%) 5 N:4 (28.6%)
6) How often does your dog walk away 1 N:8 (80%) 1 N:1 (7.1%)
when you pet?

2 N:1 (10%) 2 N:0 (0%)

3 N:1 (10%) 3 N:5 (35.7%)

4 N:0 (0%) 4 N:4 (28.6%)

5 N:0 (0%) 5 N:4 (28.6%)
7) Compared to six months ago, is your 1 N:10 (100%) 1 N:3 (21.4%)
dog speeding up and slowing down, cir- . .
cling or walking aimlessly nowadays? 2 N:0 (0%) 2 N:5 (35.8%)

3 N:0 (0%) 3 N:6 (42.8%)
8) Is your dog often blankly staring at the 1 N: 5 (50%) 1 N:2 (14.4%)
wall or the floor nowadays compared to six

3 N:1 (10%) 3 N:6 (42.8%)
9) Compared to six months ago, is your 1 N:7 (70%) 1 N:0 (0%)
dog nowadays urinating in places where it
hasn't? 2 N:1 (10%) 2 N:4 (28.6%)

3 N:2 (20%) 3 N:2 (14.2%)

4 N:0 (0%) 4 N:6 (42.8%)

5 N:0 (0%) 5 N:2 (14.2%)
10) Is your dog having trouble finding a 1 N:9 (90%) 1 N:4 (28.6%)
dropped food nowadays compared to six
months ago? 2 N:1 (10%) 2 N:0 (0%)

3 N:0 (0%) 3 N:2 (14.2%)

4 N:0 (0%) 4 N:5 (35.8%)

5 N:0 (0%) 5 N:3 (21.4%)
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Questions Senior Group (SG) Geriatric Group (GG)
11) Is it happening nowadays that your dog 1 N:7 (70%) 1 N:3 (21.4%)
is unable to recognize a family member or . .
animal compared to six months ago? 2 N:2 (20%) 2 N:8 (57.2%)
3 N:1 (10%) 3 N:3 (21.4%)
12) Is your dog's active time reduced nowa- 1 N:7 (70%) 1 N:0 (0%)
days compared to six months ago?
2 N:1 (10%) 2 N:1 (7.2%)
3 N:2 (20%) 3 N:4 (28.6%)
4 N:0 (0%) 4 N:6 (42.8%)
5 N:0 (0%) 5 N:3 (21.4%)

1=Never, 2=0nce a month, 3=Once a week, 4=0Once a day, 5=More than once a day. Multiplication coefficient
to be applied for questions between 7 and 12: x1 = Same, x2 = Much, x3 = Too much

Collection and measurements of blood samples
Blood samples (with anticoagulant (K;EDTA and hep-
arin) and without anticoagulant) from all dogs includ-
ed in the study were collected by the same personnel
with minimal restraint in order to not cause stress.
Venous blood samples (5-10 mL) were taken from
the vena cephalica venepunction. From the blood
samples with KsEDTA, CBC (WBC, Hb, PCV, RBC,
thrombocyte, MCV, MCH, MCHC, Lymphocyte, Mon-
ocyte, Granulocyte, MS4 CFE 279®, Haematology
Analyzer, France); from heparinized blood samples,
blood gases and electrolyte analyzes (pH, pCO.,
pO.,, sodium, potassium, chlorine, lactate, base ex-
cess, and bicarbonate; ABL 90® Flex Blood Gas/
Electrolyte Analyzer, Model 5700 Radiometer, USA);
from blood serum samples (5000 rpm for 5 minutes
centrifugation for serum extraction), serum biochem-
istry analyzes (BUN, creatinine, glucose, total protein,
albumin, ALT, ALP, cholesterol, triglyceride, calcium
and phosphorus, Biotecnica BT 3000 Plus®, ltaly)
were performed. All laboratory analyzes were per-
formed within 30 minutes after blood sampling.

Statistical analysis

Kolmogorov-Smirnov test was applied to determine
whether all data were parametric or non-parametric.
Parametric data were evaluated as mean+SEM with
Student's t test (for the assessment for homogeneity
of variance, Levene’s test was used), and non-
parametric data were evaluated Mann Whitney U test
and as median (min-max). In addition, ROC analysis
was performed to determine the cut-off values for
ages and CCD scale for all groups. Statistical signifi-
cance was accepted as P<0.05 for all data. SPSS
21.0 statistical software (SPSS for Windows®) was
used for data analysis.

Results

Physical examination findings

No abnormal findings were determined in the clinical
examination of the dogs included in the study. No
parasite eggs were observed in the microscopic ex-
amination of the stool specimens and orthopedic ex-
amination findings were normal. The clinical exami-
nation findings and the mean ages of the groups are
presented in Table 2.

Table 2. Mean ages and clinical examination findings of the dogs

Senior Group (SG)

Geriatric Group (GG)

Parameters (meanSEM) (meantSEM) P value
Respiratory rate (per minute) 35.9046.82 30.78+5.93 0.072
Heart rate (per minute) 73.80+7.64 78.92+9.47 0.157
Capillary refill time (sec) 2.30£0.48 2.64+0.49 0.106
Temperature (°C) 38.10£0.30 38.18£0.42 0.572
Age (year old) 7.100.73 12.14+2.76 <0.001

87



Hematochemical parameters in senior and geriatric dogs...

Canine cognitive dysfunction scale evaluation
The CCD scale scores which were obtained from the
questionnaire were statistically different between
groups (P=0.004). The total CCD scale score was
14.50 (12-23) for the SG and 50.50 (32-68) for the
GG (P<0.001). The results are presented in Table 3.

Table 3. CCD Scale results

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 83-93

Questions 1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12 STC";";';
[Snz;\:;i);r?roup 5 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 14.50
e o] (13) (12 (12 @1 (12 (23)  (14)  (19) (1) (19) (1) (12:23)
[GN‘I’;:I:: Group 4 2 25 4 7 5.5 4 4 4 4 5050
(min-max)] (1-5)  (25) (1-4) (1-5) (1-5) (2-12) (315) (2:8) (1-5) (1-9) (2-12) (32-68)
P value <0001 <0001 0004 0001 <0001 <0.001 <0001 <0.001 <0001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Hematochemical and blood gases analysis find-
ings

The hematochemical analyzes results were evaluat-
ed considering the reference ranges determined by
the IAMS Company Pet Health and Nutrition Center®
(P&G, 2011). No statistical difference was deter-
mined between the groups as a result of the CBC.
The detected values were within the normal refer-
ence ranges. CBC parameters are presented in Ta-
ble 4 and other hematochemical parameters with
statistical differences are presented in Figure 1.

Table 4. CBC analysis results

Senior Group (SG)

Geriatric Group

(GG)

Parameters (meantSEM) (meanSEM) P value
WBC (m/mm?) 12.63+3.46 12.0413.15 0.676
Lymphocyte (%) 3.24+1.27 3.83+1.89 0.374
Monocyte (%) 0.91+0.62 1.33+1.07 0.243
Granulocyte (%) 8.34+3.12 6.65+1.85 0.148
RBC (M/mm?®) 7.22+1.05 7.59+1.47 0.480
MCV (fi) 74.22+4.88 70.42+8.81 0.192
HCT (%) 54.4419.31 52.72+9.14 0.660
MCH (pg) 27.33+17.36 20.08+2.40 0.222
MCHC (g/dL) 29.53+3.02 28.65+1.95 0.433
RDW 10.42+1.15 10.35+0.96 0.890
Hb (g/dL) 16.05+2.33 15.2242.54 0.423

WBC: White blood cells, RBC: Red blood cells, MCV: Mean corpuscular volume, HCT: Hematocrit, MCH: Mean
corpuscular hemoglobin, MCHC: Mean corpuscular hemoglobin concentration, RDW: Reticulocytes distribution

width, Hb: Hemoglobin
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Figure 1. Boxplot graphics of BUN, LDH, Triglycer-
ide, GGT, pCO,, BE and HCO;3 levels.

In blood gases and electrolyte analysis, pCO,
(P=0.006), BE (P=0.020) and HCO3 (P=0.041) levels
were found to be lower in the GG compared to SG.
Other parameters were within reference ranges. The
results are presented in Table 5.

Table 5. Blood gases and electrolyte analysis results

Erdem GULERSOY

In serum biochemistry analysis, BUN (P=0.016) and
GGT (P=0.003) levels were found to be higher
whereas LDH (P=0.008) and triglyceride (P=0.003)
levels were found to be lower in the GG compared to
SG. Serum biochemistry analysis results are present-
ed in Table 6.

Also, ROC analysis of age comparison and CCD
score of dogs in both groups was performed. As a
result, high AUC (0.950), sensitivity (%100), specifici-
ty (%94) and cut-off value of 46.50 for CCD score,
and high AUC (0.926), sensitivity (%87), specificity
(%87) and cut-off value of 10.50 for CCD age were
determined. ROC plots and analysis results were
presented in Figure 2 and Table 7, respectively.

Senior Group (SG)

Geriatric Group (GG)

Parameters (mean+SEM) (mean+SEM) P value
pH 7.38+0.04 7.38+0.04 0.809
pCO, (mmHg) 37.235.27 30.455.26 0.006
pO, (mmHg) 40.7419.49 35.65+5.94 0.157
Potassium (mmol/L) 3.91+0.37 3.95+0.47 0.820
Sodium (mmol/L) 155.10+4.99 152.28+6.97 0.262
Chlorine (mmol/L) 116.1014.40 116.78+4.29 0.708
Lactate (mmol/L) 3.10+1.50 2.75+1.50 0.580
Base excess (mmol/L) -2.72%3.40 -5.88%2.75 0.020
HCO; (mmol/L) 22.05%2.50 19.90%+2.11 0.041

pH: Power of hydrogen, pCOy: Partial pressure or carbondioxide, pO,: Partial pressure of oygen, HCOj3: Bicar-

bonate
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Table 6. Serum biochemistry analysis results
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Parameters Senior Group (SG) Geriatric Group (GG) P value
(meantSEM) (meantSEM)
BUN (mg/dL) 8.52+1.94 18.80+13.76 0.016
Creatinine (mg/dL) 0.93+0.27 1.14+0.41 0.146
ALT (U/L) 63.10+23.20 77.42+66.23 0.465
AST (U/L) 25.70+4.83 33.85+29.70 0.330
ALP (U/L) 84.40+35.25 106.64+112.49 0.498
Amylase (U/L) 448+123.22 634.50+327.61 0.068
Glucose (mg/dL) 116.50+11.27 104.21£19.48 0.065
LDH (U/L) 333.80+122.62 173.07+147.21 0.008
T. bilirubin (mg/dL) 0.48+0.19 0.42+0.24 0.529
D. bilirubin (mg/dL) 0.27+0.14 0.2310.18 0.619
Phosphorous (mg/dL) 3.74+0.81 3.72+1.35 0.967
Albumin (g/dL) 2.94+0.40 3.07+0.49 0.462
Cholesterol (mg/dL) 209+79.44 246.85+143.56 0.418
Calcium (mg/dL) 11.05+1.67 11.294£2.10 0.757
Triglyceride (mg/dL) 75.70%£22.53 44.28%20.73 0.003
Magnesium (mg/dL) 1.95+1.05 1.51+0.51 0.248
GGT (U/L) 3.90%2.33 8.24%3.89 0.003
Total protein (g/dL) 6.26+0.94 7.10£1.15 0.061
CPK (U/L) 115.70167.43 111.14195.13 0.892

BUN: Blood urea nitrogen, ALT: Alanine aminotransferase, AST. Aspartate transaminase, ALP: Alkaline phos-
phatase, LDH: Lactate dehydrogenase, GGT: Gamma-glutamyl transferase, CPK: Creatine phosphokinase

Figure 2. CCD score ROC plot (left) and CCD age

ROC plot (right).
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Discussion and Conclusion

Aging triggers cellular and molecular changes in
mammals that increase the risk of disease develop-
ment such as genomic instability and organ dysfunc-
tion. Recently, the increase in the number of elderly
dogs, which constitutes 49% of almost all domestic
animals worldwide, has increased the need for stud-
ies investigating the effects of biological effects of
aging on the quality of life (Ulgen et al., 2015; Lee et
al., 2020). Dogs are the most human-like creatures
compared to other laboratory animals in terms of
lifestyle, exposure to environmental pathogens, medi-
cal care, and physical activity (Lorenzini, 2014). The
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Table 7. CCD Score ROC analysis results
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Asymp. %95 CI

Std. g Sensitivity Specifity
Parameters AUC Error P value Lower Upper Cut-off (%) (%)
Bound Bound
CCD Score 0.950 0.050 0.001 0.851 1.000 46.50 100 94
CCD Age 0.926 0.061 0.001 0.805 1.000 10.50 87 87

AUC: Area under curve, Std error: standart error Cl: confidence interval

need to improve the welfare of domestic dogs is also
beneficial for the development of geriatric research in
humans (Lee et al., 2020). Aging is an ontogenetic
process that begins with birth and ends with death
(Maggio et al., 2006). Recent studies have identified
cellular and molecular parameters associated with
aging, such as altered intercellular communication,
genomic instability, mitochondrial dysfunction, and
epigenetic changes in mammals (Lopez-Otin et al.,
2013; Lee et al., 2020).

Aging in animals as in humans occurs by develop-
ment of predisposition to diseases as a result of a
breakdown of the relationship between body systems
due to acquired diseases and environmental condi-
tions (Ulgen et al., 2015). In previous studies, it has
been reported that CBC and biochemical profile ana-
lyzes are objective and more specific compared to
routine physical examination in dogs, and are im-
portant in the follow-up and analysis of changing
physiological characteristics (Maggio et al., 2006). In
addition, it was reported in hematological phenotype
studies in dogs of various breeds that dogs are the
ideal model for hematological characterization of
mammals (Lawrance et al., 2013). Therefore, hema-
tological and biochemical profile analyzes are essen-
tial for the diagnosis and screening of diseases in
veterinary medicine (Lee et al., 2020; Miglio et al.,
2020). Low MCV and MPV levels were reported in
CBC findings of senior and geriatric dogs (Lee et al.,
2020). However, in some previous studies, no signifi-
cant age-related hematological differences were re-
ported (Strasser et al., 1993). In this study, no statisti-
cal differences were observed neither in the physical
examination nor in the CBC findings between senior
and geriatric dogs. These findings might be related to
the hydration status (Lowseth et al., 1990) of the
dogs of the present study. Also, low number of
healthy elderly dogs in the present study should be
kept in mind. Many diseases cause abnormal acid-
base balance through changes in ventilation or meta-
bolic disorders (Bellows et al., 2015; Lee et al.,,
2020). Both conditions stimulate compensation
mechanisms that provide acid-base balance. Base
excess is controversial as it is affected by respiratory
changes in vivo. This situation is due to free ion ex-
change between blood and interstitial fluid. There-
fore, as pCO; changes in vivo, HCO; also changes

along with base excess and other ions provide ion
balance between the blood and interstitial space
(Schlichtig et al., 1998). Elevations in BUN are an
infrequent observation in the geriatric dog despite the
morphological and functional changes that occur in
the aging kidney (Lowseth et al., 1990). The elevated
BUN level in GG of the current study (P=0.016) was
consistent with the previously reported findings due
to decreased GFR as a result of up to 75% loss of
functional renal mass in geriatric dogs (Rizzi, 2015).
Thus, the numerically higher BUN levels of geriatric
dogs compared to senior dogs of the present study
may indicate greater renal mass loss (Lowseth et al.,
1990; Strasser et al., 1993). Also, when compared to
SG, low pCO, (P=0.006), base excess (P=0.020) and
HCO3; (P=0.041) levels of GG in blood gases were
interpreted depending on the renal compensation
mechanism. These findings were consistent with pre-
vious reports (Lowseth et al.,, 1990; Strasser et al.,
1993; Willems et al., 2017). However, assessment of
renal clearance is required to detect abnormal renal
function changes (Strasser et al., 1993).

In previous reports, due to the high reserve capacity
of the liver AST, ALT and GLDH showed no age-
related changes, whereas GGT increased (Strasser
et al., 1993). Gamma glutamyl transferase (GGT) is
an enzyme found in blood serum and on the surface
of different organ cells such as liver, pancreas, intes-
tine, lung and kidney (Bulusu and Sharma, 2016).
Except that serum GGT is a traditional biomarker of
hepatobiliary diseases, its high level is associated
with cardiovascular diseases, diabetes mellitus, hy-
pertension and metabolic syndrome (Targher, 2010;
Caravaca-Fontan et al., 2017). It has also been re-
ported that high GGT levels are associated with en-
dothelial dysfunction (Yilmaz et al., 2013). The high
GGT level (P=0.003) determined in GG of the study
may be associated with subclinical organ dysfunction
including intestines, kidney and liver (Stockham and
Scott, 2008; Thrall et al., 2012), which may cause
hematological abnormalities in geriatric dogs. Also, it
was reported that the membrane located GGT in-
creases with age, possibly indicating changes in the
parenchyma of the ageing liver (Strasser et al.,
1993). Although there was no statistical difference,
numerical values of some parameters (BUN:
18.80+£13.76, ALT: 77.42+66.23 AST: 33.85+29.70,
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ALP: 106.64+112.49) of GG compared to SG may
support the fact that the liver parenchyma has had
undergone further changes in geriatric dogs.
Triglycerides are synthesized in intestinal and liver
cells and used as an energy source (Hegele 2009).
Similarly, the blood concentration of lactate dehydro-
genase (LDH), a glycolytic enzyme that used as an
energy source, decreases in cases where cellular
energy metabolism is disrupted (Marconato et al.,
2009). Low LDH (P=0.008) and triglyceride (P=0.003)
levels of GG compared to SG, were interpreted as a
result of mitochondrial dysfunction (Catic, 2018),
which plays an important role in the aging process. In
addition, the low triglyceride level may be associated
with long life span (Liu et al., 2017). Also, in a previ-
ous study, it was reported that triglyceride levels were
lower in 14-year-old dogs compared with the 12-year-
old dogs (Lowseth et al., 1990). Furthermore, signifi-
cantly higher triglyceride levels without any conse-
quences for the blood vessels, the heart and the cir-
culation in rats were reported. The findings of the
present study were consistent with the previous re-
ports and the fact that animals’ life expectancy is
short in terms of development of signs of arterioscle-
rosis in senior dogs compared to geriatric ones
(Strasser et al., 1993; Willems et al., 2017).

Canine cognitive dysfunction is a common problem in
geriatric dogs (Neilson et al., 2001, Osella et al,
2007). It has been reported that routine hematochem-
ical analyzes and CCD evaluation are important in
determining cognitive and behavioral health in
healthy elderly dogs (Bellows et al., 2015), with a cut-
off value of >50 (Salvin et al.,, 2011). The highest
CCD scores in GG of the study were 59, 68, 57, 58
and 64 in the 5™, 7", 10", 13", and 14" dogs, respec-
tively. The breed of all dogs with the highest CCD
scores was Terrier and the average age was deter-
mined to be 14.4 years. Although the CCD score of
Terrier dogs (n=7 in the GG, 12 in total) was found to
be higher than other breeds in this study, in order to
make inferences about predisposition of cognitive
disorders studies with a larger number of animals are
required, considering the number of animals included
in the present study. In addition, it was determined
that the cut-off value for the CCD score was 46.50,
and the age cut-off value for cognitive disorders was
10.5 in the ROC analyses of the current study. These
findings were similar to previously reported threshold
values and methods of evaluation of cognitive decline
(Salvin et al., 2011; Ulgen et al., 2015).

The limitations of this study are the low number of
animal material, undetermined glomerular filtration
rate, and the lack of evaluation of specific biomarkers
(such as cardiac troponins, coagulation parameters
and symmetric dimethylarginine) for the diagnosis of
undetermined comorbid diseases.

In this study, significant differences were determined
in BUN, LDH, GGT and ftriglyceride levels between
healthy senior and geriatric dogs. As a result of hem-
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atochemical analyzes, it was observed that differ-
ences in blood gases and electrolyte analysis such
as lower BE and HCOs levels between the senior and
geriatric dogs might be due to altered renal compen-
sation mechanisms and serum biochemistry differ-
ences such as elevated BUN, decreased LDH and
GGT levels might be resulting from decreased glo-
merular filtration rate and disruption of cellular energy
metabolism or mitochondrial dysfunction. Beside
hematochemical differences between the groups,
Terriers had higher CCD scores. It was concluded
that as many organ functions decline with age, regu-
lar health screening by blood tests and canine cogni-
tive dysfunction rating scale may raise owner aware-
ness for potentially important clinical signs in aging
dogs.
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Oz: Bu calismada buzag: hastaliklarina etkili faktérlerin Yapay Sinir Aglari (YSA), Rassal Orman Algoritmasi (RO) ve
Lojistik Regresyon Analizi (LR) ile siniflandiriimasi, bu yéntemlerin kullanilabilirliginin ortaya konulmasi ve performans-
larinin kargilagtirlmasi amaglanmigtir. Arastirma materyalini 2018-2021 yillari arasinda Erciyes Universitesi Tarimsal
Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde tutulan 54 bas buzagiya ait isletme kayitlari olusturmustur. Istatistik analizlerde
buzagilara ait hastalik gegmisi bagimli degisken; buzagilarin cinsiyeti, irki, dogum mevsimi, anne irki, anne laktasyon
sayisi ise bagimsiz degisken olarak belirlenmistir. Siniflandirma performanslari; duyarlilik, segicilik, kesinlik, dogruluk,
f-6lgiimi, Youden indeksi, ROC egrisi altinda kalan alan (AUC) ve Cohen’s kappa katsayisi ile kargilastiriimistir. Aras-
tirma bulgularina gore, duyarlilik, segicilik, kesinlik, dogruluk, F-6lgiimi, Youden ideksi ve Cohen’s kappa agisindan en
basarili siniflandiricilar sirasiyla; LR (0.828), YSA (0.947), YSA (0.964), YSA (0.833), YSA (0.857), YSA (0.719), YSA
(0.663) olarak bulunmustur. Sonug olarak, mevcut siniflandirma yéntemlerinin buzagi hastaliklarina etkili faktorleri
belirli bir yaniima payiyla dogru siniflandirdiyi ve duyarlihk disindaki bitiin performans degerleri icin YSA'nin daha
basarili oldugu goérilmustir. Bu ydontemlerin, hayvancilik isletmelerinde buzagi hastaliklarinin proaktif yaklasimla belir-
lenmesine ve ekonomik kayiplarin dnlenmesine imkan saglayacagi distnulmektedir.

Anahtar kelimeler: Buzagi, hastalik, makine 6grenmesi, siniflandirma

Comparison of Artificial Neural Networks, Random Forest Algorithm and Logistic Regression Analysis Perfor-
mances in Classification of Effective Factors on Calf Diseases

Abstract: In this study, it is aimed to classify the factors affecting calf diseases with Artificial Neural Networks (YSA),
Random Forest Algorithm (RO) and Logistic Regression Analysis (LR), to reveal the usability of these methods and to
compare their performances. The research material consisted of the farm records of 54 calves kept in Erciyes Universi-
ty, Agricultural Research and Application Center between 2018-2021. In the statistical analysis, the disease history of
the calves was the dependent variable; calves gender, breed, birth season, maternal breed, and maternal lactation
number were determined as independent variables. Classification performances were compared with sensitivity, speci-
ficity, precision, accuracy, f-measure, Youden index, area under the ROC curve (AUC) and Cohen's kappa coefficient.
According to the research results, the most successful classifiers in terms of sensitivity, selectivity, precision, accuracy,
F-measure, Youden's index and Cohen's kappa; LR (0.828), ANN (0.947), ANN (0.964), ANN (0.833), ANN (0.857),
ANN (0.719), ANN (0.663), respectively. In conclusion, it has been reached that be used classification methods cor-
rectly classify the factors affecting calf diseases with a somewhat margin of error and YSA is more successful for all
performance values except sensitivity. It is thought that these methods will help determine calf diseases with proactive
approaches and prevent economic losses in livestock enterprises.

Keywords: Calf, classification, disease, machine learning

Girig

Sut sigin yetistiriciliginde karlihk ve basari, uretilen
sut miktari (ana gelir) ve elde edilen buzag (tali gelir)
ile yakindan iliskilidir. O nedenle, ylksek karlilik he-
defleyen yetistiricinin temel amaci kaliteli stiti disik
maliyetle Gretmek ve yilda bir buzagi elde etmektir.
Sit sigirciiginda normal sartlarda yilda bir buzagi
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alinmakta ve buzagilamanin ardindan da annenin st
verim (laktasyon) dénemi baglamaktadir. Bu durum
g6z 6nlne alindiginda damizlik digilerin buzagilama
oncesinde bir maliyet unsuru oldugu ve isletmenin
devamhlidi agisindan buzagilamanin kritik bir 6neme
sahip oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ayrica, uzun vade-
de damizlik kaynagi olma potansiyeli tasiyan buzagi-
larin elde edilmesi ve saglikli bir sekilde yetistiriimesi
isletmenin gelecegini de sekillendirmektedir (Alpan,
1994).
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Diger taraftan, buzagdinin saglikli dogmasinin yaninda
yasaminin saglikh bir sekilde strdirtlmesi de ayri bir
onem tagimaktadir. Bu dogrultuda, yetistirme sireci
icerisinde buzagilarin fizyolojik gelisimi ve saglhk du-
rumu ile ilgili problem yasanmamasi istenmektedir.
Bu siregte meydana gelen buzagi hastaliklar ve
Olimleri hem yetistirici icin hem de Ulke hayvancihgi
icin 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir
(Singh ve ark., 2009; Piccione ve ark., 2010; Gohars-
hahi ve ark., 2021). Turkiye’de yer alan st sigirciligi
isletmelerinde genellikle buzagi hastaliklari gérilmek-
le birlikte yaklasik %5-20 oraninda 6lim ile sonuglan-
maktadir (Yildiz, 2008; Ayvazoglu ve ark., 2019).
Buzagdi dlumlerinin baglica nedenleri arasinda diyare,
pneumoni ve sepsis gibi enfeksiy6z unsurlar yer al-
maktadir (Klein ve ark., 2009; Akyiz ve ark., 2017).
Buna ek olarak anne dogum sayisi (laktasyon sayisi),
buzaginin cinsiyeti, buzaginin dogum mevsimi, gebe-
lik stresi ve glic dogum gibi faktorler de buzagi has-
taliklari ve olimleri ile iligkilendirilmektedir (Meijering,
1984; Berglund ve ark., 2003; Mee, 2004; Lombard
ve ark., 2007; Gundelach ve ark., 2009).

Hayvan sagligini ve igsletme ekonomisini tehdit eden
buzagi hastaliklari enfeksiyoz (etken) ve enfeksiyoz
olmayan (mevsim, barinak kosullari, stres vb.) birgok
faktdre bagl olarak gelismektedir. incelenen hastalik
Uzerinde etkisi olan faktorlerin tek basina etkisinin
yaninda ¢oklu etkilerinin de 6grenilmesi teshis ve
tedavinin basarisini etkilemektedir. Bu amagla, ¢ok
degiskenli istatistiksel yontemlerin (lojistik regresyon,
¢oklu dogrusal regresyon, faktér analizi vb.) kullanimi
son yillarda gelisen yazilimlarla giderek artmistir.
Diger taraftan, glincel bir kavram olan Endustri/
Sanayi 5.0 kavraminin (toplum odakh insansiz tekno-
loji) hayvancilik Gzerine yansimalarini degerlendire-
cek olursak, sektortn i) ilkel, ii) ekstansif/gécer, iii)
entansif/yogun ve iv) modern hayvancilik olarak 6zet-
leyebilecegimiz gelisim evreleri, Hayvancilik 4.0 ola-
rak yorumlanabilirken, son gelismelerle birlikte yapay
zeka ve dijital teknolojilerin hayvancilikta uygulanma-
siyla/kullaniimasiyla birlikte Hayvancilik 5.0 kavra-
mindan s6z edilebilir. Bu durum teknolojinin hayvan-
sal Uretime sagladigi katki olarak degerlendirilebilir
ve gelisime acgik bir alandir (Yaman ve ark., 2021).
Buna ek olarak, 6zellikle beseri hekimlik basta olmak
Uzere saglik alaninda yaygin olarak kullanilan makine
O0grenmesi yontemleri (Yapay sinir aglari, Rassal
orman algoritmasi, Naif Bayes, K ortalamalar, Destek
vektér makinesi vb.) ile yapilan modellemeler ve si-
niflandirmalar da butinleyici bir bakis agisi sunarak
arastiricinin kararlarini destekleyici bir rol oynamak-
tadir (Haupt ve Haupt, 2004; Gillten ve Dogan,
2009). Hayvansal (retimde ve veteriner hekimlik ala-
ninda makine 6grenmesi yontemlerinin kullanildidi
kisith sayida galisma bulunmakla (Ergllen ve Topuz,
2008; Gorgull, 2012; Takma ve ark., 2012; Cihan ve
ark., 2020) birlikte, bu calismalarin da sahada karar
destekleme araci olarak kullaniimasi faydali olacaktir.
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Yapay Sinir Aglari (YSA), insan beyninin bir bilgiyi
o6grenme, iligkilendirme, karar verme, genelleme vb.
ozelliklerinden ilham alarak bu Ozellikleri veri setleri
Uzerinde kisa siirede ve adaptif bir sekilde uygulaya-
bilme mantigina dayanan bir yontemdir (Pirim, 2006).
Temel fonksiyonu verilen bir girdiye karsilik belirli bir
hata payi ile gikti olugturmaktir. llgili olaya ait drnekler
yardimiyla agin egitime (6grenme) diizeyi bu hata
payini etkileyen unsurlardan biridir (Oztemel, 2003).

Rassal Orman Algoritmasi (RO), topluluk 6drenme
yontemlerinden biridir. Elde edilen fazla sayida karar
agacinin sonuglari birlestirilerek topluluk adina ortak
bir karara varilmasi mantigina dayanmaktadir. Or-
manda yer alan karar agaglari, veri setinden rastgele
orneklemler secilerek olusturulur. Bunu takiben yine
rastgele secilen bir 6zellik ile makine 6drenimi sagla-
nir. Son olarak farkli karar agaglarindan elde edilen
sonuglar segime tabi tutularak toplulugu en iyi temsil
eden sinif tahmini sunulur (Liaw ve Wiener, 2002).

Lojistik Regresyon Analizi (LR), iki kategorili veya
sirali 6zellige sahip badimli degisken Uzerinde bir
veya birden ¢ok bagimsiz degiskenin etkisinin ince-
lenmesinde kullaniimaktadir. Degisken veya dagilim
hakkinda fazla varsayiminin olmamasi ve sonuglarin
acik ve kolay yorumlanabilir nitelikte olmasindan do-
layr siklikla tercih edilmektedir (Budak ve Erpolat,
2012).

Bu calismada buzagi hastaliklar Gizerine etkili faktor-
lerin YSA, RO ve LR ile siniflandiriimasi, kullanilabi-
lirliginin ortaya konulmasi ve bu yontemlerin perfor-
manslarinin karsilastirimasi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calismanin materyalini 2018-2021 yillari arasinda
Erciyes Universitesi, Tarimsal Arastirma ve Uygula-
ma Merkezi’'nde tutulan 54 bas buzadiya ait isletme
kayitlar olugturmustur. Calisma kapsaminda yapila-
cak istatistik analizlerde kullaniimak Uzere buzagilara
ait hastalik gecmisi bagimli degisken; buzagilarin
cinsiyeti, irki, dogum mevsimi, anne irki, anne laktas-
yon sayisli ise bagimsiz deg@isken olarak kaydedilmis-
tir. Degigkenlerden hastalik gecmisi (var, yok), cinsi-
yet (disi, erkek), irk (Holstein, Simmental, Montofon,
diger), dogum mevsimi (ilkbahar, yaz, sonbahar, kis)
ve anne irki (Holstein, Simmental, Montofon, diger)
kategorik olarak; anne laktasyon sayisi ise kesikli
sayisal veri olarak calismaya dahil edilmigtir.

Analizlerde, makine 6grenmesi yontemleri icin model
basarilari da goz éniinde tutularak veri seti, YSA igin
%70 egitim ve %30 test kiimesi, RO igin %80 egitim,
%20 testtvalidasyon kimesi olarak ayriimigtir.
YSA’da gizli katman sayisi 2 (iki) olarak belirlenerek
Cok Katmanli Algilayicilar Modeli ve Geriye Dogru
Ogrenme Kurali kullaniimistir. LR'de degiskenler
oncelikle tek degiskenli lojistik regresyon analizi ile
test edilerek buzagi hastaliklari Uzerindeki etkileri
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incelenmis, P<0.25 olan bagimsiz degiskenler aday
degdiskenler olarak belirlenmis ve ¢ok degiskenli reg-
resyon modeline dahil edilmistir. Daha sonra Geriye
Dogru Cikarma Yontemi uygulanmistir. Degiskenlerin
LR modelindeki 6nemliligi Wald testi ile degerlendiril-
migtir. Analizler JASP 0.14.1 paket programi (https://
jasp-stats.org/) kullanilarak yapilmigtir.

YSA, RO ve LR yoéntemlerinin siniflandirma basarila-
rinin degerlendiriimesi amaciyla, buzagdilarin gegmise
ybnelik kayitlar altin standart kabul edilerek karisiklik
matrisleri (confusion matrix) olusturulmustur. Elde
edilen karigikhk matrisleri aracihgiyla duyarlilik
(sensitivity), secicilik (specifity), kesinlik (precision),
dogruluk (accuracy), f-6lcimu (f-measure), Youden
indeksi, ROC egrisi altinda kalan alan (AUC) ve Co-
hen’s kappa katsayisi hesaplanmistir. Duyarlilik, si-
niflandirma yénteminin gercekten hasta olanlari ayir-
ma dizeyidir. Segicilik, siniflandirma yénteminin ger-
cekten saglikh olanlari ayirma duizeyidir. Kesinlik,
hasta olarak tahmin edilenlerin gercekte ka¢ tanesi-
nin hasta oldugunu géstermektedir. F-Olgiimi, kesin-
lik ve duyarliligin harmonik ortalamasi olup, siniflan-
dirma yonteminin basarisinin degerlendiriimesinde
siklikla kullaniimaktadir. Dogruluk, siniflandirma yon-
teminin hasta ve saglikhlar icin toplam dogru tani
dlzeyini gostermektedir. Youden indeksi, ROC egrisi
aracihgiyla duyarlihk ve segcicilik kriterlerini ayni anda
degerlendirerek dogru pozitiflik ile yanhs pozitiflik
arasindaki farki maksimum yapma esasina dayan-
maktadir. Cohen’s kappa katsayisi, iki ayri gézlem
sonucunun uyumlulugunu degerlendiren nonparamet-
rik bir istatistiktir (Cohen, 1960). ROC egrisi altinda
kalan alan (AUC), siniflandirma yénteminin hasta ve
saglikhlari ayirma islemindeki basari dizeyini goster-
mektedir. Elde edilen deder 1’e yaklastikca testin
ayirt etme yetenegi artmaktadir. Bu durum grafik tUze-
rinde cizilen egrinin sol Ust kdseye yakinlagsmasi an-
lamina gelmektedir (DeLong ve ark., 1988).

Gozlem degerleri ve siniflandirma sonuglari arasin-
daki farklihk Pearson Ki kare istatistigi ile degerlendi-
rilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak
belirlenmigtir.

Karisiklik matrisi 6rnegi Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. iki sinif icin olusturulmus karigiklik matrisi 6rnegi

Giiven GUNGOR

Yontemlerin basarilarinin degerlendiriimesinde kulla-
nilan kriterler, Tablo 1’de yer alan bilgilere gére asa-
gidaki sekilde hesaplanmigtir.

Duyarlilik = DP / (DP + YN) (Kraemer, 1992)
Segicilik = DN / (DN + YP) (Kraemer, 1992)
Kesinlik = DP / (DP + YP) (Shafi ve Rather, 2005).

F-Olgimi = 2 x (Duyarlihk x Kesinlik) / (Duyarlilik +
Kesinlik) (Miller ve Brown, 2018).

Dogruluk = (DP + DN) / (DP + YP + DN + YN)
(Kraemer, 1992).

Youden indeksi (J(c)) = [duyarlilik(c) + Segicilik(c)-1]
(Armitage ve ark., 2008). c ifadesi, secilen kesim
noktasini géstermektedir.

Cohen’s kappa katsayisi (k) = ((Pr (a) — Pr (e))/ (1 —
Pr (e)) formili ile hesaplanmaktadir. Formilde yer
alan Pr (a), iki g6zlem sonucunun uyumlarinin toplam
orantisini; Pr (e), elde edilen uyumun sansa bagli
gerceklesme olasiligini  goéstermektedir  (Cohen,
1960). Bulunan k degeri; 0'dan kigik ise koétl, 0.01
ile 0.20 arasinda ise 6nemsiz, 0.21 ile 0.40 arasinda
ise zayif, 0.41 ile 0.60 arasinda ise orta, 0.61 ile 0.80
arasinda ise iyi, 0.81 ile 1.00 arasinda ise ¢ok iyi di-
zeyde uyum oldugu yorumu yapilmaktadir (Landis ve
Koch, 1977).

