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Evaluation of Serum Cobalt, Copper, Iron, Calcium, Phosphorus and
Magnesium Concentrations in Cattle Naturally Infected with Theileria

annulata

Vural DENiZHAN), Siileyman KOZAT?*, Cumali OZKAN?, Selguk Seckin TUNCER!

1. Yuzuncu Yil University, High Vocational of Ozalp, Van, TURKEY.
2. Yuzuncu Yil University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Internal Medicine, Van, TURKEY.
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Absract: The purpose of this study was to evaluate serum albumin, glucose, calcium (Ca), cobalt (Co), copper (Cu), iron (Fe),
magnesium (Mg), and phosphorus (P) in cows with naturally infected with Theileria annulata. The material of this study was
a total of 15 cattle with different ages, breeds and genders diagnosed as theileriosis according to clinical and microscopical
examination. According to statistical analyses of biochemical parameters; serum glucose, Ca, Co, Cu, Fe, Mg, and P
concentrations were detected significantly low in cattle with theileriosis (P<0.001). In conclusion; mineral substance levels
were altered in cattle naturally infected with Theileria annulata. Additionally to the classical treatment of theileriosis,
administering mineral supplements including Ca, Co, Fe, Cu, Mg, and P to the animals is thought to be more useful in
treatment.

Keywords: Cattle, Mineral substance, Theileria annulata.

Theileria annulata ile Dogal Enfekte Sigirlarda Serum Kobalt, Bakir, Demir,

Kalsiyum, Fosfor ve Magnezyum Konsantrasyonlarinin Degerlendirilmesi

Oz: Bu calismanin amaci, dogal Theileria annulata ile enfekte sigirlarda serum albiimin, glikoz, Kalsiyum (Ca), kobalt (Co), bakir
(Cu), demir (Fe), Magnezyum (Mg) ve Fosfor diizeylerini degerlendirmektir. Bu calismanin hayvanin materyali olarak klinik ve
mikroskobik inceleme sonuglarina gore theileriozis tanisi konulan degisik yas, irk ve cinsiyette 15 sigir kullanildi. Biyokimyasal
parametrelerin istatistiki analizine gére serum glikoz, Ca, Co, Cu, Fe, Mg ve P konsantrasyonlari theileriozisli sigirlarda dnemli
diizeyde dusuk tespit edildi (P<0.001). Sonug olarak; Dogal Theileria annulata ile enfekte sigirlarin mineral madde dizeyleri
degismektedir. Theileriozisin klasik tedavisine ek olarak Ca, Co, Fe, Cu, Mg ve P iceren mineral preparatlarin verilmesinin
tedavide daha fasydali olacag distinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mineral madde, Sigir, Theileria annulata.

X siileyman KOZAT
Yuzuncu Yil University, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Internal Medicine, Van, TURKEY.
e-mail: skozat@hotmail.com
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INTRODUCTION

B

Theileria disease is

ovine tropical theileriosis caused by Theileria
annulata, is a tick-borne disease of cattle.
important disease that is
widespread in tropical and subtropical climates
countries caused morbidity and loss of productivity
in indigenous cattle and lethal disease in imported
high-grade cattle and crossbred stock (1-4).

Macro and micronutrients are inorganic
substances essential to maintain the normal function
and living status in domestic animals. These nutrients
play a critical role in physiological processes related
to health, growth and reproduction, and the
adequate function of the immune and endocrine
systems (5). Cobalt is the main component of vitamin
B12 which plays an important role in energy
metabolism, haematological parameters and amino
acid metabolism (6-8). Cobalt has been used for years
to prevent unproductiveness with signs of anorexia,
low body weight gain, emaciation, low milk yield and
anaemia (7). It is reported that theres is closely
between Concentration copper (Cu) and health in the
cows (9). Copper is a compound of enzyme catalysts
and participates in important biochemical function
(6). Copper is responsible for activation of numerous
vital enzyme and its deficiency causes various
disorders (8). Iron (Fe) is essential to virtually s as a
component of hemoglobin and numerous other iron-
containing proteins in the body. Fe deficiency caused
the incidence of infectious diseases and impairment
of the activities of iron-containing enzymes in cells of
the immune system in animals (10). Magnesium (Mg)
is an important mineral for in animals. Mg should be
sufficient to metabolic activity and protect animal
health (11). In cattle with theileriosis, there were
decreased serum calcium and phosphorus
concentrations in cattle infected with T. annulata in
the present study which was also decreased in the
previous studies (12). Col and Uslu (13) reported that
hypocalcaemia in their study could be due to
decreased intake,

hypoproteinemia, dietary

intestinal malfunction and kidney damage. The
decreased phosphorus serum concentration could be
due to diarrhea and renal wasting (14). Recent
reviews have focused on the role of trace minerals in
disease resistance in ruminants (5-7). The purpose of
this study is to present changes in serum mineral
concentrations in cattle with theileriosis before and
after treatment, and importance of these
concentration changes in treatment and prognosis of

the disease.

MATERIALS and METHODS
Animal selection and blood collection

The material of this study was a total of 15 cattle
with different ages, breeds and genders diagnosed as
theileriosis according to clinical and microscopical
examination and 10 healthy cattle as control group.
All animals in the study adhered to the principle of
local Ethics Committee (Date and decision of the
ethics report: 01.08.2013 and 2013/08). Clinical
findings of the animals were evaluated systemically
before treatment and at the 7th day after treatment.
In order to perform microscopical examination,
blood samples were obtained from V. auricularis
before and after treatment and blood smears were
prepared and stained with Giemsa. Patients with
piroplasm form of theileria in their erytrocytes were
evaluated as positive.

Blood samples were obtained from V. jugularis
before and at the 7th day of treatment and for once
from the control group for haemotological and
order to
blood

obtained to tubes containing EDTA and to perform

biochemical analyses. In perform

hematological analyses, samples were
biochemical analyses, serum was extracted from
blood samples obtained to anticoagulant free tubes
which were centrifuged on 3000 RPM (Rotofix 32 —
Hettich). Obtained serum samples were preserved in
-20 °C until evaluation. Single dose of buparvaquon

(Butalex — Ceva DIF) were administered to infected
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animals with dose of 2.5 mg/kg live weight.
Oxytetracyclin (Geosol injectable solution/VETAS
Turkey) was administered for 5 days intramuscularly

in order to prevent secondary infections.

Hematological and Biochemical Examination

Hematocrit (Hct), hemoglobin (Hb)
concentration and White Blood Cell amount (WBC)
were measured with hemogram device (QBC

vetautoreader® — Idexx). Serum Cobalt (Co), Copper
(Cu), Phosphorus (P), Iron (Fe), Calcium (Ca) and
Magnesium concentrations were measured with
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer (ICP-
MS) (Thermo Scientific, Designed in UK and Made in
China). Serum glucose concentrations were
measured spectrophotometrically (Photometer 5010
— Boehringer Mannheim) according to the test

procedures.

Statistical Analysis

Statistical analysis was performed using SPSS 20

for Windows. Clinical signs, hematological and

biochemical parameters were stated as Mean,
Standart Deviation, Minimum and Maximum values.
Kruskal-Wallis test was performed for comparing
these attributes. Spearmen-correlation coefficient
was calculated in order to determine the relation
between parameters in each group. Statistically

significance level was taken as 5 %.
RESULTS
Clinical Findings

The
theileriosis; anorexia, dullness, swelling in superficial

clinical examinations of cattle with
lymph nodes, hyperemia in visible mucosa and
conjunctivas were observed. Anemia and petechial
hemorrhage were observed in certain animals

(Tablel).

Tablel. Clinical findings in healthy cattle and cattle infected with Theileria annulata.
Tablo 1. Saglikli ve Theileria annulata ile enfekte sigirlarda klinik bulgular.

Control Before treatment 7th day After Treatment
Parameters _n=10 _n=15 _n=15

X £5p X £g5p X *gp
Body Temperature (2C) 38.32+0.12° 40.26+0.26¢ 38.36+0.10°
Heart Rate (beat /min) 73.50+1.20° 84.30+4.48°¢ 80.32+3.05°
Respiratory Rate (breath / min) 27.50+0.562 43.30+1.84° 35.48+1.38¢

Importance of statistical difference in the same lines were determined as ab: P<0.001, ac: P<0.01 ve ad: P<0.05.

Hematological Findings

Hemoglobin concentration, hematocrite and
total leucocyte amount were significantly lower in
cattle suffering from theileriosis than in the healthy

controls (P<0.001). Despite treatment, while

hematological parameters of cattle with theileriosis

were detected close to same hematological

parameters of healthy cattle; Htc and WBC values
were detected statistically lower than healthy cattle
(P<0.01 and P<0.05, respectively) (Table 2).
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Table 2 Hematological findings in healthy cattle and cattle with Theileriosis.
Tablo 2. Saglikli ve Theileriozisli sigirlarda hematolojik bulgular.

Before 7th day
Control
_ treatment After Treatment
Parameters =10 n=15 n=15
+ J— J—
X £sD X £5p X £gp
Hemoglobin concentration (g/dl) 11.14+0.24 7.12+0.54° 9.86+0.242
Hematocrit (%) 33.1040.58° 16.22+0.40° 26.8410.32°¢
Total Leucocyte Count (x10°/L) 8.88+0.42° 5.10+0.44° 7.22+0.82¢

Importance of statistical difference in the same lines were determined as ab: P<0.001, ac: P<0.01 ve ad: P<0.05.

Biochemical Findings

serum albumin
infected with T.

There is a decrease in

concentrations in the cattle

annulata. There was, however, no significant
difference in the albumin ratio between infected and
healthy cattle (P>0.05). Serum glucose, P, Ca, Co, Fe,

Cu and Mg concentrations in cattle with theileriosis

were detected significantly lower than control group
before treatment (P<0.001). Despite the treatment;
serum glucose (P<0.01), Co (P<0.01), Cu (P<0.01), Fe
(P<0.05), Mg (P<0.01) and P (P<0.01) concentrations
were detected lower in cattle with theileriosis at the
7th day of treatment than the same parameters of
control group (Table 3).

Table 3 Biochemical parameters in healthy cattle and cattle with Theileriosis.
Tablo 3. Saglikli ve Theileriozisli sigirlarda biyokimyasal parametreler.

Control Before treatment 7th day after
treatment

Parameters _n=10 =15 n=15

X tgp X tsp Y *ep
Glucose (mg/dl) 72.3246.70? 46.24+7.27° 62.41+4.34¢
Albumin (gr/dl) 2.82+0.252 2.66+0.322 2.70+0.342
Ca (mg/dl) 8.21+2.302 4.50%1.63P 7.78+0.682
Co (pg/L) 51.36+4.10? 20.44+2.10° 46.7613.66¢
Cu (pg/L) 1130.50+246.432 528.62+61.16P 858.75+115.56¢
Fe (mg/L) 1.70+0.35% 0.41+0.17° 1.14+0.22¢
Mg (mg/dl) 2.57+0.25° 1.26+0.34° 1.87+0.16¢
P (mg/dl) 6.30£0.68?2 2.605+0.52° 4.51+0.56°

Importance of statistical difference in the same lines were determined as ab: P < 0.001, ac: P < 0.01 ve ad: P < 0.05.

DISCUSSION and CONCLUSSION

Significant changes in cattle infected with
Theileria annulata were reported in several studies
(3, 13-16). In the present study; RBC count, PCV and
Hb concentration in cattle with theileriosis were
significantly lower than healthy ones (P<0.05). With
progression of parasitemia severity, a significant
decrease in RBC count, PCV and Hb concentration
was observed (P<0.05). These findings were similar
to those of many researchers (3,15,16). The decline
in RBC count, PCV and Hb concentration can also be

attributed to multiplication of piroplasms in RBC
which results in erythrolysis (2).

In the present study, there was a decrease in
serum glucose concentrations in cattle infected with
T. annulata compared with control group. The
findings were in accordance with the findings of
researchers (13,14) as they reported the decreased
serum glucose concentration could be due to glucose
utilization in blood and hepatic dysfunction as a
result of theileria infection. Kincaid and colleagues
(17) the low serum total

reported protein
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concentration in cattle naturally infected with T.
annulata was possible beacuase of hypoalbuminemia
and hypoglobulinemia resulting from liver failure and
severe lymphocytopenia. In current study serum
albumin concentration in infected with T. annulata
were found to be numerically lower concentrations
of healthy cattle.

The decreased serum copper and iron
concentrations in Theileria-infected cattle could be
attributed to the inability of the damaged liver to
synthesize ceruloplasmin and transferrin,
respectively (12). In this study, serum Fe and Cu
concentrations were detected significantly lower
than control group (P<0.001). Copper has roles on
superoxyde dismutase and cytochrome oxidase,
myelin synthesis and keratinisation (18). Cytochrome
C oxidase enzyme which has important function in
energy conversion is dependent on copper (19).
Therefore copper is an essential element and
primarily has role in carbohydrate metabolism (6).
Researchers (19) reported plasma Cu concentrations
as 90-150 ug/dl for ruminants. In this study; serum Cu
levels in healthy cattle were determined as
1130.50+246.43 pg/L. Before treatment, serum Cu
levels in cattle with theileriosis were determined as
528.62+61.16 pg/L. At the 7th day after treatment,
serum Cu level in theileriosis was 858.75+115.56
ug/L. Copper has roles on growth, regulating the
reproduction and carbohydrate  metabolism.
Decrease in food intake resulted by anorexia lead to
impairment of carbohydrate metabolism (6,9,18,19)
is also thought to cause decrease in Cu levels in cattle
with theileriosis.

In this study; before treatment, while average
serum calcium concentrations were detected lower
in cattle with theileriosis than control group; serum
albumin level did not change. Decreased calcium
concentrations in theileriosis could be resulted from
decreased dietary intake, intestinal malfunction,
kidney damage and decreased phosphorus
concentration due to diarrhea and renal wasting

(12,13).