Calisma kapsaminda kullanilan 54 bas buzagiya
iliskin karakteristikler Tablo 2’ de sunulmustur.

Siniflandirma Sonucu

Pozitif (Hasta) Negatif (Saglikl) Toplam

Pozitif (Hasta) Dogru Pozitif (DP) Yanlhs Negatif (YN) DP + YN

Gercek Negatif (Saglikli) Yanhs Pozitif (YP) Dogru Negatif (DN) YP + DN
Durum Toplam DP + YP YN + DN A+B+C+D

DP (Dogru Pozitif): Siniflandirma sonucunda dogru tahmin edilen hasta sayisi; YN (Yanlis Negatif): Siniflandir-
ma sonucunda yanlis tahmin edilen hasta sayisini; DN (Dogru Negatif): Siniflandirma sonucunda dogru tahmin
edilen saglikli sayisini; YP (Yanhs Pozitif): Siniflandirma sonucunda yanlis tahmin edilen sadlikli géstermekte-
dir.
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Tablo 2. Buzagilara iligkin karakteristikler

Degiskenler Hastalik Gegmisi Toplam
Yok (n=19) Var (n=35) (n=54)
Kategorik Degiskenler
Cinsiyet Disi 13 25 38
Erkek 6 10 16
Irk Holstein 16 27 43
Simmenthal 0 4 4
Montofon 1 2 3
Diger 2 2 4
Anne Irki Holstein 17 30 47
Simmenthal 0 1 1
Montofon 1 2 3
Diger 1 2 3
Mevsim likbahar 5 4 9
Yaz 7 3 10
Sonbahar 3 16 19
Kig 4 12 16
Sayisal Degiskenler
Anne Laktasyon Ortanca 3.00 2.00 2.00
Sayisi 1. ve 3. Geyreklik 1.00 - 4.00 1.00 - 3.00 1.00 - 3.00
Minimum 1.00 1.00 1.00
Maksimum 6.00 5.00 6.00
Bulgular
Analiz sonucunda siniflandirma yontemlerine (YSA,
RO, LR) gore olusturulan karigikhik matrisleri Tablo
3’te verilmistir.
Tablo 3. Siniflandirma ydntemlerine gore olusturulan karigiklik matrisi
YSA Siniflandirma So- Toplam
nucu
Hasta 27 (%50.0) 8 (%14.8) 35 (%64.8)
Gergek Durum Saglikli 1(%1.9) 18 (%33.3) 19 (%35.2)
Toplam 28 (%51.9) 26 (%48.1) 54 (%100)
RO Siniflandirma Sonucu
Hasta Saghkh Toplam
Hasta 24 (%44.4) 11 (%20.4) 35 (64.8)
Gergek Durum Saglikli 6 (%11.1) 13 (%24.1) 19(35.2)
Toplam 30 (%55.5) 24 (%44.5) 54 (%100)
LR Siniflandirma Sonucu
Hasta Saghkh Toplam
Hasta 29 (%53.7) 6 (%11.1) 35 (%64.8)
Gergek Durum Saghkh 9 (%16.7) 10 (%18.5) 19 (%35.2)
Toplam 42 (%70.4) 12 (%29.6) 54 (%100)

sirastyla, %83.3 (%50+%33.3), %68.5 (%44.4+% Olcimu, Youden index ve Cohen’s kappa kriterleri
24.1) ve %72.2 (%53.7+%18.5) diizeyinde dogru icin elde edilen sonuglar Tablo 4’te ve Sekil 1'de veril-

siniflandirdigr; buna karsilk %16.7 (%1.9+%14.8), % mistir.
31.5 (%11.1+%20.4) ve %27.8 (%16.7+%11.1) diize-
yinde yanlis siniflandirdigi tespit edilmistir (Tablo 3).

Siniflandirma yéntemlerinin kargilastiriimasinda kul

97



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 94-100

Tablo 4. Siniflandirma yontemlerinin performans tablosu

Giiven GUNGOR

Kriter/Yontem

YSA (95% GA)

RO (95% GA)

LR (95% GA)

Duyarlihk
Segicilik
Kesinlik
Dogruluk
F-Olgiimii
Youden Index
Cohen’s Kappa
Pearson Ki-Kare

0.771 (0.599-0.896)
0.947 (0.740-0.999)
0.964 (0.817-0.999)
0.833 (0.707-0.921)
0.857 (0.765-0.950 )
0.719 (0.547-0.980)
0.663 (0.469-0.857)
X? = 25.49, P<0.05

0.686 (0.507-0.832)
0.684 (0.435-0.874)
0.800 (0.614-0.923)
0.685 (0.545-0.805)
0.739 (0.619-0.859)
0.370 (0.110-0.629)
0.349 (0.100-0.598)
X? = 6.83, P<0.05

0.828 (0.664-0.934)
0.526 (0.289-0.756)
0.763 (0.598-0.886)
0.722 (0.584-0.835)
0.794 (0.693-0.896)
0.355 (0.098-0.612)
0.368 (0.108-0.629)
X2 = 7.44, P<0.05

YSA: Yapay Sinir Aglar;; RO: Rassal Orman Algoritmasi; LR: Lojistik Regresyon Analizi: GA: Giiven Araligi; X?: Ki kare degeri:

P: P degeri

Suuflanduma Yéntemi

1,000+ B Vapay Sinir Aglan
[ Rassal Orman Algoritmas:
O Lojistik Regresyon Analizi

0,300 — _

0,600

Diizey

0,400

0,200

0,000

Duyarhbk Segicililk Fesinlik Dogmluk F-Olpinwii Youden Cohen's
Index  Fappa

Kriter

Sekil 1. Siniflandirma yontemlerinin performanslarini
gosteren cubuk grafigi.

Sonuglara gore en yiiksek ve en disiik performans
degerleri sirasiyla, duyarlilik icin LR (0.828) ve RO
(0.686); secicilik icin YSA (0.947) ve LR (0.526); ke-
sinlik icin YSA (0.964) ve LR (0.763); dogruluk igin
YSA (0.833) ve RO (0.685); F-olcimu igin YSA
(0.857) ve RO (0.739); Youden index igin YSA
(0.719) ve LR (0.355); Cohen’s kappa katsayisi igin
YSA (0.663) ve RO (0.349) olarak belirlenmistir. Elde
edilen Cohen’s kappa katsayisina gore, siniflandirma
sonuglari ile gergek durum arasindaki uyumun YSA
igin iyi duzeyde, RO ve LR igin zayif dizeyde oldugu
gOrulmustir. Bunlara ek olarak siniflandirma sonugla-
ri ve gergcek durum arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05) (Tablo 4; Sekil

1).

Siniflandirma yontemlerine gore ¢izilen ROC egrileri
ve hesaplanan AUC degerleri Sekil 2’de sunulmustur.

0.6+ R

Duyarhlile
~

0,44 .') 7/

S ROC Egris1 Altnda Falan

o Alanlar (AUC)
o — YSA = 0859
7 -+ RO=0635

— - LR=0677
o —— Referans Cizgisi = 0.500
oo T T T T
0,0 02 04 0,6 03 10

1 - Secicilik

Sekil 2. Siniflandirma yontemlerine gore ¢izilen
ROC egrileri ve hesaplanan AUC degerleri.

Egri altinda kalan alanlara gore siniflandirma yon-
temlerinin hasta ve saglikli buzagilar ayirt etme glicu
sirasiyla, YSA igin 0.859, RO igin 0.684 ve LR icin
0.677 bulunmustur (Sekil 2).

Tartisma ve Sonug

Bu calismada, YSA igin %70’i egitim kimesi ve %
30'u test kimesi olmak Uzere 54 buzagi verisi kulla-
nilmistir. Analizler sonucunda hastalikli ve saglikh
buzagilan en yiksek dogru siniflandirma orani YSA
yontemi ile hesaplanmistir [Dogruluk=0.833 (0.707-
0.921)]. Hastalikh buzagdilari en iyi siniflandiran yén-
temin LR oldugu goérilmastir [Duyarlilik=0.828 (0.664
-0.934]. Saglikli buzagilari en iyi tahmin eden yonte-
min ise yine YSA oldugu gorilmektedir
[Segicilik=0.947 (0.740-0.999)]. Zaborski ve ark.
(2018) tarafindan %67’si egitim kimesi ve %33'U test
kimesi kullanilarak yapilan galismada, gi¢ dogum
tespitinde YSA ve LR siniflandirmasi yapilmistir.
Analiz sonucunda YSA ve LR igin sirasiyla dogruluk
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dizeyi 0.81, 0.82; duyarlilk dizeyi 0.79, 0.63; segcici-
lik diizeyi ise 0.82, 0.90 olarak belirtilmistir (Zaborski
ve ark., 2018). Grzesiak ve ark. (2010) tarafindan %
84 egitim ve %16 test kimesi kullanilarak yapilan
calismada, suni tohumlama zorluklari olan ineklerin
tespitinde YSA'nin LR’ye gdre hem duyarlilik hem de
secicilik bakimindan daha yiksek bir dedere sahip
oldugu belirtilmistir (Grzesiak ve ark., 2010). Cihan ve
ark. (2020)'nin yenidogan kuzular Uzerinde yaptig
calismada elde ettikleri sonuglara goére, YSA ve
RO’nun da oldugu makine 6grenmesi yontemlerinin
hayvan hastaliklarinin erken teshis ve tedavisinde
kullanilarak ekonomik anlamda katki saglayabilecegi-
ni bildirmislerdir. Mevcut ¢alismada duyarlilik kriteri
hari¢, incelenen diger tim kriterler (dogruluk, segici-
lik, kesinlik, F-6lcimi, Youden indeksi, ROC egrisi
altinda kalan alan ve Cohen’s kappa katsayisi) yo-
ninden YSA'nin RO ve LR’ye uUstlinlik sagladigi ve
buzagdi hastaliklarinin siniflandiriimasinda 6ncelikli
olarak tercih edilebilecedi ortaya ¢ikmigtir. Ayrica bu
konuda gelecekte yapilmasi planlanan galismalarda
daha genis 6rneklemler ve daha kapsamli kayitlar
kullanilmasinin basari oranini arttiracagr dusinul-
mektedir.

Sonug olarak bu galismada, YSA, RO ve LR siniflan-
dirma ydéntemlerinin buzagi hastaliklarinda kullanila-
bilirligi ortaya konularak, hastaliklar Uzerinde etkisi
olan bazi faktérlerin belirli bir yaniima payiyla dogru
siniflandinidigi gorulmastur. Bu yéntemlerin hayvan-
cilik igletmelerinde buzagi hastaliklarinin proaktif
yaklagimla belirlenmesine ve ekonomik kayiplarin
onlenmesine imkan saglayacagi dusunulmektedir.
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Oz: Bu arastirmada konsantre yem agirlikli klasik besi ile korunga kuru otu adirlikli besi karsilastiriimasi amaciyla Kan-
gal Akkaraman irki erkek kuzu besi performanslari, yem tiiketim ve yemden yararlanma 6zellikleri incelendi. Arastirma-
da toplam 48 bas Akkaraman erkek kuzu kullanilmig ve besi 56 glin surdirlldu. Deneme gruplari Kontrol, % 10 gicek-
lenme (10C), %50 ciceklenme (50C) ve tohum baglama (MB) déneminde bigilen korunga ile yapilmis olup; besi basi ve
besi sonu canli agirliklari belirlendi. Besi sonu ve basi canli agirliklari bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark olusmadi (P>0.05). Gunlik canh agirlik artislar gruplar (Kontrol, 10C, 50C ve MB) en yuksek grup 10C
bulundu. Ancak, gunliik canli agirlik artisi bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olustu (P<0.05).
Kontrol grubunda konsantre: kaba yem orani 80:20 oldugunda canli adirlik artisi 10C grubunda konsantre: kaba yem
orani 30/70 oldugundan daha azdi. Sonug olarak; kaba yem agirlikli besleme yapilarak klasik besi ile saglanan canli
agirlik artisindan daha yiiksek ve dogal besleme yapilabilecedi distiniimektedir.

Anahtar kelimeler: Besi, canli agirlik, kaba yem, konsantre yem

Effects of Sainfoin Hay Harvested in Different Periods on Fattening Performance in Lambs

Abstract: In this study, fattening performances, feed consumption and feed efficiency characteristics of Kangal Akka-
raman male lambs were investigated in order to compare the classical fattening with concentrated feed and the fatten-
ing with sainfoin roughage. In the study, a total of 48 Akkaraman male lambs were used and the fattening lasted 56
days. Experimental groups were made with sainfoin harvested at the control, 10% flowering (10C), 50% flowering
(50C) and seedpod (MB) periods; Live weights at the beginning and end of fattening were determined. There was no
statistically significant difference between the groups in terms of body weights at the end and the beginning of fattening
(P>0.05). The highest daily body weight gains in groups (Control, 10C, 50C and MB) were found in group 10C. Howev-
er, there was a statistically significant difference between the groups in terms of daily live weight gain (P<0.05). When
the concentrate: roughage ratio is 80:20 in the control group, the body weight gain is less than that of the concentrate:
roughage ratio of 30/70 in the 10C group. As a result; It is thought that higher and more natural feeding can be made
than the live weight gain provided by conventional fattening by feeding with roughage weight.

Keywords: Concentrate feed, fattening, live weight, roughage

Girig ve konsantre yem ithalati yerine tarim alanlarindan
sulak yerlerde yonca, silajlik misir gibi yem bitkileri;
kira¢ alanlarda ise korunga vb. bitkiler ekilmesi ile
hayvansal Uretim sorunlarina ¢ozim Uretilebilir. Besi
ve slt sigirciiginda kaba yem agirlikli rasyonlarla
ruminantlarin dodasina uygun, saglikh ve daha eko-
nomik bir besleme yapilabilir.

Ulkemizde son yillarda hayvan sayisindaki artisa
ragmen hayvansal uretimde sikintilar yagsanmaktadir.
Hayvansal uretim igin énemli bir gereksinim olan ka-
ba yem ihtiyacinin bir kismi ¢ayir-mera alanlari ile
karsilanmaktadir. Ulkemizde 2018 yili itibariyle 14,6
milyon hektar cayir ve mera alanlarn bulunmaktadir

(TUIK, 2018). Kaba yem ihtiyacinin i¢ dinamiklerle
karsilanamamasi hayvansal Uretimde yem ithalati
talebini dogurmaktadir. Konsantre yem yapiminda
kullanilan ham maddelerinin gogunlugunun ithal ol-
masi ve yabanci para birimlerinin Tirk lirasi karsisin-
da asin deger kazanmasi sonucunda yem fiyatlari
artmaktadir. Yem fiyatlarindaki artistan etkilienmemek
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Korunga cok yillik bir baklagil kaba yem bitkisidir.
Kaba yemler igerisinde yonca (Medicago sativa) be-
sin degerleri agisindan nitelikli bir yem bitkisi olmasi-
na karsin, sulu tarima daha uygun yapidadir. Korun-
ga (Onobrychis sativa Scop.) ise yoncaya nazaran
soguga daha dayanikli ve kira¢ alanlarda yetistiriime-
ye daha uygundur. Korunga, besin madde igerigi
bakimindan yoncaya esdeger vyapidadir (Temel
2010). Diger baklagillerde oldugu gibi, korungada da
gelisme devreleri boyunca kuru madde orani ve veri-
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Kuzu besisinde korunganin kullanimi...

mi artarken protein orani ve sindiriime derecesi gide-
rek azalmaktadir (Agikgdz, 2001). Acikgdz (2001),
bicim dénemine gére korunganin besin madde igeri-
gine bakildiginda; ¢iceklenme ©6ncesinde %21.20
ham protein (HP), %2.10 ham yag (HY), %22.30 ham
selllloz (HS), %44.70 azotsuz 6z madde (AOM); gi-
ceklenme baslangicinda %18.90 HP, %3.20 HY,
%29.80 HS, %42.60 AOM; tam ciceklenme dénemin-
de ise %17.30 HP, %3.0 HY, %33.70 HS, %41.00
AOM icerdigi bildirilmistir. Korunga bitkisi, yapisinda
antinutrisyonel maddeler icerir ve bu maddeler: ta-
nenler ve diger fenolik bilesiklerdir. Korunganin yapi-
sinda bulunan tanenler, proteinlerle kondanse olarak
protein yikimlanmasini engellemektedir. By pass
protein dizeyi agisindan yoncaya gore alternatif bir
yem bitkisi olarak kullanilabilir (Borreani ve ark.,
2003). Korunga bitkisinde bulunan kondanse tanen
konsantrasyonunun ¢ogu yapraklardadir. Genel ola-
rak korungada kondanse tanen miktari bitki olgunlas-
tikca dismektedir. Bu disus yapraklardaki tanen
iceriginin azalmasiyla ilgilidir (Li ve ark., 2014). Ko-
runga kondanse tanen igeriginin en yiksek oldugu
erken olgunlasma déneminde azot atihmini, proteinin
ruminal yikimlanabilirligini ve sindirilebilirligini azalt-
maktadir (Chung ve ark., 2013).

Tirkiye Istatistik Kurumu (TUIK)Ye gére 2018 yilinda
yaklasik 1.8 milyon dekar alana korunga ekimi yapil-
mistir ve yonca, silajlik misir, fig ve yulaftan sonra en
cok ekilen yem bitkisidir. Bu kadar yaygin olarak ekil-
mesine karsilik, korunganin hayvan denemesinde
ana degisken olarak kullaniimasiyla ilgili ¢calismalar
oldukga yetersizdir. Ozbilgin (2019)da yaptigi calis-
mada sut sigirlarinda yonca yerine korunganin rasyo-
na %33, %66, %100 oranlarinda temel degisken ola-
rak kullanmig ve sut verimi parametresi agisindan
yonca ile benzer sonuglar elde edildigini bildirmigtir.
Ayrica sut proteini ve siit yaginda da gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark elde edilmedigi ve
korunganin yonca yerine rasyona kaba yem kaynagi
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir. Bir bagka calig-
mada kaba yem kaynagi olarak korunga tiketen di-
velerin 800 gr; yonca tuketenlerin ise 670 gr gunlik
canli agirlik artisi sagladiklar bildiriimistir (Marten ve
Ristau, 1987).

Ulkemizde kuzu ya da toklu besisi gogunlukla yiiksek
dizeyde konsantre yem ve az miktarda saman kulla-
nilarak yapilmaktadir. Bu calisma, Kangal Akkara-
man erkek kuzu kullanilarak, geleneksele uygun se-
kilde saman ve kuzu buyttme yeminin ad libitum ola-
rak verildigi kontrol grubu ile, sinirli miktarda konsant-
re yem ve Ug farkll dénemde bigilen korunga kuru
otunun ad libitum olarak verildigi gruplarin besi per-
formanslarini kargilastirmak amaciyla yapilmigtir.
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Gereg ve Yontem

Mevcut arastirma, Cumhuriyet Universitesi Veteriner
Fakiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'nun
2021/477 no'lu karar yazisina gore baglatildi. Arastir-
manin hayvan materyalini Sivas Damizlik Koyun Kegi
Birligi (SDKKB)'ne ait yaklasik 5 aylk yasta 48 bas
Kangal Akkaraman erkek kuzu olusturdu. Arastirma,
Sivas ili Ulas ilgesinde (39°22'37.1"N-36°55'14.8"E)
Sivas Damizlik Koyun Kegi Birligi'nin agilinda yapildi.
Arastirmada kullanilan hayvanlar her biri 12 adet
olacak sekilde bir kontrol ve G¢ deneme grubuna ay-
rildi. Arastirmada kullanilan kuzular kapal barinak
sartlarinda her bélmede (3m x 2 m) 12 kuzu olacak
sekilde barindiriidi.

Arastirma kapsaminda kullanilacak korunga kuru otu
ise Ulas ilcesi Bogazdere kdyiinde %10 ciceklenme,
%50 ciceklenme ve tohum baglama doénemlerinde
bigilerek kurutulup, balyalandi. Arastirmada kullanilan
kuzu blylitme yemi ise piyasadan temin edildi.

Arastirma’nin baslangicinda hayvanlar iki gun Ust
Uste sabah a¢ karnina tartildi. Alistirma periyodu
baslangicinda yapilan tartima gére canli agirlik orta-
lamalari birbirine yakin olacak sekilde doért gruba ay-
rildi. Arastirma, 12 giin alistirma ve 56 gun deneme
olarak uygulandi. Yem tuketimi her gun artan yemler
tartildi ve her 14 guniin sonunda toplam verilen yem-
den artan yem cikartilarak belirlendi. Yemden yarar-
lanma orani ise deneme sonunda her kg canli agirlik
artisi icin tuketilen yem miktari hesaplanarak belirlen-
di.

Ginlik rasyon olarak kontrol grubuna ad libitum sa-
man ve ad libitum kuzu buyidtme yemi verildi. Diger
gruplara ise %10 cigeklenme (10C), %50 giceklenme
(50C) ve tohum baglama (MB) déneminde bigilen
korunga (ad libitum) ve canl agirlik ortalamalarinin
%1.5’'u kuzu blyutme yemi verildi. Arastirma siresi-
ne hayvanlarin 6niinde taze ve temiz su bulundurul-
du. Her 14 guniin sonunda hayvanlarin canli agirlik-
lar1 belirlendi. Tartim sonrasi deneme gruplarinin
tiketecegi kuzu biyitme yemi canli agirlik ortalama-
sinin %1.5'u olarak yeniden hesaplandi. Denemede
kullanilan yem ham madde analizleri Tablo 1’de veril-
di. Deneme sonunda da yine 2 gun art arda 6nlerin-
deki yem alinarak yem verilmeden sabah tartim yapil-
di. Arastirma suresince kullanilan kaba ve konsantre
yemlerin analizleri yapildi. AOAC (1997) bildirilen
metodlara uygun olarak kuru madde (KM), HY, ham
kil (HK), HP; Van Soest (1991) tarafindan bildirilen
metoda uygun olarak nétral deterjan fiber (NDF) ve
asit deterjan fiber (ADF); NRC (2001)’e gore metabo-
lik enerji (ME) degerleri de hesaplama yoluyla belir-
lendi.
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Tablo 1. Denemede kullanilan korunga kuru otlari ve kuzu buyitme yeminin besin madde analizleri

Analiz 10C* 50C* B* BS* KBY*
Ham protein, % 15.89 15.44 13.14 7.61 14.59
Ham yag, % 1.96 1.99 1.31 1.12 4.71
Ham Kiil,% 6.26 6.51 6.48 8.64 5.92
NDF,% 38.74 43.07 43.82 62.04 28.25
ADF,% 34.99 38.11 39.88 41.85 13.31
NFC*,% 37.14 32.99 35.24 20.59 46.53
Lignin,% 10.31 9.59 11.05 11.13 4.76
ME, Mcal/kg 2.05 1.97 1.86 1.47 2.60

*10C: %10 ciceklenme dénemi korunga kuru otu; 50C: %50 ciceklenme dénemi korunga kuru otu; TB: Tohum baglama déne-
minde korunga kuru otu; BS: Bugday samani; KBY: Kuzu bliylitme yemi.

NDF: Nétral deterjan fiber, ADF: Asit deterjan fiber, NFC: Nonfiber karbonhidrat.

ME: Metabolik enerji (Kaba yem igin) (15.20 Sindirilebilir HP + 34.20 SHY + 12.8 Sindirilebilir HS + 15.95 Sindirilebilir AOM) /

4.184).

ME: Metabolik enerji (Konsantre yem igin) (28,71*HP+(74,16*HY)+(11,96*HS)+(33,49*AOM).

Arastirmada gruplar arasinda cgesitli 6zellikler baki-
mindan gozlenen farkliliklarin dnemliliginin saptan-
masinda tek yénll varyans analizi, gruplar arasindaki
farkhhklarin belirlenmesinde ise Duncan testi kullanil-
di. Veriler SPSS 21 paket programi kullanilarak ana-
liz edildi.

Bulgular

Besi performansi acisindan erkek kuzularda besi
basi ile sonundaki canli agiriga ve gunlik canli agir-
ik artigina ait veriler Tablo 2’de verildi. Denemede
besi basi ve sonu ortalama canli agirliklar gruplara
gbre sirasiyla 43.09, 45.25, 45.8, 45.08; 53.36,
57.38, 55.56, 53.97 kg'di. Deneme baglangici ve
sonunda ortalama agirlik bakimindan gruplar arasin-
da istatistiksel olarak anlamli fark olusmadi (P>0.05).
Deneme sonunda gunlik canh agirlik artisi agisindan
en ylksek deger kontrol grubunda saglanamadi. Besi
sonundaki en yiksek ginlik canh agirhk artisi
288.90 g ile 10C grubunda saglandi. En disuk gun-
Uk canh agirlik artisi 211.60 g ile TB’de saglandi.
Glnlik canh agirlik artisi bakimindan gruplar arasin-
da istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (P<0.05).

Deneme boyunca kaba-konsantre yem olarak kuru
madde tlketimleri Tablo 3'de sunuldu. Deneme so-
nunda kuru madde tiketimlerine bakildiginda en yik-
sek konsantre yem tliketimi ortalama 1596 g/gun ile
kontrol grubunda saglandi. En disik konsantre yem
tiketimi ise 637 g/gun ile ginlik canli agirlik artisinin
en yiksek oldugu TB grubunda saglandi. En disuk
yem tuketimi ad-libitum saman ve konsantre yemin
tuketildigi kontrol grubunda saglandi.

Arastirmada 1 kg canli agirlk artigi saglanmasi icin
sirasiyla Kontrol (6.53 kg konsantre yem ve 1.31 kg
bugday samani), 10C (2.24 kg konsantre yem ve
5.05 kg %10 giceklenme korunga kuru otu), 50C
(2.83 kg konsantre yem ve 6.41 kg %50 giceklenme
korunga kuru otu) ve TB (3.01 kg konsantre yem ve
6.55 kg tohum baglama doénemi korunga kuru otu)
gruplarinda kuru madde tiketimi saglandi. Yemden
yararlanma orani agisindan 10C en az konsantre
yem tuketildigi bunun mukabilinde toplam yem tiketi-
minin en dusik ve yemden yararlanmanin en yiksek
oldugu gruptu (Tablo 4). Kontrol grubunda diger grup-
lardan neredeyse iki kati kadar ekstra konsantre yem
tuketimi oldugu gérilmedi (Tablo 5).

Tablo 2. Deneme stiresince hayvanlarin canh agirlik (kg) ve canli agirlik artislari (g/gtin)

Canhi Agirhik Artisi Kontrol 10C 50C TB P degeri
Deneme Baslangici 43.09+1.26 45.25+1.28 45.8+1.21 45.08+1.06 0.10
Canli Agirlik. kg

Deneme Sonu Canl 53.36+1.73 57.38+1.30 55.56+1.16 53.97+1.12 0.18
Agirlik. kg

Giinliik Canh 24450712440 288.90°+11.70  232.40°+14.80 211.60°+10.80 0.01*
Agirlik Artisi. g

Kontrol: Ad libitum kuzu bliytitme yemi+ Ad libitum bugday samani

10C: %10 giceklenme déneminde bigilen korunga+ kuzu biiyttme yemi (canli agirligin %1.5%)
50C: %50 giceklenme déneminde bigilen korunga+ kuzu biyitme yemi (canli agirligin %1.5%)
TB: Tohum baglama dbéneminde bigilen korunga+ kuzu bliytitme yemi (canli agirligin %1.5%)
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Tablo 3. Deneme boyunca KM tiketim miktarlar (g/giin)
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Kontrol 10C 50C TB
Korunga kuru otu. g - 1444 1520 1521
Bugday samani. g 321 - - -
Kuzu biiyitme yemi. g 1596 649 659 637
Kontrol: Ad libitum kuzu biiytitme yemi + Ad libitum bugday samani
10C: %10 gigeklenme dbéneminde bigilen korunga+ kuzu biiytitme yemi (canli agirligin %1.5%)
50C: %50 ciceklenme déneminde bigilen korunga+ kuzu bliyiitme yemi (canh agirligin %1.5'%)
TB: Tohum baglama déneminde bigilen korunga+ kuzu bliytitme yemi (canli agirligin %1.5'%)
Korunga tiiketiminin en dislik oldugu 10C grubu en
yuksek yemden yararlanma oranina sahipti. Toplam
yem tiketimin en ylksek oldugu 50C ve TB gruplariy-
di.
Tablo 4. Deneme gruplarinda yemden yararlanma oranlari (yem/kg canh agirlik artisi)
Kontrol 10C 50C TB
Korunga kuru otu - 5.05 6.41 6.55
Bugday samani 1.31 - - -
Kuzu biiyitme yemi 6.53 2.24 2.83 3.01
Kontrol: Ad libitum kuzu bliytitme yemi + Ad libitum bugday samani
10C : %10 gigceklenme déneminde bigilen korunga+ kuzu biyiitme yemi (canl adirligin %1.5%)
50C : %50 ciceklenme dbneminde bigilen korunga+ kuzu biiyiitme yemi (canh agirligin %1.5%)
B : Tohum baglama déneminde bigilen korunga+ kuzu biiytitme yemi (canli agirligin %1.5%)
Tablo 5. Arastirma gruplarinda kaba konsantre yem oranlari (%)
Kontrol 10C 50C TB
Bugday samani 16.72 69.24 69.36 68.52
Kuzu biiyitme yemi 83.28 30.76 30.64 31.48
Kontrol: Ad libitum kuzu bliylitme yemi + Ad libitum bugday samani
10C  : %10 gigceklenme déneminde bigilen korunga+ kuzu bliyiitme yemi (canl agirligin %1.5%)
50C  : %50 ciceklenme dbéneminde bigilen korunga+ kuzu bliyiitme yemi (canli agirligin %1.5'%)
B : Tohum baglama déneminde bigilen korunga+ kuzu biiytitme yemi (canli agirigin %1.5%)

Tartisma ve Sonug

Mevcut ¢calismada (Kontrol, 10C, 50C ve MB) 56 gun-
de kontrol grubunda yogun kaba yem tiketimi dene-
me gruplarinda ise yogun kaba yem tiketimi g6zlen-
migtir. Deneme sonunda gunlik canh agirlik artigl
kontrol grubunda 10C grubundan dusiik belirlenmis-
tir. Tufan ve Akmaz (2001) Kangal Akkaraman kuzu-
larinda yaptiklari ¢alismada, 10:90 kaba/konsantre
yem orani ile daha disuk kuru madde tiketimi ile
kontrol grubundan daha yiksek ginlik canh agirlik
artis1 saglanmistir. Farkh irklarda yapilan ¢calismada
ise Akgapinar ve ark. (2002) Bafra kuzularinda yap-
tiklari galigmada, 1kg canli agirlik igin kuru madde
tiketimi 1.66 kg kuru yonca otu ve 3.90 kg konsantre
yem tiketimi saglanmigtir. Yani 30:70 kaba/
konsantre yem ile deneme gruplariyla benzer kaba
yem tiketimiyle benzer gunlik canli agirlik artisi sag-
lanmistir. Besi performansi ile ilgili mevcut ¢alisma ve
diger calismalar degerlendirildiginde besi performan-
sinin yliksek olmasi igin irk faktéri ve kaba yem ora
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ninin da 6nemli oldugu dusunulmektedir. Mevcut
calismada korunga kuru otu agirlikli besinin klasik
besiye gobre gunlik ortalama canh agirlik artigini
olumlu olarak etkiledigi séylenebilir.

Kaba yem kaynagi olarak korunga agirlikli rasyonlar-
la beslenen kuzular tarafindan elde edilen daha yuk-
sek gunlik canl agirlik artigi, korunganin erken do-
nem bicilmesi ve baklagil kaba yemlerinden olmasi
sebebiyle kolay sindirilebilir ve yiksek protein orani-
na sahip olmasinin bir sonucudur. Mevcut ¢alismada
gruplar arasinda 10C’de 288g ile en ylksek gunlik
canli agirhk artisi saglanmasi igin 2.24 kg korunga
kuru otu ve 5.05 kg konsantre yem yani %69.24 kaba
%30.76 konsantre kuru madde tiketmesi gerekmek-
tedir. Kontrol grubunda ise 6.53 kg konsantre yem ve
1.31 kg bugday samani yani %83.28 konsantre yem
ve %16.72 kaba yem olarak kuru madde tiketmesi
gerekmektedir. Rasyonda konsantre yem miktarinin
artinlmasi ile kuru madde tiketimi ve sindirim siste-
mindeki yemin hizli sekilde gegmesini dolayisiyla
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daha yuksek enerji alimini sagladigi bildiriimektedir
(Nascimento ve ark., 2019). Bueno ve ark. (2004)
yaptiklari ¢calismada rasyonda konsantre yem tuketi-
minin (600 g/kg) gunlik agirlik artisi sagladigini bil-
dirmislerdir. Ayrica Moreno ve ark. (2010), kuzu ras-
yonlarinda iki kaba yem kaynagi (misir silaji ve seker
kamisi) ve kaba/konsantre yem orani 600:400 g/kg
olan kuzularin kesim agirhgina ulasmak i¢in daha
fazla zamana ihtiya¢ duyduklarini bildirmiglerdir. Nas-
cimento ve ark. (2020), yaptiklan galismada, kon-
santre yem ile transvala samani ve sorgum silaji ka-
ba yemlerini kullandiklari ¢alismada en iyi yemden
yararlanmayi kaba/ konsantre yem orani 40/60 oldu-
dunda 210 g 60/40 oldugunda ise 170 g gunlik canl
agirlik artigi elde ettiklerini bildirmiglerdir. Bu ¢alisma-
lar, mevcut ¢calismayla gelismektedir. Cinkid mevcut
calismada daha yiksek enerji iceren yem tiiketen
kontrol grubu (244.50 g) ayni surede 10C grubuna
(288.90 g) gore daha dusilk; 50C grubu (232.40 g) ve
MB grubundan (211.60) daha yuksek canl agirhk
artis1 saglamigtir. Burada dikkati ¢ceken unsur kontrol
grubunda %83.28 konsantre yem tuketilirken daha az
canli agirhk kazanilan gruplarda bile %30°’dan fazla
konsantre yem tiiketiimemesidir.

Bu calismada konsantre yem agirlikh klasik besi ile
kaba yem agirlikh besi karsilastinimigtir. Ayrica ko-
runga kuru otu agisindan bir dederlendirme yapilacak
olursa daha iyi besi performansi saglanmasi igin ko-
runganin da erken dénem bigilmesi tavsiye edilebilir.
Hayvancilik agisindan klasik besiye gore kaliteli kaba
yem ile besi yapilarak ayni sirede daha fazla canh
agirlik artiginin saglanmasi besicilik agisindan énemli
bir dé6nim noktasidir. Ayrica yem maliyetleri de g6z
onldnde bulundurulursa 1 kg canhl agirlik icin daha
fazla kaba yem tliketilmesi konsantre yeme gore da-
ha karli olacaktir. Hayvan sagligi agisindan da deger-
lendirme yapilacak olursa daha fazla konsantre yem
daha fazla metabolik problem demek daha fazla kaba
yem ise ruminantlarin dogasina daha uygun ve gev-
reci bir besleme olacagi kanisina variimisgtir.
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Oz: Avian leukosis virusleri (ALV), tavuklarda tiimér olusturan retroviriislerdir ve bu viriislere karsi heniiz bir asi gelisti-
rilememistir. Timor viral B (TVB) lokusu ALV Ug alt grubunun viral girigsine ortam saglayan, engelleyen veya araci olan
gruplara 6zgl ylzey reseptorlerini kodlar. Bu lokusun 172. ve 184. bazlarinda iki adet tek nikleotit polimorfizmleri
TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R allellerinin ayirt edilmesine imkan saglar. TVB*S1; ALVB, ALVD ve ALVE g alt viral girisi-
ni destekleyen reseptorleri kodlar. TVB*S3; ALVB ve ALVD alt gruplarinin hiicreye viral girisini sadlayan reseptorleri
kodlar. TVB*R'nin kodladidi reseptér ise ALVB, ALVD ve ALVE alt gruplarinin hlicreye viral girisini engeller. Yapilan bu
calismanin amaci, Turkiye yerli tavuk irklari olan Denizli ve Gerze tavuklarinda bazi ALV alttiplerine kargi direnglilik
gosteren TVB*R’ allelinin varhigi ve TVB*S' allelli ile olasi mutasyonlar DNA dizi analizi yontemi kullanilarak arastirmak-
tir. Tarim ve Orman Bakanlidi, Denizli Ili, Denizli Horozu Uretme Istasyonu’nda yetistirilen, Denizli irkina ait dért varye-
teden 148 ve Gerze ilge Midiirliigine ait kiimeste yetistirilen, Gerze tavuklarindan 27 olmak (izere toplam 175 tavuga
ait kan ornekleri materyal olarak kullaniimistir. Tavuk kan orneklerinden gDNA izole edilmistir. 175 6rnek iginden iki
ornegin TVB*S1/R, U¢ ornegin TVB*S1/S3, dort 6rnegin ise TVB*S1/S’ genotipte oldugu, digerlerinin TVB*S1/S1 geno-
tipinde oldugu tespit edilmistir. Denizli ve Gerze populasyonlarinda tespit edilen TVB allellerinin frekanslari sirasiyla
TVB*S1 igin 0.9730, 0.9815 ve TVB*R igin 0.0034, 0.0185 olarak hesaplanmistir. Gerze popllasyonunda TVB*S3 ve
TVB*S’ allellerinin bulunmadidi, Denizli popilasyonunda bulunan TVB*S3 ve TVB*S’ allellerinin frekanslari ise sirasiyla
0.0101 ve 0.0135 olarak hesaplanmistir.

Anahtar kelimeler: Denizli horozu, DNA dizi analizi, Gerze tavudu, TVB lokusu

Investigation of the TVB Locus Polymorphisms at Denizli and Gerze Native Chicken Breeds

Abstract: Avian leukosis viruses (ALV) are tumor-forming retroviruses in chickens and no vaccine has yet been devel-
oped against these viruses. The tumor viral B (TVB) locus encodes the surface receptors specific to groups that inhibit
or mediate the viral input of the three subgroups of ALV. Two single nucleotide polymorphisms on bases 172 and 184
of this locus allow the differentiation of TVB*S1, TVB*S3, and TVB*R alleles. TVB*S1 encodes the ALVB, ALVD, and
ALVE receptors that support three sub-viral inputs. TVB*S3 encodes receptors that provide the viral input of the ALVB
and ALVD subgroups into the cell. The receptor encoded by TVB*R inhibits the viral introduction of ALVB, ALVD, and,
ALVE subgroup into the cell. The aim of this study is to investigate the presence of the TVB*R' allele showing re-
sistance to some ALV subtypes, TVB*S' allele and, possible mutations using DNA sequence analysis method in native
Turkish chicken breeds, Denizli and Gerze. A total of 175 chicken samples, from four varieties of Denizli (n=148),
reared in Denizli Rooster Production Station of Denizli Provincial Directorate and Gerze (n=27) reared in Gerze District
Agriculture Directorate of Agriculture and Forest Ministry were used. Genomic DNA was isolated from blood samples
taken from chickens. Among the 175 chickens, only two hens were typed as TVB*S1/R genotype, three chickens were
typed as TVB*S1/S3, four chickens were typed as TVB*S1/S’ and others were homozygous for TVB*S1/*S1. The fre-
quencies of TVB alleles detected in Denizli and Gerze populations were calculated as 0.9730, 0.9815 for TVB*S1, and
0.0034 and 0.0185 for TVB*R, respectively. TVB*S3 and TVB*S' alleles were not found in the Gerze population, and
the frequencies of TVB*S3 and TVB*S' alleles in the Denizli population were calculated as 0.0101 and 0.0135, respec-
tively.

Keywords: Denizli cocks, DNA sequencing, Gerze fowls, TVB locus

Girig rinda suregelen artiglardan dolayr tavuk eti tercih
o . ) o edilmektedir. Bununla birlikte tavuk Grtnlerinin ucuz
Tarkiye'de artan nifus ve gelirle birlikte kirmizi et oimasi, insanlarin saglikli beslenmeye olan ilgisinin
Uretiminde yaganan istikrarsizlik ve kirmizi et fiyatla- artmasi, beyaz et tiretiminin is giicli gereksiniminin az
olmasi, yilin her déneminde Uretimin slrdirebilir ol-
f(v‘egé‘/?rlh’;/fqubmlisggf’tate ©16.11.2021 masi son yillarda beyaz et iretiminde bly(k bir artisa
abul Tarihi/Accepted Date  :26.02.2022 " % Feleiva’
*5. International Agriculture Congress'te (21-24 Agustos 2019- Istan- sebep olmugtur (Tu.rKOQIU ve ark., 2018). T.urk!ye. d.e
bul) s521ii bildiri olarak sunulmustur. 1990 yilinda 217' milyon ton olan beyaz et Uretiminin
**Bu galigma, Eskisehir Osmangazi Universitesi BAP tarafindan 2020 yilinda 2 milyar 136 milyon tona, 1990 yilinda 7
201823A118 (Proje Koordinat6ri: M. Kaya) numarali arastirma
projesi olarak desteklenmistir. Bu galigma Dilan Deniz ilhan’in yiik- 107
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milyar 668 milyon adet olan yumurta Uretiminin 2020
yihinda 19 milyar 788 milyon adete ylkseldigi gorul-
mektedir (TUIK, 2021). Tavukgulukta ézellikle son 50-
60 yildir surdarilen genetik ve cevresel i1slah calig-
malarinin sonucunda, kanatli sektérinde ¢ok énemli
gelismeler kaydedilmistir. Genetik, i1slah, biyoteknolo-
ji, yem ve yem katki maddelerinin tretimi, kesimhane
ve ileri isletme endustrisi, ekipman sanayi, yumurta
ve yumurta Urlnleri endustrisi, kulugkacilik, saglik
koruma, ilag ve asl endustrisi, pazarlama, muhafaza
ile yetistirme sistemlerindeki hizli gelismeler sayesin-
de tavukguluk sektoru Uretimden tuketime kadar ilgili
oldugu alanlarin da etkisiyle bir endustri kolu duru-
mundadir (Turkoglu ve ark., 2018). Turkiye'de yerli
gen kaynagi olarak koruma altina alinan Denizli ve
Gerze irklari olmak Uzere iki yerli tavuk irki vardir.
Turkiye'nin yerli irklarindan biri olan Gerze irki Kara-
deniz Bolgesinde Sinop ili gevresinde, Gerze ilgesin-
de vyetistirilen yerli bir yumurta-et irkidir. Yetigtirilen
diger yerli irk ise Denizli irki olup Denizli ve Mugla
illeri cevresinde yetigtirilen yerli bir yumurtaci-et irki-
dir (Kaya ve Yildiz, 2014).

Kanath l6kozu/sarkom grubunun virisleri, Retroviri-
dae familyasinin Alpharetrovirus cinsi iginde yer alir.
Bu virls ailesinin tyeleri, virts replikasyonu sirasinda
konak¢l genomuna entegre edilmis bir DNA provirus
olusumu icin gerekli olan ters transkriptaz enzimine
sahip olma 6zelligi ile karakterize edilen RNA virlsle-
ridir. Taksonomide, kanatlh I6kozu virtist (Avian Leco-
sis Virus-ALV), Alpharetrovirus cinsinin taridar. ALV
kaynakli hastaliklar 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. ALV tumdr mortalitesi ve azalan verim
nedeniyle ekonomik kayiplarin her yil milyonlarca
ABD dolari oldugu tahmin edilmektedir (Morgan ve
ark., 2001; Garcia-Camacho ve ark., 2003). 2008
yilinda Cin'de milyarlarca dolarlik bir maliyetle (Zhang
ve ark, 2020), ALV i¢in Ulusal Eradikasyon Programi-
nin baglatiimasi sayesinde, ticari beyaz tlyli piligler-
de ve yumurtaci tavuklarda ALV salgini azaltiimis
olmakla beraber, yerel ticari tavuklarda ALV-J'nin
enfeksiyonu ve iligkili klinik sorunlari hala devam et-
mektedir (Wang ve ark., 2021). 2018 yilinda Cin'’in
alti eyaletinde baglayan ALV-J salgininda tavuk sur-
lerinde 6lim orani %15’lere ulasmistir (Zhou ve ark.,
2018). ALV’ler verim kaybina neden olmakla kalma-
yip, bulasici olma 6zelligiyle de nesilden nesile akta-
rilip yayilim gostermektedir. Tavuklarda ALV kaynakli
hastaliklarin 6lim orani %5-40 arasindadir. Olim
oranlarindaki artiglar, yalnizca yeterli olmayan ortam
kosullarina bagl olmayip, ayni zamanda hayvanlarin
genetik yapisindan da kaynaklanabilmektedir. Buna
karsilik bazi yumurtaci soy veya hatlarin ALV hastali-
gina kargl dayanikli oldugu belirlenmigtir. ALV enfek-
siyonlarindan kaynakli tavuklarda yasama orani, can-
I agirlik, yumurta sayisi ve agirhgi, kulugka verimi,
dolllldk ve cinsi olgunluk yasini etkilediginden énemli
Olciide ekonomik kayiplara ve bulagsmayi engellemek
icin surtlerde ALV’ye direngli genotiplerin belirlenme-
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si 6nemlidir (Yu ve ark., 2012).

Avian Leukosis Virus reseptdr kullanimina, konakgl
durumuna ve enfeksiyon ile etkilesim durumuna gére
tanimlanmig alti ana gruba ayrilmistir (Zhang ve ark.,
2005). Bu alt gruplardan besi eksojen (ALVA’'dan
ALVD' ya kadar ve ALVJ), diger alt grup olan ALVE
ise endojen kanatl virustdur. Enfeksiydz viris parti-
kulleri olarak bulasma goésteren ALV'lere eksojen
virusler ad verilir. Endojen virsler ise genetik mater-
yal olarak tavugun kendi genomunda bulunarak bu-
lasma gosterir. Eksojen virlsler sadece somatik hlc-
relerde yayilirken, endojen retrovirisler ise konagin
germ hatti hlcrelerini enfekte ederek konakg¢i geno-
muna stabil bir sekilde entegre olduktan sonra geno-
munun geri kalaniyla birlikte Mendel tarzinda kalitim
gosterdigi belirlenmistir (Nair ve Fadly, 2013).

ALV alt gruplarinin konakgi hucrelere viral girisini
engelleyen veya araci olan ve gruplara 6zgl ylzey
reseptorlerini kodlayan sorumlu dort tane otozomal
timor viral (TV) lokusu belirlenmistir. TVA, TVC ve
TVJ sirasiyla ALV-A, ALV-C ve ALV-J virlsleri igin
hiicresel reseptorleri kodlar (Mason, 2017). Farkl
ALYV alt tiplerinin konakg! hlicresine girecegi reseptor-
leri kodlayan TVA, TVB ve TVC lokuslarindaki bazi
alleller kodladigi reseptorler ile viruslerin hicreye
girisine izin vermediginden bu allellere genetik direng
allelleri denir ve “R” ile gosterilirler. Farkl alt grupla-
rin viral girisini saglayan cesitli reseptorlerin kodlandi-
g1 allellerin bulundugu lokus olmasindan dolayr TVB
kompleks bir lokustur (Klucking ve ark., 2002; Zhang
ve ark., 2005) ve tavugun 22. kromozomu Uzerinde
bulunur (Smith ve Cheng, 1998). TVB lokusu (¢ farkli
alleli (TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R) transkribe eder.
TVB*S1 ALVB, ALVD ve ALVE’nin viral girigini des-
tekleyen reseptorleri kodlar. TVB*S3, ALVB ve ALVD
alt gruplarinin hiicreye viral girisini saglayan reseptor-
leri kodlar. TVB*R alleli ise DNA dizilimi igindeki er-
ken bir stop kodonu nedeniyle eksik bir reseptériu
kodlar. Bununla birlikte TVB*R'nin kodladigi reseptér
ALVB, ALVD ve ALVE alt gruplarinin hiicreye viral
girisini engellemektedir (Barnard ve Young, 2003).
Literatirde TVB geninin cDNA 184. bazinda tespit
edilen (T—A) mutasyonu TVB*R’ (Yang ve ark.,
2011) olarak adlandirnlimigtir. Cin yerli tavuk rklari
TVB lokuslarinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢aligmada
TVB geninin cDNA 184. bazinda yeni bir mutasyon
tespit edilmistir (G—T) ve TVB*S' olarak adlandiril-
mistir (Yu ve ark., 2012).

Farkl reseptorleri kodlayan TVB allellerin cDNA dizi-
leri klonlanarak dizi analizleri yapiimigtir. Genbank'in
AF161713, AF161712 ve AF507016.1 katllim numa-
ralarina dayanarak 172. (C/T) ve 184. (T/A) bazlarin-
da iki adet SNP (tek nikleotid polimorfizmi) tespit
edilmis ve buna goére TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R
allelerini molekdler olarak ayirt etmek mimkin ol-
mustur. (Brojatsch ve ark., 1996; Adkins ve ark.,
2001; Klucking ve ark., 2002). Bu dizilim verilerine



Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 107-112

dayanarak (Zhang ve ark., 2005) yaptiklar ¢alisma
ile tavuklardaki butin TVB genotiplerini ayirt edebil-
mek igin her iki SNP'i kullanarak bir polimeraz zincir
reaksiyonu-kesilmis parga uzunluk polimorfizmi (PCR
-RFLP) yontemi gelistirerek valide etmislerdir. Daha
sonra TVB genotiplerini ayirt etmek icin DNA sekans-
lama ve pyrosekanslama analizlerini gelistirmiglerdir
(Zhang ve ark., 2007). Turkiye yerli tavuk irklari olan
Denizli ve Gerze tavuklarindaki TVB genotiplerini
belirlemek icin PCR-RFLP ydntemi kullanilarak yapi-
lan calismada hem Gerze hem de Denizli irkinda,
TVB*S1 alleli yaygin ve TVB*S3 alleli nadir olarak
gorilmustir. TVB*S1, TVB*S3 ve TVB*R'nin allel
frekanslari sirasiyla Gerze populasyonlarinda 0.96,
0.02 ve 0.02, Denizli popllasyonlarinda sirasiyla
0.98, 0.02 ve 0.00 olarak hesaplanmistir (Kaya,
2018).

Yapilan bu g¢alismanin amaci, Tarim ve Orman Ba-
kanhg! (TOB) tarafindan uzun zamandir koruma altin-
da yetistirilen Denizli ve Gerze popilasyonlarinda
bazi ALV alttiplerine karsi direnglilik gésteren TVB*R’
allelinin varligi ve TVB*S' allelli ile TVB lokusu 3. ek-
sonundaki olasi mutasyonlar DNA dizi analizi yonte-
mini kullanarak arastirmaktir. Elde edilen sonuglarin
Turkiye yerli tavuk irklarinin molekiler karakterizas-
yonuna katki saglamasi ve korunmasi g¢aligmalarina
yol gostermesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem
Hayvan materyali

Hayvanlar Gzerinde yapilan tim iglemler Eskisehir
Osmangazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’'nun 27.11.2014 tarih ve 419-1 sayih karari
dogrultusunda gergeklestirilmistir. TOB Denizli il Mii-
dirliigii Denizli Horozu Uretme Istasyonu (Denizli)
Denizli irkinin mevcut doért farkh tipinin horoz ve ta-
vuklarindan 148, Gerze lice Mudarligu Gerze Tavu-
gu Uretme Istasyonu'nda (Sinop) Gerze irkina ait 27
horoz ve tavuklarindan (popilasyonun tim mevcu-
dundan) olmak Uzere toplam 175 tavuktan alinan kan
ornekleri materyal olarak kullaniimistir.

Yoéntem

Laboratuvara soguk zincir altinda ulastirilan kan or-
neklerinden salting out yontemi (Meydan, 2007) ile
saflastinlan gDNAlar ddH,O ile ¢dzdirilerek PCR
calismalar yapilana kadar -20°C de saklanmistir.
Arastirmada, literatlirde TVB geni 3. eksonunda mu-
tasyonlarinin belirlendigi 385 b¢’lik bdlgesinin ¢ogal-
tilmasi amaciyla hazirlanan (Laboratuvarimizda M.
Kaya tarafindan Amplify 4 programi kullanilarak di-
zayn edilmistir) primerler (F: 5 ATG AAC TCA TAC
TTC TTT CCA TTC C 3'; R: 5 ATG CAC CCA AAC
CCT CCC AGT CC 3') kullanilarak DNA &rnekleri
PCR ile amplifiye edilmigtir. PCR karigimi, 50 pl top-
lam hacim icerisinde 1 U Taq DNA Polimeraz
(Fermentas), 10X PCR tamponu (500 mM Tris-HCI,
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500 Mm KClI, pH. 8,8), 2,5 mM MgCl;, 2 mM dNTP
(Fermentas), ileri ve geri primerlerinin her birinden 5
pmol ve 3 pl DNA (50-100 ng) icerecek sekilde hazir-
lanmistir. PCR sartlari; 94°C’de 5 dakika 6n denati-
rasyon ve 35 dongu olacak sekilde 94°C’de 1 dk de-
natirasyon, 60°C’de 1 dk primerlerin eslesmesi, 72°
C’de 1 dk uzama (extension) agsamasi ve son olarak,
72°C’de 10 dakikalik son uzama olacak sekilde uygu-
lanmigtir. PCR Urunleri gdrintilenmesinde %2’lik
agaroz jel kullaniimistir. Agaroz jel, Safeview (ABM,
Kanada) ile boyandiktan sonra UV isik altinda goériin-
tilenerek PCR urlnlerinin byuklikleri belilenmigtir.

PCR Urunlerinin temizligi ve DNA dizileme uygulama-
lari hizmet alimi seklinde yapilmigtir. 385 bg blyukli-
gundeki PCR durilnlerinin DNA sekans analizi yapil-
masi i¢in oncelikle PCR karigsiminda bulunan dNTP
ve primer artiklari ile istenmeyen molekiller PCR
clean-up kiti (Macherey-Nagel, 740609.50, Almanya,)
kullanilarak temizlenmistir. Orneklerin gift yonli DNA
dizi analizleri BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequ-
encing Kit (Applied Biosystems, 4337455, Foster
City, CA, ABD) adl ticari kit prosediriine uygun ola-
rak ABI 3500 cihazinda yapiimistir. DNA sekanslari
MEGA-X programi (Kumar ve ark., 2018) ile analiz
edilmistir. Dizi analizi sonuglarina gore calismadaki
orneklerin sahip oldugu TVB lokusu 172. ve 184.
nikleotitlerine gére tim materyalin genotipleri Zhang
ve ark. (2007) ile Yu ve ark. (2012)’e gore tespit edil-
mistir. Gen frekanslari hesaplanirken PopGene (Yeh
ve ark., 1997) programindan faydalanilimistir.

Bulgular

Denizli ve Gerze irkinin horoz ve tavuklarindan ali-
nan kan numunelerinden salting out yontemi ile elde
edilen genomik DNA Ornekleri agaroz jelde kontrol
edilmistir. Ornek DNA’lari ile yapilan PCR uygulama
sonrasi 385 bg¢ uzunlugunda PCR drinleri agaroz
jelde kontrol edildikten (Sekil 1) sonra DNA dizi anali-
zi yapilmigtir.

Sekil 1. PCR uygulamasinda elde edilen 385 b¢’lik PCR
UrGnlerinin gérinimu (M: DNA ladder, 100 bg; bg: baz ifti).

Yuritulen galisma sonucunda farkli TVB genotipleri-
ne sahip orneklerin TVB lokusunda 172. ve 184. nlk-
leotitlerini gosteren érnek DNA dizileri Sekil 2'de gos-
terilmistir. Tlrkiye yerli tavuk irklari olan Denizli ve
Gerze poplulasyonlarini temsilen 175 tavuk Uzerinde
yurltilen arastirma sonucunda doért Ornekte TVB
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lokusu 172. SNP noktasinda C/C, 184. SNP nokta-
sinda G/T nikleotitleri belirlenmigtir. Calisma sonu-
cunda, Turkiye yerli tavuk irklarinda TVB lokusu baki-
mindan TVB*S1/S’ (Sekil 2a), TVB*S1/S3 (Sekil 2b)
ve TVB*S1/R (Sekil 2¢c) genotipleri nadir olarak bulu-
nurken populasyonda yaygin genotipin TVB*S1/S1
(Sekil 2d) oldugu gérulmustur.

\ } 4" /\//\ [\ 1 “/\'A (‘h"\ N
[ \/ IYAVAVRVA'A
Vv ‘,_»/47*‘,,9/\ AR,

Sekil 2. DNA sekanslama sonucunda o6rneklerin sahip
oldugu TVB DNA dizileri (bg: baz cifti).

a) TVB*S1/S’ genotipli 6rneklerin 172. (C/C) ve 184. (G/T)
b) TVB*S1/S3 genotipli érneklerin sahip oldugu 172. (C/C)
ve 184. (A/T)

c) TVB*S1/R genotipli 6rneklerin sahip oldugu 172. (T/C) ve
184. (T/T)

d) TVB*S1/S1 genotipli érneklerin sahip oldugu 172. (C/C)
ve 184. (T/T)

Calisma materyali olan 175 tavuk ile ylrGtilen aras-
tirma sonucunda 27 Gerze Ornegdi arasinda bir tavuk
TVB*S1/R genotipinde bulunurken, 148 Denizli 6rne-
ginde dort horoz TVB*S1/S’, bir horoz ve iki tavuk
TVB*S1/S3, bir tavuk TVB*S1/R genotipine sahip
olurken diger 166 6rnegin ise TVB*S1/S1 genotipinde
oldugu tespit edilmistir. Denizli ve Gerze populasyon-
larinda TVB*S1, TVB*S3, TVB*S’ ve TVB*R allel
frekanslari hesaplanarak Tablo 1.’de gosterilmistir.
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SNP noktasinda T/C, lg¢ 6rnekte de 184. bazinda A
nikleotiti ve dort 6rnekte de 184. SNP noktasinda G
nikleotiti heterozigot olarak tespit edilmistir. Geri
kalan 166 6rnegin 172. niikleotidi C/C ve 184. niikle-
otidi T/T olarak belirlenmistir. Calismada hedeflenen
ve PCR-RFLP yo6ntemi ile belilenemeyen TVB loku-
su 172. ve 184. SNP noktasinda mutasyonlar aragsti-
rilmis ve Denizli populasyonunda bazi érneklerin TVB
lokusu 184. SNP dizisindeki G genotipine sahip oldu-
gu tespit edilmistir.

Cesitli tavuk poptlasyonlarindaki TVB genotiplerini
arastirmak igin PCR-RFLP (Zhang ve ark., 2005;
Project Directorate on Poultry in India, 2013; Kaya,
2018), pyrosekans (Zhang ve ark., 2007; Yang ve
ark., 2011; Liao ve ark., 2014) ve dizi analizi (Yu ve
ark., 2012) yontemlerinden yararlaniimistir. Pyrose-
kans ve dizi analizi yontemleri calismalarinda mu-
htemel mutasyonlar ortaya ¢ikarilabilmektedir (Yu ve
ark., 2012; Chen ve ark., 2017: Li ve ark., 2018)

TVB lokusunda bulunan iki SNP’i belirleme galisma-
larinda kullanilan PCR-RFLP ydnteminde (Zhang ve
ark., 2005; Project Directorate on Poultry in India,
2013; Kaya, 2018) 303 ve 202 bg biyukliginde PCR
arind veren iki primer cifti kullanilirken, pyrosekans
calismalarinda (Zhang ve ark., 2007; Liao ve ark.,
2014) 303 bg primer ¢iftinin yaninda pyrosekans
probu kullaniimistir. Yapilan bu galismada ise 385 bg
buyukliginde PCR Grinu veren primer ifti
kullanilmigtir.

Literatirde TVB lokusu 184. bazinda tespit edilen
(T—A) mutasyonuna TVB*R’ (Yang ve ark. 2011),
(T—G) mutasyonuna TVB*S’ (Yu ve ark., 2012) ola-
rak adlandinimis ve TVB*S”nin ALVE alt grubuna
karsi direngli oldugu belirlenmigtir. TVB lokusu 172.
ve 184. dizilerinde olan SNP’ler ile farkhi TVB allelleri
olusmaktadir. TVB*S1 alleli ALVB, ALVD ve ALVE,
TVB*S3 alleli ise ALVB ve ALVD alt tiplerine karsi
hassastir. TVB*R alleli ALVB, ALVD ve ALVE tipi
virtslerin hiicreye girisini engelleyerek genetik direnc-
lilik gosterirler (Zhang ve ark., 2007). Cin yerli tavuk
irklarinda dizi analizi yontemi kullanarak yapilan ¢a-

Tablo 1. Turkiye yerli tavuk irklarinin TVB lokusundaki allel frekanslari

Allel Frekansi

Popiilasyon Ornek sayisi S1

Denizli 148 0.9730
Gerze 27 0.9815
Toplam 175 0.9743

S3 S’ R
0.0101 0.0135 0.0034

- - 0.0185
0.0086 0.0114 0.0057

Tartigma ve Sonug

Turkiye yerli tavuk irklari olan Denizli ve Gerze tavuk-
larinin TOB farkl igletmelerinde korunan populasyon-
larindan 175 6rnek kullanilarak TVB lokusundaki ge-
netik polimorfizmler DNA dizi analizi yontemi kullani-
larak arastinimis ve iki érnegin TVB lokusunda 172.
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lismada Yu ve ark., (2012) 184. bazin G nikleotidi
yerine T oldugunu ve 62. kodonun GGT (Gly)den
TGT (Cys) degiserek yeni allelin TVB*S3 gibi AL-
VE’ye karsi direngli oldugu bildirilmistir.

TVB lokusu genetik polimorfizm g¢aligsmalarinda
TVB*R allelinin genellikle White Leghorn poptilasyon-
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larinda goruldigu, lokal tavuk irklarinda yaygin allelin
TVB*S1 alleli oldugu ve yerli irklarda TVB*R allelinin
nadir olarak goéruldigu bildirilmistir (Zhang ve ark.,
2007; Yang ve ark., 2011; Yu ve ark., 2012; Project
Directorate on Poultry in India, 2013; Liao ve ark.,
2014). Elde edilen sonuglar ile, Kaya (2018) tarafin-
dan PCR-RFLP kullanilarak yapilan calisma
sonuglarina benzer sonuglar bulunmustur. Kaya
(2018) yaptig1 calismada, Gerze tavuklari arasinda
bir tavugun TVB*S1R genotipinde; Denizli horoz ve
tavuklari icinde yedi tavugun TVB*S1S3 genotipinde
digerlerinin ise TVB*S1S1 genotipinde oldugu tespit
edilmistir. Ayni populasyonlar kullanilarak yapilan bu
calismada ise Denizli ve Gerze tavuklarinda birer
TVB*S1/R genotipi tespit edilirken Denizli popla-
syonunda U¢ ornekte TVB*S3 ve dort 6rnekte ise
TVB*S’ alleline rastlaniimigtir. Yapilan arastirmada
Kaya (2018)'nin ¢alistigi populasyona ek olarak Deni-
zli popllasyonuna yedi tavuk daha eklenmis ve bu
eklenen tavuklarin birinde TVB*S1/R genotipine sa-
hip oldugu goérilmustir. Direng alleli olan TVB*R al-
leli, Gerze tavuklarinda oldugu gibi Denizli popiila-
syonunda da nadir olarak gorilmis, poptlasyon
mevcudu artirildiginda TVB*R genotipli 6rnek sayisi
artabilir. PCR-RFLP kullanilarak Kaya (2018) tarafin-
dan yapilan calismada yedi Ornekte TVB*S3 alleli
tespit edilirken, bu caligmada U¢ 6rnekte TVB*S3
alleli, diger dort 6rnegin TVB*S’ allelinin belirlenmesi
PCR-RFLP analizinde kullanilan Nilalll kesim en-
ziminin Ozelligine atfedilmektedir. Nialll kesim enzimi
‘CATG’ dizisini keserken ‘CAAG’ veya ‘CAGG’ dizile-
rini kesememekte (Zhang ve ark., 2005), bu durum
orneklerde tespit edilen TVB lokusu 184. SNP nok-
tasindaki nikleotitlerle uyugsmaktadir. DNA dizi analizi
yonteminin lokuslardaki genetik polimorfizmi PCR-
RFLP ydntemine gére daha dogru sekilde belirledigi
gOrulmustar.

Lokal irklarin bulunduklari gevreye adaptasyonu ve
hastaliklara kargi gosterdikleri direng bakimindan
essiz niteliklere sahip olduklari bilinmektedir. ALV'nin
5 alt grubundan Gglnin konakg! hiicresel reseptorle-
rini kodlayan TVB lokuslarinin belirlenmesi ALV’ye
karsi genetik direng igin dnemlidir. Yirutilen calisma-
da TVB*R alleline sahip tavuklarin bulunmasi ALV’ye
karsi gelistirilecek genetik diren¢ calismalarina yar-
dimci olacaktir. Ayrica korunan Gerze tavugu popu-
lasyonun az olmasi nedeniyle 6rnek sayisi az olmus,
daha genis imkanlar ile érnek sayisinin artirilmasiyla
genetik direng alleli olan TVB*R allelinin frekansi da-
ha da artirilabilecektir. Ayrica yapilan baska c¢alisma-
larda TVB lokusunun 4. eksonu lzerinde direnglilige
yol acan farkh 3 mutasyon [TVBR3 (c.298C>T)
( Chen ve ark., 2017); TVBR4 (c.291_292insAG) (Li
ve ark., 2018) ve TVBRS5 (c.359_360insA) (Li ve ark.,
2018) daha belirlenmigtir. Kanatlilarda ALV enfeksi-
yonlarin kontrolli tamamen virlis eradikasyon onlem-
lerine ve konakg¢i genetik direncine dayandigindan
yerli irklarin koruma c¢alismalarinda genetik dirence
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neden olan bu yeni mutasyonlarinda arastiriimasi
onemli olacaktir.

Yurdtulen calisma ile molekiler genetik yontemler ile
yerli irklarin DNA seviyesinde tanimlanmasina katki
saglanmis ve yerli tavuk irklarin korunmasina yardim-
ci olacak veriler elde edilmigtir.
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Oz: Bu calisma, Kayseri ve civar illerindeki giftliklerden 01 Agustos 2019 ve 31 Agustos 2021 tarihleri arasinda, Erciyes
Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Egitim Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ne getirilen neonatal ishalli buzagilarda
BRV, BCoV, E. coli K99*, Cryptosporidium spp. ve Giardia spp.’nin gériilme oranlarini belirlemeyi amagclayan retros-
pektif bir arastirmadir. Belirtilen periyotlar arasinda, hastaneye toplamda 1839 buzagdi getirildigi tespit edildi. Bu buzagi-
lardan 863’(iniin i¢ Hastaliklari Anabilim Dali Ruminant Klinigine getirildigi ve bunlardan 560’inin (%65) klinik ishal belir-
tisine sahip oldugu belirlendi. ishalli buzagilardan alinan diski érneklerinden, tek bir enteropatojen olarak en gok, BCoV
(%21.7), sonra sirasiyla; Cryptosporidium spp. (%18.3), ETEC K99" (F5) (%14.3), BRV (%11.4), Giardia spp. (%0.6)
tespit edildigi belirlendi. Birden fazla enteropatojen olarak ise en ¢ok, Cryptosporidium spp. + BRV (8.0%), sonra sira-
slyla; BRV + BCoV (%7.4), Cryptosporidium spp. + BCoV (%6.3), BRV + ETEC K99" (%1.1), BRV + BCoV + Cryptos-
poridium spp. (%2.3) teghisi konuldugu gézlendi. 1-7 glnliik neonatal ishalli buzagilarda en gok ETEC K99" (%34.7), 8-
14 gunlik neonatal ishalli buzagilarda ise en gok Cryptosporidium spp. (%23.9) kaynakli ishal vakalarinin gorildigu
belirlendi. llkbahar ve kis mevsiminde, en ¢ok BCoV (sirasiyla, %22.5, %25.5), yaz ve sonbahar mevsiminde ise en
cok Cryptosporidium spp. (siraslyla, %26.9, %31.8) kaynakl ishal teshisi konuldugu goéruldi. Sonug olarak, 2019-2021
yillari arasinda, Kayseri ve civar illerinden Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Egitim Arastirma ve Uygulama
Hastanesi’'ne getirilen neonatal ishalli buzagdilarda, en ¢ok BCoV kaynakli buzag: ishallerinin géruldigi ortaya konuldu.
Enteropatojenlerin prevalansinin érnekleme yeri, zamani, mevsim gibi gesitli faktérlere bagh olarak degisebilecegi ve
bu galismadan elde edilen bulgularin buzagdi ishalinin 6nlenmesi igin gerekli profilaktik ve yonetimsel énlemlerin alinma-
sinda faydali olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Buzagi, BCoV, BRV, Cryptosporidium spp., ETEC K99", ishal

Investigation of the Prevalence of Major Enteropathogens in Neonatal Diarrheic Calves Brought to Erciyes
University Animal Hospital between 2019-2021 years

Abstract: This retrospective study aimed to determine the incidence rates of BRV, BCoV, E. coli K99*, Cryptosporidi-
umspp. and Giardia spp. in calves with neonatal diarrhea brought to the Erciyes University, Animal Hospital from farms
in Kayseri and its surrounding provinces between 01 August 2019 and 31 August 2021. It was determined that a total
of 1839 calves were brought to hospital between the periods above. Of the 1839 calves, 863 were brought to the Rumi-
nant Clinic of Internal Medicine, and 560 of 863 calves (65%) had clinical signs of diarrhea. From the stool samples,
BCoV (21.7%) were the most diagnosed single enteropathogen followed by; Cryptosporidium spp. (18.3%), ETEC
K99" (F5) (14.3%), BRV (11.4%) and Giardia spp. (0.6%). As for more than one enteropathogen, Cryptosporidium spp.
+BRV (8.0%) were the mostly diagnosed and followed by; BRV+BCoV (7.4%), Cryptosporidium spp. +BCoV (6.3%),
BRV+ETEC K99" (1.1%), BRV+BCoV+Cryptosporidium spp.. Diarrhea caused by ETEC K99" (34.7%) was the most
common at 1-7 day-old calves and Cryptosporidium spp. (23.9%) was the most common at 8-14 days calves. In spring
and winter seasons, BCoV (22.5%, 25.5%, respectively) was diagnosed mostly and in summer and autumn seasons
mostly Cryptosporidium spp. (26.9%, 31.8%, respectively) was diagnosed. As a result, it was revealed that calf diar-
rhea caused by BCoV was the most common in calves with neonatal diarrhea brought to Erciyes University Animal
Hospital from Kayseri and its surrounding provinces between 2019-2021 years. It was concluded that the prevalence of
enteropathogens may vary depending on various factors such as sampling place, time, season and the findings ob-
tained from this study may be useful in taking necessary prophylactic and managerial measures for the prevention of
calf diarrhea.

Keywords: BCoV, BRV, Calf, Cryptosporidium spp., diarrhea, ETEC K99*

Giris
Gelis Tarihi/Submission Date :11.01.2022
Kabul Tarihi/Accepted Date 1 28.02.2022 Neonatal buzagi ishali, buzagi vyetistiriciliginin en

113



Erciyes Universitesi Hayvan Hastanesi...

onemli sorunlarindan biridir (Foster ve Smith, 2009;
Bartels ve ark., 2010). ishale bagli ekonomik kayip-
lar; 6limlerin yaninda, tedavi ve profilaksi igin yapilan
masraflar, buzagilarda daha sonra ortaya gikan gelis-
me geriligi ve hayvanlarin degerinin altinda satiima-
sindan kaynaklanmaktadir (Hur ve ark., 2013; Ok,
2020).

Neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde; Cryptospo-
ridium spp., bovine rotavirus (BRV), bovine coronavi-
rus (BCoV), enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)
K99*, Salmonella spp., Clostridium perfringens, Ei-
meria spp.,ve Giardia spp. yaygin olarak bildirilen
mikroorganizmalardir (Glines ve ark., 2004; Izzo ve
ark., 2011; Blanchard, 2012; Altug ve ark., 2013).
Bununla birlikte neonatal donemde siklikla BRYV,
BCoV, ETEC K99*, Cryptosporidium spp. kaynakli
ishaller tespit edilmektedir (i(;en ve ark., 2013; Altug
ve ark., 2013; Caner Kilig ve Coskun, 2019). Bu en-
feksiydz ajanlar tek baslarina veya miks enfeksiyon-
lar seklinde neonatal buzagilarda ishale neden olurlar
(Bartels ve ark., 2010; Altug ve ark., 2013). Her bir
enteropatojenin prevalansi ve hastalik insidansi gift-
liklerin cografi konumuna, ciftlik yonetim uygulamala-
rina ve suru buyukligune gore degiskenlik gdsterebi-
lir (Cho ve Yoon, 2014).

ishalin baslangig yasi, teshis agisindan bazi enfeksi-
y6z ajanlarin dahil edilimesinde veya cikariimasinda
dnemli bir faktérdiir. ETECK 99" tipik olarak 7 giinliik-
ten kiiguk buzagilarda ishale neden olurken, Cryptos-
poridiumspp. ise, cogunlukla 7-14 gunlik buzagilarda
rapor edilmistir (Trotz-Williams ve ark., 2007; Blanc-
hard, 2012). BRV ve BCoV sirasiyla, 4-14 ve 4-30
gunlik buzagilarda gorilmektedir (Foster ve Smith,
2009; Blanchard, 2012).