Mg has great impact on basic metabolic rate in
fat and carbohydrate metabolism, and blood glucose
regulation (20). Serum magnesium concentration of
healthy cattle is reported as 1.2-3.5 mg/dl (21). In the
current study; when Mg levels of cattle with
theileriosis before treatment were compared with
control group; Mg levels in bovine with theileriosis
was found lower (P<0.001). In this study; the reasons
of lower magnesium concentration are thought as
increase in tubular resorption and loss of appetite
due to gastrointestinal atony.

Serum phosphorus level in healthy cattle is
reported as 5.6-6.5 mg/dl. As reported, low food
intake by these factors lead to phosphorus deficiency
(22). Hypophosphataemia causes various clinical
findings such as anorexia, pica, muscle weakness,
intravascular haemolysis impaired liver function (23).

In this current study, the serum phosphorus
concentrations were significantly lower in cattle
suffering from theileriosis than in the healthy
controls (P<0.01). it has been postulated that the
lower level of phosphorus amount in cows with
theleriosis could partly be due to the anorexia
condition prevailing in the disease. These datas
support the researchers’ datas (22,23). In the study,
the decrease in the concentration of Mg and P in
cattle with theleriosis can be caused diarrhoea and
wasting (12).

In conclusion; serum Ca, Co, Cu, Fe, Mg and P
concentrations in cattle with Theileria annulata were
detected low before treatment. Additionally to the
classical treatment of theileriosis, administering
mineral supplements to the animals is thought to be
more useful in treatment. Therefore there should be
more studies performed about the contribution of
minerals to the treatment of theileriosis. This study
will provide an insight to the studies will be

performed in this respect.
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Absract: In the present study the objective was to determine the effect of one transport journey on some stress indicators in
horses. 11 adult stallion (all stallion) age 3-12 years including 7 Thoroughbred, 2 Arabian, 1 Dutch Warmblood, and 1 Friesian
were enrolled. White blood cell counts and other relevant parameters were determined by an automated cell counter before
and after transportation. Serum activities of relevant biomarkers were determined by use of an autoanalyzer. Serum cortisole
level was detected by a microplate immunoassay technique. Sodium (Na), Potassium (K) and Clor (Cl) and Calsium (Ca) levels
were also measured by use of autoanalyser. Mean Platelet (PLT), and Mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC)
White Blood Cell (WBC) counts did not exhibit a variation for healthy horses during the study whereas RBC, Hb and Hct levels
exhibited significant increases after transportation (P<0.05). Mean daily glucose concentration showed an increase after
transportation (P< 0.05). Mean total protein, albumine, AST and CK levels presented increases on day 2, after transportation
(P< 0.05). Mean blood urea nitrogen, creatinine, total bilirubine, ALT, ALP, LDH and GGT did not show significant changes
throughout the study. Mean Sodium (Na), Potassium (K) and Clor (Cl) levels showed alterations after transportation (P< 0.05),
whereas Calsium (Ca) levels showed significant decreases after transportation (P< 0.05).

Keywords: Biochemistry, Hematology, Stallion, Stress, Transport.

Uzun Transporta Bagh Aygirlarin Strese Tepkileri: Tam Kan Sayimi ve Serum
Biyokimya Varyasyonlari

Oz: Bu calismada, transportun atlarda bazi stres gostergelerine etkisini belirlemek amaclanmistir. 7 Safkan, 2 Arap, 1 Hollanda
Yarim Kan ve 1 Fresyan olmak lzere 3-12 yas arasi 11 olgun at (aygir) kayit edildi. Transport dncesi ve sonrasinda, otomatik
kan sayimi ile beyaz kan hiicresi sayimi ve diger ilgili parametreler belirlendi. ilgili biyolojik belirteglerin serum aktiviteleri bir
otoanalizor kullanilarak belirlendi. Na, K, Cl ve Ca dlizeyleri de otoanalizér kullanilarak 6lglildi. Ortalama Platelet (PLT) ve
Oratalama Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC) Total Lokosit (WBC) sayilari ¢calisma siiresince saglkl atlar icin bir farkhhk
gostermezken, Alyuvarlar (RBC), Hemoglobin (Hb) ve Hematokrit (Hct) dizeyleri ulagimdan sonra anlamh artiglar sergiledi
(P<0.05). Gunliik ortalama glikoz konsantrasyonu transporttan sonra artis gosterdi (P<0.05). Ortalama total protein, albimin,
Aspartat aminotransferaz (AST) ve Kreatinin kinaz (CK) dizeyleri, transportun ardindan 2. giinde artmaktadir (P<0.05).
Ortalama kan Uresi azotu, kreatinin, total bilirubin, Alanin aminotransferaz (ALT), Alkalen fosfataz (ALP), Laktat dehidrogenaz
(LDH) ve Gama-gulutamil Transferaz (GGT), ¢alisma boyunca 6nemli degisiklikler gostermedi. Transporttan sonra ortalama
Sodyum (Na), Potasyum (K) ve Klor (Cl) diizeyleri degisti (P<0.05), nakil sonrasi Kalsiyum (Ca) diizeyleri anlamli diistis gosterdi
(P <0.05).
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INTRODUCTION

H

breeding and slaughter for several times throughout

orses are transported for several reasons

comprising sport (showing and racing) (1,2,3),

their lives (4). It has been well recognized that in
horses transport is a general stressor leading to
(5), (6,7,8),

elevated heart rates (9,10), and changes in plasma

salmonellosis respiratory disease
ascorbic acid (11), serum cortisol concentration
(9,10,11,12,13)
(13,14,15). Elevated sodium and blood glucose
detected

and muscle enzyme activities

concentrations have also been in
slaughtering horses (12,13,14,15,16).

Up to date the transportation of horses by road
received attention, but limited scientific research has
been (4) focused on both hematological and serum
biochemical changes. Therefore the aim of this study
was to determine the effect of one transport journey

on some stress indicators in horses.

MATERIALS and METHODS
Horses and Study Design

Eleven adult stallion aged 3-12 years including 7
Thoroughbred, 2 Arabian, 1 Dutch Warmblood, and 1
Friesian were enrolled. All horses have had prior
experience of transport; indeed 2 weeks prior to the
study was performed, all horses were loaded and
unloaded form the van in an attempt to ensure that
all horses loaded without hesitation. This study was
conducted in accordance with the ethical guidelines
of animal experiments.

A study design consisted of one 19 h transport
period from Nevsehir to Antalya, with a total of 867
km travelled. On day 0, prior to study horses were
housed individually in their natural boxes and
physiological data were collected to obtain baseline
values. On day 1 horses were loaded to a commercial
van. Travel commenced for 19 hour period. Horses
were unloaded on day 2 and housed individually in
boxes for post-transport period. Water was always
available to the horses in their boxes.

A commercial van was designed to carry out a

total of 11 stallions and was pulled by a tractor.

Horses were randomly enrolled in groups paralel to
the length of the van, as described previously (21).
Five horses faced the direction of the journey, and six
other faced the opposite direction. Bedding (straw)
was placed on the floor for secure footing. Windows
were allowed to open fully for fresh air. Travel was

iniated at early morning and continued for 19 h.

Laboratory Analyses

White blood cell counts and were determined
by an automated cell counter (Abacus Junior Vet 5,
Hungary). Serum activities of Alanine
aminotransferase (ALT), Aspartate aminotransferase
(AST), Alkaline phosphatase (ALP), Creatinine kinase
(CK), Lactate dehydrogenase (LDH), Gama-glutamil
transferase (GGT) and glucose, Blood Urea Nitrogen
(BUN), creatinine, total protein, albumine, total
bilirubine levels were determined by use of an
autoanalyzer (Spotchem ez sp-4430, Arkray, Japan).
Serum cortisole levels and electrolyte analysis [Na, K,
Cl and Ca],

immunoassay technique using autoanalyzer in a

were detected by a microplate

private commefical lab.

Statistical Analyses

The

measurements taken after transport were evaluated

effects of  transportation and
using means for day 1 and 2, respectively, using
Paired Samples t-test. Significance was declared

whenever P<0.05.

RESULTS
Blood Measurements

The WBC counts did not exhibit a variation and
remained within the reference range (5.5 to 14.3 x
103/ _L) for healthy horses during the study. Mean
PLT and MCHC did not show significant levels (Table
1). RBC, Hb and Hct levels exhibited variations with
(P<0.05). MCHC
exhibited variations with slight decrease after
transportation (P<0.05) (Table 1).

increases after transportation
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Table 1. Mean haematological values (+ SD) of measurements and P-values of comparisons between day 0 (d 0)

and following a 19-h posttransport period (d 2).

Tablo 1. 0. Hematolojik 6l¢lim degerlerinin ortalamasi (+ SD) ve 0.(d 0) giin ile 19 saatlik bir nakliye sonrasi donem

(d 2) arasindaki karsilastirmalarin P-degerleri.

N O. hour 19. hour SD P
WBC (x103/uL) 11 7.67 7.73 0.815 0.809
RBC (x108/pL) 11 7.77 12.82 2.005 0.000 *E%
HB (g/dL) 11 11.91 16.93 1.415 0.000 ok
HCT (%) 11 40.54 50.79 1.768 0.000 *E*
MCV (fL) 11 46.40 40.88 5.605 0.006 ol
MCHC (g/dL) 11 33.39 33.50 1.877 0.845
PLT (x108/uL) 11 150.25 147.92 6.945 0.269

Serum Metabolites and Enzymes

Mean daily glucose concentration showed an
increase after transportation (P<0.05). (Table 2).
Mean total protein, albumine, AST and CK levels
showed increases on day 2, after transportation
(P<0.05). Neither serum concentrations of blood
urea nitrogen nor of creatinin exhibited variation or
difference (P>0.05) between days 1 and 2. Besides
mean values of total bilirubine, ALT, ALP, LDH and

GGT did not show significant changes throughout the
study (Table 2).

Mean Na, K and Cl levels showed variations with
increases after transportation (P< 0.05), whereas Ca
levels showed significant decreases after
transportation (P<0.05). Mean serum cortisol levels
showed significant increases after transportation

(P<0.05) (Table 2).

Table 2. Mean serum biochemical and metabolite values (+ SD) of measurements and P-values of comparisons
between day 0 (d 0) and following a 19-h posttransport period (d 2). Daily means (SD) and P values.

Tablo 2. Ortalama serum biyokimyasal ve metabolit degerleri (£ SD) ve 0. giin (d 0) ile 19 saat sonrasi nakliye
sonrasi donem (d 2) arasindaki karsilastirmalarin P degerleri. Glinlik ortalama (SD) ve P degerleri.

N O. hour 19. hour SD P
Glucose (mg/dL) 11 89.83 111.83 5.846 0.000 il
Blood Urea Nitrogen (mg/dL) 11 14.33 14.50 1.800 0.754
Creatinin (mg/dL) 11 1.11 1.14 0.143 0.438
Total Protein (g/dL) 11 6.25 7.53 0.407 0.000 il
Albumine (g/dL) 11 3.20 3.82 0.332 0.000 *oEk
Total Bilirubine (mg/dL) 11 1.34 1.33 0.144 0.845
ALT (1U/L) 11 13.75 14 2.800 0.763
AST (1U/L) 11 311.17 396.67 40.218 0.000 *oEk
ALP (1U/L) 11 188.08 187 6.815 0.593
CK (1U/L) 11 12.33 28.84 3.091 0.000 *oEk
LDH (1U/L) 11 271.17 270.25 9.209 0.737
GGT (IU/L) 11 13 13.33 1.614 0.489
Na** (mmol/L) 11 138.17 149.50 1.442 0.000 *oEk
K* (mmol/L) 11 3.07 4.49 0.362 0.000 *oEk
ClI' (mmol/L) 11 102.75 119.17 4.420 0.000 *oEk
Ca**(mmol/L) 11 3.09 2.69 0.175 0.000 *oEk
Cortisole (pg/dL) 11 1.65 2.90 0.215 0.000 il
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DISCUSSION and CONCLUSION

One of the most important problem is that the

response to road transport equine practice
worldwide (24). As a consequence several
immunological, physiological, and metabolic
alterations might prone horses to elevated
susceptibility to disorders (diarrhea, colics,
pneumonia  laminitis and trauma) (24,25).

Transportation is composed of several psychological
stimuli, resulting with stress disrupting metabolism
and homeostasis of affected animals (26,27,28).

Transportation includes various stressors
comprising loading, unloading and penning in a novel
and unfamiliar environment and confinement along
with motion, vibrations, changes in climatic
conditions, inadequate ventilation and food and
water deprivation. Animals react and addict respond
to challenges in their environment by various
interacting mechanisms including behavioural,
haematological, physiological and neuro-hormonal
parameters. Age, sex and physiological conditions
may also have infleunce on the behaviour of animals
during handling and transport (17,18,19).

In a prior study analyzing relationships between
transportation of 24 cold-blooded female horses
forwarded to both long and short distances and an
inflammatory condition [acute phase proteins,
oxidative stress and muscle injury. Plasma and serum
(TO),

immediately after transportation (T1) and finally

were withdrawn prior to transportation
during slaughter (T2). Fibrinogen was elevated in all
studied groups especially in fillies after long distance
transportation, (205+7.07 mg/dl at TO; 625+35.35
mg/dl at T1, and 790+14.14 mg/dl at T2).
Malondialdehyde levels rose at T1 and reached the
maximal level during T2. CK activity was also
increased at T1 in younger horses, According to the
latter study an intensified acute phase response
along withoxidative stress and muscle trauma
indicated an inflammatory condition (24). In the
present study altough the present authors did not
evaluate direct biomarkers of stres or oxidative

status, cortisole was markedly increased in horses

following transportation indicating relative stress as
was also determined (25,29).

Significantly higher levels of GOT, GPT, LDH and
ALT in contrast to the basal values were reported for
sedentary horses following transportation (20). In
addition, haematological and serum biochemical
changes occur in horses confined during air transport
(13). In the present study significantly higher levels in
glucose, total protein, albumin, AST and CK levels (P<
.05) were detected after transportation.

In horses in general CPK and AST are clinically
important with muscular diseases because of their
high activity in skeletal muscle (21,22,23). Moderate
increases in CPK may be associated with moderate
exercise or a training program, indeed more severe
exercise and competitions may induce increases over
1.000 IU/L. In this study, the CK elevated following
transport, and the activity of AST rose in response to
transport. The increase in those two serum enzymes
indicates minimal muscular insult due to 19 h of
transport.

During stressful conditions as exercise or
transportation, the hypothalamic-pituitary-adrenal
axis activates and may result with an elevated plasma
cortisol. Plasma cortisol concentration exhibited
variation, with increase during 19h of transport. After
the stressor (i.e., transportation) ceased, cortisol
dramatically declined. This may be explained with
cortisol’s relatively short half-life of 1 to 1.5 h (23).
The peak in cortisol levels was greater than post-
transit cortisol levels evaluated in slaughter horses
traveling for up to 30 h (20) but similar to
concentrations in moderately exercised horses (20).

In a previous study of 9 h of transportation
increased concentrations of cortisol was reported
(3). (300  km)

transportation or an exercise effected similar serum

In  racehorses, short-term
enzyme and metabolic changes (5). The increases in
serum total protein, Na, K and Cl levels after
transportation (P<0.05) indicate that the present
horses may have had hypertonic dehydration.
Although the horses had had water available in their

boxes, during a stressfull condition such as transport

121



Stress Responses of Stal...

Haydardedeoglu et al.

In addition Hct levels

with

dehydration may occur.
exhibited
transportation (P<0.05) in this study.

variations increases  after

WBC counts were deemed as a general
indicator of health and the ability of the horses
handling stress during transport. The WBC counts
showed increases during 24 hours transport in horses
(20), however the WBC counts did not exhibit a
variation and remained within the reference range

for horses during this study. Regarding other relevant

hematological indices RBC, Hb and Hct levels
exhibited  variations  with  increases after
transportation (P<0.05) and MCHC exhibited
variations with slight decrease after transportation
(P<0.05).

As a result of horses undergoing 19 h

transportation showed patophysiological responses
that involve changes in stress indices, hematological
and serum  biochemical parameters, and
dehydration. Changes in PCV (Ht) values may suggest
that the horses did not consume sufficient water. The
rise in cortisol concentration following transport may
have an influence on the immune system. In addition
the alterations in glucose concentration may have

effect on energy metabolism.
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Absract: The purpose of the current study was to compare intranasal (IN) and intramuscular (IM) administration of
zolazepam-tiletamine (ZT) combination in cats. Eight adult healthy cats weighing 2.47 + 0.6 kg were used. Each animal
received 10 mg/kg ZT combination by IN and IM routes with a minimum one week intervals. The onset of sedation, the length
of surgical anaesthesia and the recovery time were recorded. The parameters were recorded immediately before and at 5,
10, 15, 20, and 30 min after administration of ZT combination. No anaesthetic complication was observed in either
administration route. Recovery was uneventful in all animals. There were no statistical differences between the IN and IM
administration with respect to onset of sedation and the length of anaesthesia. Recovery time was significantly shorter when
the ZT combination was administered IN route (30.63 + 0.32 min) compared to IM injection (33.38 + 0.32 min). The route of
administration of the ZT combination had no effect on heart rate (P = 0.388), respiratory rate (P = 0.628), rectal temperature
(P =0.066), and peripheral haemoglobin oxygen saturation (P = 0.442). Intranasal administration of ZT combination can be
an alternative technique for sedation in cats.

Keywords: Anaesthesia, Cat, Intramuscular, Intranasal, Tiletamine, Zolazepam.

Kedilerde intranasal ve intramuskiiler Zolazepam-Tiletamine Kombinasyonu

Uygulamasinin Karsilastirilmasi

Oz: Bu calismanin amaci kedilerde zolazepam-tiletamine (ZT) kombinasyonunun intramuskiler (IM) ve intranasal (IN)
uygulamasini karsilastirmakti. Agirliklari 2.47 + 0.6 kg olan 8 saglikh eriskin kedi kullanildi. Her kediye 10 mg/kg ZT
kombinasyonunu uygulamalar arasinda en az birer hafta ara olacak sekilde IN ve IM yol ile verildi. Sedasyon baslangici, cerrahi
anestezi sliresi ve uyanma zamani kaydedildi. Parametreler ZT kombinasyonundan hemen 6nce ve uygulama sonrasindaki 5,
10, 15, 20 ve 30. dakikalarda kaydedildi. Her iki uygulama yolunda, herhangi bir anestezik komplikasyon gorilmedi. TUm
hayvanlarda uyanma problemsiz gerceklesti. Anestezi siiresi ve sedasyon baslangici degerleri, IN ve IM uygulamaya bagh
istatistiksel farklilik gdstermedi. ZT kombinasyonu IN yolla verildiginde (30.63 + 0.32 dakika) IM enjeksiyona (33.38 + 0.32 min)
gore istatistiksel olarak daha kisa stirede uyanma gergeklesti. ZT kombinasyonun uygulama yolunun, kalp frekansi (P = 0.388),
solunum sayisi (P = 0.628), rektal sicaklik (P = 0.066) ve peripheral hemoglobin oksijen saturasyonu (P = 0.442) degerleri
Gzerine etkisi yoktu. ZT kombinasyonunun intranasal uygulanmasi kedilerde sedasyon igin alternatif bir teknik olabilir.

Anahtar Kelimeler: Anestezi, Intranasal, Intramuskdler, Kedi, Tiletamine, Zolazepam.
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INTRODUCTION

JA

hydrochloride, has been used in veterinary patients

oletil or Telazol, combination of equal volume

of zolazepam hydrochloride and tiletamine

for immobilization and minor surgical procedures
due to its rapid anaesthetic action (1). Adverse
effects of combination include salivation, muscle
rigidity, hypothermia, respiratory depression,
tachycardia, and a prolonged recovery time (2, 3).
Intravenous drug administration is less preferred
route of administration than intramuscular (IM)
injection in cats due to necessity of placing an
intravenous catheter (4). However, IM injection of
zolazepam-tiletamine (ZT) combination results with
pain response in animals due to its low pH (5).
Intranasal administration of ZT combination has been
reported in a lynx for wound treatment (6) and cats
for its effect on intraocular pressure (7).

The goal of the current study was to compare the
effects of IN and IM administration of ZT combination
on time to onset of sedation, length of surgical

anaesthesia and recovery time.

MATERIALS and METHODS

Animals: This study has been approved by Atatiirk
University Local Board of Ethics Committee for
Animal Experiments, Erzurum, Turkey (decision no:
2016/119). Eight healthy mixed-breed owned cats
aged 3 years (four males and four females, mean
weight 2.47 + 0.6 kg SD) were used in this study.
Client consent was obtained for each cat before the
intervention. Prior to the experiment, the animals
were underwent complete physical examination,
thoracic x-ray and blood tests. Food, but not water,
was withdrawn 12 hours prior to the anaesthesia.

Study design: Each animal (n=8) randomly received
10 mg/kg ZT combination (Zoletil-50, Virbac, Carros
Cedex, France) by IN and IM routes with a minimum
one week washout periods. The sterile saline was
added to the ZT combination to reach the final
volume of 1 mL for both administrations. For IN
the prepared solution

administration, was

administered equally (0.5 mL each) into the medial
wall of each nasal cavity by using a 16 G intravenous
catheter that attached to the insulin syringe (Figure
1). The catheter was inserted into the each nostril no
more than 0.5 cm for possible damage in the caudal
nasal cavity. During the each IN administration, the
animal was gently restrained by an assistant, and the
animal’s head was held upward for 5 seconds. For IM
the
administered into the quadriceps femoris muscle.

administration, prepared solution was

Following the administration in both groups, the cats

were placed on an examination table, and no noxious

stimulation was applied throughout the anaesthesia.

Figure 1. Intranasal administration of zolazepam-
tiletamine combination.

Sekil 1. Zolazepam-tiletamine
intranasal uygulamasi.

kombinasyonun

Onset of sedation was defined as the time from
administration of drug to the time of when the

animal became lateral recumbent. The length of
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anaesthesia was determined as the time from lateral
recumbency to the time of first head movement.
Recovery was defined as the time from first head
movement to time standing on its own.

Measurements: The heart rate (HR), respiratory rate
(RR) (RT)

haemoglobin saturation

rectal and peripheral
(Sp02)
measured by a veterinary vital signs monitor (Cardell,

9404, Sharn Veterinary Inc, USA). The probe of SpO2

temperature

oxygen were

was attached to the ear of cats. All measurements
were recorded immediately before (TO; baseline) and
at 5, 10, 15, 20, and 30 min after administration of ZT
combination.
Statistical Analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA. As
the data were normally distributed, differences
among mean values were treated with paired sample
t-test. The effect of the route, time and the route by

time interaction was considered significant at

P<0.05. Data were presented as mean + SD. SPSS 19.0
for Windows (IBM Company, SPSS Inc, USA, 2010)

was used to evaluate the data.

RESULTS

IN administration of ZT combination resulted
with a sneezing reaction in cats, whereas IM
of ZT caused a

administration combination

vocalization. No anaesthetic complication was
observed in both administration routes. Recovery
was uneventful in all animals.

There were no statistical differences between
two administration routes with respect to onset of
sedation (P=0.749) and the length of anaesthesia
(P=0.621). Recovery time was significantly shorter
when the ZT combination was administered IN route
(30.63 + 0.32 min) compared to IM injection (33.38 +

0.32 min) (Table 1).

Table 1. The effect of administration route of 10 mg/kg zolazepam-tiletamine combination on onset of sedation,

length of surgical anaesthesia and recovery time.

Tablo 1. 10 mg/kg zolazepam-tiletamine kombinasyonu uygulama yolunun uyanma zamani, sedasyon baslangici

ve cerrahi anestezi stiresi Gzerine etkisi.

Intranasal Intramuscular P
Onset of sedation (min) 5.6310.54 5.88+0.54 0.749
Length of surgical anaesthesia (min) 11.13+0.70 11.63+0.70 0.621
Recovery time (min) 30.6310.32 33.3840.32 0.000

HR
induction of anaesthesia and remained significantly
elevated thereafter (P<0.0001). The RT (P=0.04) and
Sp02 (P=0.042) decreased following the anaesthesia.

In both groups, increased following

However, the RR did not significantly change with

time (Table 2). The route of administration of the ZT
combination had no effect on HR (P=0.388), RR
(P=0.628), RT (P=0.066), and SpO: (P=0.442) (Table
2).
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Table 2. Values for physiological data measured in cats administered 10 mg/kg zolazepam-tiletamine

combination either by the intranasal or the intramuscular route. Time point O represents the baseline value. Data

are presented as mean + SD.

Tablo 2. Kedilere intranasal veya intramuskdler yolla verilen 10 mg/kg zolazepam-tiletamine kombinasyonunda

oOlgulen fizyolojik verilerin degerleri. 0 zamani uygulama dncesi degeri gostermektedir. Veri ortalama + SD olarak

sunulmaktadir.

PRM RA Time after treatment (min) P- values
0 5 10 15 20 30 RA T RA*T
IN 25+2 26+3 24+2 2516 26+2 2545 0.628 0.945 0.977
RR IM 2543 255 254 2543 2543 2543 - - -
IN 147+142 187+21° 197+25° 198+17° 201+24° 205+26° 0.388 <0.0001 0.986
iR IM 143+11°2 183+16° 192+18° 195+23b 197+16° 201+18° - - -
IN 37.9+0.32 37.3+0.5° 37.2+0.6° 37.3+0.8® 37.3+0.5® 37.1%0.2° 0.06 0.04 0.867
kT IM 37.840.52 37.3+0.4° 37.3+0.4° 37.1+0.3® 37.0£0.4® 37.0%0.7° - - -
IN 96142 92420 92+5° 91+1b 92+3b 91+4Pb 0.442 0.042 0.942
5002 IM 95+2° 93+3°b 92435 92+2°b 91+3°b 90+2° - - -

RR (breaths per minutes): respiratory rate; HR (beats per minute): heart rate; RT (°C): rectal temperature; SpO2(%): saturation of peripheral oxygen. PRM: parameter; IN: intranasal; IM:
intramuscular. RA: route of administration; T: time; RA*T: interaction of administration route by time. *® Values with different superscripts within rows differ (P<0.05)

DISCUSSION and CONCLUSION

Zolazepam is in a group of benzodiazepine
family that induces muscle relaxation and it is only
available in combination with tiletamine, which is a
member of cyclohexamine drug with a greater
anesthetic potency and longer duration of action (8-
11). The cyclohexamines causes an increase in HR
due to increased catecholamine stimulation (1). In
the current study, HR increased following the
administration of ZT combination in both groups,
which is consistent with previous study (3). In the
present study RR did not change after the drug
administration in both routes. Similar result was
obtained when benzodiazepine and cyclohexamine
combination has been used in cats (12). It has been
stated that RT has tendency to decrease after
administration of ZT combination due to muscle
relaxation (13). In this study, RT decreased following
the administration of ZT combination in both routes,
which is consistent with previous report that used IM
2.5 mg/kg Zoletil in cats for sedation (14). In our
study, SpO2 value was not significantly different
between groups. However, SpO2 reduced following

the administration of ZT combination in both groups.

This finding suggests that the possible decrease in
SpO2 should be taken

combination has been applied by either route.

into account when ZT

In the current study, sneezing reaction was
observed in cats following the IN administration of ZT
combination which agreed with the previous study
that used midazolam and ketamine combination with
IN In this study, the IM

administration ZT combination caused a vocalization

route in cats (12).

in cats possibly due to its acidic pH (5). Therefore, IN
administration of ZT combination, which was easily
applied and non-invasive, could be preferred for
anaesthesia induction in cats.