Dustk sicakliklar, yagmur, yogun kar, riizgar ve yuk-
sek nem gibi olumsuz hava kosullari neonatal buza-
gilar icin cevresel birer risk faktoéridir (Larson ve
Tyler, 2005; Gulliksen ve ark., 2009). Neonatal buza-
g1 ishali i¢in, kalabalik ve yliksek nem seviyeleri gibi
olumsuz barinak kosullari da énemli birer risk faktori-
dur (Hamnes ve ark., 2006). Benzer sekilde, buzagi-
lama sezonunun belirli mevsimlere yigilmasi da neo-
natal buzagilar igin bir risk teskil etmektedir
(Mohammed ve ark., 1999; Sturdee ve ark., 2003;
Berber ve ark., 2021). Kalabalik, optimum temizlik
rutinleri azaltabilir ve bu da ortamda daha agir bir
patojen yuku ile sonuglanir (Hamnes ve ark., 2006).
Ko6tu hijyen, genellikle geng hayvanlarin barindirildig
ortamdaki patojenik bakteri ylkinin artmasina ne-
den olabilir (Gebregiorgis ve Tessema, 2016). Bu gibi
kot yonetim uygulamalari buzagilarda ishale yaka-
lanma riskini artinr ve o&limlere neden olabilir
(Mohammed ve ark., 1999; Bendali ve ark., 1999;
Delafosse ve ark., 2015; Berber ve ark., 2021).

Buzagilarda ishale sebep olan enteropatojenlerin
gorilme oranlari, giftliklerden toplanan veya
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laboratuvara getirilen diski érneklerinde buyik 6élglide
arastirlmistir (Gulliksen ve ark., 2009; Izzo ve ark.,
2011; Al Mawly ve ark., 2015a). Geleneksel tipte ki-
cuk olgekli ciftliklerin (hayvan sayisi<50) ¢ogunlukta
oldugu yerlerde, hasta buzagilarin teghisi, tedavisi ve
genel durumlarinin dizeltiimesi amaciyla goturuldik-
leri yer olan hayvan hastanelerinde, enteropatojenle-
rin goérilme oranlari ile ilgili hala epidemiyolojik veri
eksikligi vardir. Hayvan hastanelerine, g¢ogunlukla
tedaviye yanit vermeyen ve/veya siddetli seyreden
ishal vakalari getiriimektedir. Buzagilarda ishale se-
bep olan enteropatojenlerin belirlenmesi sayesinde
hastaliktan korunmada gerekli profilaktik ve yonetim-
sel 6nlemler hizlica alinabilmektedir. Ayrica, etkenin
zoonotik yayilma riskini 6lgmeye ve enfeksiyonun
diger hayvanlara bulagsmasinin dnlenmesine de yar-
dimci olabilmektedir. Ayni zamanda, veteriner hekim-
lerin belirli terapdtik ve dnleyici stratejileri segmeleri-
ne de yardimci olmaktadir (Altug ve ark., 2013; Choe
ve ark., 2017).

Bu calismada, Kayseri ve civar illerindeki ciftliklerden
2019-2021 vyillari arasinda, Erciyes Universitesi, Ve-
teriner Fakiltesi, Egitim Arastirma ve Uygulama Has-
tanesi’ne getirilen neonatal ishalli buzagilarda ishale
sebep olan enteropatojenlerin (BRV, BCoV, E. coli
K99*,Cryptosporidium spp., Giardia spp.) gérilme
oranlarinin arastiriimasi amaglandi.

Gereg ve Yontem

Erciyes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Egitim Aras-
tirma ve Uygulama Hastanesi’'ne 01 Agustos 2019 ve
31 Agustos 2021 tarihleri arasinda, Kayseri ve komsu
illerinden (Sivas, Nevsehir, Yozgat, Nigde, Kirsehir)
getirilen neonatal ishalli buzagilarda, ishale sebep
olan BRV, BCoV, E. coli K99*, Cryptosporidium spp.
ve Giardia spp. gOrilme oranlarini belirlemek igin
retrospektif bir galisma yapildi.

Bélge agiklamasi

Kayseri, ic Anadolu Bélgesinin Orta Kizilirmak bélii-
miinde yer alan ve meraya dayali geleneksel tipte
hayvancilik isletmelerin cogunlukta oldugu bir ildir. Bu
boélgelerdeki ciftliklerin godunlugu (~%85) kuguk olI-
cekli isletme (hayvan sayisi<50) tarzindadir. Mevcut
calismadaki gciftliklerdeki hayvan sayilarina bakildi-
ginda 1-10 hayvan (n=30 c¢iftlik), 11-25 hayvan (n=69
ciftlik), 26-50 hayvan (n=42 ciftlik), 51-100 hayvan
(n=24 giftlik), 101-250 (n=8 ciftlik), 251-500 (n=2 cift-
lik) seklinde oldugu belirlendi. Kayserinin civar illerine
bakildiinda; kuzey ve kuzeybatisinda Yozgat, kuzey
ve kuzeydoguda Sivas, guneybatisinda Nigde, bati-
sinda ise Nevsehir, kuzeybatisinda Kirgehir illeri yer
almaktadir. Calismaya dahil edilen buzagilarin getiril-
digi illerdeki hayvan sayisi 95000-260000 arasinda
degismektedir (TUIK verileri: 2019-2021 Hayvan Sa-
yilar). Bu bélgelerdeki ciftliklerde buzagilama sezonu
ilkbahar ve kis mevsiminde pik yapmaktadir. Ozellik-
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le, subat, mart ve nisan aylar dogumlarin en yogun
oldugu aylardir. Kayseri ilinde kiglari soguk ve kar
yagisli, yazlari ise sicak ve kurak karasal nitelikli Orta
Anadolu iklimi egemendir. Yagislar kis, ilkbahar ve
sonbahar aylarina rastlamaktadir (https://
mgm.gov.tr/).

Klimatik degerler

2019-2021 yillarina ait ayhk ortalama sicaklik (°C)
verileri, T.C. Tarim ve Orman Bakanhgi, Meteoroloji
Genel Muadurligd’'nin (MGM) internet sitesinden
(https://mgm.gov.tr/) elde edildi.

Hayvanlar

Hayvan materyalini 1-34 gunlik (ortanca 8 gunlik)
yaslarda, farkl irklardan [Simental (n=136), Holstein
(n=16), Montofon (n=15), Melez (n=6), Belgika Mavisi
(n=1), Angus (n=1)] ve her iki cinsiyetten toplamda
175 adet (103 erkek, 72 disi) ishalli buzagdi olusturdu.

Veri yonetimi ve analizi

Mevcut galismada, son iki yilda hastaneye getirilen
neonatal ishalli buzagilara ait veriler, Erciyes Univer-
sitesi, Veteriner Fakultesi, hayvan hastanesi otomas-
yon sisteminden (ERUVetO; V.15042019/ 2015, Kay-
seri, Turkiye) geriye donik olarak elde edildi. Hasta-
ne otomasyon sisteminin “analiz” sekmesinden* bas-
langi¢ tarihi (01 Agustos 2019)”, “bitis tarihi (01
Agustos 2021)”, “tir (buzagi)”, “yas (1-35 gunlik)”
secilerek son iki yilda getirilen toplam buzagi sayisi
analiz edildi. Bu buzagilardan i¢ Hastaliklari Anabilim
Dali, Ruminant Klinigi’ne getirilen toplam buzagi sayi-
sini analiz edebilmek icin muayene edildidi klinik sek-
mesinden “i¢ Hastaliklari Anabilim Dali” segildi. Son-
ra ‘“teshis” sekmesinden; Cryptosporidium spp,
ETEC K99, BCoV, BRV ve Giardia spp. pozitif teshis
edilen buzagi sayilar belirlendi. Bu bes enteropato-
jen agisindan negatif olarak belirlenen &6rnekler ise
negatif olarak kategorize edildi. Benzer sekilde hasta-
neye getirilen buzagilarin hastane otomasyon siste-
mine kayit tarihlerine bakilarak, buzagilarin getirildigi
mevsimler belirlendi. Kig mevsimi; aralik, ocak ve
subat aylari, ilkkbahar mevsimi; mart, nisan ve mayis
aylar, yaz mevsimi; haziran, temmuz ve agustos
aylari, sonbahar mevsimi; eylul, ekim ve kasim aylari
olarak tanimlandi. Enteropatojenlerin yas araligina
gbre dagiiminin belirlenmesi amaciyla, neonatal
ishalli buzagilar; 1-7 glnlik, 8-14 gunlik, 15-21 giln-
l0k, 22-28 gunlik ve 29-35 ginlik olmak Uzere bes
farkli yas grubuna ayrildi.

Istatistiksel analiz

istatistiksel analizler SPSS 25.0 (Chicago, IL, USA)
programi ile yapildi. Tanimlayici istatistikler frekans
ve ylzde ile ifade edildi. Kategorik degiskenler ara-
sindaki iligki Ki-Kare (y2) testi (alternatif; Fisher's
exact test) ile analiz edildi. Enteropatojenlerin dagi-
limlarini gosteren grafikler GraphPad Prism 9.0

Gencay EKINCI

(GraphPad Software, Inc.San Diego, CA, USA) prog-
rami ile cizildi. Anlamlilk seviyesi P<0.05 olarak ka-
bul edildi.

Bulgular

01 Agustos 2019 ve 31 Agustos 2021 tarihleri arasin-
da, Kayseri ve civar illerinden (Sivas, Nevsehir, Yoz-
gat, Nigde, Kirsehir) Erciyes Universitesi, Veteriner
Fakultesi, Hayvan Hastanesi’ne toplamda 1839 buza-
g1 getirildigi analiz edildi. Bu buzagilardan 863’lGnin
ic Hastaliklari Anabilim Dali Ruminant Klinigi'ne geti-
rildigi ve bunlardan 560’inin (%65) klinik ishal belirtisi-
ne (anormal siklikta, yumusak ve/veya sulu kivamda,
kotl kokulu digki) sahip oldudu belirlendi. Bu buzagi-
lardan da 175’ine majér enteropatojen kaynakli neo-
natal buzagdi ishalinin teshis edilmesi amaciyla lateral
flow immunokromatografik (LFI) ishal test kiti (BoviD-
5 Ag, Bionote, Giiney Kore) uygulandigi belirlendi
(Hastane Otomasyon Sistemi, ERUVetO;
V.15042019/ 2015, Kayseri, Turkiye).

Calismada yer alan neonatal ishalli buzagilarin %
58.9'unun (103/175) erkek, %41.1inin (72/175) ise
disi oldugu gorildi. Yas gruplarina bakildiginda; %
41.1 ‘inin (72/175) 1-7 gunlik, %38.3'Unun (67/175) 8
-14 gunlik, %12.0'inin (21/175) 15-21 gunlik, %
4.0'inin (7/175) 22-28 glnlik, %4.6’sinin (8/175) 29-
35 gunlik yas araliginda oldugu gorildi. Neonatal
ishalli buzagilarda cinsiyet ve enteropatojen degis-
kenlerinin kategorileri arasinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde bir baglanti gérilmedi (y2= 18.308,
P=0.05). Erkek ishalli buzagilarda (%57.9) BCoV
gorilme oraninin disi buzagilardan (%42.1) yuksek
oldugu belirlendi.

Neonatal ishalli buzagilardan %77.7’sinin (136/175)
Simental, %9.1’sinin (16/175) Holstein, %8.6’sinin
(15/175) Montofon, %3.4’Gnln (6/175) melez, %
0.6’sinin (1/175) Belgika Mavisi, %0.6’sinin (1/175)
Angus irkindan olustugu goérildi. Neonatal ishalli
buzagilarda irk ve enteropatojen degiskenlerinin ka-
tegorileri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
bir baglanti gérilmedi (y2= 40.960, P=0.815).

Neonatal ishalli buzagilardan %78.9’'unun (138/175)
Kayseri, %16.6’sinin (138/175) Nevsehir, %1.7’sinin
(3/175) Yozgat, %1.7'sinin (3/175) Kirsehir, %
0.6’sinin  (1/175) Nigde, %0.6’sinin (1/175) Sivas
illerinden getirildigi saptandi. Neonatal ishalli buzagi-
larin getirildigi il ve enteropatojen degiskenlerinin
kategorileri arasinda istatistiksel olarak anlamh di-
zeyde bir baglanti gériilmedi (y2= 54.326, P=0.313).

ishal testi yapilan 175 neonatal ishalli buzaginin
160'Inda (%91.4) Cryptosporidium spp., ETEC K99,
BCoV, BRYV, Giardia spp. antijenlerinden en az bir
tanesi pozitif olmak Uizere, bir veya birkag adet ente-
ropatojenin pozitif olarak tespit edildigi belirlendi.Bu
175 neonatal ishalli buzaginin 116’sinda (%66.3) bir
enteropatojen, 40’Inda (%22.9) iki enteropatojen,
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4’tinde (%2.3) U¢ enteropatojen goéruldigu belirlendi.
Bu 175 ishalli buzaginin 15’inde (%8.6) ise Cryptos-
poridium spp., ETEC K99*, BCoV, BRV, Giardia spp.
antijenleri agisindan negatif olarak siniflandirildigi
belirlendi.

ishalli buzagilardan alinan diski 6rneklerinden, tek bir
enteropatojen olarak; en ¢ok BCoV (21.7%), sonra
sirasiyla; Cryptosporidium spp. (%18.3), ETEC K99"
(%14.3), BRV (%11.4), Giardia spp. (%0.6) tespit
edildigi belirlendi (Tablo 1). Birden fazla enteropato-
jen olarak ise; en ¢ok, Cryptosporidium spp. + BRV
(8.0%), sonra sirasiyla; BRV + BCoV (%7.4), Cryp-
tosporidium spp. + BCoV (%6.3), BRV + E. coli K99*
(%1.1), BRV + BCoV + Cryptosporidium spp. (%2.3)
tespit edildigi belirlendi (Tablo 1).

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 113-122

ishal vakalarinin tespit edildigi belirlendi. 8-14 gunlik
neonatal ishalli buzagilarda; en ¢ok Cryptosporidium
spp. (%23.9, 16/67) kaynakli ishal vakalari gorildu.
15-21 gunlik neonatal ishalli buzagilarda; en cok
BCoV (%28.6, 6/21), 22-28 gunlik neonatal ishalli
buzagilarda; en ¢ok BCoV (%28.6, 2/7) ve BRV +
BCoV (%28.6, 2/7) esit oranda, 29-35 gunlik neona-
tal ishalli buzagilarda; en ¢ok Cryptosporidium spp.
(%75.0, 6/8) kaynakli ishal vakalarinin tespit edildigi
belirlendi (Tablo 1).

Neonatal ishalli buzagilardan %45.7’sinin (80/175)
ilkbahar, %26.9'unun (47/175) kis, %14.9'unun
(26/175) yaz, %12.6’sinin (22/175) sonbahar mevsi-
minde ve Ozellikle subat, mart ve nisan aylarinda
hastaneye getirildigi belirlendi (Sekil 1, Sekil 2).

Tablo 1. Neonatal ishalli buzadilarda major enteropatojenlerin gérilme oranlari ve yas gruplarina gére dagilimi

Enteropatojenlerin yas gruplarina gére dagilimi

Poz. Buza-

22-28 29-35

Enteropatojenler ve - 1-7 giin 8-14 giin 15-21 giin .. P

Ko-infeksiyonlar a ,,SA,a();:I)a" % (nl/t) % (nl/t) % (nlt) % (unr;t) %g(un?t) Degeri

Toplam % (n) 100 (175) 411 38.3 12.0 4.0 4.6

P ¢ (72/175) (67/175) (21/175) (7/175) (8/175)

Toplam enfeksiyon

BCoV 37.7 (66) 37.9 43.9 10.6 (7/66) 7.6 (5/66) 0(0/66) <0.001
(25/66) (29/66)

Cryptosporidium spp. 34.9 (61) 14.8 (9/61) 55.7 14.8 (9/61) 3.3 (2/61) 11.5 <0.001

(34/61) (7/61)

BRV 30.3 (53) 28.3 52.8 13.2(7/53) 3.8 (2/53) 1.9(1/53) <0.001
(15/53) (28/53)

ETEC K99* 15.4 (27) 100 0 (0/27) 0 (0/27) 0 (0/27) 0(0/27)  <0.001
(27/27)

Giardia spp. 0.6 (1) 100 (1/1) 0 (0/1) 0 (0/1) 0 (0/1) 0 (0/1) 1.000

Tekli enfeksiyon

BCoV 21.7 (38) 25.0 17.9 28.6 (6/21) 28.6 (2/7) 0 (0/8) 0.392
(18/72) (12/67)

Cryptosporidium spp. 18.3 (32) 6.9 (5/72) 23.9 19.0 (4/21) 14.3 (1/7) 75.0 (6/8) <0.001

(16/67)

ETEC K99* 14.3 (25) 347 0 (0/67) 0 (0/21) 0 (0/7) 0 (0/8) <0.001
(25/72)

BRV 11.4 (20) 12.5(9/72) 13.4(9/67) 9.5(2/21) 0 (0/7) 0 (0/8) 0.922

Giardia spp. 0.6 (1) 1.4 (1/72) 0 (0/67) 0 (0/21) 0 (0/7) 0 (0/8) 1.000

ikili enfeksiyon

Cryptosporidium spp. + BRV 8.0 (14) 0(0/72) 13.4 (9/67)  19.0 (4/21) 0 (0/7) 12.5(1/8) 0.002

BRV + BCoV 7.4 (13) 4.2 (3/72) 11.9(8/67) 0 (0/21) 28.6 (2/7) 0 (0/8) 0.061

Cryptosporidium spp. + BCoV 6.3 (11) 4.2 (3/72) 10.4 (7/67) 0 (0/21) 14.3 (1/7) 0 (0/8) 0.254

BRV + ETEC K99" 1.1(2) 2.8 (2/72) 0 (0/67) 0 (0/21) 0 (0/7) 0 (0/8) 0.683

Coklu enfeksiyon

Cyptosporidium spp. + BRV + 2.3 (4) 1.4 (1/72) 3.0 (2/67) 4.8 (1/21) 0 (0/7) 0 (0/8) 0.558

BCoV

Negatif* 8.6 (15) 6.9 (5/72) 6.0 (4/67) 19.0 (4/21) 143 (1/7) 12.5(1/8)

Veriler, % (pozitif vaka sayisi/ toplam vaka sayisi) olarak ifade edildi; t, toplam buzadi sayisi, #; enterotoksijenik E. coli (ETEC)
K99". bovine rotavirus (BRV). bovine coronaviriis (BCoV). Cryptosporidium spp. ve Giardia spp. negatif teghis edilen ishalli

buzagi sayilarini ifade etmektedir.

Neonatal ishalli buzagilarin yas gruplari ile enteropa-
tojen degiskenlerinin kategorileri arasinda istatistiksel
olarak anlamli dizeyde bir baglanti géruldu (y2=
97.126, P<0.001). Enteropatojenler, yas araligina
gore incelendiginde, 1-7 glnlik neonatal ishalli buza-
Jilarda; en gok ETEC K99" (%34.7, 25/72) kaynakli
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ilkbahar ve kis mevsiminde, en ¢cok BCoV [sirasiyla,
%22.5(18/80), %25.5 (12/47)], yaz ve sonbahar mev-
siminde ise en ¢ok Cryptosporidium spp. [sirasiyla, %
26.9 (7/26),%31.8 (7/22)] kaynakh ishal vakalarinin
getirildigi belirlendi(Tablo 2).
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Tablo 2. Calismaya dahil edilen neonatal ishalli buzagilarda major enteropatojenlerin mevsimlere gére dagihmi

Enteropatojenlerin mevsimlere gére dagilimi

Enteropatojenler ve % (n) iikbahar Yaz Szr;t:a- Kis DeE’eri
Ko-infeksiyonlar ? % (nlt) % (nlt) % (n/t) % (nlt) g
45.7 14.9 (26/175) 12.6 26.9 (47/175)
(80/175) (22/175)
Tekli enfeksiyon
BCoV 21.7 (38/175) 225 115 (3/26)  22.7 (5/22) 25.5 (12/47) 0.581
(18/80)
Cryptosporidium spp. 18.3 (32/175) 20.0 26.9 (7/26)  31.8 (7/22) 4.3 (2/47) 0.007
(16/80)
ETEC K99* 14.3 (25/175) 11.3 19.2 (5/26) 4.5 (1/22) 21.3 (10/47) 0.199
(9/80)
BRV 11.4 (20/175) 17.5 11.5 (3/26) 9.1 (2/22) 2.1 (1/47) 0.046
(14/80)
Giardia spp. 0.6 (1/175) 0.0 (0/80) 0.0 (0/26) 4.5 (1/22) 0.0 (0/47) 0.126
Ikili enfeksiyon
Cryptosporidium spp. + BRV 8.0 (14/175)  7.5(6/80) 7.7 (2/26) 45 (1/22) 10.6 (5/47) 0.890
BRV + BCoV 7.4 (13/175) 10.0 3.8 (1/26) 0.0 (0/22) 8.5 (4/47) 0.479
(8/80)
Cryptosporidium spp. + BCoV 6.3 (11/175) 3.8 (3/80) 3.8 (1/26) 0.0 (0/22) 14.9 (7/47) 0.040
BRV + ETEC K99" 1.1 (2/175) 0.0 (0/80) 0.0 (0/26) 0.0 (0/22) 4.3 (2/47) 0.217
Coklu enfeksiyon
Cyptosporidium spp. + BRV + 2.3 (4/175) 1.3(1/80) 0.0 (0/26) 9.1 (2/22) 2.1 (1/47) 0.163
BCoV
Negatif* 8.6 (15/175) 6.3 (5/80)  15.4 (4/26) 13.6 (3/22) 6.4 (3/47)

Veriler, % (pozitif vaka sayisi/ toplam vaka sayisi) olarak ifade edildi; t, toplam buzadi sayisi, #; enterotoksijenik E. coli
(ETEC) K99". bovine rotavirus (BRV). bovine coronaviriis (BCoV), Cryptosporidium spp. ve Giardia spp. negatif teghis edilen

ishalli buzagi sayilarini ifade etmektedir.
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Sekil 1.Neonatal ishalli buzagilarda teshis edilen major
enteropatojenlerin mevsimlere goére dagihmi (01 Agdustos
2019-31 Agustos 2021), ETEC K99"; enterotoksijenik E. coli
K99", BRV: bovine rotavirus, BCoV; bovine coronaviriis, *;
P<0.05 (Yaz-Sonbahar).

Buzagilarin hastaneye getirildigi mevsim ve entero-
patojen degiskenlerinin kategorileri arasinda istatistik-
sel olarak anlamli diizeyde bir baglanti gorildi (y2=
52.603, P=0.007). Cryptosporidium spp. gorilme
oranlari agisindan mevsimler arasinda istatistiksel
olarak anlamli duzeyde bir farkhhk géruldi (P<0.05)
(Sekil 3). Mevcut galismada, kis mevsiminde hasta-
neye getirilen neonatal ishalli buzagilarda tek bir en-
teropatojen olarak, Cryptosporidium spp. (%4.3, 2/47)

40

20 III
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=
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Sekil 2. Calismaya dahil edilen neonatal ishalli buzagilarin
aylara gore dagihmi (Agustos 2019- Agustos 2021), Kis
(aralik, ocak, subat), llkbahar (mart, nisan, mayis), Yaz
(haziran, temmuz, agustos), Sonbahar (eylul, ekim, kasim).

-
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Temm

gorilme oraninin yaz ve sonbahar mevsiminden da-
ha disuk oldugu belirlendi (y2= 50.255, P=0.004).
Buna karsin, kis mevsiminde Cryptosporidium
spp-'nin BRV ve BCoV ile beraber seyrettidi ishal
vakalarinin yalniz Cryptosporidium spp.’nin neden
oldugu ishal vakalarina gére daha fazla oldugu belir-
lendi (P=0.020, P<0.001). Diger enteropatojenlerin
gOrilme oranlari agisindan mevsimler arasinda ista-
tistiksel olarak anlamli diizeyde bir farklilik gortlmedi
(P>0.05).
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Tek bir enteropatojen olarak BRV kaynakli ishal va-
kalarinin ilkbahar mevsiminde (%17.5) hastaneye
getirilen neonatal ishalli buzagilarda goralme oraninin
diger mevsimlerde getirilenlere gére daha fazla oldu-
du belirlendi (P=0.046).

Buzagilarin getirildikleri yerlerdeki (Kayseri ve civar
illeri) 2020-2021 vyillarina ait kis mevsimi (aralik,
ocak, subat) sicaklik degerlerinin -6.9-6.0 °C araligin-
da oldugu belirlendi (https://www.mgm.gov.tr/).

100
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=] =]
1 1

ishalli Buzagn Sayilari (n)
s
]

ilkbahar  Yaz

Sonbahar Kig

Sekil 3. Calismaya dahil edilen neonatal ishalli buzagilarin
mevsimlere gére dagihmi (Adustos 2019- Agustos 2021),
ilkbahar (n=80), Kis (n=47), Yaz (n=26), Sonbahar (n=22).

Tartisma ve Sonug

Bu calisma ile Kayseri ve civar illerinden Erciyes Uni-
versitesi, Veteriner Fakiiltesi, Egitim Arastirma ve
Uygulama Hastanesi'ne getirilen neonatal ishalli bu-
zagilarda; BCoV, BRV, ETEC K99*, Cryptosporidium
spp. ve Giardia spp.’nin 2019-2021 yillarindaki gorul-
me oranlari belirlendi. ilave olarak, mevsim ve yas
degdiskenleri ile majoér enteropatojen kaynakh buzagi
ishalleri arasindaki iligki tanimlandi.

Neonatal buzagi ishallerinin etiyolojisinde, BCoV'un
diger enteropatojenlere goére daha dislik oranlarda
gériildiigii rapor edilmistir (Izzo ve ark., 2011; icen ve
ark., 2013). Mevcut ¢alismada ise 2019-2021 yillari
arasinda hastaneye getirilen neonatal ishalli buzagi-
larda, en gok BCoV (%37.7) kaynakli ishal vakalari-
nin gorildigu belirlendi. 2016-2019 yillari arasinda
ayni bolgelerden Erciyes Universitesi Veteriner Fa-
kiltesi, Hayvan Hastanesine getirilen neonatal ishalli
buzagilarda BCoV goérilme oranindan da (%26.3)
yiksek oldugu belirlendi. Mevcut galismada rapor
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edilen bu oranin, hem dinyada [%7.2 (Cruvinel ve
ark., 2020), %9.0 (Choe ve ark., 2017), %0.4 (Bertoni
ve ark., 2021)] hem de ilkemizde [%1 (Erdodan ve
ark., 2003), %4.8 (GumUlsova ve ark., 2007), %2.1
(icen ve ark., 2013), %1.96 (Altug ve ark., 2013), %
9.35 (Kaya ve Coskun, 2018), %19.2 (Berber ve ark.,
2021)] diger arastirmacilar tarafindan rapor edilen
degerlerden yiiksek oldugu belirlendi. Yenidogan
buzagilar BCoV'u, diger buzagilar veya yetiskin sigir-
lar tarafindan kontamine edilmis ortamdan alir
(Torres-Medina ve ark., 1985). Ayrica bu hastalik
ozellikle kis aylarinda ve uzun sure kapali ortamda
barindirilan hayvanlarda daha sik gérulmektedir
(Clark, 1993; Cho ve ark., 2001; Hasoksuz ve ark.,
2002). Bulgularimizla uyumlu olarak, Brezilya’da
2009-2013 yillari arasinda iki aydan kugik ishalli
buzagilar lzerinde yapilan bir galismada, BCoV’'un
yayginliginin ilkbahar ve kis aylarinda daha yiksek
oldugu rapor edilmistir (Lorenzetti ve ark., 2013).
Bulgularimizla ilgili olasi bir agiklama, buzagilarin
getirildigi ciftliklerde kotl yonetimle iliskili olarak do-
gum sezonun ilkbahar ve kis aylarinda kimelenmesi
barinaklarin kalabalik olmasina neden olabilir. Bu
durum optimum temizlik rutinlerini azaltabilir ve or-
tamda patojen yikinin artmasina sebep olabilir
(Hamnes ve ark., 2006). Ayrica kis mevsimindeki bu
bolgelerdeki disuk sicaklik degerleri (-6.9 ila 6.0 °C)
de ishalin ortaya ¢cikmasinda etkili olabilir. Kig aylarin-
da daha dUstik sicaklik ve daha yliksek nem, enfeksi-
y6z ajanlarin duzeyini artirarak yenidogan buzagilarin
ishale yakalanma riskini artirir (Arsenopoulos ve ark.,
2017).

Neonatal ishalli buzagilarda rapor edilen Criptospori-
dium spp., oranlari diinyada %3-63 araliginda rapor
edilmistir (Khan ve Khan, 1991; De La Fuente ve
ark., 1999; Bendali ve ark., 1999; Naciri ve ark.,
1999; Langoni ve ark., 2004; Bartels ve ark., 2010;
Trotz-Williamsve ark., 2005). Benzer olarak, Turki-
ye'nin farkli bdlgelerinde yapilan c¢alismalardada
Crptosporidium spp. prevalansi %5.9-70.3 araliginda
rapor edilmistir (Burgu, 1984; Ozer ve ark., 1990;
Aydin ve ark., 2001; Mamak ve ark., 2000; Seving ve
ark., 2003; Citilve ark., 2004, Simsek ve ark., 2012).
Mevcut calismada hastaneye getirilen neonatal ishalli
buzagilarda belirlenen Cryptosporidium spp. (%34.9)
oranlarinin tlkemizde, Arslan ve ark. (2003) ve Sahal
ve ark. (2005) tarafindan rapor edilen oranlar
(sirasiyla, %32.9, %35.8) ile benzer oldugu gorilda.
Diger calismalara kiyasla, bu ¢calismadaki dusuk ya-
da yuksek degerler, yonetimsel, cevresel ve bireysel
risk faktorlerindeki (6rneklem sayisi, ciftlik tipi, yone-
tim uygulamalari, bélgesel farkliliklar, hava sicakligi,
yagmur miktari) farklihklarla agiklanabilir.

Bulgularimizla uyumlu olarak, Sturdee ve ark. (2003)
ve Urie ve ark. (2018), sonbahar mevsiminde Cryp-
tosporidium spp. kaynakli ishal vakalarinin daha fazla
gOruldugind rapor etmislerdir. Maddox-Hyttel ve ark.
(2006) ve Hamnes ve ark. (2006) ise kis mevsiminde
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Cryptosporidium spp. yayginhidinin daha fazla gérul-
digunu rapor etmigleridir. Buna karsin, Mohammed
ve ark. (1999) ve Delafosse ve ark. (2015), Cryptos-
poridium’un goérilme oranlari agisindan mevsimler
arasinda bir fark olmadigi ifade etmislerdir. Her bir
enteropatojenin prevalansi ve hastalik insidansi gift-
liklerin cografi konumuna, ciftliklerdeki yonetim uygu-
lamalarina ve suri buylkligine gore degiskenlik
gOsterebilir (Altug ve ark., 2013; Cho ve Yoon, 2014;
Berber ve ark., 2021).

Mevcut ¢calismada, daha 6nceki ¢alismalar ile uyumliu
olarak, Cryptosporidium spp. en g¢ok 8-14 glnlik
(33.9%) ishalli buzagilarda goérilda (Trotz-Williams ve
ark., 2007; Delgado-Gonzalez ve ark., 2019). Anala-
rin parturient dénemde, preparturient ve postpartu-
rient doneme kiyasla, bagisiklik sistemindeki baski-
lanma nedeniyle etrafa fazla miktarda Cryptospori-
dium ookisti sagtiklar bilinmektedir (Faubert ve Lit-
vinsky, 2000). Calismaya dahil edilen buzagilarin
getirildikleri ciftliklerde [godunlukla geleneksel giftlik
(%85)] dogumlar ¢gogunlukla ahir igerisinde diger hay-
vanlarla ayni ortamda olmaktadir. Yeni dogan buza-
gilarin analari ve/veya diger buzagilar tarafindan
etrafa sagilan Cryptosporidium spp. ookistleri ile kir-
lenmig ortamda, yasamlarinin ilk ginlerinden itibaren
barindinimasi ve bu dénemde alinan ookistlerin 8-10
glnlik inkiibasyon ddénemini takiben 7-14 gunlik
yasta enfeksiyon olusturmaya baglamasi, bu glnler-
deki Cryptosporidium spp. ishallerindeki yliksek oran-
lari agiklayabilir.

Bu calismada ishalli buzagilarda belirlenen BRV
oranlarinin (%30.3), dinyada %9.6-79.9 ve Ulkemiz-
de %8.5-47.0 rapor edilen araliklarda oldugdu belirlen-
di (Alkan ve ark., 1992; Alkan, 1998; Bendali ve ark.,
1999; Naciri ve ark., 1999, Erdogan ve ark., 2003;
Langoni ve ark., 2004; Gilyaz ve ark., 2005; Cabalar
ve ark. 2007; Duman ve Aycan 2010; Bartels ve ark.,
2010; lzzo ve ark., 2011). Mevcut calismada elde
edilen bu oran, 2016-2019 yillari arasinda Kayseri ve
civar illerinden hayvan hastanesine getirilen neonatal
ishalli buzagilarda etiyolojik ve predispoze faktérlerin
arastinldigi ¢alismanin (BRV, %31.9) sonuglariyla
uyumlu bulundu (Hastane Otomasyon Sistemi, ERU-
VetO; V.15042019/2015, Kayseri, Tirkiye). Berber ve
ark. (2021) ise 2016-2017 yillari arasinda yine ayni
bélgelerden getirilen neonatal ishalli buzagilarda yap-
tiklar bir calismada BRV prevalansini %56.4 olarak
rapor etmiglerdir. Bu farkhlik ¢alismaya dahil edilen
buzagi sayisi ve teshis metodundan kaynaklanabilir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testi lateral flow
imminokromatografik (LFI) tani kitlerine gére daha
hassas bir teshis yontemidir (Klein ve ark., 2008).

Mevcut ¢alismada hastaneye getirilen neonatal ishalli
buzag@ilarda belirlenen ETEC K99'(%15.4) oranlari-
nin, Ulkemizde rapor edilen oranlardan (%18.2-32.1)
disik oldugu gorildi (Emre ve ark., 1998, Aydin ve
ark., 2000, Caner Kilig ve Coskun, 2019). De LaFu-
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ente ve ark. (1999), Bendali ve ark. (1999), Naciri ve
ark. (1999), Gunes ve ark. (2004), Bartels ve ark.
(2010), Izzo ve ark. (2011) tarafindan rapor edilen
degerlerden (%1.4-17.4) ise yiksek oldugu gorildu.
Yeni dogan buzagilar, ézellikle sanitasyonun marjinal
oldugu durumlarda, gevreden E. coli'ye maruz kalirlar
(Gunes ve ark., 2004; Foster ve Smith, 2009). Litera-
tur bilgisiyle uyumlu olarak, mevcut calismada 1-7
gunlik neonatal ishalli buzagilarda en ¢ok ETEC
K99" (%33.6) kaynakh ishal vakalar gorildi
(Blanchard, 2012; Berber ve ark., 2021).

Mevcut calismada, rapor edilen Giardia spp. (%0.6,
1/175) oranlarinin tlkemizde %4.1-16.8 ve dunyanin
farkli yerlerinde yapilan calismalarda [isvicre (%
26.6), ABD (%40), Bati Avustralya (%58), Bati Kana-
da (%57)] rapor edilen degerlerden dusik oldugu
belirlendi (Taminelli ve ark., 1989; O’Handley ve ark.,
1999; Trout ve ark., 2004; Degerli ve ark., 2005; Goz
ve ark., 2006; Kaya ve Coskun, 2018). Ulkelere, bdl-
gelere, iklimlere, hatta ¢alismanin yapildigi ciftlikler-
de, yonetim ve hijyen tedbirlerinin uygulanma duru-
muna gOre enteropatojenlerin yayginhgi degisebil-
mektedir. Bu sebeple, bu bdlgede neonatal buzagi
ishallerinin etiyolojisinde, Giardia spp.’den daha ziya-
de BRV, BCoV, E. coli K99* ve Cryptosporidium spp.
gibi enteropatojenlerin 6n planda degerlendiriimesi
hastalidin teshisi ve tedavi stratejilerinin belirlenmesi
acisindan veteriner hekimler icin daha faydali olabilir.