We that IN
administration of ZT to the cats can be achieved with

have previously reported
direct administration of drug into the each nostril of
cat (7), however in this study, the nostril diameter of
animals was not enough large to put the syringe into
the inside of nostrils. We therefore decided to attach
a catheter to the insulin syringe for safety
administration of drugs. As a consequence, both
methods of administrations may be used for IN drug
delivery in cats while taking into consideration the
nostril diameter to prevent the damage of nasal

cavity.
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The
anaesthesia with ZT combination in cats is 5 to 15
mg/kg (2, 5, 15, 16). Because the dosage less than 5

recommended dosage range for

mg/kg of ZT combination is not able to produce
effective sedation in cats, additional drugs such as
methadone (17) or butorphanol (18) should be
consider. Moreover, it has been reported that ZT
combination is not suitable for surgical procedures
even it has been used at the 15 mg/kg dose in cats
(16). In the current study, even though no noxious
stimulation was applied to the cats for evaluating the
surgical anaesthesia, administration of 10 mg/kg ZT
combination either by IN or IM route produces
effective sedation which lasts about 30 minutes. This
finding was similar with a previous study that used ZT
combination at a dosage of 5 mg/kg subcutaneously
(2).

A previous study has reported that no
significant difference has been observed between
length of anaesthesia and time to recovery when the
ZT was injected at the dose of 12.8mg/kg to cats by
either IM or intravenous route (5). In the current
study, the length of anaesthesia did not differ
between two administration routes; however,
recovery was more rapid in IN administration than in
the IM administration group. This could be related to
the well vascularized nature of nasal mucosa (19),
which might have affected the rapid removal of
anaesthetic from tissues or more likely the sneezing
reaction might have resulted with losing some
anaesthetic agent during the IN administration.

Because the IN drug delivery occurs through
transmucosal absorption (20), future studies may
also be needed to demonstrate the plasma drug
concentrations, distribution and the plasma
clearance of ZT combination when administered by
the IN route. Additionally, a study that focused on the
detailed examination of anaesthetic parameters may
also needed to demonstrate the effectiveness of this
technique. In conclusion, IN administration of ZT
combination produces effective sedation in cats at

the same dosage suggested for IM administration.
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Absract: Rosmarinus officinalis (Rosemary) is widely used in traditional medicine and it has diuretic and spasmolytic effects
on the ileum, trachea, and stomach smooth-muscle. However, a study the related effects of Rosemary on the myogenic
activities of urinary bladder smooth-muscles has not been founded. The present study investigated the effects of Rosemary
extract on the smooth-muscle contractility of isolated rat urinary bladder. Muscle strips were prepared from urinary bladder
of male Sprague Dawley rats. Prepared muscle strips were placed in an isolated organ bath containing Krebs solution. The
muscle strips were pre-contracted by inducing with Ach (10-*M) and KCI (60mM), and these values were considered to be
reference values. The effects of the different doses (150, 300, 600 and 1200ug/mL) of Rosemary extract on ACh and KCI-
induced contractions were determined. It was determined that no different from references values of the contractions
induced by ACh and KCl in the presence of Rosemary doses in bath (P>0.05). In the present study, the various doses of
Rosemary extract had no effect on myogenic activity in rat urinary bladder smooth-muscle. It may be conceive that the use
of Rosemary for different purposes does not result in an undesirable effect on the physiological activities of bladder smooth-
muscle.

Keywords: Aqueous extract, Rat, Rosmarinus officinalis, Smooth muscle, Urinary bladder.

izole Edilmis Rat Mesane Diiz Kas Kontraksiyonlari Uzerine Rosmarinus
officinalis (Rosemary) Akoz Ekstraktinin Etkileri

Oz: Rosmarinus officinalis (Rosemary) geleneksel tipta yaygin olarak kullaniimaktadir ve o diiiretik etkiye ve ileum, trakea,
mide diiz kaslar lzerine gevsetici etkilere sahiptir. Fakat Rosemary’nin idrar kesesi diiz kaslarinin miyojenik aktiviteleri
Gzerine herhangi bir ¢alismaya rastlaniimamistir. Bu ¢alismada izole edilmis rat mesane diiz kas kontraktilitesi Uzerine
Rosemary ekstraktinin etkileri arastirilmistir. Kas seritleri Sprague Dawley cinsi erkek ratlarin mesanesinden hazirlandi.
Hazirlanan kas seritleri Krebs sollisyonu igeren izole organ banyosuna yerlestirildi. Kas seritler ACh (104 M) ve KCI (60 mM) ile
uyarilarak kastirildi ve bu degerler referans deger olarak kabul edildi. ACh ve KCl ile indliklenen kontraksiyonlar lizerine
Rosemary ekstraktinin farkh dozlarinin (150, 300, 600 ve 1200 pg/mL ) etkileri belirlendi. Banyoda Rosemary’nin dozlarinin
varliginda ACh ve KCl ile indiiklenen kontraksiyonlarin referans degerlerden farklilik arz etmedigi belirlendi (P>0.05). Mevcut
calismada, Rosemary ekstraktinin gesitli dozlarinin rat idrar kesesi diiz kaslarinin myojenik aktivitesi tizerine etkisinin olmadigi
gorildi. Cesitli amaglar icin Rosemary kullaniminin idrar kesesi diiz kaslarinin fizyolojik aktivitesi lzerine istenmeyen
etkilerinin olmadigi distinilebilir.

Anahtar Kelimeler: Diiz kas, idrar kesesi, Rat, Rosmarinus officinalis, Sulu ekstrakt.
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INTRODUCTION
I nterest in alternative medicine has increased
in recent years, and the use of various plants in

this area has gained momentum. Rosmarinus
officinalis (Rosemary) is grown in many the regions of
the world (1), and is commonly used in alternative
medicine. Important compounds, such as rosmarinic
acid, carnosic acid, carnosol, luteolin, kaempferol,
and genkwanin, are isolated from Rosemary leaves
(2,3),
pharmacological activities, such as hepatoprotective
(4), (5,6), (1),
antidiabetic, antioxidant (7), antinociceptive (8), and

and Rosemary extract has numerous

antithrombotic anti-ulcerogenic

anti-inflammatory effects (9). In addition, Rosemary

has potential benefits in the prevention and

treatment of several illnesses, such as

atherosclerosis, ischemic heart disease, cataracts,
(10),
ethopharmacology agent in treating depression (11).

and cancer and is also used as an
Rosemary hydro-alcoholic extract cures ulcerative
stomach lesions created with reserpine, ethanol, and
indomethacin. However, it has been reported that
Rosemary has no antisecretory effect on gastric acid
(1). Rosemary volatile oil inhibits contractions in the
tracheal smooth-muscles of rabbits and guinea pigs
(12), and Rosemary ethanol extract has a spasmolytic
effect on guinea-pig ileum (13). Haloui et al. (14) also
showed that Rosemary has a diuretic effect. The
effects of Rosemary on the various smooth-muscles
have been determined in numerous previous studies
(12,13,15), but we have found no articles related to
its effects on the myogenic activities of bladder
smooth-muscles. Plants used with treatment aims
may have undesirable side effects on physiological
systems. Therefore, the specific effects that they
exert on a variety of tissues should be well
established. In the present study, we determined the
effects of Rosemary on myogenic activities in rat

urinary bladder smooth-muscles.
MATERIALS and METHODS

The study was approved by the Local Ethics
Committee on Animal Experiments of Atatilirk

University (Decision no: 2012/70)

Animals

A total of 24 samples from adult male Sprague
Dawley rats, weighing 200-250 g, were used. All
animals were purchased from the Veterinary Control
and Research Institute Management, Erzurum,
Turkey. The care of the animals was ensured by the
provision of adequate moisture and light, room
temperature, and water and food ad libitum until the
day of the experiment. The experiments were
conducted in accordance with the national guidelines
for the use and care of laboratory animals and were
approved by the local animal care committee of

Atatlrk University, Erzurum, Turkey.

Plant Material

Aerial parts of Rosemary were collected in
Erzurum in July 2012. The collected leaves were dried
in the shade and the dried materials were

appropriately preserved in storage boxes in the dark.

Preparation of the Plant Extract

The Rosemary leaves was powdered by grinding
with a blender. A total of 25 grams were then taken,
to which 500 mL of pure water was added. The
mixture was blended in a magnetic stirrer at boiling
point for 15 minutes, then cooled at room
temperature and filtered with Whatman No. 1 paper.
The filtrate was frozen and lyophilized in lyophilizator
at 5 um-Hg pressure at -50 °C. The extract was placed
in a glass bottle and then stored at -20 °C up to used

(16).

Tissue Preparation

The rats were euthanized under ketamine
75mg/kg)
(Rompun: 15 mg/kg) anesthesia by the humane

hydrochloride (Ketalar: and xylazine

cervical dislocation method. The abdominal cavity

was cut open, and the whole bladder was
immediately removed and placed in a Petri dish
containing Krebs solution (composition: NaCl, 119;

KCl, 4.75; CaCl;, 2.5; MgS0s4, 1.5; KH2POs, 1.2;
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NaHCOs, 25; glucose, 11 mM; and pH 7.4). The fatty
tissues and serosal forms in the external parts of the
bladder were then cleaned; the bladder was made
planar by making a longitudinal incision in a vertical
direction from the bladder neck toward its apex and
opening the bladder. The bladder mucosa was
cleared from mucosal forms by sharp dissection, and
2x10 mm longitudinal sections were taken from the
bladder neck toward the apex, in a vertical direction
(17,18). Two muscle strips were prepared from each
bladder and then placed in a 20 mL organ bath (Emka
Technologies, France) containing Krebs solution and
gassed with 95% 02/5% CO?2 at a stable temperature
of 37°C (19). The high end of the muscle strips was
bonded to an isometric transducer (ELJ-S045C-
EMKA-R04003 ve R04004) and the lower end was
bonded to the bath floor by a metal hook. After the
muscle strips were stretched for 1 g, they were left
to equilibrate for 60 minutes and were washed with
fresh  Krebs The

contractile activities of the muscles strips were

solution every 15 minutes.

constantly recorded.

The LogECso Values of the Acetylcholine (ACh) and
Potassium Chloride (KCI)

Dose response curves were created using ACh
(101°-10° M-Figure 1) and KCI (20, 40, 60, and 80
mM-Figure 2). These doses were used for twelve
different tissues by repeating them three times.
Consequently, the LogECsodoses were determined as
-4.85 for ACh and -2.74 for KCl using the Graphpad
Prism computer program. Submaximal doses were
identified as 10 for ACh and 60 mM for KCI.
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Figure 1. The dose-response curve of ACh.
Sekil 1. ACh’nin doz cevap egrisi.
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Figure 2. The dose-response curve of KCl.
Sekil 2. KCI'nin doz cevap egrisi.

Muscle Strips Pre-contracted with ACh

Amplitudes of contractions, stimulated by ACh
at a final concentration of 10* M, were recorded,
after which a final concentration of 150 ug/mL
Rosemary extract was given to the bath. After 10
minutes of exposure, the amplitudes of the muscular
contractions, generated by the application of 10* M
ACh, were recorded. This process was used for
twelve different tissues by repeating it three times.
The entire protocol was also carried out for the 300,

600, and 1200 pg/mL doses of Rosemary extract.

Muscle Strips Pre-contracted with KCI

Amplitudes of contractions, stimulated by KCl at
a final concentration 60 mM, were recorded, after
which a final concentration of 150 ug/mL Rosemary
extract was given to the bath. After 10 minutes of
exposure, the amplitudes of the muscular
contractions, generated by the application of 60 mM
KCI, were recorded. This process was used for twelve
different tissues by repeating it three times. The
entire protocol was also carried out for the 300, 600,

and 1200 pg/mL doses of the Rosemary extract.

Statistical Analysis

The data were analyzed by using the SPSS
version 20.0 statistical software. The data were
evaluated by ANOVA, Tukey test. P<0.05 was

considered as significant.
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RESULTS

The Effects of Rosemary Extract on ACh-Induced
Bladder Contractions

The contraction values obtained from bladder
muscles at a 10* M dose of ACh were accepted as
100%. In the presence of 150, 300, 600 and 1200
pg/mL doses of Rosemary in the bath was obtained
contractions induced with submaximal dose (104 M)

of ACh (Figure 3). These contraction values were

compared with the response induced with ACh
accepted as 100% (Table 1).

At 150, 300, 600 and 1200 pg/mL doses of
Rosemary extract, the responses to 10* M ACh were
106.75£11.12%, 104.64+12.14%, 97.63+11.42%, and
98.28+10.97%, respectively (Figure 3). According to
the indications, it was determined that the 150, 300,
600, and 1200 pg/mL doses of Rosemary extract had
no statistically significant effects on smooth-muscle
contractions induced by ACh (n: 12, P>0.05).
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Contraction

40

20

Ach10-4 M
KClo60mM
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300 pgiml

BACH
BEC]
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1200 pz/ml
1200 pz/ml

ACh (M), EC1L{mM) and Fosemary Doses{ug/ml )

Figure 3. The effects of Rosemary extract (150, 300, 600 and 1200ug/mL) on the smooth muscles contractions of
rat urinary bladder induced by ACh and KCI. The among applied doses could not be found any statistically

significant difference (n: 12, P<0.05).

Sekil 3. ACh ve KCl ile induklenen rat mesane diz kas kontraksiyonlari Gizerine Rosemary ekstraktinin (150, 300,
600 and 1200 pg/mL) etkileri. Uygulanan dozlar arasinda herhangi 6nemli istatistiksel farklilik bulunmadi (n: 12,

P<0.05).

Table 1. The effect of the Rosemary extract on rat urinary bladder smooth muscles contractions with ACh-

induced (n: 12).

Tablo 1. ACh ile indlklenen rat mesane diiz kas kontraksiyonlari Gizerine Rosemary ekstraktinin etkileri (n: 12).

Contractions (g)

Contractions (%)

Ezzz':ary 10“M ACh Extract+10“MACh __ 10*MACh __Extract+10*M ACh F()r‘]’f"l“ze;‘
X+SEM X+SEM X+SEM X+SEM

150 pg/mlL 1.40.31 1.43%0.44 100%0.00 102.14+17.08 >0.05

300 pg/mlL 1.49+0.33 1.65%0.30 100%0.00 110.23+12.14 >0.05

600 pg/mL 1.1740.2 1.13%0.16 100%0.00 96.58+11.43 >0.05

1200 ug/mL_ 1.26+0.17 1.23%0.21 100+0.00 98.17+10.97 >0.05
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The Effects of Rosemary Extract on KCl-Induced At 150, 300, 600, and 1200 pg/mL doses of
Bladder Contractions Rosemary extract, the responses to 60mM KCl were
95.75+8.21%, 99.27+7.83%, 106.44+11.97%, and

109.4448.90%, respectively (Figure 3). According to

The contraction values acquired from urinary
bladder muscles at a 60 mM dose of KCl were

accepted as 100%. In the presence of 150, 300, 600 the indications, it was determined that the 150, 300,

and 1200 pg/mL doses of Rosemary in the bath was 600, and 1200 pug/mL doses of Rosemary extract had

no statistically significant effects on smooth-muscle
contractions induced by KCI (n: 12, P>0.05).

obtained contractions induced with submaximal
dose (60 mM) of KCI (Figure 3). These values were
compared with the response induced with KCI
accepted as 100% (Table 2).

Table 2. The effect of the Rosemary extract on rat urinary bladder smooth muscles contractions with KCl-induced
(n:12).
Tablo 2. KCl ile indlklenen rat mesane diiz kas kontraksiyonlari Gizerine Rosemary ekstraktinin etkileri (n: 12).

Contractions ( g) Contractions (% )

Rosemary 60 mM KCI 60 mM KCl+Extract 60 mM KCI 60 mM KCl+Exract P values
D _ _ _ _

0ses K+SEM K+SEM K+SEM X+SEM (n:12)
150 pug/mL 1.32+0.52 1.26+0.42 100£0.00 95.7548.21 >0.05
300 pg/mL 1.37£0.26 1.36+0.18 100+0.00 99.27+7.83 >0.05
600 ug/mL 1.58+0.59 1.68+0.66 100+0.00 106.44+11.97 >0.05
1200 pg/mL 1.74+£0.65 1.91+0.72 100+0.00 109.44+8.90 >0.05

DISCUSSION and CONCLUSION with the help of G protein, ACh results in contractions

) via its connection with the postsynaptic Ms receiver
The present study examined the effects of
- on smooth-muscle (26). Beer et al. (15) stated that
Rosemary aqueous extract on the contractility of rat . . .
) ) high doses of Rosemary oil have a spasmolytic effect,
urinary bladder smooth-muscles. To induced the . o
. . while low doses of Rosemary oil increase
urinary bladder smooth muscle contractions were . L . .
) ) ] contractions in vitro in stomach circular smooth-
used as contractions inductive agent the ACh (104 M)

and KCI (60 mM). KCl and ACh are agents that induce
contraction, and are commonly used in the study of

muscles. Zhu BT et al. (27) showed that Rosemary
inhibits the uterotopic effects of these compounds

. on the uterus by increasing microsomal oxidation
plant extracts, chemical compounds, or the effects of S o
o N and glucuronidation of estrone and estradiol in the
drugs on in vitro muscle contractility (20-22). When )
) ) . liver of female rats. To the best of our knowledge, no
contractions were induced with KCI, voltage- L
» 5 . study of Rosemary’s direct effects on uterus smooth-
sensitive L-type Ca’* channels in the cell membrane ) )
o muscle contraction has been published. Ventura-
were opened as a consequence of depolarization, ,
Martinez R et al. (13) stated that Rosemary extract

inhibited ileum contractions induced with ACh, KCl,

and electrical field stimulation. They showed that

which resulted from the increase of K+ in the muscle
cells. The increase of intracellular ion concentration

led to induction of contractions (23). When . . . o
. . . . contractions induced with ACh were inhibited by
contractions were induced with ACh, intracellular o .
5 . o Rosemary oil in rabbit trachea smooth-muscle. In the
Ca** release was triggered (24), and the activation of . .
o . . . . same study, it was reported that contractions
myosin fibers increased. This resulted in an increase . . . .
. ] o . induced with histamine in trachea smooth-muscle
in the density of depolarization and the action L o
o . were inhibited by this oil. It was found that Rosemary
potential in the smooth-muscle cells (25). In addition,
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oil dose-dependently and reversibly inhibited the
contractions induced by high-dose potassium
solution in rabbit smooth-muscles (12). In our study,
the effects of 150, 300, 600, and 1200 ug/mL doses
of Rosemary extract on smooth-muscle contractions
induced by ACh and KCI in the rat urinary bladder
were examined. When we evaluated our findings, we
found that the Rosemary extract did not alter the
induced with ACh and KClI.

accordance with these is may be

contractions In
results, it
considered that the compounds found in Rosemary
extract have no effect on the mechanism that
governs bladder smooth- muscle contractions.

In conclusion, compounds in Rosemary extract
may not have an effect on mechanisms related to
bladder smooth-muscle contractions. We believe
that the use of Rosemary for different purposes will
not result in an undesirable effect in pathological
conditions, such as overactive bladder and bladder
atony. In addition, we assert that the use of
Rosemary by patients with such conditions will have
neither a positive nor a negative effect.
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Oz: Calismada, siganlarda karbon tetrakloriiriin (CCls) neden oldugu koagiilasyon bozukluklarinda etil piriivatin (EP) etkisi
arastirildi. Kirk erkek Sprague Dawley irki sigan doért esit gruba ayrildi. Kontrol grubuna 1 ml Ringer laktat soliisyonu 0., 1,5. ve
6. saatlerde periton igi verildi. Karbon tetrakloriir grubuna 1.6 g/kg CCl, periton igi yolla tek doz verilmesini takiben 1.5 ve 6
saat sonra 1 ml Ringer laktat uygulandi. Etil pirivat grubuna 40 mg/kg dozda etil pirtivat 0, 1.5 ve 6. saatlerde periton igi
enjekte edildi. Etil pirtivat+CCl; grubuna ise tek doz 1.6 g/kg CCl, uygulamasindan 30 dak. 6nce ve 1 ve 6 saat sonra 40 mg/kg
dozda etil pirlivat periton igi uygulandi. Karbon tetraklorir, protrombin zamani (PTZ) ve aktive parsiyel tromboplastin zamani
(aPTT) degerlerinde uzama (P<0.05), fibrinojen dizeyinde azalma (P<0.05) ve alanin aminotransferaz (ALT) aktivitesinde
artma (P<0.05) olusturdu. Ote yandan, CCls grubuyla karsilastirildiginda, CCls uygulamasindan 30 dak. énce ve 1 ve 6 saat
sonra 40 mg/kg dozda verilen etil pirivat fibrinojen diizeyini artirirken (P<0.05) PTZ ve aPTT surelerinde ve ALT aktivitesinde
azalmaya (P<0.05) neden oldu. Sonug olarak, etil pirlivatin sicanlarda CCly'in neden oldugu pihtilasma bozukluklari tGzerine
koruyucu bir etki gosterebilecegi tespit edildi. Etil pirtivatin bu etkisi, karaciger hastaliklariyla iliskili pthtilasma bozukluklarinin
onlenmesinde yararli olabilir.

Anahtar Kelimeler: Etil pirlivat, Karbon tetraklorir, Pihtilasma bozukluklari.

Effect of Ethyl Pyruvate on Carbon Tetrachloride (CCls)-Induced Coagulation
Disturbances in Rats

Abstract: The effect of ethyl pyruvate (EP) on carbon tetrachloride (CCls)-induced haemostatic disturbances in rats was
investigated in this study. Forty male Sprague-Dawley rats were divided into four equal groups. The control group was given
intraperitoneally 1 ml of Ringer’s lactate solution at 0 h, 1,5 h and 6 hours. The CCl, group was treated intraperitoneally with
a single dose of 1.6 g/kg CCl, followed by the administration of 1 ml Ringer’s lactate solution at at 1,5 and 6 hours. The ethyl
pyruvate group was injected intraperitoneally with ethyl pyruvate at a dose of 40 mg/kg at 0, 1,5 and 6 hours. The ethyl
pyruvate +CCls group were administered intraperitoneally with ethyl pyruvate at a dose of 40 mg/kg at 30 min before and at
1 and 6 h after a single dose of 1.6 g/kg CCl, injection.Treatment of CCls prolonged prothrombin time (PT) and activated
thromboplastin time (aPTT), decreased fibrinogen level and increased alanine aminotranspherase (ALT) activity. On the other
hand, the administration of EP intraperitoneally at 30 minutes before, and at 1.5 and 6 h after CCl, significantly (P<0.05)
decreased PT, aPTT and ALT values and increased (P<0.05) fibrinogen level when compared with CCls-treated only group. The
results of our study suggest that ethyl pyruvate treatment plays a protective role on CCls-induced coagulation disturbances
in rats. This effect of ethyl pyruvate may be useful for preventing haemostatic disturbances associated with liver diseases.

Keywords: Carbon tetrachloride, Coagulation disorders, Ethyl pyruvate.
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GiRiS

P

ortamda pirdvik asit, cogunlukla anyon formu pirlivat

irtvik asitin etil esteri olan etil pirlivat kararli,

dayanikli, ¢ozulebilir bir bilegsiktir. Fizyolojik

olarak hiicre igi ve hiicreler arasi sivida yerini alir (1).
Amerikan Gida ve ilag idaresi tarafindan giivenilir
olarak siniflandiriimistir (2). Etil pirivatin akut bobrek
yetmezligi (3), miyokardiyal (4), intestinal (5) ve
hepatik iskemi-resperflizyon hasari (6), hemorajik (7)
ve septik sok (8), akut pankreatit (9) radyasyon hasari
(10) ve akut kronik karaciger yetmezligi (11) gibi
deneysel hayvan modellerinde organ hasarlarina
karsi koruyucu rol oynadigi gosterilmistir.

Karbon tetrakloriir (CCls) bazi organlar lizerine
cesitli zararh etkiler yapmakla birlikte en belirgin
toksik etkisi karaciger Uzerinedir. Mitokondriyal ve

ribozomal degisiklikler ile yag infiltrasyonu gibi

histopatolojik  bozukluklardan  baska  hasarl
hepatositlerde lipit peroksidasyonu, lipit
metabolizmasi bozukluklari ve protein sentezi
bozukluklarina neden olur (12). Karaciger
hastaliklarinda  karacigerin  sentez  fonksiyonu
bozuldugu icin hematolojik sistemde belirgin
degisiklikler gozlenir. Bu degisikliklerin en énemlisi
prognoz ile de yakindan iliskili olan hemostaz

bozukluklaridir. Faktér VI disinda tim pihtilasma
faktorlerinin karacigerde sentezlendigi goz oniine
alinirsa, protein sentezindeki bozukluklarin fibrinojen
de

olumsuz yénde etkilemesi kacginilmazdir. Karaciger

gibi diger pihtilasma faktorlerinin sentezini
hastaliklarinda birgok faktériin pihtilagma sistemi
Uzerine dolayli ya da dolaysiz olarak etkisi vardir.
Yapilan galismalarda CCls ile olusturulan karaciger
hasarinda parankim dejenerasyonu sonucu ekstrinsik
ve faktorlerinin

intrinsik  pihtilagsma yeterince

sentezlenemedigi, platelet sayi ve fonksiyonlarinda

azalma gorildiagli  ve dolayisiyla  pihtilasma
mekanizmasinin bozuldugu bildirilmistir
(13,14,15,16).  Farelerde = D-galaktozamin ile

olusturulan akut karaciger hasarinda bazi pihtilasma
parametrelerinde bozukluklar gorildigia ve yogurt
uygulamasinin bu koagtilasyon parametreleri tizerine

iyilestirici rol oynadigl tespit edilmistir (17).

bir ise CCls

olusturulan koagulasyon bozukluklarina karsi grelin

Siganlarda yapilan ¢alismada ile
hormonunun koruyucu rol oynadigi bildirilmistir (18).

Bu ¢alisma, siganlarda CCls ile deneysel olarak
olusturulan akut karaciger hasari sonucu ortaya ¢ikan
pthtilasma bozukluklarinda etil pirtvat
uygulamasinin bazi pihtilasma parametreleri tizerine
etkisi

incelenerek, karaciger hastaliklarinda etil

pirivat uygulanmasinin ekstrinsik ve intrinsik
pihtilasma mekanizmalari {zerine olasi koruyucu

etkisini degerlendirmek amaciyla planlanmistir.

MATERYAL ve METOT

Arastirmada Erciyes Universitesi Deneysel ve
Klinik Arastirmalar Merkezinden temin edilen 280-
320 g agirhginda 40 adet erkek Sprgue Dawley irki
sican kullanildi. Sicanlar her grupta 10 hayvan olacak
sekilde 4 gruba ayrilarak polietilen kafeslere
yerlestirildi. Kontrol grubuna 1 ml Ringer laktat
1,5. ici

uygulandi. Karbon tetraklortir grubuna 1.6 g/kg CCla

sollisyonu 0., ve 6. saatlerde periton
periton ici yolla tek doz verildikten sonra (19) 1.5 ve
6 saat sonra 1 ml Ringer laktat, etil pirGvat grubuna
40 mg/kg dozda etil pirtivat 0, 1.5 ve 6. saatlerde
periton igi, etil piriivat+CCls grubuna ise tek doz 1.6
g/kg CCls uygulamasindan 30 dak. 6nce ve 1 ve 6 saat
sonra 40 mg/kg dozda etil pirtivat periton igi yolla
verildi (11,20).