Sonug olarak, bu galismadaki bulgular, neonatal bu-
zagi ishallerinin etiyolojisinde BCoV, BRV, ETEC
K99" ve Cryptosporidium spp. rol oynadigini gdster-
mektedir. 2019-2021 yillari arasinda, Kayseri ve civar
illerinden hastanemize getirilen neonatal ishalli buza-
gilarda, BCoV ve Cryptosporidium spp. goérilme
oranlarinin diger enteropatojenlere daha fazla oldugu
belirlendi. Bu ¢alismadan elde edilen bulgularin buza-
g1 ishallerine 6nlenmesine kargi gerekli proflaktik ve
ybnetimsel énlemlerin alinmasinda faydali olabilecegi
kanaatine varildi.
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Abstract: This study aimed to investigate the effects of food restriction on oxidative status at the molecular levels of
the testis in rats. A total of 16 male Wistar rats were allocated to two groups (n=8) and fed for four weeks. The first
group was control (Cont) and consumed food and water ad libitum. The second one, food-restricted group (FR) was
presented half of the regular consumption. But the water was presented ad libitum. The feeding period was maintained
for four weeks. At the end of the feeding period, rats were euthanized by cardiac blood sampling under anesthesia.
Malondialdehyde (MDA) levels in testis tissue were determined and calculated as nmol/mg protein. In addition, Prosta-
glandin-Endoperoxide Synthase 2 (PTGS2) and Nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (NRF2) genes expression
levels were determined in testis tissue. While MDA and gene expression levels were found similar in groups, a positive
correlation was found between PTGS2 and NRF2 genes (r=0.629; P<0.05). The molecular regulation of oxidative sta-
tus was found strongly related with PTGS2 and NRF2 genes molecular activity in testis of rats. The obtained results
were shown that the feeding period and restriction rate factors were mainly responsible for the oxidative status of testis
tissue.

Keywords: Food restriction, NRF2, oxidative stress, PTGS2, testis

Yem Kisitlamasinin Rat Testisinde PTGS2 ve NRF2 Genlerinin Ekspresyon Seviyelerine Etkileri

Oz: Bu galismanin amaci, yem kisitlamasinin rat testisinde oksidatif duruma etkilerinin molekiiler seviyede belirlenme-
sidir. Toplam 16 erkek Wistar rat iki gruba ayrilmistir (n=8) ve dort hafta boyunca beslenmistir. Birinci grup olan Kontrol
(Cont) grubuna yem ve su ad libitum olarak verilmistir. Ikinci grup olan, yem kisitlamasi (FR) grubuna Cont grubunun
yarisi kadar yem sunulurken su ad libitum olarak sunulmustur. Beslenme periyodunun sonunda ratlar anestezi altinda
kardiyak kan alinarak 6tenazi edilmistir. Testis dokusunda Malondialdehit (MDA) seviyeleri belirlenmis ve nmol/mg
protein olarak hesaplanmistir. Ayrica testis dokusunda Prostaglandin-Endoperoxide Synthase 2 (PTGS2) ve Nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2) genlerinin ekspresyon seviyeleri tespit edilmistir. Gruplarda MDA ve gen
ekspresyon seviyeleri benzer bulunurken, PTGS2 ve NRF2 genleri arasinda pozitif korelasyon bulunmustur (r=0.629;
P<0.05). Rat testisinde oksidatif durumun molekiler regilasyonu, PTGS2 ve NRF2 genlerinin molekiler aktivitesi ile
glgclu bir sekilde iligkili bulunmustur. Elde edilen sonuglar, testis dokusunun oksidatif durumundan esas olarak beslen-
me suresi ve kisittama orani faktérlerinin sorumlu oldugunu géstermigtir.

Anahtar kelimeler: NRF2, Oksidatif stres, PTGS2, testis, yem kisitlamasi

is considered the gold standard in treating metabolic
disorders (Moszak et al., 2020). Moreover, food or
calorie restrictions are frequently preferred to bring

Introduction

Numerous factors are responsible for the sustainable

health of organisms. Nutrition is one of the major
elements that regulate the complex reproductive ac-
tivity in mammals (Ajuogu et al., 2020). Male repro-
ductive physiology is strongly associated with diet-
related disorders such as obesity. Regulation of diet
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obesity-related disorders under control (Filaire et al.,
2009).

Most cellular components such as lipids and proteins
are vulnerable to oxidative modifications. A disturbed
oxidative balance between reactive oxygen species
(ROS) causes oxidative stress in the organism. It has
been shown in several studies that FR has positive
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effects of diminishing the ROS in many tissues and
organs (Filaire et al., 2009; Ichikawa et al., 2000; Kim
et al., 1996).

As with all systems in the organism, the antioxidant
mechanism is of tremendous importance in the repro-
ductive system. In the past 20 years, researchers
have focused on the molecular regulation of the bio-
logical processes in tissues and organs (Alberts et
al., 2002). In addition, gene expression studies attract
attention in any area of biology. On the other hand, a
limited molecular study-related oxidative stress has
been found about the effect of FR on testis tissue (Li
et al., 2021; Mladenovic Djordjevic et al., 2021).

Oxidative balance is under the control of many genes
of the oxidative pathway. PTGS2 (Prostaglandin G/H
Synthase 2) and NRF2 (Nuclear Factor, Erythroid 2
Like 2) are responsible for constituting oxidative equi-
librium (Ozkan and Kutlu, 2020). PTGS?2 is triggered
mainly by the activation of the inflammatory pathway
and leads to ROS production (Onodera et al., 2015).
NRF2, other vigorous responsive gene, has essential
roles in response as an antioxidant regulator. MDA, a
crucial indicator of lipid peroxidation, is a significant
parameter that shows the oxidative status (Yang et
al., 2014).

The use of laboratory animals, typically rats, as a
model is substantial and advantageous in under-
standing molecular and biological processes of nutri-
tion-related physiology. Although many studies have
been reached about the effects of FR on metabolic
organs in the literature, limited study at the molecular
level has been found about the oxidative status of
testis tissue. Restriction in the diet by 50% reduces
the amount of calories available and provides mini-
mum micronutrient requirements in adult rats without
causing malnutrition (Smyers et al., 2015). This study
aimed to investigate the oxidative effects of food re-
striction for four weeks to testis tissue at the molecu-
lar levels. For this aim, in addition to MDA levels,
PTGS2 and NRF2 genes expression levels were
determined. Relationships between these parameters
in testis were also analyzed.

Materials and Methods
Animals and dietary experiments

The study was ethically approved by the Animal Ex-
periments Local Ethics Committee of Hatay Mustafa
Kemal University (Decision no: 2021/04-02). In the
study, 16 male Wistar albino rats were divided into
two groups and fed with two different diets for four
weeks. The rats weighed 200-250 g and were eight
weeks old. Animals were housed individually in trans-
parent polycarbonate cages throughout the feeding
period. In addition, a standard light procedure was
applied (12 hours daylight/12 hours dark). Before the
feeding period, the daily food consumption of the rats
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during the one-week acclimatization period was rec-
orded and the average daily consumed amount of
food was calculated (30.04+2.2 g/rat/day). While the
first group was control (Cont) and consumed com-
mercial food (Bil-Yem Ankara) and water ad libitum,
the second was food-restricted group (FR). The Cont
group was provided approximately 7 g/day of crude
protein and 80 kcal/day. The FR group was provided
with about half of the food daily recorded consump-
tion of rats in Cont group, and water was presented
as ad libitum (Gardner et al., 2010; Smyers et al.,
2015). These amounts meet the daily energy and
protein requirements recommended by the NRC for
rats (NRC, 1995). The ingredients of standard food
are presented in Table 1.

At the end of the feeding period, the rats were ap-
plied overnight fasting and euthanized by cardiac
blood sampling under anesthesia (80 mg/kg Keta-
mine and 12 mg/kg Xylazine, IP). Following the eu-
thanasia, the right testis tissues were quickly collect-
ed and snap-frozen in liquid nitrogen. Frozen sam-
ples were stored at -86 °C until the execution of the
molecular experiments and MDA analysis.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA isolation was performed on samples ac-
cording to instructions of the producer of Trizol Rea-
gent (Thermo Fisher Scientific, Cat No: 15596026,
USA). Approximately 50 mg tissue was homogenized
in 1 mL Trizol Reagent. Following the isolation, pel-
lets of RNA were dried for 10 min at room tempera-
ture and dissolved with nuclease-free water (NFW)
by pipetting. While purity and concentration of sam-
ples were checked with a nucleic acid spectropho-
tometer (Merinton, SMA-1000 UV Spectrophotome-
ter, China), RNA integrity was evaluated by checking
28S and 18S rRNA units on 1% agarose gel stained
by Red Safe (intone Biotechnology, Cat No: 21141,
Korea).

Following the RNA isolation, possible genomic DNA
contamination in samples was eliminated with DNase
treatment (DNase |, RNase free, Thermo Fisher Sci-
entific, Cat no: EN0525, USA). Then, cDNA synthesis
was applied to samples with a commercial reverse
transcription kit (High-Capacity coda Reverse Tran-
scription Kit, Thermo Fisher Scientific, Cat No:
4368814, USA), and one ug total RNA was used.
Protocol in thermal cycler (Bio-Rad T100, USA) was
as follows: Following the 60 min at 42 °C, samples
were kept at 25°C for 5 min and 70 °C for 5 min, re-
spectively. After the reaction, all samples were com-
pleted to 200 pL with NFW and stored at — 20 °C until
gene expression analyzes.

RT-qPCR application

PTGS2 and NRF2 genes expression levels were
determined by RT-qPCR (Rotor-Gene Q, Qiagen,
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Table 1. Ingredients and nutrient composition of food

Hiseyin OZKAN

Ingredient (%)

Corn maize 29.00
Full-fat soybean 28.00
Sunflower seed meal 7.00
Wheat middling 13.00
Alfalfa meal 14.00
Meat bone meal 4.00
Molasses 1.75
Limestone 2.00
Dicalcium phosphate 0.50
NaCl 0.50
Vitamin-mineral premixes 0.25
Nutrient composition (calculated)
Metabolic Energy (kcal/kg) 2600.00
Dry Matter (%) 88.40
Crude Protein (%) 22.50
Crude Cellulose (%) 8.10
Fat (%) 3.15
Carbohydrate (%) 54.72
Insoluble ash in HCI (%) 1.05
Ca (%) 1.30
P (%) 0.80

Germany) using SYBR Green Dye containing kit
(Power SYBR® Green PCR Master, Thermo Fisher
Scientific, Cat no: 4367659, USA). RT-qPCR protocol
was as follows: Following the 10 min at 95 °C, 95 °C
for 10 sec, 60 °C for 60 sec, and 40 cycles. Samples
were studied as duplicates and primers of genes
used for amplification were presented in Table 2.
GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogen-
ase) was used as a housekeeping gene for fold
change calculations.

Determination of MDA levels

MDA analysis was applied using about 5 g of testis
tissues. Samples were diluted ten times with Phos-
phate-buffered Saline (PBS) and homogenized under
cold and sterile conditions. After that, samples were
centrifuged at +4 °C for 10 min at 3000 xg. The su-
pernatants were transferred to new sterile 1.5 mL
volume tubes and levels of MDA were determined
spectrophotometrically at 532 nm wavelength accord-
ing to the reported method of Wasowicz et al. (1993).
In addition, total protein levels of supernatants were
evaluated according to the Lowry method, and the
levels of MDA were calculated as nmol/mg protein
(Lowry 1951). MDA and protein levels were meas-
ured by spectrophotometer (Evolution 160 UV-VIS
v8.01 Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific,
USA)

Statistical analysis

Stata 12/MP4 (License No: 50120500264) was used
to analyze the data. Before performing the statistical

analysis, data were examined for normality with
Shapiro-Wilk test. In addition, homogeneity of vari-
ances was examined with Levene test as parametric
test assumptions. Independent sample t test was
used to evaluate the differences between groups for
MDA. In addition, the 2! method was used to cal-
culate expression levels of target genes. The correla-
tion between studied parameters was determined by
Spearman’s Rho, and P<0.05 was considered as
significant in all analyzes.

Results

The concentration and purity (A260/A280 ratio) of
RNA samples were 156.16+40.32 ng/uL and
1.89+0.01, respectively. In addition, expression levels
of PTGS2 and NRF2 genes were similar between
Cont and FR groups. In addition, there were no sig-
nificant differences between the groups in terms of
MDA levels of about two nmol/mg protein in both
groups (Figure 1).

According to correlation analysis, PTGS2 and NRF2
gene expression levels were significantly correlated
(r=0.629; P<0.05). On the other hand, there were no
significant relationships between MDA and PTGS2
and NRF2 (Table 3).

Discussion and Conclusion

In addition to genetic background, environmental
factors significantly affect maintaining healthy life.
Nutrition and dietary ingredients are some of the sig-
nificant environmental factors for the physiological
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Table 2. Forward and reverse primer sequences of genes

Erciyes Univ Vet Fak Derg 2022; 19(2): 123-128

Genes Forward and Reverse Sequences Product L. References
F: 5-~AGTGCCAGCCTCGTCTCATA-3'
GAPDH R: 5-TCCCGTTGATGACCAGCTTC-3' 241 Guvenc et al., 2019
F: 5-TGTATGCTACCATCTGGCTTCGG-3'
pTGs2 R: 5-GTTTGGAACAGTCGCTCGTCATC-3" 94 Guvenc etal., 2019
NRE2 F: 5-TTGTAGATGACCATGAGTCGC-3 141 Guvenc et al., 2019

R: 5-TGTCCTGCTGTATGCTGCTT-3'

Product L: Product Length

processes of the organism (Ozkan and Yakan, 2019).
Dietary regulation is frequently used to prevent meta-
bolic diseases such as obesity and its complications
and in the treatment processes of these diseases.
Also, nutrition is often taken under control in delaying
aging processes. Moreover, FR is one of the most
common practices for these purposes (Hamden et
al., 2008; Mladenovic Djordjevic et al., 2021).

It has been reported that FR significantly affects the
immune response and the activities of antioxidant
parameters in the organism (Mortazavi et al., 2014).
In addition, long-term food and calorie restriction
have positive effects on oxidative damages in various
tissues and organs (Bruss et al., 2010; Filaire et al.,
2009). On the other hand, the positive effects of food
restriction are strongly related to some parameters
such as degree of restriction and time. A study has
reported that only a two-week calorie restriction led to
a decrease in hydrogen peroxide levels in skeletal
muscle (Harper et al., 2004).

Responses of the tissues are different from FR. The
effects of food restriction on the liver and other meta-
bolic organs have mainly been studied (Filarie et al.,
2009; Hamden et al., 2008). On the other hand, there
is limited information about the oxidative status of
testis in food-restricted conditions at the molecular
level. In this study, the feeding period has been main-
tained for four weeks, and at the end of the period,
the gene expression levels of PTGS2 and NRF2 in
groups have been found similar. PTGS2 has been
reported to increase with increased oxidative stress
in the aging process in testis tissue (Wang et al.,
2005). On the other hand, it has been reported in
another study that PTGS2showed similar expression
patterns by food restriction for nine weeks in rat testis
at different environmental temperature conditions
(Bozkaya et al., 2017). The possible reason for simi-
lar PTGS2 expression levels has been thought to be
the time and restriction ratio of our study.

NRF2 is a crucial transcription factor in response to
oxidative stress for maintaining homeostasis (Yang et
al., 2018). This transcription factor triggers many
genes expression levels, such as HO-1 and NQO1
(Ross and Siegel, 2017). In addition to function on
oxidative status, it has a virtual role on cellular path-
ways such as autophagy, apoptosis, and cell prolifer-
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Figure 1. Gene expression results and MDA levels in
groups.

ation (Ozkan and Kutlu, 2020). Therefore, the deter-
mination of NRF2 activity is essential to investigate
the effects of calorie restriction on testis tissue. While
there have similar expression patterns in terms of
NRF2 determined between the groups, a remarkable
and positive correlation has been determined be-
tween PTGS2 and NRF2 gene expression levels in
testis tissue. The specific correlation results have
shown that the antioxidant mechanism of testis tissue
is provided by effective co-regulation of these genes.

The oxidative damage in testis tissue is crucial for
maintaining normal physiology. The MDA levels have
shown that consuming different diets for four weeks
has no increasing oxidative effects on the testis. As is
well known, MDA levels are measured to determine
lipid peroxidation levels in various tissues and biologi-
cal fluids (Ozkan and Kutlu, 2020). In a study, MDA
levels in plasma were reported to decrease in 8 days
food-restricted rats (Filaire et al., 2009). On the other
hand, it was reported that there were no significant
change in terms of MDA levels in skeletal muscle and
liver. In a study conducted on Sprague-Dawley rats,
similar MDA levels in testis have been reported after
20% food restriction for two weeks (Jayroe et al.,
2012). The possible reasons for these results are the
feeding period and restriction rate.

MDA levels may increase in response to PTGS2 ac-
tivity, which is involved in pathways such as the in-
flammation pathway for possible oxidative stress
(Gzkan and Kutlu, 2020). NRF2 is the significant reg-
ulator for response to oxidative stress. In conclusion,
it has been understood that the relationship between
PTGS2 and NRF2 is essential in maintaining the oxi-
dative balance in the testis tissue. Although it has
been reported that food restriction suppresses oxida-
tive stress that may occur in various tissues and or-
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Table 3. Correlations between studied parameters

Hiseyin OZKAN

Parameters PTGS2 NRF2 MDA
PTGS2 - 0.629 0.070
NRF2 - 0.380
MDA - -

*: P<0.05

gans, more studies are needed to investigate the
effects of diets with different calorie content on testis.
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Abstract: Oral neoplasms and non-neoplastic lesions are commonly encountered pathologies in dogs. The histopatho-
logical examination of these lesions is required to make a diagnosis and lead the practitioners to appropriate treatment.
This study aims to retrospectively document pathological lesions commonly observed in the oral cavity of dogs. In this
context, 167 oral pathology cases were investigated in dogs of different breeds, genders, and age groups in the years
between 2010 and 2020. Oral pathologies were classified as neoplastic (benign and malignant neoplasms) and non-
neoplastic lesions according to the histopathological features diagnosed by the hematoxylin and eosin staining method.
The results showed that malign (46.10%; 77/167) and benign neoplasms (40.11%; 67/167) were predominant, but non-
neoplastic lesions (13.77%; 23/167) were restricted. The most common malignant neoplasm was malignant melanoma
(50.64%; 39/77), while odontogenic neoplasms were determined as the most common benign neoplasms (74.62%;
50/67). When the affected patient profiles were evaluated, the results showed that males were more prone to oral pa-
thologies (M/F: 62.87%/35.32%; 105/59), mostly affected life stage was senior (79.48%; 31/39), and large pure breed
dogs were the most commonly encountered dog breeds (49.10%; 82/167), followed by mixed breeds (19.76%; 33/167).
These findings showed statistically significant differences by the chi-square test. In addition, the most common affected
area in the oral cavity was found to be the gingiva (30.76%; 12/39). As a result, this study contributes to the knowledge
about the most common oral pathologies in terms of gender, age, breed, and affected area.

Keywords: Canine, non-neoplastic lesions, oral neoplasms, prevalence

Kopeklerde Oral Kavitedeki Patolojik Lezyonlarinin Retrospektif Degerlendirilmesi

Oz: Kdépeklerde oral neoplaziler ve neoplastik olmayan lezyonlar siklikla karsilagilan patolojilerdir. Bu lezyonlarin histo-
patolojik incelemesi tani koymak ve klinisyen hekimleri uygun tedaviye yonlendirmek igin gereklidir. Bu calismada,
kopeklerin adiz boslugunda yaygin olarak gozlenen patolojik lezyonlari retrospektif olarak belgelemek amaglandi. Bu
kapsamda 2010-2020 yillari arasinda farkli irk, cinsiyet ve yas gruplarindaki kopeklerde 167 oral patoloji vakasi ince-
lendi. Oral patolojiler hematoksilen ve eozin boyama yontemi ile teshis edilen histopatolojik 6zelliklere gére neoplastik
(benign ve malign neoplazmalar) ve neoplastik olmayan lezyonlar olarak siniflandirildi. Bulgularda malign (%46.10;
77/167) ve iyi huylu neoplazmlarin (%40.11; 67/167) baskin oldugu, ancak neoplastik olmayan lezyonlarin (%13.77;
23/167) kisith oldudu tespit edildi. En sik gérilen malign neoplazm, malign melanom (%50.64; 39/77) iken, odontojenik
neoplazmlar en sik gorulen benign neoplazmlar olarak belirlendi (%74.62; 50/67). Etkilenen hasta profilleri degerlendi-
rildiginde, erkeklerin oral patolojilere daha yatkin oldugunu (E/D: %62.87/%35.32; 105/59), en cok etkilenen yagsam
evresinin ileri yas (%79.48; 31/39) oldugu ve blyuk safkan kdpeklerin en sik rastlanan képek irklari (%49.10; 82/167)
oldug@u, bunu karma irklarin (%19.76; 33/167) izledigi tespit edildi. Bu bulgular ki-kare testi ile istatistiksel olarak anlamli
farkhiliklar gosterdi. Ayrica oral kavitede en sik etkilenen bolgenin diseti oldugu (%30.76; 12/39) bulundu. Sonug olarak,
bu caligma cinsiyet, yas, cins ve etkilenen bolge agisindan en sik gorllen oral patolojiler hakkinda literatlr bilgisine
katki saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Képek, neoplastik olmayan lezyonlar, oral neoplazmalar, prevelans

Introduction and cutaneous immune-mediated disorders, reactive
) o ) lesions, or neoplasms (Lommer, 2013). Oral neo-

Oral lesions are very common pathologies in dogs in plasms in dogs constitute 5% of all canine neoplasms
routine clinical examinations. These lesions may oc- (Munday et al., 2017). Among them, malignant mela-
cur depending on the dental diseases, infectious con- noma (MM) has been described as the most common
ditions, idiopathic inflammatory responses, mucosal oral malignancy (Bonfanti et al., 2015; Wingo, 2018;
Mikiewiczet al., 2019). In benign neoplasms, odonto-
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Canine oral pathologies...

ripheral odontogenic fiboroma (POF) (Wingo, 2018;
Mikiewiczet al., 2019) or acanthomatous ameloblas-
toma (AA) (Bonfanti et al., 2015).

Regardless of the exact nature of the lesion, the clini-
cal findings and macroscopic appearances of oral
pathologies may be similar (Verhaert, 2010; Mikie-
wicz et al., 2019).The clinical signs are generally
seen as halitosis, tooth mobility, exfoliation of teeth,
bleeding, increase in salivation, and nasal discharge
when maxilla is affected (Verhaert, 2010). Niemiec
(2008) has stated that approximately 1% of lesions
that appear benign on clinical examination may actu-
ally be neoplastic, whereas lesions that appear neo-
plastic may be benign. Therefore, histopathological
examination is necessary for differential diagnosis of
similar macroscopic entities and for definitive diagno-
sis of non-neoplastic lesions and neoplastic diseases
(Verhaert, 2010).

The aim of this retrospective study is to provide refer-
ence for literature about the incidence of oral patholo-
gies in Istanbul between the years of 2010 and 2020.
For this purpose, histopathological and statistical
analyses were used in dogs to evaluate different pa-
thologies in different breeds, ages, sexes, and affect-
ed areas.

Materials and Methods
Sampling

A total of 167 oral biopsies were documented from
the databases between the years of 2010 and 2020
from the Pathology Department of Veterinary Faculty.
Since the study is retrospective, there is no need for
an ethics committee approval. The samples were
mostly obtained from small animal clinics of the facul-
ty (143/167), and some private veterinary clinics
(24/167). The biopsies were evaluated depending on
genders, the life stages, breeds of the patients and
the area of the lesions. The genders were catego-
rized as male and female, no information about neu-
tering was available. The life stages of the animals
were subdivided as a puppy (0-6 m old), junior (7-12
m old), adult (13m-4 y old), mature (5-7 y old), senior
(8-15 y old) and geriatric (>15 y old) (Creevyet al.,
2019). For statistical evaluations, dog breeds were
classified as mixed breeds (no data was given about
kg for mixed breeds) and pure breeds; large (20-40
kg, including Great Dane), medium (10-20 kg), small
(<10 kg).

Histopathological investigation

The histopathological examinations were carried out
on the hematoxylin and eosin (H&E) stained tissue
sections by three different pathologists regarding the
histopathological properties of each oral pathology,
as described previously (Head et al., 2003; Uzal et
al., 2016; Munday et al., 2017).
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Statistical analysis

A total of 167 oral biopsies were used in the study.
However, 11 out of 167 cases had missing data and
therefore statistical analysis was performed only in
the remaining 156 out of 167 cases. The frequencies
and percentage values of total lesions are given in
Tables. SPSS Statistics version 21.0 (IBM, New
York, USA) was used for statistical analyses of the
study and the frequencies of the dogs’ oral patholo-
gies were compared in terms of the pathological le-
sion, gender, age, and breed using the Fisher's exact
chi-square test (P<0.001). Significance level of the
statistical analysis was accepted as P<0.05.

Results

The cases revealed total numbers of 77/167 (46.1%)
malignant, 67/167 (40.1%) benign neoplasms and
23/167 (13.8%) non-neoplastic lesions, and these
results showed statistically significant differences
(P<0.001; Table 1). There were 105 (62.9%) males
and 59 (35.3%) females. There was no available in-
formation on the genders for three patients (1.8%).
Also, the most common life stage was senior (56.9%;
95/167). A total of 34 different dog breeds were ob-
served in this study. Large pure breed dogs were the
most commonly encountered dog breeds (49.1%;
82/167), followed by mixed breeds (19.8%; 33/167).
Affected patient profiles showed significant differ-
ences for each gender, age scale, and breed group
(P<0.001, Table 1).

Malignant melanoma (Figure 1, Figure 2a) was deter-
mined as the most common malignancy (50.6%;
39/77) among all malignant neoplasms encountered
in the study. A slightly higher prevalence was ob-
served in Golden Retriever (23.1%; 9/39), as a large
pure breed, compared to other breeds. Male dogs
(64.1%; 25/39) were found more than females
(33.3%; 13/39), and no gender information was avail-
able for one patient (2.6%; 1/39). Even though, the
gender information was not available, the data of that
dog was not excluded from the study. The affected
mean age was determined to be 10.7, and senior

Figure 1. Malignant melanoma, buccal mucosa,
Golden retriever, 15 y, male. A variably pigmented,
irregular mass with soft consistency arising from the
buccal mucosa is visible (red arrow).
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Table 1. Frequency of canine oral pathologies according to the type of lesion, breed group, gender, and life

stages in 156/167 patients

Factor Number of cases % P value
Type of lesion <0.001
Malign Neoplasm 73 46.8°

Benign Neoplasm 61 39.1°

N_on-neoplastlc le- 22 14.1°

sions

Breed group <0.001
Small 17 10.9¢

Medium 29 18.6°°

Large 77 49.4°

Mixed 33 21.2°

Gender <0.001
Male 102 65.4°

Female 54 34.6°

Life stages <0.001
Puppy 2 1.3°

Junior 5 3.2¢

Adult 18 11.5°

Mature 35 22.4°

Senior 93 59.6°

Geriatric 3 1.9¢

ab< \/alues within a row with different superscripts differ significantly at P<0.001.

7

¢ 7 DT
Figure 2a. Malignant melanoma, gingiva, Cocker
Spaniel, 17 y, male. Numerous neoplastic cells con-
taining high amount of melanin pigments (Bar:100
um).2b. Oral squamous cell carcinoma, gingiva,
mixed breed, 6 y, female. Islands of neoplastic squa-
mous cells with inflammatory reaction, arrow shows a
small area of keratinization (Bar: 50 pm).

dogs showed a predominantly higher prevalence for
the affected life stage (79.5%; 31/39). The most fre-
quently affected site in the oral cavity was detected
as the gingiva (30.8%; 12/39) (Table 2).

The second most common malignant neoplasm was
oral squamous cell carcinoma (OSCC) (Figure 2b)
(13%; 10/77) with the higher incidence in the senior
life stage (60%; 6/10). No predisposed breed was
determined for this malignancy. Genders were found
equally affected (males and females: 50%; 5/10).
Other malignancies were mast cell tumors (2.6%;
2/77), malignant lymphoma (2.6%; 2/77), and malig-
nant mesenchymal neoplasms, which were com-
posed of undifferentiated sarcoma (9.1%; 7/77), oste-
osarcoma (7.8%; 6/77), and fibrosarcoma (7.8%;
6/77). The remaining single cases were undifferenti-

ated round cell tumor (1.3; 1/77), undifferentiated
carcinoma (1.3%; 1/77), malignant fibrous histiocyto-
ma (1.3%; 1/77), transmissible venereal tumor (1.3%;
1/77), and hemangiosarcoma (1.3%; 1/77). Detailed
data regarding the number of cases, patient profiles
and commonly affected areas for malignant neo-
plasms are described in Table 2.

Benign neoplasms were predominantly composed of
the odontogenic tumors (74.6%; 50/67) consistent
with POF in the first line (46.3%; 31/67) (Figure 3,
Figure 4a) and AA (26.9%; 18/67) (Figure 4b) in the
second line. The most common breeds affected by
odontogenic tumors were Golden retrievers and
mixed breeds (both: 22%; 11/50). POF was observed
more frequently in male patients (71%; 22/31) than
females (25.8%; 8/31), and no gender information
was available for one patient (3.2%; 1/31). Female
patients were observed slightly more than males in
AA (male: 44.4%; 8/18 / female: 55.5%; 10/18). The
most affected life stage in POF was the mature stage
(48.4%; 15/31), and in AA was the senior stage
(61.1%; 11/18) (Table 3).

Oral papilloma was found to be the third most com-
mon benign tumor (17.9%; 12/67) following POF and
AA, respectively. No breed predisposition for oral
papilloma was observed. Male dogs (75%; 9/12) ap-
peared slightly more than females (25%; 3/12). The
most affected life stage was the adult stage (33.3%;
4/12). Other benign neoplasms were extramedullary
plasmacytoma (6%; 4/67), fibroma (1.5%; 1/67), and
cementoma (1.5%; 1/67), as another type of odonto-
genic tumor. Detailed data regarding the number of
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Table 2. Detailed information for malignant neoplasms seen in oral cavity

Malign o MA
Neoplasms  NC(%)  CALS o) PB CAL 7 Q UG
39 . Golden A
MM (23.4%) Senior 10.7 Retriever Gingiva 25 14 -
oscc 10 (6%) Senior 7.7 NA Non-tonsillar 5 5 -
areas
us 7(41%) Senior 842  Rottweiler ~andible 2 5 -
and palate
os 6 (3.6%  Senior 9.16 NA Maxilla 4 2 -
FS 6 (3.6%) NA 10 NA Oral mucosa 3 3 -
MCT 2 (1.2%) NA 11.5 NA Lip mucosa 1 1 -
ML 2(1.2%)  Senior 9 NA NA 1 - 1
0 ; Mixed - )
URCT 1(0.6%)  Senior 12 breed Gingiva 1
o . Belgian ) )
uc 1(0.6%)  Senior 13 Shepherd Pharynx 1
Golden .
0, - -
MFH 1(0.6%) Adult 3 Retriever Mandible 1
. Golden -
o, - -
TVT 1(0.6%) Junior 1 Retriever Gingiva 1
Labrador _—
0, - -
HES 1(0.6%) NA NA Retriever Gingiva 1

NC: Number of cases; %: The percentage value of total lesions; CALS: Commonly affected life stage; MA: Mean age; PB:

Predominant breed; CAL: Commonly affected localization; G: Gender; MM: Malignant melanoma; OSCC: Oral squamous cell
carcinoma; US: Undifferentiated sarcoma ; OS: Osteosarcoma; FS:Fibrosarcoma; MCT: Mast cell tumor; ML: Malignant lym-
phoma,; URCT: Undifferentiated round cell tumor; UC: undifferentiated carcinoma; MFH: Malignant Fibrous Histiocytoma; TVT:

~'
Transmissible venereal tumor; HES: Hemangiosarcoma ; NA: Not applicable; ©

Figure 3. Peripheral odontogenic fibroma, gingiva,
Golden Retriever, 10 y, female. A sessile, round, pink
masshaving hard consistency with crepitation during
cutting is located at the level of the 3™ premolar tooth
in the maxilla (red arrow).

cases, patient profiles and commonly affected areas
for benign neoplasms are given in Table 3.
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: Male; : Female; UG: Unknown gender.

ok

Figure 4a. Peripheral odontogenic fibroma, gingiva, Dogo
Argentino, 7 y, female. Arrows show odontogenic epithelial
islands, and star indicatesan area of osseous metaplasia
(Bar:100 pym). 4b. Acanthomatous ameloblastoma, gingiva,
mixed breed, 3 y, male. Significant epithelial growth of the
gingival mucosa with the prominent intercellular bridges
(Bar: 100 ym).

Non-neoplastic lesions were seen in 23 patients, ex-
cept for those accompanying most neoplastic cases.
Non-neoplastic lesions included inflammatory lesions
(52.2%; 12/23), reactive lesions (52.2%; 9/23), and
single cases of leukoplakia (4.3%; 1/23), and odonto-
genic cyst (4.3%; 1/23). Detailed data regarding the
number of cases, patient profiles and commonly af-
fected areas for non-neoplastic lesions are described
in Table 4.
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Table 3. Detailed information for benign neoplasms seen in oral cavity

Benign o MA u
Tumors NC (%) CALS  vean) PB CAL g O G
POF 31 (18.6%) Mature/ 7.78 Golden Retriever Gingiva 22 8 1
Senior
AA 18 (10.8%) Senior 7.97 Mixed Breed Gingiva 8 10 -
Papilloma 12 (7.2%) Adult 5.2 NA Oral mucosa 9 3 -
EP 4 (2.4%) Senior 10.75 Cocker Spaniel NA 4 0 -
Fibroma 1(0.6%) NA NA Anatolian Shepherd  Lip mucosa - 1 -
Cemento- 1(0.6%) NA NA Dachshund Gingiva 1 - -
ma

NC: Number of cases; %: The percentage value of total lesions; CALS: Commonly affected life stage; MA: Mean
age; PB: Predominant breed; CAL: Commonly affected localization; G: Gender; POF: Peripheral odontogenic

fibroma; AA: Acanthomatous ameloblastoma; EP: Extramedullary plasmacytoma; NA: Not applicable;

@)
T Female; UG: Unknown gender.

d : Male;

Table 4. Detailed information for non-neoplastic lesions seen in oral cavity

Non-Neoplastic

L ocions NC (%) CALS  MA (Year) PB CAL o QO ue
Inflammatory le- 12 (7.2%)  Senior 8.58 Mixed Breed Gingiva 8 4 -
sions
Reactive Lesions 9 (5.4%) Mature 6.63 Terrier Gingiva 7 2 -
Leukoplakia 1 (0.6%) Adult 5.66 Kangal Tongue - 1 -
Shepherd
Odontogenic cyst 1(0.6%) Mature 6 Golden Re- Gingiva 1 - -
triever

NC: Number of cases; %: The percentage value of total lesions; CALS: Commonly affected life stage; MA:

o
Mean age; PB: Predominant breed; CAL: Commonly affected localization; G: Gender; ~o Male; ? : Fe-

male; UG: Unknown gender.

Discussion and Conclusion

This retrospective study presents statistical analysis
for the most frequently encountered oral pathologies
in the years between 2010 and 2020. The results of
the study showed that oral neoplastic lesions consti-
tuted a large part of the oral pathologies as indicated
in other studies (Vural et al., 2007; Bonfanti et al.,
2015; Wingo, 2018; Mikiewicz et al., 2019). But, non-
neoplastic lesions constituted a small percentage of
all cases. In this study, large pure breeds were the
most commonly affected breeds, which was not com-
patible with the other studies (Wingo, 2018; Mikiewicz
et al.,, 2019; Cray et al., 2020). Male patients were
determined almost twice as much compared to fe-
male ones, although no specific gender predisposi-
tion has been reported previously (Wingo, 2018;
Mikiewicz et al., 2019). The affected mean age was
found to be 8.5 years, consistent with the other stud-
ies (Svendenius and Warfvinge, 2010; Verhaert,
2010; Bonfanti et al., 2015; Wingo, 2018; Mikiewicz
et al.,, 2019; Cray et al., 2020). The most common

affected area was determined to be gingiva, which
was also compatible with the literature (Cray et al.,
2020).