Son enjeksiyonun yapilmasindan 24 saat sonra
bitin hayvanlardan sodyum sitrath tiiplere kan
alindi. Alinan kan orneklerinde aktive parsiyel
tromboplastin zamani (aPTT), protrombin zamani
(PTZ), fibrinojen dizeyi koagulometre (coatron)

cihazinda, trombosit sayisi ise otomatik kan sayim

cihazinda (Cymex SE900) belirlendi. Alanin
aminotransferaz (ALT) aktivitesi ticari kit (Chema,
Italy) kullanilarak  spektrofotometrik yontemle
olgllda.

Deney siiresince hayvanlar 20-25 °C’'de ve 12
saat aydinlik/karanhk periyodunda tutuldu. Yem ve
su ad libitum olarak verildi. Calisma, Yerel Etik Kurul

onayi gercevesinde yapildi (Karar No:2011/48).

138



Siganlarda Karbon Tetrak...

Cetin

istatistiksel Analiz

SPSS  20.0

istatistik paket programi ile yapildi. Verilerin normal

istatistikler, Windows uyumlu

dagihma uygunlugu One-sample Kolmogorov-

Smirnov testi kontrol edildikten sonra gruplar
arasinda farkhhg: tespit etmek icin One-Way ANOVA
testi ve gruplar arasi 6nemlilik dizeyini belirlemek
icin de Post-Hoc testlerden Tukey’s testi kullanildi.
Sonuglar aritmetik ortalama ve standart hata
seklinde verildi. Onemlilik diizeyi P<0.05 olarak kabul

edildi.
BULGULAR

Kontrol CCla

grubunda PTZ ve aPTT degerlerinde 6nemli bir uzama

grubu ile karsilastirildiginda,
(P<0.05) tespit edilirken fibrinojen diizeyinde ise
o6nemli bir azalma (P<0.05) kaydedildi (Sekil 1, 2 ve 3).
Ayni zamanda, karaciger hasarinin bir gdstergesi olan
ALT aktivitesinde, kontrol grubuna gore (29.24 +
2.94) tek doz CCls uygulanan grupta (59.16 + 3.19)

anlamli bir artma belirlendi (P<0.05).
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Sekil 1.Kontrol, CCls, EP ve EP + CCls gruplarinda
ortalama fibrinojen dizeyleri. *: Kontrol grubuna
gore farklihk anlamlidir (P<0.05). *: CCLa grubuna gore
farkhhik anlamlidir (P<0.05). EP: Etil pitvat, CCls:
Karbon tetrakloriir

Figure 1. Mean fibrinogen levels in control, CCls, EP
and EP+ CCls groups. *: Significantly different from
the control group (P<0.05). *: Significantly different
from the CCls group (P<0.05). EP: Ethyl Pyruvate,
CCla: Carbon tetrachloride.

Trombosit sayisi agisindan gruplar arasinda
onemli bir fark gézlenmedi (P>0.05).
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Sekil 2.Kontrol, CCls, EP ve EP + CCls gruplarinda
ortalama protrombin zamani. *: Kontrol grubuna
gore farklilik anlamhdir (P<0.05). *: CCL4 grubuna gore
farklilik anlamhdir (P<0.05). EP: Etil pitvat, CCla:
Karbon tetraklorir

Figure 2. Mean prothrombin time in control, CCls, EP
and EP+ CCls groups. *: Significantly different from
the control group (P<0.05)." : Significantly different
from the CCls group (P<0.05). EP: Ethyl Pyruvate,
CCla: Carbon tetrachloride.
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Sekil 3.Kontrol, CCls, EP ve EP + CCls gruplarinda
ortalama aktive parsiyel tromboplastin zamani.

*: Kontrol grubuna goére farkhlik anlamlidir (P<0.05).
*: CCLs grubuna gore farklilik anlamhidir (P<0.05).

EP: Etil pitivat, CCls: Karbon tetrakloriir, aPTT: Aktive
parsiyel tromboplastin zamani.

Figure 3. Mean activated partial tromboplastin time
in control, CCls, EP and EP+ CCls groups. *:
Significantly different from the control group
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(P<0.05).* : Significantly different from the CCls group
(P<0.05). EP: Ethyl Pyruvate, CCla: Carbon
tetrachloride, aPTT: activated partial tromboplastin
time.

Diger taraftan, CCls grubuyla karsilastirildiginda,
CCls uygulamasindan 30 dakika 6nce ve 1 ile 6 saat
sonra 40 mg/kg dozda verilen etil pirtvat'in
fibrinojen dizeyini artirirken PTZ ve aPTT surelerinde
azalmaya neden oldugu tespit edildi (Sekil 1, 2 ve 3).
Bulgular ALT aktivitesi agisindan incelendiginde, ALT
degerinin CCls grubuna gore, CCls ile beraber etil
pirivat uygulanan grupta (36.12 + 2.10) o6nemli

diizeyde azaldig1 (P<0.05) kaydedildi.

TARTISMA ve SONUC

Karaciger, pihtilasma siireglerinde 6nemli rol
oynar. Akut ve kronik karaciger hastaliklarinda,
sentezindeki

pihtilasma ve inhibitér faktorlerin

azalma, fibrinolizis, hizlanmis intravaskiler
koagilasyon ve aktive olmus faktorlerin klirensinde
azalma gibi bir ¢ok faktore bagl olarak pihtilasma
bozukluklari ortaya gikar (21).

CCla CCls

verilmesinden 24 saat sonra fibrinojen diizeyinde

Calismamizda, verilen grupta;
o6nemli derecede azalma gozlenmesi sigan ve farelere
tek doz CCls verilerek olusturulan deneysel karaciger
hastaliklarindan 24 saat sonra fibrinojen diizeyinde
(14,22) ile paralellik

gostermektedir. Enzim aktivasyonu sonucu fibrine

gozlenen azalma bulgulari

donliserek trombositler ile fibrin agi olusturan
fibrinojenin  plazmadaki  dizeyinin  azalmasi
pihtilasma reaksiyonlarini olumsuz yonde

etkilemektedir. Bu nedenle pihti olusumunda gorevli
bir protein olan fibrinojenin CCls ile olusturulan
karaciger hasarinda gozlenen kan seviyesindeki
azalma, pihtilasma olayinin baskilanmasina sebep
CCla

uygulamasindan 30 dak. 6nce ve 1 ve 6 saat sonra 40

olmaktadir. Diger taraftan c¢alismamizda,
mg/kg dozda verilen etil pirtivat’in fibrinojen diizeyini
artirmasi etil pirivatin pihtilasma sistemi {zerine
yaptigini

ile olusturulan karaciger

koruyucu etki gostermektedir. Karbon

tetraklorir hasarinda

parankimal hiicrelerin sentez yeteneginin bozulmasi

sonucu koagulasyon faktorlerinin azaldigi 6ne
(13).

fibrinojenin yenilenme hizinin 23-41 saat oldugu

stralmustar Bulgularimiz, sicanlarda

bildirimi (23) géz 6niline alindiginda uygulanan etil

pirivatin ~ parankimal hiicrelerin  sentezleme

yetenegini artirarak fibrinojenin  yenilenmesini
hizlandirmak suretiyle CCls’in olumsuz etkisine karsi
koagulasyon mekanizmasini korudugunu
distindirmektedir.

doku

varliginda plazmanin pihtilasma siiresini olcer ve

Protrombin  zamani tromboplastini
ekstrinsik ve ortak koagllasyon yolunun etkinligini
yansitir ve dolayisiyla ekstrinsik ve ortak koagilasyon
yollarinda bulunan pihtilasma faktorlerinin (Faktor |,
I, V, VII, X) duizeylerinden etkilenen bir parametredir.
Parenkimal karaciger hastaliginda protrombin, faktor
V, VII, IX, X, X1, XIl, Xlll, antitrombin I, pre-kallikrein,
HMWK, plazminojen konsantrasyonlarinda azalma
bildirilmistir (24). Bu azalmalara bagl olarak PTZ ve
aPTT
Calismamizda CCls verilen grupta kontrol grubuna
bir

edilmistir. Bulgularimiza benzer sekilde, 0.2 ml tek

surelerinde uzama gozlenmektedir.

gore PTZ degerinde Onemli uzama tespit
doz CCls uygulanan farelerde 24 saat sonra PTZ'nin
uzadigi tespit edilmistir (14). Sicanlara ginde 10 dk
olmak Uzere haftada 5 gin 22-40 kez 325 ppm
dozunda CCls uygulanmasinin protrombin zamanini
(15)

Protrombin zamanindaki uzama ekstrinsik yolda

uzatmasi bulgularimizla  ortlismektedir.

pihtilagsma reaksiyonlarinin baskilandigini
gostermektedir. Ote yandan calismada CCls verilen
gruba etil pirlivat uygulamasinin protrombin siiresini
kontrol grubu degerlerine yaklastirarak ekstrinsik yol
Gzerine koruyucu bir etki olusturdugu saptandi.
Lipopolisakkarit ile deneysel olarak olusturulan
endotoksemik rat modelinde, 40 ve 60 mg/kg olmak
Uzere farkh dozlarda etil piruvat uygulamasinin
protrombin siresini kisaltarak agir sepsis olaylarinda
ifade

olarak

koagulasyon bozukluklarini diizeltebilecegi
(25).

olusturulan travmatik hemorajide etil

edilmistir Domuzlarda deneysel
pirGvatin
protrombin siresini kisaltarak kan pihtilasmasini

iyilestirdigi kaydedilmistir (26). Calismada ayrica,
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sadece etil piriivat uygulamasinin PTZ degerinde KAYNAKLAR
onemli bir degisiklik olusturmadigi saptandi.

813 : g1 sap 1. O'Donnell-Tormey J., Nathan CF., Llanks K.,

CCl4 aPTT

degerlerinde PTZ degerlerinde oldugu gibi 6nemi bir

Calismamizda, verilen grubun

uzama tespit edildi. APTT degerinde uzama intrinsik

ortak koagulasyon faktorlerinin
(27).

hastaliklarinda genellikle bu degerde uzamalarin

veya yolda

yetersizligini  gostermektedir Karaciger
goruldigu bildiriimektedir (24). Siganlara tek doz CCls
verildikten 12 ve 24 saat sonra aPTT degerinde uzama
kaydedilmis ve CCls’ Gin parankimal hiicrelerde hasara
neden olarak intrinsik pihtilasma faktorlerinde
yetmezlige neden oldugu ileri sirilmastir (14).
Benzer sekilde CCl4'Un farelerde ve sigcanlarda aPTT
degerinde bir uzamaya neden oldugunun tespit
(15,28)

Calismada CCls uygulamasindan dnce ve sonra verilen

edilmesi bulgularimizi  desteklemektedir.
etil pirGivatin intrinsik pthtilasma faktorleri lzerine
olumlu etki yaparak aPTT degerini normal degerlere
yaklastirdigi tespit edildi. Literatiirde, etil pirlivatin
aPTT degeri Gzerine etkisine iliskin herhangi bir veriye
rastlanilamadi.

Koagulasyon siirecinde birgcok pihtilasma
faktorlerinin yani sira trombositler de 6nemli rol
oynar. Calismada, trombosit sayilari agisindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkhlik
tespit edilemedi. Endotoksemik ratlarda yapilan bir
calismada, etil pirlivatin azalan trombosit sayisini
normale yaklastirdigi rapor edilmistir (29).

Sonug olarak, CCls ile akut karaciger hasari
olusturulan siganlarda intrinsik ve ekstrinsik
pihtilasma mekanizmalarinin etkinligini gosteren PTZ
aPTT bir

gozlemlenirken CCls uygulamasindan 30 dak. dnce ve

ve degerlerinde  6nemli uzama

1ile 6 saat sonra 40 mg/kg dozda verilen etil pirtivatin
bu

yaklastirdiginin tespit edilmesi sicanlarda etil pirtivat

degerleri kontrol grubu degerlerine

uygulamasinin  muhtemelen karacigerin sentez
aktivitesini artirmak suretiyle koagulasyon sistemi
Uzerine koruyucu bir etki
Etil pirGvatin bu etkisi,
iligkili

onlenmesinde yararli olabilir.

gosterdigini ortaya

koymaktadir. karaciger

hastaliklariyla pthtilasma  bozukluklarinin
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L-Name Hipertansif Ratlarda Ace inhibitérii ile Birlikte L-Karnitin ve Co-enzim
Quo Verilmesinin Total Oksidan ve Antioksidan Diizeyleri Uzerine Etkileri*
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Oz: Bu calisma ile L-NAME hipertansif ratlarda ACE inhibitérii ile birlikte L- karnitin ve Co-enzim Qo verilmesinin total oksidan-
antioksidan sistem Uzerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi. Bu amagla, ortalama 200-250 gr, 8 haftalik, 60 eriskin Spraque-
Dawley rat kullanildi. Ratlar her grupta 20 rat bulunacak sekilde, 1 kontrol ve 2 deney grubu olmak tzere 3 gruba ayrildi.
Calismaya baslamadan énce tiim gruplara 10 giin siireyle intraperitonel (i.p) olarak 75 mg/kg L- NAME verilerek hipertansiyon
olusturuldu. Hipertansiyon olusturulduktan sonra, Kontrol grubuna 10 mg/kg ACE inhibitérQ, L-karnitin grubuna 10 mg/kg
ACE inhibitort + 100 mg/kg L-karnitin, Co-enzim Qi grubuna 10 mg/kg ACE inhibitori + 100 mg/kg Co-enzim Quo ip olarak
verildi. Plazma total oksidan diizeylerinin hem L-karnitin hem de Co-enzim Qio gruplarinda, kontrol grubuna goére 28. giinde
istatistiksel olarak onemli diizeyde disik oldugu belirlendi (P<0.05). Plazma total antioksidan diizeylerinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir farklilhk gézlenmedi. Kalp dokusu total oksidan diizeylerinin 14. glinde L-karnitin grubunun kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha dusik oldugu (P<0.001), Co-enzim Qo grubunda ise istatistiksel olarak énemli bir fark
olmadig belirlendi. 28. glinde deneme gruplarinin kalp dokusu total oksidan diizeylerinin kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak dusik oldugu, bu distsin L-karnitin uygulanan grupta daha belirgin oldugu gorildi (P<0.001). Kalp dokusu total
antioksidan dizeylerinde istatistiksel olarak bir farklilik tespit edilmedi. Sonug olarak, L-karnitin ve Co-enzim Qi¢'nun
hipertansiyonda kalbi ve damar sistemini serbest radikal hasarindan koruyarak, olusacak ikincil problemlerin siddetini
azaltabilecekleri kanaatine varildi.

Anahtar Kelimeler: ACE inhibitord, Antioksidan, Co-enzim Qug, Hipertansiyon, L-karnitin, Oksidan.

Effects of L-Carnitine and Co-enzyme Q10 Together with ACE Inhibitors on
Total Oxidant and Antioxidant Levels in L-Name Hypertensive Rats

Abstract: In this study we aimed to find out the affects of giving ACE inhibitor with L-carnitine and Co-enzyme Qio on the
oxidant-antioxidant system. For this purpose, 8 week-old and approximately 200-250 gr, 60 adult Sprague-Dawley rats were
used. The animal were divided into three groups, served as 1 control and 2 experimental groups and each had 20 rats. Before
starting the study, 75 mg/kg L-NAME given intraperitonelly to all groups for ten days to create hypertension. 10 mg/kg ACE
inhibitor to the control group, 100 mg/kg L-carnitine+10 mg/kg ACE inhibitor to the L-carnitine group, 100 mg/kg Co-enzyme
Qu0+10 mg/kg ACE inhibitor to the Co-enzyme Qo group was given. There were statistically significant decrease in the plasma
levels of total oxidant in Co-enzyme Q10 and L-carnitine groups when compared to the control on 28th day (P<0.05). There
were no statistically significant difference between the groups in terms of plasma total antioxidant levels. Total oxidant levels
of heart tissue in the L-carnitine group was statistically lower than the control group (P<0.001) on the day 14th. There were
no statistically significant difference on the total oxidant levels of heart tissue in Co-enzyme Qo group. The total oxidant
levels of heart tissue of the experimental groups were statistically lower than the control group on 28th day, and this decrease
was more prominent in the L-carnitine group (P <0.001). There were no statistically significant difference in total antioxidant
levels of heart tissue. It was concluded that due to the antioxidant properties of L-carnitine and Co-enzyme Q10 in
hypertension, these substances protects the heart and vascular system against free-radical damage, and also reducing the
severity of secondary problems.

Keywords: ACE inhibitor, Antioxidant, Co-enzyme Quo, Hypertension, L-carnitine, Oxidant.
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H

kalp ve damar rahatsizliklarina bagli mortalite ve
ciddi  bir (1).
Multifaktoriyel temellere dayanan patojenezinde, Na

ipertansiyon kalp, beyin ve bdbrekler gibi
hedef organlar Uzerindeki etkileri nedeniyle,
morbidite igin risk faktorudir
hipotezi ve endotelyum disfonksiyonu en kabul
edilen yaklagimlardir. Periferik damar direnci artisiyla
nitrik  oksit (NO)
prostasiklin gibi endotelyum kaynakli vazodilator
(2).

Oldukga gliclii bir vazodilator olan NO’in arteriyel kan

seyreden hipertansiyon, ve

sistemlerin  zaafiyetiyle iliskilendirilmektedir

basinci ile lokal kan akiminin dizenlenmesinde
6nemli roli oldugu ve NO sentez ve/veya saliniminin
azalmasinin hipertansiyon patojenezinden sorumlu
olabilecegi bildirilmektedir (3). Nitrik oksit, nitrik
oksit sentaz (NOS) enzimleri tarafindan L-arjinin’den
sentezlenmektedir. Diger taraftan, NG—nitro-L-arjinin
(L-NNA), NG-nitro-L-arjinin metil ester (L-NAME) gibi
L-arjinin analoglarinin, NOS enzimlerinin kronik
inhibisyonuna neden olarak arteriyel kan basincinin
artmasina ve hipertansiyon gelismesine neden
oldugu da bilinmektedir (4). Nitrik oksit gibi renin
anjiotensin sisteminin (RAS) de vaskiiler biyolojide ve
patobiyolojide dogrudan

ve dolayh etkileriyle

hipertansiyon patogenezinde bilylik 06neminin

oldugu bildirilmistir (5). Bu sistem glomerulus
afferent ve efferen arteriolleri arasindan gecen distal
tibdl hicrelerinin afferent arteriole temas ettigi
yerde makula densa hicreleri ile baslar. Buradaki
de

hucreleri olusturur. Makula densada sodyum ve klor

afferent arteriol hiicreleri jukstaglomerular
iyonlarinin miktarindaki azalma jukstaglomerular
hiicrelerden renin saliniminin artmasina neden olur.
Renin angiotensinojeni, angiotensin | (Ang 1)’e, Ang I
de akcigerde Ang dontstlriicti enzim (ACE) ile Ang I’
i, Ang II' ye dondstlralir. Ang 1l efferent arteriolii
daraltir ve glomeruler hidrostatik basing yikseltilerek
glomeruler filtrasyon hizi normal sinirlarda tutulur
(6). Hipertansiyon hipotezinde bu sistemin ana
tyeleri Ang-Il ve ACE olarak kabul edilir (7, 8). ACE
etkili

antihipertansif ve vaskiloprotektif olarak klinik

inhibitorleri, glnimizde ve glvenilir

kullanimda vyerlerini almistir. Bu ajanlarin, beta

blokérler ve kalsiyum kanal blokorleri gibi diger

antihipertansif ilaglardan daha Ustiin olduklari
gosterilmistir (9).

Son yillarda yasam kosullarinin ve beslenme
sekillerinin degismesine bagli olarak sekillenen stres
faktorlerinin, hipertansiyon olusumu igin alt yapi
olusturdugu bildirilmektedir (10). Hiicresel dengenin
surekli degismesine neden olan stres faktorleri
serbest  radikaller, hiicre

nedeniyle  artan

membranlarinda  lipit  peroksidasyon  sonucu
permabilite artisina ve yik dengesinde bozulmaya
neden olarak hiicreleri risk altina sokmaktadir (11).
Serbest radikallerin neden oldugu zararl etkilere
antioksidanlar, hiicresel

karsi savunma

komponentlerinin ~ entegrasyonunu  saglayarak
hicrenin korunmasinda énemli etkilere sahiptirler.
Bu nedenle, doku ve hiicrelerde serbest radikaller ve
antioksidan maddeler  arasindaki  dengenin
saglanabilmesi amaciyla selenyum, a-tokoferol, L-
karnitin, Co-enzim Qo ve propolis gibi antioksidan
maddeler kullanilmaktadir (12). L-karnitin, karaciger
ve bdbrekte lizin ve metiyonin gibi aminoasitlerden
yag

matrikse tasinmasini saglayan bir

sentezlenen ve uzun zincirli asitlerinin
mitokondriyal
proteindir (13,14). L-karnitin’in, organizmaya gigcli
toksik etkileri olan endojen veya eksojen organik
da yaptigi
bilinmektedir. (15). Dolasimdaki lenfositlerde c¢ok
bu

ve

asitlerin  konjugasyonunda gorev

yuksek oranlarda bulunan L-karnitin’nin,

hicrelerin apoptoza ugramasini geciktirdigi
mitojenik aktivitenin artmasini sagladigi bildirilmistir
(23).

Uretilen serbest oksijen radikalleri tarafindan yag

L-karnitin’in normal metabolizma sirasinda

asitlerinin  peroksidasyon reaksiyonlarini tersine
cevirdigi gosterilmistir (16). L-karnitinin yag asitlerini
taslyan bir substans olmasi yaninda, serbest radikal
tutucu aktivitesiyle dokulari oksidatif hasardan
koruyucu bir antioksidan oldugu da gosterilmistir
(17). Ayrica, Calo ve ark. (18) L-karnitin’nin oksidatif
NO

arttiran gen ekspresyonunu uyarmasl

stres kosullarinda antioksidan etkinligini

salinimini
nedeniile gdsterdigini ve bu etkisinin kardiyovaskiler
sistemi kuvvetlendirdigini

koruyucu niteligini
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bildirmektedir. L-karnitin’in; NO salinimina, hiicresel
solunum mekanizmalarina ve oksidatif hasara karsi
aktivitesini
de

katilan enzimlerin
oksidatif

gosterilmistir (19).

savunmaya

dizenleyerek stresi  onledigi

Co-enzim Quo insanlarda ve tim hayvanlarda
sentezlenebilen ubikinon ailesinden bir bilesiktir
(20,21). Mitokondrinin i¢c membraninda yer almakta
ve ATP sentezindeki elektron tasima zincirinde ko-
faktor bir

Uretimi

olarak rol oynamaktadir. Kuvvetli

antioksidan olan Co-enzim Quo enerji
sirasinda olusan reaktif oksijen tirlerine karsi da
hiicresel koruyucu ve lipit peroksidasyonu durdurucu
bir molekildir (22,23). insanlarda Co-enzim Quo
miktarinin yasa ve bazi hastaliklara bagli olarak
azalma gosterdigi tesbit edilmistir. Kalp yetmezligi,
kalp zayifigi ve damar sertligi olan insanlarda Co-
enzim Quo diizeyinin ¢ok disiik oldugu bildirilmistir
(24). Diger taraftan, Co-enzim Qio’'un metabolizma
Uzerinde enerji Uretimini arttirici  olarak, kas
guglendirici olarak, bagisiklik sistemi destekleyicisi,
kalp saghgini korumada ve hipertansiyonda destek
olarak kullanilabilecegi bildiriimektedir (25).

Bu c¢alismada bir nitrik oksit sentetaz enzim
inhibitéri olan L-NAME ile olusturulan kronik
deneysel hipertansif ratlarda ACE inhibitori ile
birlikte L-karnitin ve Co-enzim Qio verilmesinin
plazma ve kalp dokusunda total oksidan sistem ve
sistem Uzerine etkilerinin

total antioksidan

arastirilmasi amaglandi.

MATERYAL ve METOT
Hayvan Materyali

Calismada ortalama 200-250 gr agirliginda 8
haftalik Spraque-Dawley cinsi toplam 60 adet rat
kullanildi. Ratlar 12 saat giin 15181/12 saat karanlik
standart isik altinda, 25°Cisida, ad libitium su ve yem
ile toplam 38 giin siireyle beslendi. Bu arastirma igin
Kafkas Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan ¢alisma izni alindi (Karar Sayi No: 2010-
21).

Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismada kullanilan 60 rat iki kontrol dort
deney grubu olacak sekilde ayrildi. 10 glin slreyle
olarak 75 mg/kg L- NAME (26)

verilerek ratlar hipertansif duruma getirildi. Ratlar

intraperitonel
hipertansif yapildiktan sonra, kontrol ve deney
gruplarina Tablo 1'de gosterildigi sekilde uygulama
yapildi.

Tablo 1. Hipertansif kontrol ve deney grubundaki
ratlara yapilan uygulamalar.

Table 1. Applications that made rats in hypertensive
control and the experimental group.

GRUPLAR

(n=10)

(n=10)

KONTROL 1
14 giin slireyle
intraperitonal olarak 10

KONTROL 2
28 giin sureyle
intraperitonal olarak

mg/kg ACE inhibitori 10 mg/kg ACE
uygulamasi (27) inhibitoru uygulamasi
L-KARNITIN 1 L-KARNITIN 2

14 giin slireyle
intraperitonal olarak 10
mg/kg ACE inhibitori +

100 mg/kg L-Karnitin
uygulamasi (28)

28 giin sureyle
intraperitonal olarak
10 mg/kg ACE
inhibitéri + 100 mg/kg
L-karnitin uygulamasi

Co-ENZIM Quo1
14 giin slreyle
intraperitonal olarak 10
mg/kg ACE inhibitori +
100 mg/kg Co—Enzim
Quouygulamasi (29)

Co-ENZIM Q02
28 giin sireyle
intraperitonal olarak
10 mg/kg ACE
inhibitdéri + 100 mg/kg
Co—Enzim Quo
uygulamasi

Deney siiresi sonunda hayvanlardan kan ve kalp
numuneleri alindi. intrakardiyal yolla EDTA’l tiiplere
alinan kan ornekleri +4 °C, 3000 rpm’de 5 dakika
edildi.

konularak ve alinan doku &rnekleri ise naylon

santrifij Plazmalar polietilen tlplere

posetlerin icinde -20 °C’de saklandi.

Biyokimyasal Analizler

Plazma ve Doku Antioksidan Oksidan

Diizeylerinin Belirlenmesi

ve

Plazma ve dokulardaki antioksidan ve oksidan
miktari Total Antioksidant Status (TAS) Assay Kit ve
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Total Oksidant Status (TOS) Assay Kit (Rel Assay
Diagnostics, Clinical Chemistry Solutions, Gaziantep,
Turkiye) kullanilarak spektrofotometre (PowerWave
XS, BioTek, Instruments, USA) ile 6lguldii (30).

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirmeler SPSS 16.0 paket
programi kullanilarak yapildi. Her grubun baglangig
degerlerine gore zaman dilimlerindeki degisimlerini
kiyaslamak amaciyla Anova—-Tukey testi kullanildi.
Sonuglar, ortalamatstandart sapma (X+SD) olarak

belirlendi ve P<0.05 istatistiksel farklihigi gdsterdi.

BULGULAR
Plazma Total Oksidan Diizeyleri

Gruplarin plazma total oksidan diizeylerinde
belirlenen degisimler sekil 1’de verildi. Plazma total
oksidan  dlzeyleri gruplara gore kiyaslama
yapildiginda, 14. giinde kontrol ve deney gruplari
arasinda istatistiksel olarak degisiklik tespit edilmedi.
Yirmisekizinci glinde ise kontrol grubuna gére hem L-
karnitin hem de Co-enzim Quo uygulanan gruplarin
total oksidan diizeylerinin istatistiksel olarak 6nemli
(P<0.05).