Malignant neoplasms represented the largest part of
the study as described in other studies (Wingo, 2018;
Mikiewicz et al.,2019). Among them, MM was the
most common malignancy, which is considered to be
an extremely malignant neoplasm characterized by
rapid growth, local invasiveness, and high metastatic
propensity (Goldschmidt, 1985; Bergman, 2007;
Mikiewicz et al., 2019). Although MM is especially
seen in older dogs (Goldschmidt,1985; Svendenius
and Warfvinge, 2010; Bergman, 2007; Mikiewicz et
al., 2019), it can also occur in younger ones
(Mikiewicz et al., 2019). Gingiva of the caudal maxilla
has been reported as more predisposed localization
(Putnova et al., 2020). Commonly affected dog
breeds have been reported as Cocker Spaniels,
Dachshunds, Golden Retrievers, Scottish Terriers,
and Poodles (Goldschmidt, 1985; Yoshida et al.,
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1999). In the present study, Golden Retrievers were
slightly more common than the other dog breeds,
which were followed by mixed breeds. There was a
slightly greater tendency for male dogs, in contrast to
a former study (Ramos-Vara et al., 2000).

The second most common oral malignancy in this
study was OSCC, which is considered to be the most
common first (Brenden et al., 2009; Wingo, 2018) or
second (Verhaert, 2010; Munday et al., 2017; Mikie-
wicz et al., 2019) oral neoplasm in dogs. In this study,
OSCC was commonly observed in older dogs, as
previously stated (Munday et al., 2017). This malig-
nancy frequently is assessed as a tonsillar or non-
tonsillar SCC (Munday et al., 2017). The neoplasm
shows high invasiveness, but the metastatic rate var-
ies depending on the affected area. The tonsillar
SCC tends to metastasize in comparison to the non-
tonsillar SCC (Vos and Van der Gaag, 1987). In this
retrospective study, the most commonly affected area
was found as gingiva. Besides the characteristic his-
topathological properties of OSCC (Munday et al.,
2017), the neoplasia was characterized by high inva-
siveness, bone lysis, and ulceration.

The next most common malignant neoplasms were
derived from mesenchymal origin. Generally, fibro-
sarcoma is presented as the most frequent malign
mesenchymal neoplasm for the oral cavity (Vos and
Van der Gaag, 1987; Munday et al., 2017; Mikiewicz
et al., 2019). In contrast, osteosarcoma and fibrosar-
coma were found equal in number in this study, and
undifferentiated sarcoma was slightly more than
them.

Benign neoplasms constituted a prominent part of the
study. Among them, odontogenic neoplasms were
the most common benign neoplasms of the oral cavi-
ty. Both POF (Mikiewicz et al., 2019) and AA (Fiani et
al., 2011) have been described as the most common
benign neoplasms in dogs. These two neoplasms
arise from different parts of the gingiva. While AA
derives from the epithelial cell rests of Malassez, the
reduced enamel epithelium, or from the basal epithe-
lial cells of the oral mucosa (Poulet et al., 1992; Ful-
ton et al.,, 2014), POF arises from the periodontal
ligament and refers to the mesenchymal origin
(Verhaert, 2010). However, their clinical appearances
are hardly distinguished from each other, hyperplastic
lesions or other malignant neoplasms arising from the
gingiva (Munday et al., 2017). Unlike the benign na-
ture of POF, AA is locally invasive and destructive,
resulting in lysis of alveolar bone, and loss of teeth.
Therefore these features should be differentiated
from OSCC (Liptak and Withrow, 2013). The present-
ed study showed that POF was the first, and AA the
second most common benign neoplasm. Although
Boxers are overrepresented as a predisposed breed
(Vos and Van der Gaag, 1987), the mixed breed was
found to be the most affected breed in this study. The
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most commonly encountered life stage was con-
sistent with the previously reported information
(Yoshida et al., 1999; Fiani et al., 2011).

Canine oral papilloma is considered a common be-
nign neoplasm of juvenile (Lange and Favrot, 2011),
and immunosuppressed dogs (Sundberg et al,
1994). It has been stated that the exact information
about the prevalence of the disease remains un-
known since very few of the dogs receive treatment
and therefore most are not registered (Munday et al.,
2017). In this study, oral papilloma was the third most
common benign neoplasm. Unlike other studies, not
only young patients but also seniors were affected by
the disease resulting in increased mean age.

Non-neoplastic lesions were found less than neo-
plastic lesions in this study, and the reactive lesions
were found less than in other studies (Bonfanti et al.,
2015; Mikiewicz et al.,2019).

In conclusion, this retrospective study statistically
shows the prevalence of the patient profiles, and
commonly affected areas for the oral pathologies in
order to make an accurate clinical assessment, and
also indicates the importance of histopathology for
the differential diagnosis.
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Oz: Bu calismada, Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi (EUVFDYnin gesitli kriterler ydniinden bibliyometrik
analizinin yapilmasi amaglanmistir. Calismanin gerecini, 2004-2021 yillari arasinda 47 sayi icerisinde yayimlanan top-
lam 506 akademik galisma (arastirma makalesi, derleme ve olgu sunumu) olusturmustur. Dergide yayimlanan galisma-
larin yillara gére sayisi, tird, sorumlu yazarin kurumu ve calistigi birim, yayim stresi, inceleme/degerlendirme suresi,
sayfa sayis|, yazar sayisl, lisansisti tez 6zeti olma ve daha 6nce teblig edilme durumu, kullanilan arastirma materyali
(hayvan turl), anahtar kelime sayisi, kullanilan tablo/grafik sayisi, resim/sekil sayisi, kaynak sayisi ve yayin dili incele-
nerek tanimlayici istatistikler (frekans, ylzde) seklinde verilmistir. Makalelerin yayimlanma, basim ve degerlendirme
sureleri Kruskal-Wallis testi ile karsilastinimistir. Aragtirma bulgularina gére, EUVFD'nin 18 yillik yayin hayatinda top-
lam 345 atif (%68) aldigi, dergiye gelen galismalarin yaklasik degerlendirme, basim ve yayimlanma sdirelerinin sirasiy-
la; dort, alti ve 10 aydan kisa oldugu, dergide yillik ortalama 28.1 yayinin yayimlandidi, yayin basina disen ortalama
yazar sayisinin (¢ oldugu, sorumlu yazarlarin %40.1’inin Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi 6gretim elemanlarin-
dan olustugu, anabilim dallarina gére en fazla yayinin Klinik Bilimler Bélimiinde (%27.7) ve Cerrahi Anabilim Dalr'na
(%10.5) ait oldudu, calisma materyalinin %30.3’Unln ruminantlardan olustugu, makale tirtine gére en fazla arastirma
makalesi (%61.7) yayimlandi§i ve dergideki yayinlarin %20.4’(iniin ingilizce oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak,
EUVFD'nin yayin politikasina uygun, veteriner hekimligi alaniyla ilgili ve farkli birimlerden yayin alan, bilimsel olarak
tum asamalarin titizlikle takip edildigi, 18 yildir aksamadan suresinde yayimlanan ve alan endeksinde taranan bilimsel
bir dergi oldugu anlagiimaktadir. Derginin tim kazanimlari dikkate alindiginda, Science Citation Index (SCI) tarafindan
taranmasi hedefine her gegen giin daha da yaklastigi ve makul bir siirede bu payeye de ulasacagdi yoninde gigli izle-
nimler edinilmigstir.

Anahtar kelimeler: Atif, bibliyometrik analiz, Erciyes Universitesi Veteriner Fakdiltesi Dergisi, siireli, yayin

Bibliometric Analysis of Journal of Erciyes University Faculty of Veterinary Medicine

Abstract: This study aimed to apply a bibliometric analysis of the Erciyes University Journal of the Faculty of Veteri-
nary Medicine (EUVFD) in terms of various criteria. The material of the study consisted of a total of 506 academic stud-
ies (research articles, reviews and case reports) published in 47 issues between 2004-2021 years. Number of studies
published in the journal by years, type, institution and unit of the corresponding author, publication period, review/
evaluation period, number of pages, number of authors, postgraduate thesis summary and previous presentation sta-
tus, the research material used (animal species), the number of keywords, the number of tables/graphics used, the
number of pictures/figures, the number of sources and the language of publications were given as descriptive statistics
(frequency, percentage). The publication, press and evaluation periods were compared with Kruskal-Wallis Test. Ac-
cording to results, EUVFD received a total of 345 citations (68%) in 18-year publication life. Review, press and publica-
tion time were shorter than four, six and 10 months, respectively. An average of 28.1 publications are published annu-
ally in the journal, the average number of authors per publication is three, 40.1% of the corresponding authors are
Erciyes University Veterinary Faculty members, the highest number of publications are from Division of Clinical Scienc-
es (27.7%) and Department of Surgery (10.5%), 30.3% of the study material consists of ruminants, the highest number
of studies are research articles (61.7%), and it has been determined that 20.4% of the publications are in English lan-
guage. As a conclusion, it is understood that EUVFD is a scientific journal that complies with the publication policy,
receives publications from the field of veterinary medicine and from different units, all stages are followed meticulously,
and has been published for 18 years and scanned in the field index. Considering all the achievements of the journal,
strong impressions have been gained that it is getting closer to its goal of being scanned by the Science Citation Index
(SCI) and will reach this goal in a short time.
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lication
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Giris

Sireli yayinlar, gegmisten giinimuze bilimsel hafiza
olusumuna, paylagimina, gelisimine ve yayimina ¢ok
Onemli katkilar sunan adeta koleksiyon niteligi tasi-
yan hazinelerdir. Matematik ve istatistigin ekonomi
alaninda uygulanmasina ekonometri, biyoloji ve sag-
lik bilimleri alaninda uygulanmasina biyometri denildi-
gi gibi, yaymnlarin (makale, dergi, tez, kitap vs.) ve
aralarindaki iligkilerin sistematik olarak incelenmesine
bibliyometri denilirken, bu iliskinin sayisal analizine
de bibliyometrik analiz denilmektedir (Pritchard, 1969;
Van Eck ve Waltman, 2010; Ozsoy ve Demir, 2018).
Bilimsel iletisimi saglama ve i1sik tutma amaciyla ya-
pilan bu analizlerde, yayinlarin mevcut durumu ve
aralarindaki iligkiler belirli 6zellikler (sayfa sayisi, ya-
zar sayisl, konulari, kaynakcalari, dederlendirme ve
yayimlama sureleri gibi) yoniinden incelenmekte,
bilimsel ve yayincilida ait nicel bulgularla ortaya ko-
nulmaktadir. Bibliyometrik galismalarda belirli bir alan
(pazarlama, turizm, saglik vs.) analiz edilebildigi gibi
(Martinez-Lopez ve ark., 2018; Miskiewicz, 2020;
Zeren ve Kaya, 2020), bilimsel bir dergi de analiz
edilebilmektedir (Besel ve Yardimcioglu, 2017; Ah-
mad ve ark., 2020). O nedenle, belirli alanlarin yayin
performanslarinin dlglilmesine, dergilerin yayim politi-
kalarini gbézden gecirip gelistirmesine, daha hizl,
etkin ve kaliteli hizmet sunmasina olanak saglayabile-
cegi distintimektedir.

Gerek vyurtici gerekse yurtdiginda farkh dergilerin
(Crawley-Low, 2006; Birinci, 2008; Donthu ve ark.,
2020), lisansustlu tezlerin (Ayaz ve Turkmen, 2018;
Kigikaslan ve Kuigulkaslan, 2022; Shi ve ark., 2022)
ve bilim alanlarinin (Castillo-Vergara ve ark., 2018;
Kigukaslan ve Yigit, 2021) bibliyometrik analizinin
yapildigi analitik calismalar olmakla birlikte, yapilan
literatlir taramalarinda Ozellikle Turkiye’de Veteriner
Hekimlik alaninda yayimlanan dergilerin bibliyometrik
analizlerine rastlaniimamistir. Mevcut ¢alisma daha
dnce EUVFD ile ilgili bibliyometrik analiz yapilmamig
olmasi nedeniyle 6nem arz etmektedir.

ik olarak 2004 yilinda yayimlanmaya baglayan dergi,
2010 yili dahil (yedi yil sureyle) yilda iki say! olarak
cikmis, 2011 yilindan itibaren yilda G¢ sayl halinde
basiimaktadir. Dergide arastirma makalesi, derleme
ve olgu sunumu seklinde yayinlar yapilmistir. Dergi-
nin ingilizce adi Journal of Faculty of Veterinary Me-
dicine, Erciyes University olup, kisa adi “Erciyes
Univ. Vet. Fak. Derg.”dir. Uluslararasi standart siireli
yayin numarasi (ISSN) 1304-7280'dir. Ulusal
(ULAKBIM, TR-Dizin) ve uluslararasi (Web of Scien-
ce Zoological Record, ICJME, CABI ve EBSCO) atif
dizinlerinde taranabilen dergide, makale inceleme ve
basim asamasinda herhangi bir Ucret talep edilme-
mektedir. Dergiye génderilen yayinlarin incelenme ve
degerlendirmeye alinabilmesi icin, intihal/benzerlik
acgisindan iThenticate Plagiarism Detection yazilimi
ile kontrol edilmesi ve raporunun %20’den dislk
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¢ikmasi 6n kosulu vardir. Yayinlar dergiye DergiPark
sistemi Uzerinden génderilmekte ve tim surecler ayni
sistem Uzerinden takip edilmektedir. Dergide glnu-
mize kadar 9 bas editor gbérev almistir. Bunlar sira-
siyla Dr. Abdullah INCI, Dr. Fatma UYANIK, Dr. Os-
man KUGUK, Dr. Meryem EREN, Dr. Berrin KOCA-
OGLU GUCLU, Dr. Giiner KUGUK BAYRAM, Dr.
Savas SARIOZKAN, Dr. Giiltekin ATALAN ve Dr.
Bilal AKYUZ (halen)diir (Dergipark, 2022).

Bu bilgilerden hareketle, yapilacak olan calisma ile
hem EUVFD’nin yayim politikasi gézden gegirilmis
olacak, hem de yayin génderen/gonderecek yazarla-
rin derginin yayin degerlendirme sureci ve igleyisi
hakkinda fikir sahibi olmalari saglanacaktir.

Bu bilgiler 1siginda mevcut calismanin amaci,
EUVFD’nin siireli olarak yayim hayatina basladig
2004 yilindan 2021 yilina kadar (18 yillik) cesitli kri-
terler yéniinden bibliyometrik analizini yapmaktir.

Gereg ve Yontem

Bu calismada, ulusal hakemli bir dergi olan,
EUVFD'de yayimlanan sireli yayinlar bibliyometrik
yénden ele alinmigtir. EUVFD yayim hayatina basla-
digi 2004 yilhindan itibaren 2021 yihna kadar toplam
yayimlanan 47 sayi icerisinde 506 akademik g¢alisma-
ya yer verilmigtir. Basili yayim formatinda olan dergi-
nin acgik erisimli olarak elektronik ortamda da tim
sayllarina ve tam metinlerine ulagilabilmektedir. Ca-
lismada dergi arsivinden saglanan bilgiler Cogkun ve
ark. (2014) tarafindan yapilan ¢alismaya benzer ola-
rak dokiiman incelemesi seklinde bizzat kontrol edile-
rek Excel ve SPSS programina giriimig, diizenlenmis
ve analiz edilmistir.

Dergide yayimlanan c¢alismalarin yillara gére sayisi,
tiru (arastirma makalesi, derleme, olgu sunumu),
sorumlu yazarin kurumu ve c¢aligtigi birim, yayim si-
resi, inceleme/degerlendirme slresi, sayfa sayisi,
yazar sayisl, lisansUstl tez 6zeti olma durumu, daha
once teblig edilme durumu, kullanilan arastirma ma-
teryali (hayvan tlru), anahtar kelime sayisi, kullanilan
tablo/grafik sayisi, resim/sekil sayisi, kaynak sayisi,
yayin dili ve atif sayilari incelenmis ve analiz edilmis-
tir. Atif sayilarina ULAKBIM TR Dizin internet platfor-
mu kullanilarak ulagilmistir (ULAKBIM, 2022).

Derginin cesitli kriterler ydniinden analiz edilebilmesi
icin asagidaki is akis semasi yardimiyla yayimlanma,
degerlendirme/inceleme ve basim/yayim sdreleri
hesaplanmigtir. Derginin is akis semasi (kabul edilen
calismalar igin) 6zetle asagidaki gibidir;

1) Yayinin gelisi — 2) Editéryal 6n inceleme
(uygunsa) — 3) Hakem (en az 2 Bilim, 1 Istatistik ve
1 Ingilizce) degerlendirmeleri (uygunsa) — 4. Editor-
yal son inceleme — 5) Karar (Kabul) — 6) Yayin Ku-
rulu incelemesi — 7) Basim/Yayim
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Buna gore bir tanimlama yapilacak olursa;

a) Yayimlanma Sduresi (giin): Yayinin dergiye gelisi
ile basilmasi arasinda gecgen suredir (1-7).

b) Degerlendirme/inceleme Siresi (giin): Yayinin
dergiye gelip editéryal incelemelerden gegtikten son-
ra (6n ve son inceleme) hakem degerlendirmelerini
de (revizyon dahil) kapsayan suredir. Yayinin dergiye
gelisiyle kabul aldigi giin (1-5) arasindaki farktir. Ki-
saca, kabul alma suresi olarak da degerlendirilebilir.

c) Basim/Yayim Siiresi (giin): Yayinin dergide kabul
edilip yayin kurulu'nca da de@erlendirildikten sonra
basilip yayimlanmasi arasinda gegen siredir (5-7).

Veriler tanimlayici istatistikler (frekans, ytzde) kulla-
nilarak 6zetlenmistir. Turline gére makalelerin yayim-
lanma siresi, basim/yayim siresi ve degerlendirme/
inceleme sureleri parametrik test varsayimlari yénun-
den kontrol edilerek Kruskal-Wallis testi ile karsilasti-
rilmistir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0.05 olarak
belirlenmistir. Analizlerde IBM SPSS 15.0 paket prog-
rami kullaniimistir.

Bulgular

EUVFD’de 2004-2021 yillari arasinda yayimlanan
c¢alismalar ve atif sayilan yillara gére Tablo 1 ve Sekil
1'de verilmigtir.

Dergide yayin sayisi olarak en yuksek orana (%9.9)
50 yayin ile 2020 yilinda ulasiimistir. En az yayin
yayimlanan yillar ise 2009 ve 2010 olmustur. Genel
ortalamaya bakildiginda (2004-2021 arasi) yillik 28.1

Tablo 1. Yillara gore yayin ve atif sayilarinin dagihmi
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Sekil 1. Yillara gore yayin ve atif sayilarinin dagilimi.

yayinin yayimlandigi tespit edilmigtir. Yillara gére atif
sayilari incelendiginde en fazla atfin 56 ile 2018 yilin-
da alindigi gorulmustur (Tablo 1; Sekil 1).

Yillara gore tek yazarli yayin sayisi en fazla 2004-
2005'te gerceklesirken, 2016 ve 2021 yillarinda der-
gide tek yazarli yayin olmamistir. iki yazarl yayin
sayisi en fazla 2020 yilinda, en az ise 2005 yilinda
yayimlanmigtir. Ug ve lzeri yazarli yayin sayisi en
fazla yine 2020 yilinda, en az ise 2004 yilinda olmus-
tur. Toplam yayinlarin %13.6's tek yazarl, %37’si iki
yazarl ve geri kalan %49.4’G Ug ve Uzeri yazarl ola-
rak yayimlanmgtir. Yillara goére tek yazarl yayin sa-
yisinda azalma gorulurken, iki ile U¢ ve Uzeri yazarh

yayin sayilari artig gostermistir. TUum yillara gére de-
gerlendirildiginde yayin basina ortalama yazar sayisi
3.0’tuir (Tablo 2; Sekil 2).

Yillar Yayimlanan sayi Toplam yayin % Atif sayisi (n)
(n) sayisi (n)
2004 2 26 5.2 0
2005 2 22 4.3 1
2006 2 21 4.2 3
2007 2 19 3.8 6
2008 2 18 3.6 6
2009 2 17 3.4 6
2010 2 17 3.4 12
2011 3 27 53 16
2012 3 27 53 19
2013 3 27 53 27
2014 3 33 6.5 29
2015 3 31 6.1 31
2016 3 28 55 33
2017 3 29 57 38
2018 3 42 8.3 56
2019 3 38 75 39
2020 3 50 9.9 22
2021 3 34 6.7 1
Toplam 47 506 100 345
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Tablo 2. Yillara gbre yayinlardaki yazar sayilarinin dagilimi

Yil Tek yazarh Iki yazarh Ug ve iizeri yazarli Toplam
tiar n % n % n % n %
2004 11 15.9 9 4.8 6 24 26 1.9
2005 11 15.9 4 2.1 7 2.8 22 1.9
2006 7 101 5 2.7 9 3.6 21 25
2007 2 29 8 4.3 9 3.6 19 3.3
2008 3 4.4 3 1.6 12 4.8 18 3.1
2009 2 29 7 3.7 8 3.2 17 3.0
2010 1 1.5 7 3.7 9 3.6 17 3.0
2011 3 4.4 10 54 14 5.6 27 3.2
2012 5 7.2 9 4.8 13 5.2 27 29
2013 4 5.8 8 43 15 6.0 27 3.2
2014 5 7.2 11 5.9 17 6.8 33 29
2015 3 4.4 12 6.4 16 6.4 31 28
2016 0 0.0 14 7.5 14 5.6 28 3.5
2017 1 1.5 11 5.9 17 6.8 29 3.8
2018 3 4.4 18 9.6 21 8.4 42 3.1
2019 4 5.8 14 7.5 20 8.0 38 3.2
2020 4 5.8 21 11.2 25 10.0 50 3.2
2021 0 0.0 16 8.6 18 7.2 34 3.5
Toplam 69 100 187 100 250 100 506 100

Yayw Sayis1 (Adet)

Yaym Yillan

Sekil 2. Yillara gére yazar sayilarindaki degisimi gos-
teren cizgi grafik.

Yayinlarin sorumlu yazarlarina gére kurumsal dagili-
mi incelendiginde, %40.1 ile Erciyes Universitesi Ve-
teriner Fakultesi 6gretim elemanlarindan olustugu
daha sonra Kafkas (%5.1), Ankara (%4.2) ve Istanbul
-Cerrahpaga Universitesi (%4.2) seklinde siralandig
gériilmektedir. Universitelerin disinda Tarim ve Or-
man Bakanligi (%3.8) teknik personelinin de
EUVFD’ne yayin génderdigi ve yayimlandigi belirlen-
migtir. Diger yayinlar ise yine 6zellikle Veteriner Fa-
kiltelerinden olmakla birlikte sayilari 10’un altinda
oldugu igin verilmemigtir (Tablo 3).

Diger taraftan, Anabilim Dallar’na gére yayin sayilari
incelendiginde, ilk sirayi Cerrahi alirken (%10.5), onu
Gida Hijyeni ve Teknolojisi (%8.5), i¢ Hastaliklar (%
7.1), Dogum ve Jinekoloji (%6.9) takip etmistir (Tablo
3). Veteriner Fakiltelerindeki Bolimler diizeyinde
inceleme yapildiginda (sorumlu yazara goére), 140
yayin ile en fazla Klinik Bilimler Bolimd’'nin yayini
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varken, onu 99 yayin ile Zootekni ve Hayvan Besle-
me ve 89 yayin ile Klinik Oncesi Bilimler Bélim izle-
migtir (Sekil 3).

Dergide basilan yayinlarin %61.7’si arastirma maka-
lesi, %28.8'i derleme ve %9.5’i de olgu sunumu sek-
lindedir. Dergiye gelen calismalarin yaklasik basim/
yayim slresi 6 aydan kisa (176 gin), yayimlanma
stresi 10 aydan az (293 giin) ve degerlendirme/
inceleme siiresi de 4 aydan azdir (98 gln). Arastirma
makalelerinin yayimlanma ve basim/yayim sureleri
daha kisa bulunmustur (P<0.05; Tablo 4).

Yayin turlerine gore alinan atiflar incelendiginde, sa-
yisal olarak en fazla atif arastirma makalelerine (210
atif) yapilirken, oransal (atif sayisi/calisma sayisi)
olarak ise derlemelere (%84 atif) yapiimistir. Toplam-
da EUVFD 18 yillik yayin hayatinda 345 atif (%68)
almigtir (Tablo 5).

Yayinlardaki ortalama sayfa sayisi %70.9 oraninda 5-
8 sayfa arasinda (ort. 7.0), yayin basina tablo/grafik
sayis| ortalama 2.0 ve resim/sekil sayisi da 1.3 bu-
lunmustur. Yayinlarin %29.2’sinde tablo/grafik yer
almazken, %53.5’inde ise resim/sekil yoktur (Tablo
6).

incelenen yayinlardaki kaynak sayilari 19-33 arasin-
da yogunlasirken, az sayida (4-8 kaynak) veya olduk-
¢a ¢ok sayida (60-70 Uzeri) kaynagin kullanildigi ya-
yinlara rastlamak mimkindir. Yayinlarda ortalama
28.3 kaynak kullaniimigtir (Tablo 7).

Yayinlardaki anahtar kelime sayilari 2-6 arasinda
degismekte olup (ort. 3.9), en fazla (%40.1) kullanilan
anahtar kelime sayisi 4, daha sonra 3 (%28.3) olmus-
tur (Tablo 8).
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Tablo 3. Yayinlarin kurumlara ve anabilim dallarina gére dagihmi

Sira Kurum Adr* n % Anabilim Dali* n %
1 Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi 203 40.1 Cerrahi 53 10.5
2 Kafkas Qniversitesi Veteriner Fakdltesi 26 5.1 Gida Hijyeni ve Teknolojisi 43 8.5
3 ~Ankara Universitesi Veteriner Fakiltesi 21 4.2 I¢c Hastaliklar 36 71
4 Istanbul-Cerrahpasa Univ Veteriner Fakdltesi 19 3.8 Dogum ve Jinekoloji 35 6.9
5 Tarim ve Orman Bakanhgi 19 3.8 Parazitoloji 33 6.5
6 Aydin Adnan Menderes Uni. Veteriner Fakiiltesi 17 3.4 Hayvan Bes. ve Besl. Hast. 32 6.3
7 Burdur Mehmet Akif Ersoy Uni. Veteriner Fakiiltesi 17 3.4 Zootekni 30 59
8 Ondokuz Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi 17 34 Genetik 17 3.4
9 Kirikkale Universitesi Veteriner Fakiiltesi 15 3.0 Histoloji ve Embriyoloji 17 3.4
10 Firat Universitesi Veteriner Fakdiltesi 13 2.6 Mikrobiyoloji 17 3.4
1 Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 13 2.6 Délerme ve Suni Tohumlama 16 3.2
12 Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi 12 2.4 Hayvancilik Ekonomisi 16 3.2
13 Diger 114 22.4 Diger 161 31.7

Toplam 506 100.0 Toplam 506 100.0

*sorumlu yazara gére

Sekil 3. Yayinlarin bolimlere goére yogunlugu.

Dergide yayimlanan calisma materyallerinin énemli
bir kismini (%30.3) ruminantlar (sigir, mada, koyun,
keci) olustururken, bunu %12.6 ile karnivor (kedi/
kdpek), %10.7 ile kanath ve %7.5’i de deney hayvani
izlemigtir. Atif sayilari yéniinden de ruminant ve kar-
nivor turlerinde yapilan calismalar 6ne c¢ikmaktadir
(Tablo 9).

EUVFD'de yayimlanan 506 galismanin 321'i daha
once higbir yerde yayimlanmamisg, %20.8’i daha énce
kongre/sempozyum gibi bilimsel ortamlarda sunul-
mus, %19.4’0 de lisansistl tez galismasi olarak ka-
bul edildikten sonra yayimlanmistir (Tablo 10). Dergi-
deki yayinlarin %79.6's1 Turkce ve geri kalan %20.4’'G

ingilizce olarak yayimlanmistir (Tablo 11).
Tartisma ve Sonug

Sireli yayim yapan dergiler, etkin bilimsel iletisimin
vazgecilmez unsurlandir. Gunka belirli kurallar gerge-
vesinde (yazim kurallan) disipline edilmis olan akade-
mik calismalara evrensel nitelik kazandiran bu dergi-
ler, bir yandan bilimsel bilginin yayilmasina aracilik
ederken, diger yandan da bu bilgi/gelismelerin gele-
cek kusaklara aktarilmasina ve yeni yol haritalari
olusturulmasina katki saglarlar (Rousseau, 2002).

Bibliyometrik analizler, dergilerin dénemsel gelisme
ivmelerinin ve egilimlerinin ortaya cikarilmasina reh-
berlik ederler (Cicek ve Kozak, 2012). Ayrica, yayim-
ciya kendini degerlendirebilme ve politikalarini g6z-
den gecirme olanagi sunarlar (Ozbek ve Badem,
2018).

Bibliyometrinin taniminda her ne kadar matematik ve
istatistigin uygulandidi denilse de yapilan bibliyomet-
rik analizlerin gogunda deskriptif istatistik (ortalama,
yayillma, % oran, tablo/grafik, siniflama gibi) kullanilr-
ken (Ayaz ve Turkmen, 2018; Besel ve Yardimcioglu,
2017), analize dayali 6nem kontrolinin yapildig
cikarimsal istatistik yok denecek kadar azdir.

Universitelerde akademik atamalyiikseltme ile do-

Tablo 4. Tiriine gére makalelerin yayimlanma suiresi, basim/yayim suresi ve degerlendirme/inceleme stireleri-

nin* karsilastiriimasi

Frekans, n

Makale Tiiri (%)

gun*

Yayimlanma siiresi,

Basim/Yayim siiresi,
gun**

Degerlendirme/lnceleme
suresi, glin***

Arastirma makalesi 312 (%61.7) 279 (173-404)°

150 (89-272)° 101 (56-158)

Derleme 146 (%28.8) 299 (204-426)™ 192 (98-277)® 94 (58-147)
Olgu sunumu 48 (%9.5) 328 (267-409)° 214 (165-279)° 105 (61-188)
Genel 506 (%100.0) 293 (189-409) 176 (94-277) 98 (57-154)
P degeri 0.038 0.023 0.653

* gelis-yayimlanma arasi stire; **; kabul-basim arasi siire; *** gelis-kabul arasi stire ¥ : Ortanca (1.Ceyrek-3.Ceyrek) **° : Ayni

sttunda farkli harf tasiyan degerler istatistiksel olarak 6nemlidir.
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Tablo 5. Makale turlerine gore atif sayilari ve oranlari

Yayin Tiirii Calisma sayisi, adet Atif sayisi, adet Oran, yiizde (%)
Aragtirma makalesi 312 210 67
Derleme 146 123 84
Olgu Sunumu 48 12 25
Toplam 506 345 68
Tablo 6. Yayinlardaki sayfa, tablo/grafik ve resim/sekil sayilari
Sayfa sayisi n % Tablo/Grafik sa- n % Resim/Sekil n %
yisi sayisl
34 48 9.5 Yok (0) 148 29.2 Yok (0) 271 53.5
5-6 202 39.9 1-2 191 377 1-2 130 257
7-8 157 31.0 3-4 114 225 34 71 14.0
9-10 58 115 5-6 33 6.5 5-6 20 4.0
11-12 27 5.3 7-8 13 2.6 7-8 11 2.2
13-14 12 2.4 9-10 4 0.8 9-10 1 0.2
15 ve Uzeri 2 0.4 11 ve lizeri 3 0.7 11 ve lizeri 2 0.4
Toplam 506 100.0 Toplam 506 100.0 Toplam 506 100.0

Tablo 7. Yayinlarda kullanilan kaynak (referans) sayisi

Kaynak sayisi n %
4-8 arasi 12 24
9-13 arasi 36 71
14-18 arasi 36 71
19-23 arasi 82 16.2
24-28 arasi 77 15.2
29-33 arasi 83 16.4
34-38 arasi 56 111
39-43 arasi 35 6.8
44-48 arasi 29 57
49-53 arasi 17 3.4
54-58 arasi 10 2.0
59-63 arasi 6 1.2
64-68 arasi 10 2.0
69-73 arasi 7 14
74-78 arasi 6 1.2
79 ve uzeri 4 0.8
Toplam 506 100.0

Tablo 8. Anahtar kelime sayilari

Anahtar kelime sayisi n %

2 20 4.0

3 143 28.2

4 203 401

5 130 25.7

6 10 2.0

Toplam 506 100
centlik kriterlerinin devamli glincellenmesi ve geligtiril- mek ve daha Ust dizey kategorilerde taranabilmek
mesinin altinda yatan en 6nemli nedenler nitelik arti- icin artan bu beklentiye ayak uydurmak zorundadir.
sinin saglanmasi ve rekabet ortaminin olusturulmasi- EUVFD de 18 yillik siiregte devamli gelisme gdster-
dir (Tuncer ve ark., 2018). Bilimsel dergiler de nitelikli mis ve yeni hedefler gergevesinde yayim hayatina
yayinlari ¢cekebilmek, yayim hayatina devam edebil- kesintisiz devam etmigtir. Bu yoniyle mevcut galig-
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Tablo 9. Yayinlarda kullanilan/arastirilan hayvan tird

Savas SARIOZKAN

Tiir adi n % Atif sayisi (n)
Ruminant 155 30.2 115
Karnivor 64 12.6 41
Kanath 54 10.7 33
Deney hayvani 38 7.5 6
At/Esek 32 6.3 6
Diger ve tiim tirler 28 5.9 32

Su driinleri 16 3.2 3

Yok* 119 235 109
Toplam 506 100.0 345

*genel konular incelenmig

mada arastirmaya deger bulunmustur. Literatirde
hem EUVFD hem de Tiirkiye'de Veteriner Hekimlik
alaninda farkli bir derginin bibliyometrik analizine
rastlanmadigi icin arastirma bulgulari daha ¢ok kendi
icerisinde karsilastiriimistir.

Akademik dergilerde makale inceleme ve degerlen-
dirme surecinin detayli olarak web sayfasinda veril-
mesi, bu surecin optimum sekilde yuratilmesi ve
derginin farkh dizinler tarafindan taranmasi taninirligi-
ni ve atif sayisini artiran faktorler olarak sayilabilir.
ingilizce makale sayisinin artmasi ve yayimda énce-
lik verilmesi, Tirkge olanlarda da tablo/grafik ve re-
sim/gekil bagliklarinin altina ingilizcesinin yazilmasi
yabanci arastiricilar tarafindan anlagilma oranini ve

masi da atif sayisini artirabilir.

Derginin alan endeksinde olmasi (WOS Zoological
Record) ve degerlendirme (kabul alma) siresinin 100
glndn altinda olmasi, 18 yildir kesintisiz olarak ya-
yimlanmasi guglu yonleri olarak éne ¢cikmaktadir. Bu
acidan bakildiginda, bazi dergilere goére (Karagoz ve
Seref, 2019) derginin degerlendirme siirecini (hakem
belirleme ve karar alma) hizli ve iyi yonettigini sdyle-
mek yanhs olmayacaktir. Tim bu olumlu gostergeler
derginin yilda dért sayiya ¢ikmasi i¢in elini giclendir-
mektedir. Yilda doért sayiya ¢ikilmasinin hem derginin
yeni hedeflerle gelisimine ivme kazandiracadi hem
de bu sayede yayin ve atif sayisini artiracagi disi-
nilmektedir.

Tablo 10. Calismalarin daha 6nce yayimlanma/sunulma durumu

Yayimlanma durumu n %
1. Higbir yerde yayimlanmamig* 321 63.4
2. Tez 6zeti** 98 19.4
3. Kongre/sempozyum sunumu 105 20.8
4. Tez 6zetitkongre/sempozyum sunumu 18 -3.6
Toplam 506 100.0
* (2+3)-4 ** LisansUsti tez olarak sunulmus ve kabul edilmis
Tablo 11. Yayinlarin dili
Yayin dili n %
Tiirkge 403 79.6
ingilizce 103 20.4
Toplam 506 100.6

atif sayisini artirabilir. EUVFD yazim kurallarinda 5
olan anahtar kelime sayisinin ortalama 3.9 olmasi
distk bulunmustur. Anahtar kelimelerin sayisinin 5’e
yaklagmasi atif oranini artirabilecek diger bir faktor
olarak duslinilmektedir. Derlemelerin daha fazla atif
almasi, alaninda uzman ve taninirhdr yuksek yerli/
yabanci arastiricilardan giincel konular dahil ¢agril
derleme istenebilecedi sonucunu dogurmaktadir.
Ayrica, kabul alan calismalara erken erisim saglan-

Yayinlarin énemli bir oraninin (%40.1), Erciyes Uni-
versitesi Veteriner Fakultesi akademisyenleri tarafin-
dan yayimlanmis olmasi, dergiyi sahiplenme agisin-
dan olumlu goérilse de diger Universite ve kurumlar-
dan daha fazla yayin akisi saglanmasi igin farkli ileti-
sim politikalari (e-posta, sosyal medya vs.) gelistirile-
bilir.

Dergi web sayfasinda kabul orani, dederlendirme ve
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yayimlama sireleri gibi sayisal bilgilerin verilmesi,
yayin géndermeyi dusunen arastiricilar igin karar
asamasinda faydali olabilir.

Yazim kurallari bdliimiinde yazili olan “ingilizce hazir-
lanmig makalelerin yayimlanmasina oncelik verilir.”
ibaresi dergi web sayfasinda (ana sayfa) yayin politi-
kasi iginde gorunur sekilde olmasi atif ve taninirhgi
artirabilecek ve gelecekte daha nitelikli uluslararasi
(SCI) dizinlerde taranmasinin 6niint agabilecektir.

Sonug olarak, toplamda 506 bilimsel ¢alismanin ana-
liz edildigi bu gaismada EUVFD’nin yayin politikasina
uygun, veteriner hekimligi alaniyla ilgili ve farkli birim-
lerden yayin alan, bilimsel olarak tium asamalarin
titizlikle takip edildigi, 18 yildir aksamadan slresinde
yayimlanan ve alan endeksinde taranan bilimsel bir
dergi oldugu anlasiimaktadir. Derginin gerek yayin
sayisi gerekse atif sayisi yoninden de belirli bir ol-
gunluga ulastigi goérilmektedir. Derginin tim kaza-
nimlari dikkate alindiginda, Science Citation Index
(SCI) tarafindan taranmasi hedefine her gegen gin
daha da yaklastigi ve makul bir slirede bu payeye de
ulagsacagi yoénunde guglu izlenimler edinilmigtir.
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Oz: Sepsis hem beseri hekimlik hem de veteriner hekimlikte yilksek 6lim oranlari ile seyreden énemli bir sistemik ce-
vaptir. Bu derleme makalede; sepsisin patogenezi, etiyolojisi, epidemiyolojisi, teshis ve tedavi yontemlerinden bahsedil-
mektedir. Bunun yaninda, sistemik inflamatuvar cevap ile sepsis iligkisi, oksidatif stresin sebepleri, olusumu ve sepsisle
olan baglantisi ve farmakolojide deneysel olarak uygulanan sepsis modelleri hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.
Anabhtar kelimeler: inflamasyon, oksidatif stres, sepsis

Sepsis Pathogenesis, Diagnosis and Treatment. Oxidative Stress in Sepsis and Sepsis Inflammation Relation.
Experimental Models in Sepsis

Abstract: Sepsis is an important systemic response with high mortality rates in both human medicine and veterinary

medicine. In this seminar, Pathogenesis, etiology, epidemiology, diagnosis, and treatment of sepsis are mentioned. In

addition, it was aimed to give information about the relationship between systemic inflammatory response and sepsis,

the causes of oxidative stress, its formation and connection with sepsis, and experimental sepsis models in pharmacol-

ogy.
Keywords: Inflammation, oxidative stress, sepsis

Girig

Sepsis, mikroorganizmalarin ve toksik 6zellik goste-
ren metabolitlerinin akut bir seyirde kan dolagsiminda
yayllmasi sonucu, dokularda perflizyonun bozulma-
siyla seyreden, sistemik inflamatuvar cevap sonucu
olusan klinik tabloyu tanimlamaktadir. Hayati tehdit
eden bir enfeksiyon olmakla beraber hem insan he-
kimligi hem de veteriner hekimlik icin mortalitenin en
énemli sebeplerindendir (Ozcan ve ark., 1996; Ay-
giin, 2002).

Sepsis, sepsis sendromu ve septik sok ayni hastali-
gin gelisim asamalari olarak da kabul edilebilir. Bak-
teriyemiden baglayarak septik soka kadar ilerleyen bu
hastalik zincirinde hangi klinik asamada hangi ismin
kullanilacad! hakkinda kesin bir ayrim bulunmamak-
tadir ancak inflamatuvar cevabin farkli dénemlerini
ortaya koymak icin bazi tanimlamalar yapilmistir
(Ozcan ve ark., 1996; Bone ve ark., 1997).

Bakteriyemi: Kiltir pozitifligi ile kanda canh bakteri
bulunmasi durumudur.

Enfeksiyon: Bir dokunun mikroorganizmalar ile in-
vazyonuna konak viicudunun gésterdigi inflamatuvar
cevaptir.

Gelis Tarihi/Submission Date :02.07.2021
Kabul Tarihi/Accepted Date  :30.09.2021

Sistemik inflamatuvar reaksiyon sendromu
(SIRS): Yanik, pankreatit, travma gibi herhangi bir
klinik uyari karsisinda konakta gelisen vicudun olug-
turdugu anormal inflamatuvar reaksiyondur. SIRS
tanisi igin sayilacak belirtilerden iki veya daha fazlasi-
nin hastada bulunmasi gerekir: 38°C’den yiiksek ya
da 36°C’den diglik vicut isisi, dakikada 90 lzerinde
kalp atigi, 32 mmHg'den digsik PaCO, orani ve
12000/mm®ten fazla ya da 4000/mm®ten az lokosit
sayisl.

Siddetli sepsis: Organ fonksiyonlarinda kayiplar,
dislik perflizyon ve disuk tansiyonla beraber seyre-
den sepsis ya da sepsise ek olarak en az bir organ
yetmezliginin gelismesi durumu olarak tanimlanir
(Ayguin, 2002; Levy ve ark., 2003; Dellinger ve ark.,
2013; Singer ve ark., 2016).

Septik sok: Sepsiste yeterli sivi tedavisi uygulanma-
sina ragmen perflizyon bozukluklugu belirtilerinin
(laktik asidoz, oliglri, akut mental degisiklikler vb.)
devam etmesidir. Sok, hayati tehdit eden akut dola-
sim yetmezIigi ve hucrelerin yetersiz oksijen kullanimi
ile tanimlanmaktadir. Siddetli sepsisin bir alt grubu
olarak kabul edilebilmektedir. Bu durumda kan dola-
simi hucrelerin oksijen ihtiyacini karsilayamaz ve
hiicre fonksiyon kaybina yol agar (Gurkan ve Coban-
I1, 1999; Cecconi ve ark., 2014)

145



Sepsis ve deneysel modelleri...

Multi organ yetmezligi sendromu: 24-48 saatte
akut sekilde gelisen ve en az iki organda gorllen
ciddi organ fonksiyon kaybi olarak tanimlanabilir
(Bone ve Grodzin, 1997). Coklu organ yetmezligi
sendromunun gelismesi icin birkagc mekanizma 6ne
surllmdstir. Bunlar;hiicre veya doku hipoksisi,doku
apoptozisinin uyarilmasi, gastrointestinal sistemde
mikroorganizmalarin veya bilegiklerinin translokasyo-
nu, bagisiklik sisteminin diizensizligi ve mitokondriyal
disfonksiyondur (Osterbur ve ark., 2014).

1. Sepsisin Etiyoloji ve Epidemiyolojisi

Septisemiyle her grupta bulunan mikroorganizmalarin
siddetli seyreden sistemik enfeksiyonlari sonucunda
karsilasilabilmektedir. Sepsisli hastalarda morbidite
ve mortaliteye yol acan en énemli nedenlerden birisi
kardiyovaskuler yetersizlik ve bunun sonucunda geli-
sen yaygin doku hipoksisidir (Ozcan ve ark., 1996;
Worthley, 2000). Sepsiste genellikle en sik rastlanan
etkenler; Escherichia coli, Klebsiella-Enterobacter,
Proteus, Pseudomonas, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus’dur (Aygiin, 2002).

Veteriner hekimlikte kedilerde sepsis gorilme orani-
nin %1-5 oldugu ve tedaviye alinan kedilerde hayatta
kalma oraninin %10-25, képeklerde sepsis goriime
oraninin %6-10 ve hayatta kalma oraninin %25-50
oldugu belirtiimistir. Taylarda ise %45-55 oraninda
0lim oldugu kayitlara ge¢mistir (Otto, 2007).

2. Sepsiste Patogenez

Sepsisin fizyopatolojisi karmasiktir ve birgok faktére
baglidir. Enfeksiyon hem proinflamatuvar hem de
antiinflamatuvar sireci tetikler. Bu etkiler sonucunda
vicut dig etkenlerden arindirilirken ayni zamanda
doku hasari ve organ yetmezligi gelisebilir (Russell,
2006; Angus ve Van Der Poll, 2013). Enfeksiyon kay-
nagindan, sistemik dolagsima giren mikroorganizmalar
ya da bu mikroorganizmalarin Grtinleri bakteriyemiye
sebep olurlar. Fakat dolasima gegen bu maddeler
sepsis olusumu icin tek baslarina yeterli olmazlar. Bu
asamada asil 6nemli nokta konakginin verecegi im-
mun yanittir (Ural, 2007).

Bagisiklik sistemi tarafindan algilanip immun yanita
neden olan zararli mikroorganizma Urunlerine, pato-
jen iligkili molekiler kalip adi verilir (Janeway Jr ve
Medzhitov, 1998). Endotoksin, proteazlar, ekzotok-
sinler gram negatif bakterilerin hiicre duvarinda yer
alan ve sepsis olusumunda etkin rol oynayan patojen
iliskili molekuler kaliplardir. Bu yaplilar igerisinde en
glclu etkileri gdzlemlenen gram negatif bakteri GriinG
lipopolisakkariddir (LPS). O-antijeni, lipid-A ve kor
polisakkaridinden olugan LPS, gram negatif bakterile-
rin hicre duvarlarinin en dig kisminda bulunur. Lipid-
A kismini doymus yag asitleri olusturur ve bu kisim
sok, yuksek ates, surgun benzeri belirtilere sebep
olan, asil endotoksin 6zelligi gdésteren bolumddr
(Ural, 2007; Akyildiz ve ark., 2019). LPS, nétrofil ve
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makrofajlardan sitokin salinimini tetikler (Yorganci,
2005; Ozkanlar ve ark., 2015; Kog ve ark., 2020).

Gram-pozitif bakterilerde ise endotoksin bulunmaz
ancak hemolizinler, lipoteikoik asit, ekzotoksin, ente-
rotoksinler ve peptidoglikanlar bu bakterilerin hiicre
duvarinda yer alan yapilardir. Bu endotoksin, ekzo-
toksin ve antijenik yapilarin septik sureci baglatmalari
icin konak hiicrelerde LPS baglayici protein (LPB) ve
plazma membraninin dis kisminda bulunan bir pro-
tein olan CD14 reseptorleri bulunmasi gerekir (Wright
ve ark., 1990). CD14’Un hiicre membraninda bulunan
mCD14 versiyonu oldugu gibi bir de dolagimda bulu-
nan sCD14 versiyonu vardir. Dentrik hiicreler, diz
kas hucreleri, fibroblastlar gibi CD14 reseptorini
hicre yilizeyinde bulundurmayan yapilar, sCD14 ile
etkilesime girerek LPS tarafindan uyarilirlar
(Landmann ve ark., 1995). CD14 reseptorlerinin bu-
lunmasi ile immun sistemin LPS’ye karsi cevabi daha
net anlagiimigtir fakat mCD14 reseptorlerinin hiicre
icine herhangi bir etkisine rastlanamamistir. Sonug
olarak LPS-LBP kompleksinin hangi yollari kullanarak
aktivasyon olusturdugu toll-like reseptérler (TLR)
kesfedilene kadar anlasilamamigtir. Toll-like reseptor-
leri ile ilgili kisa zamanda pek ¢ok arastirma yapilmis
ve oldukca fazla TLR bulunarak bu reseptorlerin etki-
leri tanimlanmistir. Ornegin; TLR-4, LPS’ye ait; TLR-
2 ise gram pozitif hiicre duvari yapilarini taniyan re-
septordir (Karaali ve Tabak, 2009).

Bakteriyeminin akabinde endotoksin, ekzotoksin ve
antijenik yapilar, CD14 reseptoriine baglanarak mo-
nonlkler fagosit sistem hucrelerini uyarirlar. Fagosit
sistemin htcrelerinden olan monositlerden birtakim
sitokinler salinir bunlar; trombosit aktive edici faktor
(PAF), timor nekroz faktor (TNF), interldkin 1 (IL-1),
interldkin 6 (IL-6) ve interlokin 8 (IL-8)'dir. Bu sitokin-
lerden interlokin 6 ve interldkin 1, lenfositlerin bir alt
kiimesi olan T hcrelerinin aktivasyonuna sebep ola-
rak, granulosit makrofaj koloni uyarici faktér (GM-
CSF), y-interferon, interlékin 2 ve interldkin 4 salin-
masini tetikler. Bakteri ve Urlnlerine karsi olarak sali-
nan bu sitokinlerin goérevleri normal sartlar altinda
enfeksiyon odagina karsi savunma yapmaktir fakat
sepsis durumunda hucresel reaksiyonlar asiri sekilde
aktiflesirler ve denge bozulur.

Sonugta, fazla miktarlarda salgilanan sitokinler endo-
tel hucrelerinde yaygin hasara neden olur. Lokositler
yuzeyinde bulunan adezyon molekdlleri TNF tarafin-
dan aktive edilir ve neticesinde nétrofiller, endotel
hicrelerine yapisir béylece aktif hale gegmis nétrofil-
lerin sitoplazmasinda bulunan grandllerin hiicre digi-
na birakilmasi sonucu endotel hasari daha kolay hale
gelir. Endotelin zedelenmesi sonucu hemodinamik
degisikliler ve organ yetmezligi gézlemlenir. Ayrica
sitokinlerden ileri gelen uyarim ya da endotoksinin
dogrudan etkisi ile prostaglandin, tromboksan gibi
arasidonik asitten sentezlenen maddelerin dolasima
katiimalari kapiller permabilitede artisa yol agar. Ka-
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piller permabilitedeki artis, endotel hiicrelerinde sekil-
lenen hasar ve mikrosirkulasyonda kanin goéllenmesi;
organ etmezligi hatta sok ile sonuglanir. Nitrik oksit
(NO) de endotel hicrelerinden salinir ve sepsiste
g6zlemlenen yaygin vazodilatasyona sebep olur.
Endotoksinin varligi kompleman sistemi de aktif hale
getirir. Kompleman sistem savunma sisteminde ve
antikorun aracilik ettigi doku hasarinda rol oynayan
ve hiicre zarinda yer alan bir grup proteinden olusur,
C3a ve Cbha kompleman reseptorleridir ve norofil,
makrofaj, mast hicrelerinde bulunurlar uyariimalari
hipotansiyon olusturabilecek histamin benzeri vazo-
kaktif maddelerin salinimina sebep olur (Karaali ve
Tabak, 2009).

Sonug olarak proinflamatuvar slre¢ enfeksiy6z etken
tarafindan tetiklenir ve patojenin etkisiz hale getiril-
mesine eslik eder, ancak antiinflamatuvar siire¢ do-
kularin iyilesmesi icin konak tarafindan aktif hale ge-
lir. Bu mekanizmalarin arasinda dengesizlik olmasi,
vicutta asin miktarda doku hasarina veya immino-
supresyona ve ikincil enfeksiyonlara egilimli hale gel-
meye neden olabilmektedir. Bu duruma organlarin
tepkisi konakginin ve patojenin Ozelliklerine baghdir
(Angus ve Van Der Poll, 2013).

3. Sepsiste Klinik Tablo

Sepsiste klinik tablo, enfeksiydz etkenin giris noktasi-
na, mikroorganizma tirtine, akut olarak gelisen organ
fonksiyon kaybi durumuna, hastanin bagisiklik siste-
minin etkinligine ve tedavinin baglama zamanina gére
degisiklik gdstermektedir (Levy ve ark., 2003). Bakte-
riyeminin en 6nemli bulgusu 39°C’nin lizerinde seyre-
den atestir. Tasikardi, tasipne, idrar ¢ikisinda azalma,
hastanin mental saghgi ve dusik tansiyon gibi verile-
re bakarak SIRS gelisimi hakkinda bilgi sahibi oluna-
bilir (Nguyen ve ark., 2006). Sepsiste siddetli enfeksi-
yondan suphelenildigi durumlarda I6kogram, kan gaz
analizi, laktat ve koagulasyon testlerinin yapilmasi
teshis agisindan kolaylik sunmaktadir (Bone ve ark.,
1992). Lokositoz ve norofili bakteri kaynakli enfeksi-
yonlar igin ayirt edicidir. Ancak duyarlilidi ve 6zgullu-
gl disik oldugu igin yalnizca I6kogram yapmak ye-
terli degildir. Hemoglobin ve hematokrit degerlerinin
Olcilmesi de sepsisin teshis edilemesinde faydali
olabilir (Levraut ve ark., 1997; Irmak ve ark., 2006).

Akut gelisen organ fonksiyon kayiplari, solunum yet-
mezligi, akut respiratorik distres sendromu seklinde
kendini gosterir. Kardiyovaskiiler sistemdeki sikintilar
ise duslk tansiyon veya serum laktat diizeyindeki
artis seklinde ortaya c¢ikar (Dellinger ve ark., 2013).
Bu bozukluklara ek olarak bdbrekler ve beyinde de
birtakim degisiklikler ortaya c¢ikabilir. Merkezi sinir
sisteminde gelisen fonksiyon kaybi, depresyon ve
bilincin yitirimesi seklinde ortaya ¢ikarken, akut bob-
rek hasari ise idrar ¢ikisinda azalma ve serum kreati-
nin dizeyindeki artis seklinde kendini gdsterir. Yine
septik soklu hastalarda paralitik ileus, aminotransfe-
raz dizeyinde artig, trombositopeni ve yaygin damar
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ici pihtilasma gozlenebilmektedir (Levy ve ark.,
2003).

4. Sepsisin Tedavisi

Sepsiste etkinligi kanittanmis spesifik bir tedavi bu-
lunmamaktadir. Ancak mortaliteyi azaltmak igin anti-
biyotik kullanimini, sivi sagaltimini, oksijen destegini,
pozitif inotrop ve vazopresor uygulamalarini igeren bir
tedavi protokolii belirlenmistir (Lee ve Levy, 2013).

4.1. Antibiyotik Uygulamalan

Uygulama mutlaka parenteral ve uygun dozda yapil-
malidir Antibiyogram sonuglarina gére olmakla birlik-
te tercihen bakterisid ve genis spektrumlu antibiyotik-
ler secilmelidir (Aygun, 2002; Lee ve Levy, 2013).

4.2. Oksijen Destegi

Sepsis durumunda solunum gigligl ve akciger yet-
mezli§i nedeniyle oksijen ihtiyacinda bir artis gozle-
nir. DlasuUk dizeydeki oksijen doygunlugu yaninda
yuksek laktat seviyesinin bulunuyor ise sistemik oksi-
jen dagihmi ve doku oksijen tiketiminin uyumlu olma-
digi anlasilir. Hastalara en hizli sekilde oksijen deste-
gi saglamak gerekir. Ayni zamanda kan transflizyonu
ve inotropik ajanlar da uygulanabilir (Aygln, 2002;
Vieillard-Baron, 2011).

4.3. Sivi Tedavisi

Septik sok durumunda, sivi tedavisi 6ncelikle kan
basincinin dizenlenmesi ve kardiyak output igin
onemlidir (Rivers ve ark., 2001). Sivi kristaloidler ya
da kolloidler vasitasi ile yerine konmaya calisilabilir.
Kolloid kullanimi sonucunda akciger 6demi riskinin
daha az olduguna rastlanmigtir. Anemisi olan hasta-
larda sayet verilebiliyor ise taze kan ya da eritrosit
suspansiyonu da bir secenektir (Aygin, 2002). Sivi
tedavisi oldukca 6nemlidir ancak siddetli sepsis olgu-
larinda asin miktarda sivi verilmesi durumunda da
akut akciger hasari ve serebral 6deme neden olabile-
cegi bilinmektedir (Akyuz ve ark., 2017).

4.4. Vazoaktif Ajanlar

insanlarda bir kristalloid solusyonun 20-40 mlL/kg
dozda uygulanmasina ragmen hipotansiyon devam
ediyor ise veya ortalama arter kan basinci 65
mmHg’den dusukse, vazopresérler uygulanir (Rudis
ve ark., 1996). Septik soklu hastalarda norepinefrin
ve dopamin ilk tercih edilen vazoaktif ajanlardir. Fa-
kat dopamin doza bagli olarak farkli etkiler gésterebi-
lir.Norepinefrin ise sivi sagaltimi ve dopamin uygu-
lanmasina ragmen hipotansiyon varligi devam ettigin-
de kullanilabilir (Martin ve ark., 1993; Girkan ve Co-
banh, 1999). Ayrica kullanilabilecek diger bir ajan
fenilefrindir. Fenilefrin: Saf alfa adrenerjiktir. Kan ba-
sincini arttirmaktadir (Gurkan ve Cobanli, 1999).
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4.6. inotropik Ajanlar

Yeterli volim sagdlandiktan ve ortalama arter basinci-
na ulasildiktan sonra oksijen doygunlugu devamli
sekilde %70’in altinda seyrediyorsa, dobutaminin 2.5-
20 pg/kg/dk dozda, oksijen doygunlugu %70Q’in tzeri-
ne cikana kadar verilmesi tavsiye edilir. Bu vakalarda
dobutaminle miyokard depresyonu tedavi edebilir
(Qiu ve ark., 2001).

5. Oksidatif Stres

Oksijen molekdullerinin metabolizma edilmeleri asa-
masinda serbest radikal kaynagi olarak adlandirilan
ve yuksek derecede reaktivite 6zelligine sahip olan
ara urinler ortaya cikar. Bu radikaller, reaktif nitrojen
turleri (RNS) ve reaktif oksijen tirleri (ROS) olarak
siniflandinlir.  Hidrojen peroksit, hipoklorik asit,
ozon,slperoksit anyon radikali, hidroksil radikalleri
reaktif oksijen turleri olarak isimlendirilip metabolik
reaksiyonlar gerceklesirken az miktarda Uretilirler
(Freeman ve Crapo, 1982; Gutteridge, 1995; Halliwell
1991). Serbest radikallerin siniflandiriimasi olugsum
sekline gbére endojen ve eksojen kaynakli olarak yapi-
lir. Endotelyal ve fagositik hiicrelerde gerceklesen
oksidatif reaksiyonlar, yashlik, egzersiz, yag oksidas-
yonu, immunolojik reaksiyonlar ve biyokimyasal re-
doks reaksiyonlari endojen kaynakli serbest radikal
olusum sebepleridir. Ultraviyole isinlari, gesitli ilaclar,
radyasyon, stres, diyet, endustriyel kirleticiler gibi pek
cok etken de eksojen kaynaklar olarak kabul edilirler.
Reaktif oksijen metabolitleri oksidatif strese sebep
olarak DNA, protein ve lipit hasari sonucu hicrelerin
Olimune yol agmaktadir (Caylak, 2011; Narin, 2012).

Oksijenli solunum yapan organizmalarda serbest
radikallerin olusumunu kontrol altinda tutmak ve bu
molekdllerin zararli etkilerine engel olmak i¢in antiok-
sidan savunma sistemi vardir. Organizmanin antiok-
sidan mekanizmalarinin oksidatif stres karsisinda
yetersiz kalmasi durumunda oksidatif hasar gelisir ve
hicre fonksiyonlari 6nemli Olglide sekteye ugrar.Bu
mekanizmanin sonucu olusan serbest radikaller, kalp
damar sistemi hastaliklari, kanser, sepsis, nérodeje-
neratif hastaliklar, infertilite, akut renal yetmezlik,
akciger ve karaciger hastaliklari, diyabet gibi pek ¢cok
patolojik durumun olusumunda katki saglar (Aruoma,
1998; Gutteridge, 1995; Caylak, 2011; Ercan ve Fi-
danci, 2012; Narin, 2012).

6. Sepsiste Oksidatif Stres

Antioksidan-oksidan dengesinin bozulmasi seklinde
tanimlanan oksidatif stresin hilicresel ve molekuler
dizeyde doku hasari olusturdugu bilinmektedir
(Tabakoglu ve Durgut, 2013). Sepsisli hastalarin kan
parametrelerinde oksidatif hasarin belirteci olarak
ksantin oksidaz aktivasyonu, artmis redoks reaktif
demir, disuk konsantrasyonda endojen antioksidan
ve eksojen antioksidanlarin anormal kullanimina rast-
lanmistir (Macdonald ve ark., 2003; Ko¢ ve ark.,
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2020). Yapilan klinik galismalarda, kritik durumdaki
hastalarda tiobarbiturik asit reaktif madde miktarinin
plazmada arttigi a-tokoferol dizeyinin ise azaldig
gozlenmistir (Takeda ve ark., 1984; Macdonald ve
ark., 2003). Sepsisli hastalarin plazma antioksidan
konsantrasyonlari saglikli bireyler ile karsilastiridi-
ginda;beta karoten, likopen A ve E vitamini miktarin-
da disme gorildugi bildiriimigtir (Borrelli ve ark.,
1996; Macdonald ve ark., 2003). Saglikh bireyler ve
sepsisli hastalarin kan parametrelerinin kiyaslandigi
baska bir galismada, sepsisli hastalarin kanlarinda
yuksek serbest radikal konsantrasyonu ve ksantin
oksidaz aktivasyonuna rastlanmistir (Macdonald ve
ark., 2003).

7. Antioksidanlar

Antioksidanlar, disaridan alinabilen ya da vicut tara-
findan sentezlenebilen, serbest radikaller ile gok hizli
reaksiyona girerek bu maddelerin organizmada olus-
turdugu zararh etkileri 6nleyen maddelerdir (Dindar
ve Aslan, 1999). Endojen ve eksojen olarak siniflan-
dirllan antioksidanlarin endojen olanlarini enzimatik
ve nonenzimatik seklinde iki bélime ayirmak mim-
kiindiir. Stiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon perok-
sidaz (GSH-Px), katalaz (CAT) endojen antioksidan-
lardir. GSH-Px, sitoplazmada bulunan bir enzim olup
hidrojen peroksidin sebep oldugu oksidatif hasara
karsi koruma saglar (Narin, 2012). CAT, en yogun
seklide eritrositler ve karacigerde bulunur ve hidrojen
peroksidi su ve oksijene indirgeyerek etkinligini gos-
terir (Caylak, 2011). SOD ise hem sitozolde hem de
mitokondrilerde bulunup stperoksit radikallerini mole-
kuler oksijen ve hidrojen peroksite dénismesini sag-
lar (Narin, 2012). A, C ve E gibi vitaminler ise enzi-
matik olmayan antioksidanlardir. Bu vitaminler antiok-
sidan ozellik gosterip bagisiklik sistemini uyararirlar
(Caylak, 2011; Narin, 2012).

8. inflamasyon Sepsis lligkisi

Sepsis olusumuna sebebiyet veren eksojen ajanlara
karsi, vicudun immun sistemi birtakim mediatorler
olusturur. Bu mediatérler hastaligin seyrinin belirlen-
mesinde ana faktorler olup bazi toksik etkilerinden
6tlru endojen toksinler olarak bilinirler. Toksin 6zelligi
g0Osteren endojen mediatérlerin hemodinamiyi bozucu
etkileri sonucunda vaskuler permabilite artigi, yaygin
organ yetmezligi ve sonucunda 6lim sekillenmekte-
dir. Mikroorganizmalarin yapisal bilesenleri, endotok-
sin ve ekzotoksinlerin etkisi ile viicutta hilicresel ve
humoral immun yanit sekillenir. Bu bakteriyel hiicre-
sel yapi ve toksinler arasinda en iyi bilineni gram
negatif bakterilerin hiicre duvarinda yer alan lipopoli-
sakkarid yapisindaki endotoksinlerdir (Ozcan, 1996).

Endotoksin, sepsis olusumu i¢in en é6nemli yapilardan
biridir ancak mantar ve gram pozitif bakteri hiicre
duvari yaplilarigibi yapilar da sepsis kaskadini baslat-
makta etkili olabilirler. Sepsis, bakterilerin pargalan-
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masilyla LPS ya da diger toksik hlcre duvari bilesen-
lerinin dolasima saliveriimesi ile tetiklenir, bu durum
septik sokun baslamasina neden olan ilk olaydir.
Gram negatif bakterilerin lizisi sonucu dolagima ge-
¢en LPS’nin aktivitesi bir glikoprotein olan lipopolisak-
karid baglayici protein (LPB) vesilesiyle gerceklesir ki
LPB karacigerde sentez edilen bir akut faz proteinidir.
Daha sonra LPS, LPB araciligiyla makrofaj ve mono-
sitlerin ylizeyinde bulunan CD14 reseptoriine aktari-
lir. Plazma membraninda bulunan mCD14 gibi dola-
simda bulunan sCD14 de LPB’ye baglanmak suretiy-
le LPS’nin olusturdugu etkilere aracilik eder. Resep-
torlerin baglanmasindan sonra pek ¢ok genin aktivas-
yonu gercgeklesir bu da ikincil mesajci yollarinin
(protein kinaz, nikleer faktdr kappa beta ve protein
kinaz) harekete gegmesi ile olur (Ural, 2007). Lipopo-
lisakkaridin etkileri sonucunda konak viicudunda tg¢
farkh mekanizma olusur. Bunlardan ilki, sitokinlerin-
makrofaj, monosit gibi hiicrelerden saliveriimesi ve
bu maddelerin I6kotrien ve prostaglandin salinimini
tetiklemesidir. Ikincisi, koagulasyon kaskadinin hare-
kete gecmesi ve sonuncusu da kompleman sistemi-
nin aktivasyonudur. Normalde bu sistemlerin tamami
organizmay! korumak goérevinde iken, sepsis duru-
munda organizmaya zarar verir hale gelirler (Ozcan
1996).

9. Deneysel Sepsis Modelleri

9.1. Lipopolisakkarid verilmesiyle gerceklestirilen
septik sok modeli

Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlarindan elde
edilen glikolipid yapidaki lipopolisakkaridin deney
hayvanlarina verilmeleri ile olusturulan septik sok
modelidir (Kog ve ark., 2015). ilgili kaynaklarda endo-
toksin ve lipopolisakkarid ayni anlamda kullanilirlar
ancak aralarinda birtakim farklar bulunmaktadir. Lipo-
polisakkaridin yapisi saflastiriimis glikolipiddir. Endo-
toksinde ise lipopolisakkaridin yaninda dusuk oranda
hlcre duvari proteinleri, lipidler, lipoproteinler ve poli-
sakkaridler bulundurmaktadir. Lipopolisakkarid Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella typhimurium, Esc-
herichia coli ve Klebsiella pneumoniae, gibi pek ¢ok
gram negatif bakteriden elde edilebiliyor olmasina
ragmen deneysel calismalar icin Escherichia coli’den
elde edilen lipopolisakkaridler 6nem kazanmistir. Bu
grupta, 055:B5, 026:B6, O111:B4 benzeri degisik
serotiplere sahip farkli suglardan elde edilmis lipopoli-
sakkarid tiirleri bulunmaktadir (Iskit, 2001).

9.2. Cekal ligasyon ve delIme modeli (CLP)

Onceleri ratlarda tarif edilmistir fakat koyun ve fareler-
de de uygulanmigtir. Genel anestezi altindaki hay-
vanda gekum barsak gegisini bozmadan ligatire edilir
ve daha sonra ligatiire edilmis kisim bir enjektor igne-
si yardimiyla bir ya da iki kez delinir. Cekumdan fe-
ces cikisl ile birgok mikroorganizmanin katildigi bir
septik sok modeli olusturulmus olur. Operasyondan
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sonra karin boslugu kapatilir ve hayvanlarin cilt altina
agirliklari ile orantili sekilde sivi verilir (Iskit, 2001).

9.3. Intravenéz veya intraperitonal canl bakteri
uygulanmasi

Bu model 6zellikle Escherichia coli uygulanmak sure-
tiyle olusturulur. Uygulanacak bakteriler bir defada
inflzyon ile verilebilir. Dogal olusan septik sokta ko-
nagin kisa sure iginde benzer yiksek oranda patoje-
ne maruz kalmamasi bu model igin en buyik olum-
suzlugu olusturur. Bacteroides fragilis, Escherichia
coli ve Klebsiella ile intraperitonal uygulama yapilabi-
lir bu uygulama sicanlarda ilk 24 saatte %100 &limle
sonuglanmaktadir. Hizli 8lumlerin dnline gegmek igin
periton icine yavas salinim yaparak bakteri aciga
¢ikaran, ozmotik mini pompa benzeri sistemler konul-
mus ve bu sistemler ile 6limler 18-20 glune kadar
uzatilmigtir (iskit, 2001).

Sonug

Sepsis, bakteriyemiden baslayarak; septik sok ve
organ yetmezligi hatta 6lime sebep olabilen bir infla-
matuar yanit sendromudur (Aygin, 2002). Daha gok
gram negatif bakterilerle enfeksiyon sonucunda olus-
maktadir ¢inki gram negatif bakteri hiicre duvarinda
bulunan lipopolisakkarid ylUksek toksik 6zellik goste-
ren bir maddedir (Ural, 2007). Lipopolisakkaridin ko-
nak vicuduna salinmasi makrofajlardan sitokin sali-
niminive kompleman sistemi uyarir (Kog ve ark.,
2020). Bu sistemlerin normalde gorevi organizmayi
stabil tutmaktir fakat sepsis olustugu hallerde miktar-
larinda asiriok artis olmasiyla zararli hale gelirler
(Ozcan, 1996). Sepsisin hipotansiyon, ates, solunum
sayisinda artis gibi belirtileri vardir ve antibiyotik uy-
gulamalari, oksijen destegi, sivi destegi gibi uygula-
malar ile bu klinik tablo yenilmeye calisilir (Lee ve
Levy, 2013). Oksijen molekdllerinin metabolizasyonu
sirasinda serbest radikal kaynagi olarak bilinen reak-
tif ara drdnler olusur bu drlnler organizmada hasar
yaparak hiicrelerin 6limiine sebep olurlar. Bu Urinle-
rin organizmadaki zararl etkilerini 6nlemek igin endo-
jen ve eksojen antioksidanlar kullanilir (Narin, 2012).
Uygulanan tedavi protokollerine ragmen sepsisin hala
yuksek bir 6lim orani ile seyretmesi septik sok ile
yuritulen klinik calismalari cok 6nemli kilmaktadir. Bu
sebeple deneysel sepsis modelleri ile sepsisin tedavi-
si ile ilgili yol kat edilmeye galisiimaktadir.
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0Oz: MikroRNA (miRNA) ekspresyonlarinin belirlenmesinde RT-qPCR, mikroarray platformlari ve miRNA dizileme en
yaygin kullanilan tekniklerdir. Tim bu tekniklerin kullanildigi galismalarda en énemli hususlardan biri verilerin uygun
normalizasyon yontemi ile normalize edilmesidir. Normalizasyon ile biyolojik ve teknik varyasyonlarin sonuglar tizerine
olan etkisinin elimine edilmesi amaclanmaktadir. MiRNA ekspresyonu calismalarinda, farkl tekniklerden elde edilen
verilerin normalizasyonunda kullanilan ¢ok sayida normalizasyon yaklagimi kullaniimaktadir. Bu derlemede, miRNA
ekspresyonu galismalarinda en yaygin kullanilan normalizasyon yaklasimlari hakkinda bilgiler 6zetlenmisgtir.

Anahtar kelimeler: Mikroarray, mikroRNA, miRNA dizileme, normalizasyon, RT-qPCR

Commonly Used Normalization Approaches in MicroRNA Expression Profiling

Abstract: RT-qPCR, microarray platforms and miRNA sequencing are the most common techniques used to determi-
ne microRNA (miRNA) expressions. One of the most important issues in studies these techniques are used is the nor-
malization of the data by using appropriate normalization method. The purpose of normalization is to eliminate the ef-
fects of biological and technical variations on study results. Numerous normalization approaches are used for normali-
zation of data obtained from different techniques in miRNA expression studies. In this review, information about the
most commonly used normalization approaches in miRNA expression studies is summarized.

Keywords: Microarray, microRNA, miRNA sequencing, normalization, RT-qPCR

Girig mek icin gereklidir (Bustin ve ark., 2009). Bu nedenle;
) , . . . gen ekspresyonu galismalarinda normalizasyon ama-
miRNA’lar; yaklasik 18-22 nikleotid uzunlugunda, clyla ¢ok sayida yaklagim gelistiriimistir (Livak ve

gen ekspresyonlarinin transkripsiyon sonrasi baski- Schmittgen, 2001; Qureshi ve Sacan; 2013; Tam ve
lanmasinda rol oynayan ve kodlama yapmayan RNA ark., 2015). Bu yaklagimlardan bazilar kullanilan
sinifina dahil olan RNA'lardir (Faraldi ve ark., 2018).  mojekiiler teknige 6zeldir (Livak ve Schmittgen, 2001;
MiRNA'lar hedef genlerin ekspresyonunu diizenleye- Lépez-Romero ve ark., 2010; Robinson ve ark.,
rek onemli biyolojik yolaklarda etkili olmaktadir 2010). Bazi normalizasyon yaklasimlari ise, birden
(Qureshi ve Sacan, 2013; Sidekli ve Korkmaz Agaog- fazla teknikte bazi modifikasyonlarla kullanilabilmek-
lu, 2019). Ayrica, miRNA'larin degisen ekspresyon  tedir (Bolstad ve ark., 2003; Ritchie ve ark., 2015;
dizeyleri kanser ve bazi 6nemli patolojik olaylarla da Tam ve ark., 2015). Bu derlemede, miRNA gen
iligkili olabilmektedir (Heneghan ve ark., 2010; Lange ekspresyonu calismalarinda kullanilan molekdiler
ve ark., 2017). MiIRNA gen ekpresyonlarinin belirlen-  teknikler ve normalizasyon yaklasimlari hakkinda
mesinde gergek zamanl Kantitatif polimeraz zincir bilgiler verilmistir.

reaksiyonu (real time quantitative polymerase chain

reaction; RT-gPCR), miRNA mikroarray platformlar miRNA’larin biyogenezi

ve miRNA dizileme tekniklerinden yararlaniimaktadir

(Saliminejad ve ark., 2019). Bu tekniklerden elde miRNA'lar kodlama yapmayan RNA'lardir. Bu sinifta-

edilen sonuglarin glivenilir olabilmesi igin uygun nor- ki RNA'lar gen ekspresyonlarinin transkripsiyon son-
malizasyon yaklasimi ile verilerin normalize edilmesi rasi dizenlenmesinde rol oynamaktadir (Faraldi ve
gerekmektedir. Normalizasyon, biyolojik varyasyonla- ark., 2018). Biyogenezde ilk olarak; miRNA gen bol-
rin ve deneysel uygulamalar sirasinda olusan farkli- gesi RNA polimeraz Il enzimi tarafindan transkripsi-
liklarin sonuclara olan etkisini en az diizeye indirge- yona ugramakta ve stem-loop (gdvde ilmek) yapida

primer transkript (pri-miRNA) sentezlenmektedir. Pri-
miRNA’lar; cekirdekte bulunan Drosha enzimi ve
Gelig Tarihi/Submission Date : 31.05.2021 onun kofaktori (DiGeorge kritik sendrom bdlgesi 8;
Kabul Tarihi/Accepted Date  : 06.10.2021 DiGeorge syndrome critical region 8; DGCRS) tara-
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findan kesilerek, yaklasik 60 baz uzunlugunda pre-
kirsor-miRNA'ya  (precursor-miRNA; pre-miRNA)
donusturilmektedir (Lee ve ark., 2003; Faraldi ve
ark., 2018). Olusan miRNA'lar ¢ekirdek porlarindan
sitoplazmaya, Eksportin 5-Ran-GTP kompleksi araci-
hgiyla tasinmaktadir (Lund ve ark., 2004). Stoplaz-
maya taginan pre-miRNA’lar, Dicer enzimi tarafindan
kesilerek yaklasik 22 nikleotit uzunlugundaki cift
zincirli (double-stranded RNA; dsRNA) miRNA’lara
donusturilmektedir (Faraldi ve ark., 2018). Olusan
dsRNA'lar; helikaz enzimi tarafindan tek zincirli hale
donusturilmektedir. Olgun miRNA stem-loop yapisi-
nin 5 kolundan sentezlenirse “5p”, 3’ kolundan sen-
tezlenirse “3p” ifadesi miRNA isminin sonuna eklen-
mektedir. Tek zincir yapidaki olgun miRNA’lar; RNA
ile uyarilan susturma kompleksine (RNA induced
silencing complex; RISC) baglanmaktadir. RISC;
Dicer proteini ve mRNA'yl hedef alan argonat-2
(AGO2) proteininden olugsmaktadir (Faraldi ve ark.,
2018). RISC; tam anlamiyla bir eslesme olmasi duru-
munda mRNA'’yl parcalamaktadir. Kismi bir eslesme
olmasi durumunda ise RISC; hedef mRNA'nin tran-
lasyonunu baskilamaktadir (Qureshi ve Sacan,
2013). MiRNA’larin hedef mRNA’larla eglesmesi ¢o-
gunlukla; 5’ ugta yer alan 2-8 baz uzunlugundaki ge-
kirdek (seed) dizilerin eslesmesiyle olmaktadir. Bu
cekirdek dizilerin birden fazla genin mRNA'sI ile esle-
sebilmesi nedeniyle tek bir miRNA ¢ok sayida genin
ekspresyonunu  etkileyebilmektedir  (Hammond,
2015).
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Sekil 1. miRNA’larin biyogenezi. Sekil, Servier Medi-
cal Art gorselleri kullanilarak hazirlanmistir (https://
smart.servier.com).

miRNA ekspresyonu analiz yéntemleri
1- RT-gPCR

RT-gPCR miRNA gen ekspresyon diizeylerinin belir-
lenmesinde yaygin olarak kullanilan bir tekniktir
(Mestdagh ve ark., 2009; Sidekli ve Korkmaz Agaog-
lu, 2021). MiRNA’larin az sayida nukleotid icermeleri;
miRNA’larin izolasyonu, kalite ve kantite kontrolleri,
komplementer DNA (complementary DNA; cDNA)
sentezi ve PCR reaksiyonu gibi agsamalarinda farkh
yaklagsimlarin ele alinmasina neden olmustur
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(Redshaw ve ark., 2013; Schwarzenbach ve ark.,
2015; Sidekli ve Agaoglu, 2021). RT-qgPCR teknigin-
de, 6zgiin olmayan floresan boyalar veya 6zgiin prob
dizayni ile miRNA’larin kantifikasyonu gerceklestiril-
mektedir. RT-qPCR reaksiyonu sonrasi elde edilen
veriler, hedef bélgenin yikseltgenmesiyle agiga ¢ikan
floresan isimanin tespit edilebildigi siklus esik deger-
leridir (cycle threshold; Ct). MiRNA ¢alismalarinda
35’ten kiiglik Ct degerleri dikkate alinmaktadir. Bunun
sebebi tek bir miRNA kopyasi olmasi durumunda
dahi floresan sinyalinin en fazla 35. PCR siklusunda
tespit edilebilir dizeye ulagsmasidir (Mestadgh ve
ark., 2009). Elde edilen ham Ct degerleri referans
(housekeeping) genlerin kullanimi (Izumi ve ark.,
2012) veya diger normalizasyon yaklagimlari ile nor-
malize edilerek verilerin istatistiksel analizi gergekles-
tirimektedir (Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve
Sacan, 2013).

2- Mikroarray platformlari

Gen ekspresyonu galismalarinda, cDNA mikroarray
platformlari ve oligoniikleotid mikroarray platformlari
olmak Uzere iki farkli mikroarray platformu kullanil-
maktadir (Mandruzzato, 2007). Gen ekspresyonu
calismalarinda kullanilan mikroarray platformlari DNA
array, DNA c¢ip, biyo ¢ip ve gen ¢ip olarak da isimlen-
diriimektedir (Gershon, 2002). Bu mikroarray plat-
formlari belirli bir hiicre veya doku 6rneginde ekspre-
se olan ¢ok sayida genin ekspresyon diizeyinin belir-
lenmesine olanak tanimaktadir. Microarray platform-
larinda ¢ap1 200 ym’den kuguk olan binlerce gézenek
bulunmaktadir. Bu gézenekler cDNA veya oligonUkle-
otid problarini icermektedir ve 6zel lazer tarayicilarla
okunmaktadir (Gershon, 2002). Mikroarray platform-
larinda tarayici tarafindan okunan floresan i1sima
degerleri farkh normalizasyon yaklasimlari ile norma-
lize edildikten sonra gen ekspresyon degisimleri ana-
liz edilmektedir. MiRNA mikroarray platformalarinin
en biylk dezavantaji inceleme de yuksek miktarda
RNA 8rnegine ihtiya¢ duyulmasidir. Prob sinyallerinin
glvenilir bir sekilde degerlendirilebilmesi igin yaklasik
10 pg total RNA 6rnegine ihtiya¢ duyuldugu belirtil-
mektedir (Mandruzzato, 2007).

3- miRNA dizileme teknigi

MiRNA dizileme (miRNA sequencing; miRNA-seq),
yeni nesil sekanslama temelli bir yaklagimdir. Bu
yaklagimda analiz, diger yontemlerden farkh olarak
genellikle zenginlestiriimis miRNA'lar ile gergeklestiril-
mektedir (Saliminejad ve ark., 2019). Bu yontem pa-
hali bir yéntem olmasinin yanisira veri analizi ve yo-
rumlamasindaki zorluklar nedeniyle bazi dezavantaj-
lari bulunmaktadir (Pritchard ve ark., 2012). Ancak
yeni nesil sekanslama platformlarinin sayisinin art-
masli bu yontemin maliyetinin dismesini ve miRNA
ekspresyon profillerinin degerlendiriimesinde miRNA-
seq tekniginin daha yaygin kullanimini mimkin hale
getirmektedir (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme
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platformlarinda genel analiz semasi; kisa okumalarin
belirlenmesi, dusuk kaliteli okumalarin ve adaptor
dizilerinin filtrelenmesi, filtrelenen dizilerin bir referans
dizi ile tespit edilmesi (bu asamada miRBase veya
genom veri tabanlarindan yararlaniimaktadir), miRNA
ekspresyon diizeyinin belirlenmesi, verilerin normali-
ze edilmesi ve miRNA biyolojik fonksiyonlarina iligkin
analizlerin gergeklestiriimesi asamalarindan olusmak-
tadir (Tam ve ark., 2015). MiRNA dizileme yeni miR-
NA’larinin kesfinin yanisira (Metpally ve ark., 2013),
miRNA mutasyonlarinin tespitine de olanak tanimak-
tadir (Pritchard ve ark., 2012).

RT-qPCR verilerinin normalizasyonu

RT-gPCR calismalarinda; érnek toplama ve hazirlan-
masi, RNA izolasyonu, PCR etkinligi ve ters transk-
ripsiyon reaksiyonu sirasindaki farkliliklar ve hatalar
sonuglarin guvenilirligi agisindan risk teskil etmekte-
dir. Bu hatalari en az diizeye indirgemek icin uygun
bir normalizasyon metodu ile elde edilen verilerin
normalize edilmesi gerekmektedir (Bustin ve ark.,
2009). Veri normalizasyonu sadece mRNA'lar degil,
miRNA gen ekspresyonu ¢aligsmalarinda da gereklidir
(Meyer ve ark., 2010). MiRNA RT-gPCR verilerinin
normalizasyonunda farkh yaklasimlar kullaniimaktadir
(Livak ve Schmittgen, 2001; Mestdagh ve ark., 2009;
Qureshi ve Sacan, 2013).

Referans genler ile normalizasyon

RT-gPCR ¢alismalarinda normalizasyon amaciyla
referans genlerin kullanimi altin standart olarak kabul
edilmektedir (Faraldi ve ark., 2018). ideal bir referans
genin farkh dokularda, patolojik kosullarda, hicre
donglsii agsamalarinda ve fizyolojik sireglerde eksp-
resyonunun stabil olmasi sahip olmasi istenmektedir
(Dheda ve ark., 2005). RT-gPCR calismalarinda kul-
lanilan referans genler genel olarak temel hiicresel
fonksiyonlarin surdurilebilmesi igin gerekli olan, fiz-
yolojik ve patolojik kosullarda ekspresyonu stabil olan
genlerdir (Zhu ve ark., 2008). MiRNA RT-gqPCR veri-
lerinin normalizasyonunda da referans gen yaklasimi
yaygin olarak kullaniimaktadir (Schwarzenbach ve
ark., 2015). RT-gPCR calismalarinda normalizasyon
isleminden 6nce caligilan dokuda referans gen aday-
larinin stabilitesi farkh bilgisayar programlari ile de-
gerlendiriimektedir (Korkmaz Agaoglu ve Sidekli,
2020; Mestdagh ve ark., 2009; Qureshi ve Sacan,
2013). Bu amagla en yaygin olarak kullanilan prog-
ramlar; geNorm, NormFinder ve BestKeeper prog-
ramlandir (Faraldi ve ark., 2018). MiRNA c¢alismala-
rinda calisilan dokuda belirlenen en stabil olan refe-
rans genler ile verilerin normalizasyonu yoluna gidil-
mektedir (Faraldi ve ark., 2018; Inyawilert ve ark.,
2015; Zhang ve ark., 2017).

MIiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en-
dojen referans genler veya sentetik spike-in miR-
NA’lar kullaniimaktadir. Normalizasyon amaciyla en
yaygin kullanilan endojen referans genler; miR-93,
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miR-425 (Zalewski ve ark., 2017), miR-191 (Zheng
ve ark., 2013), miR-320, miR-16 (Schwarzenbach ve
ark., 2015), miR-221, miR-26a (Zhu ve ark., 2012),
kiigik kodlama yapmayan RNA genleri (RNUG,
RNU43, RNU44, RNU48) (Inyawilert ve ark., 2015;
Donati ve ark., 2019) ve ribozomal RNA genleridir
(5S rRNA ve 18S rRNA) (Montenegro ve ark., 2009;
Zhang ve ark., 2017). Yaygin olarak kullanilan spike-
in miRNA’lar ise; Coehabtidis Elegans (cel) miR-39,
cel-miR-54, cel-miR-238’dir (Izumi ve ark., 2012).

RT-qPCR caligmalarinda genlerin mutlak (absolute)
ve relatif (relative) ekspresyon diizeyleri belilenmek-
tedir. Ancak, RT-gPCR calismalarinin gogunda gen-
lerin relatif ekspresyon dlzeyi saptanmaktadir
(Schwarzenbach ve ark., 2015). Relatif ekspresyon
dizeyi deneysel bir gruptaki hedef bdlgenin PCR
sinyalinin, kontrol grubundaki PCR sinyaline kiyasla-
masi ile belirlenebilmektedir (Livak ve Schmittgen,
2001). Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistiri-
len delta delta Ct (AACt) matematiksel modeli genle-
rin relatif ekspresyon diizeylerinin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan modeldir. Bu modelde relatif eksp-
resyon; ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen),
AACt = ACt (galisma grubu) - ACt (kontrol grubu)
form{lG ile belilenmektedir. Calisilan bir genin kont-
rol grubuna kiyasla ekspresyon duzeyinin degdisimi
ise kat degisimi (fold change; FC) olarak isimlendiril-
mektedir. Bir genin ekspresyon duzeyi degisimi; FC =
228C formulasyonu ile hesaplanmaktadir (Livak ve
Schmittgen, 2001). MiRNA gen ekspresyonlarinin
arastinldiyi calismalarda bu matematiksel model
siklikla kullaniimaktadir (Inyawilert ve ark., 2015;
Zhang ve ark., 2017).

Global ortalama normalizasyonu

MiRNA RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda kul-
lanilan diger bir yéntem; global ortalama normalizas-
yon (global mean normalization) yéntemidir. Bu yén-
temde, bir 6rnek igerisindeki tim genlerin Ct degerleri
ortalamasi endojen kontrol olarak kullaniimaktadir.
ACt degeri, genlerin Ct degerlerinin bu ortalama Ct
degerinden cikariimasiyla elde edilmektedir
(Mestdagh ve ark., 2009). Global ortalama yaklasi-
minda yuksek Ct degerlerine sahip genler olmasi
durumunda varyasyonun artacagi ve Ornek icerisinde
¢ok distk miktarlarda bulunan miRNA’larin kantifi-
kasyonunda guvenilir olmadigi  belirtiimektedir
(Qureshi ve Sacan, 2013).

Agirlikli ortalama normalizasyonu

Agirlikli ortalama (weighted mean) normalizasyonu
Ct varyasyonlarini da normalizasyona dahil eden bir
yaklagimdir. Bu yaklasimda, tim &rneklerde bir genin
Ct degerinin standart sapmasinin tersi alinarak agir-
likh ortalama glcli (weighted mean power; wmp)
hesaplanmaktadir. Bu deger tim genler igin standart
sapma degerlerinin tersinin toplamina bdlinmektedir.
Bu deger ile bir érnekteki tim ham Ct degerlerinin
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toplami carpilarak Ctydegeri hesaplanmaktadir. Cty
degeri;

Clo- ) x (gprg)/ Ths 1/STD(CH)

formulasyonuna goére belirlenmektedir (Qureshi ve
Sacan, 2013). ACt degeri ise, her bir genin Ct dege-
rinden Ct, degerinin gikariimasiyla hesaplanmaktadir.
Bu yontemin, standart sapma degeri disik olan gen-
lerin normalizasyondaki agirhgini artirdigi ifade edil-
mektedir. Ayrica dusuk ve yuksek ekspresyon dize-
yine sahip miRNA’larin kantifikasyonunda normali-
zasyon amaclyla kullanilabilecedi  bildirilmigtir
(Qureshi ve Sacan, 2013).

Mikroarray verilerinin normalizasyonu

Mikroarray platformlarinda; RNA 6rneklerinin hazir-
lanmasi, floresan isaretleme, hibridizasyon, yikama
asamasindaki uygulamalar ve bazi teknik problemler
sonuglarda farkliliklara neden olabilmektedir (Meyer
ve ark., 2010). Bu nedenle, miRNA mikroarray verile-
rindeki bu farkliliklar en az diizeye indirgemek igin
veriler normalize edilerek sonuglar degerlendiriimek-
tedir. Bu amagla yaygin kullanilan normalizasyon
yaklagimlari; toplam gen sinyali, Ust ¢ceyrek normali-
zasyonu, kuantil normalizasyon, medyan normalizas-
yonu, RMA (robust microarray algorithm) ve siklik
loess (cyclic locally estimated scatterplot smoothing
veya cyclic local regression) yaklagimidir.

Toplam gen sinyali

Oligonukleotid problarinda genelde her bir miRNA’nin
birka¢ farkh kopyasi bulunmaktadir. Agilent mikroar-
ray platformlarinda bu birka¢ kopyanin floresan sin-
yallerinin ortalamasi alinarak toplam gen sinyali de-
geri (total gene signal; TGS) hesaplanmaktadir
(L6pez-Romero ve ark., 2010). Oligontikleotid mikro-
array platformlarindaki prob hicreleri, iki farkh oligo-
nikleotid probu (perfect match; PM; mis-match; MM)
icermektedir. Ayni hiicredeki bu iki farkli prob sadece
bir baz farkliiga (13. baz) sahiptir (Mandruzzato,
2007). TGS, PM floresan sinyali degerinin MM flore-
san sinyali degerinden ¢ikariimasi ile hesaplanmakta-
dir. Hesaplanan bu TGS direkt olarak istatistiksel
analizde kullanilabilmektedir (L6pez-Romero ve ark.,
2010). Ancak bu deger bazi miRNA problarinda MM
floresan sinyalinin PM floresan sinyalinden yuksek
olmasi nedeniyle negatif deger alabilmektedir. Boyle
durumda, minimum TGS degerinin eklenmesiyle ne-
gatif degerler pozitif hale gelmektedir. Bu agsamadan
sonra elde edilen veriler log2 tabaninda degerlere
dondstirilerek degerlendiriimektedir (Lépez-Romero
ve ark., 2010).

Ust gceyrek normalizasyonu

Bu yontemde TGS degerlerindeki 75. ylzdelik deger
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(75" percentile) baz alinarak normalizasyon gergek-
lestiriimektedir. MiRNA mikroarray platformalarinin
kullanildigi ¢alismalarda 75. yuzdelik degder ust cey-
rek (upper quartile) veya lguncl geyrek (third quarti-
le; Q3) olarak da isimlendiriimektedir (Pradervand ve
ark., 2009). Her bir miRNA i¢in elde edilen TGS sin-
yallerinin bu degere bdlinmesiyle veriler normalize
edilmektedir. Normalizasyon sonrasi veriler log2 ta-
banina donustirilerek sonuglar degerlendiriimekte-
dir. Bu yaklagimin normalize edilmemis TGS yaklasi-
mina kiyasla, verilerin standart sapma degerini azalt-
tig1 ve sonuglarinin guvenilirligini artirdigi ifade edil-
mektedir (Pradevand ve ark., 2009; Lépez-Romero
ve ark., 2010).

Kuantil normalizasyon

Kuantil normalizasyonda tim mikroarray platformun-
da prob floresan sinyal yogunlugunun degismeyecegi
varsayllmaktadir. Bu nedenle elde edilen floresan
sinyal yogunluklari kuantil normalizasyon yontemiyle
esitlenerek elde edilen yeni veriler istatiksel analizde
kullaniimaktadir (Bolstad ve ark., 2003; Meyer ve
ark., 2010). Normalizasyon yapilirken; p sayida miR-
NA ve n sayida 6rnegin floresan sinyali verilerini ice-
ren X matriksi (p x n) olusturulur (Rao ve ark., 2008).
Bu matrikste her drnek igin siralama en klgukten en
blylge dogru gergeklestiriimektedir. Birinci sirada
yer alan floresan sinyali en kiguk floresan sinyalidir
(Ballman ve ark., 2004). Daha sonra X matriksinin
her satirinda yer alan degerlerin ortalamasi alinarak
yeni degerler olusturulur ki bu degerlerin tim 6rnek-
lerde ayni oldugu kabul edilir (Rao ve ark., 2008).
Kuantil normalizasyon islemi, Bioconductor gibi R
programlama ile ayni dili kullanan bilgisayar program-
lari ile gercgeklestirilebilmektedir (Liu ve ark., 2008).
Diger normalizasyon yontemleri ile kiyaslandiginda
bu yéntemde normalizasyonun daha hizli yapilabildigi
ifade edilmektedir (Ballman ve ark., 2004).

Medyan normalizasyonu

Medyan normalizasyon yonteminde; p sayida miRNA
ve n sayida ornegin floresan sinyali verilerini p x n
matriksi olusturulmaktadir. Bu matrikste yer alan her
kolondaki medyan degerleri alinarak n-boyutlu med-
yan vektorid M olusturulmaktadir. Daha sonra bu M
vektérinde de medyan degeri (overall median) belir-
lenmektedir. M vektori medyan degeri ile her 6rnegin
medyan degeri arasindaki fark belirlenmekte ve bu
fark miRNA'nin ekspresyon degerinden cikartilarak
veriler normalize edilmektedir (Rao ve ark., 2008).
Ancak, medyan normalizasyon yaklasiminin miRNA
ekspresyonlarindaki global degisimlerin belirlenme-
sinde yetersiz kaldigi ifade edilmektedir (Wu ve ark.,
2013).

RMA

Oligonukleotid temelli mikroarray platformlarindan
elde edilen verilerin normalizasyonu amaciyla kullani-
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lan RMA algoritmasi, genlerin ekspresyon seviyeleri-
nin daha kesin bir sekilde tespit edilmesine olanak
tanimaktadir (Wu ve ark., 2013). Genellikle Affymetrix
GeneChip mikroarray platformlarinda kullanilan stan-
dart bu algoritmada, elde edilen anormal degerler
cikarilmakta ve sadece pozitif sinyal degerleri dikkate
alinmaktadir (Irizarry ve ark., 2003). RMA algoritma-
sindaki son adimda veriler kuantil normalizasyon
yéntemi ile normalize edilmektedir (Bolstad ve ark.,
2003; Wu ve ark., 2013). Bu algoritmanin ayni za-
manda Agilent mikroarray platformlarindan elde edi-
len TGS verilerinin arka plan sinyallerinin dizeltiimesi
amaciyla kullanilabileceg@i bildiriimektedir (Lépez-
Romero ve ark., 2010).

Siklik loess

MIiRNA mikroarray verilerinin normalizasyonunda
kullanilan diger yontem ise, siklik loess yodntemidir
(Rao ve ark., 2008). Bu yontemde ilk olarak iki farkh
ornek segilerek MA plotu (M versus A plot) verisi
olusturulmaktadir. Bu plotta M; bir miRNA probu igin
iki 6rnegin ekspresyon degerleri arasindaki farktir. A
ise iki ekspresyon degerinin ortalamasidir. Her prob
icin olusturulan M ve A degerleri regresyonu ile bir
egrisi olusturulur (Rao ve ark., 2008). Bu egriden
elde edilen diizeltme faktoru ile verilerin normalizas-
yonu gergeklestirimektedir (Rao ve ark., 2008; Ball-
man ve ark., 2004). Tim problar i¢in bu ikili islem
yapilarak analiz tamamlanmaktadir. Ancak siklik lo-
ess yonteminde ayni anda iki 6rnek icin normalizas-
yon gerceklestiriimektedir. Bu nedenle normalizasyon
isleminin nispeten daha uzun sire aldigi ifade edil-
mektedir (Ballman ve ark., 2004).

miRNA dizileme verilerinin normalizasyonu

MiRNA dizileme tekniginde gerekli filtrelemeler yapil-
diktan sonra iyi kalitedeki okumalarla miRNA dizileri
ilgili veri tabanlar ile tespit edilmektedir. Okuma son-
rasi elde edilen veriler, miRNA’larin toplam okuma
sayilaridir. Bu nedenle veri normalizasyonu temelde
miRNA okuma sayilari ile gergeklestiriimektedir (Tam
ve ark., 2015). MiRNA dizileme verilerinin normali-
zasyonunda farkli ydntemler kullaniimaktadir. Bu
amacla yaygin olarak kullanilan yéntemler; milyon
basina disen okuma sayisi (counts per million; CPM
veya read per million; RPM), toplam sayi normalizas-
yonu, medyan normalizasyonu, Ust ¢eyrek normali-
zasyonu, M’in budanmis ortalamasi (trimmed mean
of M; TMM) ve kuantil normalizasyon ve DEseq2
yontemleridir.

cPM

CPM, miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda
kullanilan en basit yontemdir. Bu ydntemde normali-
zasyon, karsilastirilan ornekler arasinda; bir miR-
NA’nin toplam okuma sayisinin toplam okuma sayisi-
na boliinmesi ve elde edilen degerin 1 x 10° ile garpil-
masi ile hesaplanmaktadir. Bu yaklasimda, toplam
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okuma sayisinin 10%ya gére orantilanmasiyla, miR-
NA okuma sayilari tekrar hesaplanmaktadir (Tam ve
ark., 2010). Bu sayede, okuma sayisi bir milyondan
fazla veya az olsa dahi, milyon bagina diisen miRNA
okuma sayisi dikkate alinmaktadir. Daha sonra veri-
ler log2 tabanindaki degere donustirilerek analiz
gerceklestiriimektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam
ve ark., 2015).

Toplam sayi normalizasyonu

Toplam sayi normalizasyonunda (total count; TC) her
Ornekte bir miRNA’nin toplam okuma sayisi érnekteki
tim okumalarin sayisina béliinerek hesaplanmakta-
dir. Tam o6rnekler icin bu hesaplama yapilmaktadir.
Daha sonra elde edilen deder log2 tabanindaki dege-
re donusturdlmektedir (Dillies ve ark., 2013). Ancak
miRNA dizileme verilerinin normalizasyonunda kulla-
nilan TC ve CPM yaklagimlarinda varyasyonun yuk-
sek oldugu bu nedenle bu iki yaklagimin glvenilirligi-
nin diger yéntemlere kiyasla dislk oldugu bildirilmis-
tir (Tam ve ark., 2015).

Medyan normalizasyonu

Medyan normalizasyonunda, bir miRNA’nin okuma
sayisli, tim orneklerdeki okumalarin median degerine
béltinmesi ve 1 x 10% ile carpilmasiyla veriler normali-
ze edilmektedir. Normalizasyon sonrasi elde edilen
degder log2 tabanina dénusturilerek analiz gercekles-
tirilmektedir (Dillies ve ark., 2013).

Ust geyrek normalizasyonu

Ust ceyrek normalizasyonunda; bir genin toplam oku-
ma sayisl, her drnekteki 75. ylzdelikteki okuma sayi-
sina bolinerek verilerin normalizasyonu gerceklesti-
riimektedir. Bu normalizasyon islemi Bioconductor
programinda EdgeR package ile gerceklestirilebil-
mektedir (Robinson ve ark., 2010; Tam ve ark.,
2015).

Kuantil normalizasyon

Kuantil normalizasyonda ¢ogu miRNA'nin ekspres-
yon seviyesinin degismedidi varsayiimaktadir. Mikro-
array verilerinin kuantil normalizasyonu ile benzer
olan bu yaklasimda, normalizasyon isleminde miRNA
okuma sayilari kullaniimakta ve tim érneklerde gen-
lerin gogunun ekspresyon dizeyi dagihminin benzer
oldugu kabul edilmektedir (Bolstad ve ark., 2003;
Tam ve ark., 2015). Bu analiz Bioconductor Limma
paketi ile gergeklestirilebilmektedir (Ritchie ve ark.,
2015).

T™MM

MiRNA dizileme tekniginde genellikle 6rneklerdeki
RNA miktari g6z ardi edilmektedir. RNA miktarinin
ornekler arasinda farkli olmasi, okuma sayilarinin
farkli olmasina neden olmaktadir. Oyle ki; analiz so-
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nucunda bir miRNA'nin ekspresyon dizeyinin degis-
medigi tespit edilse bile, bu durumun o6rneklerdeki
RNA miktar farkliiindan kaynaklanabilecegi belirtil-
mektedir (Tam ve ark., 2015). TMM normalizasyon
yéntemi ile RNA miktarindan kaynaklanan varyasyo-
nun onine gegilmesi amaglanmaktadir. TMM yoénte-
minde normalizasyon iglemi; genlerin okuma sayilar
ve toplam okuma sayilari ile hesaplanan M ve A de-
gerlerinin belirli bir oranda budanmasiyla gerceklesti-
rilmektedir (Robinson ve Oshlack, 2010). Budama
orani yapilan galismaya gore %5-%30 arasinda degi-
siklik gosterebilmektedir (Robinson ve ark., 2010;
Tam ve ark., 2015). Bu normalizasyon Bioconductor
EdgeR paketi ile gergeklestirilebilmektedir (Robinson
ve ark., 2010).

DEseq2

DEseq2 yaklasiminda; bir drnekteki bir miRNA’nin
okuma sayisi, tim o6rneklerdeki tim genlerin okuma
sayilarinin geometrik ortalamalarina boliinerek veriler
normalize edilmektedir. Bu normalizasyon islemi Bio-
conductor DEseq2 paketi ile gerceklestirimektedir
(Love ve ark., 2014).

Sonug

MiRNA ekspresyon profillerinin belilenmesine yone-
lik yapilan caligmalardan yiksek miktarda veri elde
edilmektedir. Elde edilen bu verilerin normalizyonun-
da cok sayida yontem kullaniimaktadir. Referans gen
yaklagimi RT-qPCR verilerinin normalizasyonunda en
yaygin kullanilan yaklagimdir. MiRNA mikroarray
platformlari ve miRNA dizileme tekniginde ise kullani-
lan normalizasyon yaklagimlarinin sayisi nispeten
daha fazladir ve bu yaklasimlarin givenilirligi yapilan
calismaya goére degisebilmektedir. Bu nedenle, dzel-
likle miRNA mikroarray plaformlari ve miRNA dizile-
me calismalarinda veri normalizasyonu hususunda
fikir birliginin bulunmadigi séylenebilir. Bu baglamda,
miRNA ekspresyonu profillerinin degerlendiriimesi
amaciyla gergeklestirilen caligmalarda uygun norma-
lizasyon yaklagimlarinin belirlenmesi sonuglarin gu-
venilirligi agisindan 6nemlidir. Bu sayede, miRNA’la-
rin fizyolojik olaylar, kanser ve diger patolojik olaylar-
daki rollerinin daha guvenilir bir sekilde belirlenmesi
mumkin olabilecektir.
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Microbiol 2008; 74(16): 5038-46.

If the reference is from chapter of a book with an editor, citation
must be done as shown below;

Example: Hornbeck P. Assay for antibody production. Colign JE.
Kruisbeek AM. Marguiles DH. eds. In: Current Protocols in
Immunology. New York: Greene Publishing Associates, 1991;
pp. 105-32.

If the reference is a book, citation must be done as shown below;
Example: Fleiss JL. Statistical Methods for Rates and Proportions.
Second Edition. New York: John Wiley and Sons,1981; p.103.

If the reference is whole book with an editor, citation must be as
below;

Example: Balows A, Mousier WJ, Herramafl KL, eds. Manual
of Clinical Microbiology. Fifth Edition. Washington DC: IRL
Press, 1990; p. 37.

If the reference is from meeting, citation must be done as shown
below;

Example: Entrala E, Mascarp C. New structural findings in
Cryptosporidium  parvum  oocysts. Eighth International
Congress of Parasitology (ICOPA VIII). October, 10-14, 1994;
izmir-Tirkiye.

If the reference is from a thesis, citation must be done as shown
below;

Example: Erakinci G. Investigation of Antibodies Against Parasites
in Blood Donors. PhD Thesis. Ege Univ. Institute of Health
Sciences. Parasitology Program, I1zmir-Turkey, 1993.

The reference is a website on the internet, citation must be done
as shown below; _

Example: TUIK. Hayvancilik Istatistikleri. http://www.tuik.gov.tr/
hayvancilik.app/hayvancilik.zul; Accessed Date: 14.03.2010.

Once the studies one published in the journal, all the responsibility
belongs to the authors.

The final checklist should be followed when submitting
manuscripts and the “Copyright Release Form” must be signed by
all authors in order. Manuscripts which are not prepared in
accordance with the “Instructions for authors” will not be
processed.
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Veteriner Fakdiltesi Dergisi’ne ait oldugunu kabul ve beyan ederiz.
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Here we affirm and warranty as the Author(s) of this manuscript submitted to Journal of Faculty of Veterinary Medicine, Erciyes
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submitted to any other journal for such review while under evaluation by this bulletin,

The manuscript contains no unlawful statements and does not contain any materials that violate any personal or proprietary
rights.
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been published onwards.
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SON KONTROL LISTESI

Makalenizi géndermeden 6nce litfen bu bélimdeki maddelerle karsilastirma yapiniz ve eksiklikleri

gideriniz.

Eksiksiz doldurulmus ve butlin yazarlarca imzalanmis “Telif Hakki Devri Formu”
(http://ercvet.gmail.com adresinden ulasabilirsiniz) makale ile birlikte génderildi.

Metnin tamamu ¢ift aralikli (5 mm) yazildi (Ozetler, tablolar, sekil alt yazilari, kaynaklar v.d. dahil).
Her bir kenarda 2,5 cm bosluk birakildi.

Yazilar 10 punto (Arial) ile yazildi.

Satir numaralari verildi.

Kapak sayfasinda, makalenin basligi (sadece yazim dilindeki) koyu (bold) yazildi, kisa baglik
eklendi.

Kapak sayfasinda, yazar isimleri agik olarak yazildi (kisaltma yok).
Kapak sayfasina dipnot (varsa) eklendi.

Turkge baslk yazildi.

Tarkce 6zet yazildi.

Turkge anahtar kelimeler (alfabetik sirali ve ilk kelimenin ilk harfi blyuk digerleri kiigik harfle
yazildi) verildi.

ingilizce baslk yazildi.

ingilizce 6zet yazild.

ingilizce anahtar kelimeler verildi.

Sekillerin orijinal halleri eklendi.

Metin icinde sekiller ardisik numaralandi.

Sekil boyutlar min.=8x20; max.=16x20 cm.
Metin iginde tablolar ardigik numaralandi.
Tablo boyutlari min.=8x20 cm; max.=16x20 cm.
Sekil ve tablolarin metin iginde gelmesi istenilen yer belirtildi.
Sekiller listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her sekil ayri sayfaya yerlestirildi.

Tablolar listesi ayri bir sayfa olarak hazirlandi.
Her tablo ayri sayfaya yerlestirildi.

Kaynaklar yazim kurallarina uygun yazildi.

Yazisma adresi verildi.
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Copyright Release Form has been enclosed, completed and signed by all authors
(http://ercvet.gmail.com).

Entire paper has been 5 mm double-spaced (abstract, tables, captions/legends, references).
Margins have been 2,5 cm each side.
Font size has been 10 pt (Arial).

Lines have been numbered.

Title of the manuscript has been written bold and short title added on the cover page.
Author(s) names have been fully written (not abbreviated) on the cover page.

Footnote has been given on the cover page (if necessary)

English title has been given.

English summary has been given.

English keywords have been given alphabetically.

Turkish title has been given.

Turkish summary has been given.

Turkish keywords have been given alphabetically.

Orijinal figures have been enclosed.

Orijinal figures have been prepared correctly according to instructions.
Figures have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of figures have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Tables have been referred to consecutively in the paper.

Dimensions of tables have been min =8x20 cm; max.=16x20 cm.
Figures and tables have been stated requiring put on the manuscript.
Names of figures have been given on a separate page as figure list.
Each figure has been given on a separate page.

Names of tables have been given in a separate page as table list.
Each table has been given on a separate page.

References has been typed according to instructions.

Corresponding address has been given.
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