Plazma Total oksidan diizeyleri gruplarin kendi igcinde

dizeyde disiik oldugu belirlenmistir

ginlere gore kiyaslandiginda kontrol grubunun 28.

giinde 14. glne goére Total oksidan dizeyinin

istatistiksel olarak yiliksek oldugu belirlendi. L-
karnitin ve Co-enzim Qio gruplarinin Total oksidan
dizeylerinde glinlere goére istatistiksel bir fark
saptanmadi.
0,50
WACE
0,45 -|
MACE +L-KARNITIN
= 0,40 -
ey ACE + KOENZIM Q10
2 035 -
'E:._ 0,30 -
£ 025 -
E 0,20 -
f 0,15
F'. 0,10 - c
0,05 g
0,00 -
14. giin 28. glin

Sekil 1. Plazma Total Oksidan Diizeyleri. 3P, b=
P<0.05, #¢: P>0.05

Figure 1. Plasma Total Oxidant Levels. ®?, *: P<0.05,
@< P>0.05

Plazma Total Antioksidan Diizeyleri

Plazma  total antioksidan  diizeylerinde
belirlenen degisimler sekil 2’de gosterildi. Plazma
total antioksidan dilzeylerinde 14. ve 28. ginlerde
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farkhhk tespit
edilmedi. Gruplar kendi icinde glinlere gore
kiyaslandiginda, 14. giine gobre 28. gilinde tim
gruplarin plazma total antioksidan duzeylerinde

onemli bir diists oldugu (P<0.001) belirlendi.

2,50 -

BWACE
= B ACE + L-KARMITIN
;g: 00 1 I ACE + KOENZIM 010
b
5 0 =
g I
El,m— b
E
gu,so-
14 giin 28 gin

Sekil 2. Plazma Total Antioksidan Diizeyleri. #®:
P<0.001, #<: P<0.01, b*: P>0.05
Figure 2. Plasma Total Antioxidant Levels. *®:
P<0.001, > P<0.01, **: P>0.05
Kalp Dokusu Total Oksidan Diizeyleri

Kalp dokusu total oksidan diizeylerine ait
belirlenen degisimler sekil 3’de verilmistir. On
dordincii ginde kalp dokusu total oksidan
dizeylerinin  kontrol grubuna goére L-karnitin

uygulanan grupta istatistiksel olarak daha disilik
oldugu (P<0.001), Co-enzim Qio uygulanan grupta ise
istatistiksel olarak o6nemli bir fark gostermedigi
belirlendi. Yirmi sekizinci glinde kalp dokusu total
oksidan dizeylerinin kontrol grubuna gére Co-enzim
Quo da (P<0.05)
uygulanan grupta da (P<0.001) istatistiksel olarak

uygulanan grupta L-karnitin
dislk oldugu gorildi. Gruplar kendi icinde glinlere
gore kiyaslandiginda, 14. gline gore 28. giinde kontrol
(P<0.01) ve Co-enzim Qio grubunun (P<0.05) kalp
dokusu total oksidan diizeylerinin belirgin derecede

diistigu tespit edildi.
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14,00 4 MACE

12,00 - M ACE + L-KARNITIN

= B
s B

‘|' ACE + KOENZIM 0110

6,00 -
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TOS (umol H,0, Equv./fL)

2,00 -
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Sekil 3. Kalp Dokusu Total Oksidan Diizeyleri. *, ¢4, &
d: P<0.001, **: P<0.01, *¢: P<0.05, *¥: P>0.05

Figure 3. Total Oxidant Levels of Heart Tissue. *?, <9,
ed: p<0.001, *°: P<0.01, ¢: P<0.05, >¢: P>0.05

Kalp Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri

Kalp dokusu total antioksidan diizeylerinde
belirlenen degisimler sekil 4’de gosterildi. Kalp
dokusu total antioksidan duzeylerinde gruplar
arasinda ve grup icinde yapilan kiyaslamada her iki
zaman diliminde de istatistiksel olarak 6nemli bir

farkhhk tespit edilmedi.

MACE
WACE + L-KARNITIN

ACE + KDENZIM 010

28. gin

14. giin

Sekil 4. Kalp Dokusu Total Antioksidan Diizeyleri. *:
P>0.05
Figure 4. Total Antioxidant Levels of Heart Tissue. *:
P>0.05

TARTISMA ve SONUC

Nitrik oksidin endotel hiicreleri tarafindan sabit
sekilde salinmasi, arterlerin normal tonusunun ve
kan basincinin ayarlanmasinda o6nemli bir role
L-NAME,

engelleyerek kan basincini ylkseltmesi dolayisiyla,

sahiptir. nitrik oksit sentaz etkinligini

deneysel hipertansiyon olusturulmasinda siklkla

(312). NOS’un

engellenmesinin Ang Il'ye karsi olan damar cevabini

kullanilmaktadir islevinin
artirdigl ve boylece Ang II'nin normal miktarlarinin
bile L-NAME verilen sicanlarda vazokonstriksliyonu
uyarabilecegi ve dolayisiyla  kan  basincini
artirabilecegi de bildirilmistir (32). Diger taraftan,
ACE inhibitorleri glinimizde etkili ve givenilir
antihipertansif ve vaskiloprotektif olarak klinik
kullanimda yerlerini almislardir (1). Yapilan kontrolli
ve karsilastirilmali bir ¢alismada ACE’nin bloke
edilmesinin, kalp ve bobrek Uzerinde koruyucu
etkisinin oldugu ve beta blokorler ve kalsiyum kanal
blokérleri gibi diger antihipertansif ilaglardan daha
Gstlin oldugu gosterilmistir (9). ACE inhibitorlerinin
renoprotektif, kardiyoprotektif ve vaskiloprotektif
olmasinin altinda vyatan neden, antihipertansif

etkisinden bagimsiz olarak Ang Il uyarimh
enflamasyonu azaltmasi ve ayni zamanda hicresel
apoptozu engellemesi ve oksidatif stresi azaltmasi

(1).

hipertansiyon sonucu plazma ve kalp dokusunda

seklinde gosterilmistir Sunulan ¢alismada,
oksidan-antioksidan sistemde belirgin degisikliklerin
ortaya ciktigl, artmis oksidasyon verilerine karsi
antioksidan sistemde belirgin bir diisiis oldugu tespit
edilmistir. Hipertansiyon sonucu artan serbest
radikallerin antioksidan sistemi tiiketmesi ile bu
dengenin kuruldugu ve hipertansiyonun endojen
iliskili

olabilecegi de dusinilmektedir. Stperoksit radikal

antioksidan  seviyelerindeki  azalmayla
tutucularin, vazodilatator etkinliginin mekanizmasi
henliz yeteri kadar iyi bilinmemektedir. Bununla
birlikte, sliperoksit tutucularinin endotel bagimh
vazodilatasyonu ve NO salinimini arttirarak spontan
hipertansiyonu distirdiikleri ve hipertansif ratlarda
sliperoksit radikalinin damar duvarinda arttigi ve
NO’yu
vazodilatator etkisini azalttigi bildirilmistir (33,34).

stiperoksit radikalinin inaktive ederek,
Bu ¢alismada, arteriyal kan basincinda meydana
oksidatif

ylkselmesiyle birlikte,

gelen artisin stres  goOstergelerinin

antioksidan kapasitesinin
diismesine sebep oldugu belirlenmistir. Miguel-
Carrasco ve ark. (35) oksidatif stres gostergelerinde

meydana gelen degiskenligin, 6zellikle SOD ve GSH-
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Px gibi antioksidan enzim genlerinin yapiminin
baskilanmasi seklinde ortaya c¢iktigini bildirmislerdir.
Ayni arastirmacilar, L-karnitin  kullanilmasinin
hiicresel antioksidan enzim yapimini arttirdigini,
dolayisiyla oksidasyon reaksiyonlarina karsi koruyucu
etkinligi kuvvetlendirdigini de ifada etmisler ve
hipertansif ratlara L-karnitin verilmesinin oksidatif
stresi azaltici etkinligi ne kadar yiiksek olursa olsun,
kan basincinda meydana getirdigi diizeltmenin higbir
zaman normal seviyelere ulagmayacagini
vurgulamislardir. Sunulan bu galismada da, L-karnitin
uygulanmasinin plazma oksidan seviyesini
degismeden tuttugu, antioksidan dizeylerinde ise
diismeye engel olamadigi belirlendi. Bu sonuglar L-
karnitinin iyi bir serbest radikal tutucusu olmakla
birlikte, antioksidan sistem Uzerine olan etkisinin
yeterince kuvvetli olmadigini géstermektedir.
Yaslanma, arteroskleroz, hiperlipidemi, renal
bozukluklar ve hipertansiyon gibi hastaliklar,
oksidatif stresin artmasiyla karakterize patolojik
(36). Oksidatif de

hipertansiyonun patogenezinden sorumlu oldugu, L-

durumlardir stresin

karnitinin terapotik maksatla kullaniminin
kardiyovaskuller ve renal arteriyal hipertansiyona
bildirilmektedir (37).
Yapilan bir calismada hipertansif ratlarda L-karnitinin
RAS’|

antioksidan enzimlerin molekiiler diizenlenmesine

karsi koruyucu olabilecegi

antioksidan etkinligi ile inhibe ederek
katki sagladigi bildirilmistir (35). Son yillarda yapilan
calismalar L-karnitin verilmesinin insilin direnci, Tip
2 diyabet, dislipidemi, kardiovaskiler hastaliklar ve
hipertansiyon gibi pek ¢ok hastalikta Onemli
etkilerinin oldugunu gostermistir (17,18,38). Diger
taraftan Gomez-Amores ve ark. (39), L-karnitinin,
hipertansif ratlarda oksidatif stresi azalttigini, ancak
bir  degisiklik

Bazi arastirmacilar

kan basincinda olusturmadigini

bildirilmislerdir. L-karnitinin
antioksidan etkinliginin kardiyovaskiler hastaliklarin
diizeltilmesinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu
soylemektedirler (36,40,41). Sunulan ¢alismada, kalp
dokusunda antioksidan dizeyleri degismez kalirken,
oksidan dizeylerinin ylikseldigi saptandi. Buradan

yola ¢ikarak, L-Karnitinin kalp dokusunda antioksidan

sistemi destekleyici 6zelliginin  kuvvetli olmasi
sebebiyle iyi bir kardiyoprotektif ajan oldugu
soylenilebilir.

Co-enzim Qio0 mitokondriyal solunum zincirinde,
NADH, suksinat dehidrogenaz ve sitokrom sistemi
arasinda elektron transportuna araciik eden
oksidatif fosforilasyonun énemli bir komponentidir
(25). Son yillarda yapilan galismalarda Co-enzym
Quo’'nun yalnizca solunum zincirinin esansiyel bir
Uyesi olmadigi ayni zamanda gugli antioksidan
ozellige sahip oldugu da gosterilmistir (22,42). Co-
enzim Qio, membranda doymamis lipid zincirinin ¢cok
yakinina yerlesmis olup serbest radikallerin primer
temizleyicisi olarak gérev yapar. Co-enzim Qio’nun
hicre membranindaki blyilk kismi kinol formunda
oldugundan cok etkili bir antioksidandir. Biyosentezin
azalmasi, yikimin artmasi, membran lipidlerinde
kinon hareketini engelleyen degisiklikler, Co-enzim
Qio miktarinda azalmaya neden olabilir (22). Co-
enzim Quo, viicudun enerji Uretiminde rol alr. Bu
hayati rolii nedeni ile her hiicrede bulunur. Ozelikle
kalp hicrelerinde fazlaca bulunur ve kalbin saglikli
¢alismasina yardimci olur (24). Kalp yetmezligi, kalp
zayifligi ve damar sertigi olan insanlarda Co-enzim
Quodizeyinin ¢ok dislk oldugu belirlenmistir (24). Bu
parametre, arterlerin islev.  ve  yapisinin
degerlendirilmesi, kalp-damar hastaliklarinin tahmini
ve tedavi basarisi icin yol gosterici olabilmektedir.
Shargorodsky ve ark. (42), Co-enzim Quo’'nun da
icinde bulundugu kompleks bir antioksidan tedavisi
alan ve 6nemli birgcok kardiyovaskiler risk faktorleri
olan hastalarda buyik ve kiiclik damar elastikiyetinin
arttigini bildirmislerdir. Bu yararli vaskiler etki glikoz
ve lipit metabolizmasindaki iyilesmenin yani sira kan
basincindaki azalma ile iliskilendirilmistir. Yapilan
bazi deneysel calismalar, 6zellikle yash hastalarda
kalbin strese maruz kaldig durumlarda Co-enzim Qio
verilmesinin miyokartta koruyucu bir etki yarattigini
(43,44).

mitokontriyal verimliligi arttirdigi ve miyokardin

gostermistir Ayrica, Co-enzim Quo‘un

hipoksi-reoksijenizasyonuna bagl olarak gelisen

strese karsi toleransini arttirdigi  bildirilmistir.

Sunulan bu galismada, hipertansif ratlarda plazma
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oksidan duzeylerinin, Co-enzim Qio uygulamasiyla
degismedigi, antioksidan seviyelerinin ise distlgi
konuldu. Co-enzim Qo verilen

ortaya Ayrica,

hipertansif ratlarda, kalp dokusu antioksidan
seviyelerinde bir degisiklik belirlenmezken, oksidan
diizeylerinin belirgin sekilde dlstligi saptandi. Bu
sonuglar, Co-enzim Qio’nun iyi bir radikal tutucusu
oldugunu ve kalp dokusu igin stres azaltici etkinliginin
kuvvetli oldugunu gostermektedir.

Bu calisma ile, L-NAME hipertansif ratlara ACE
inhibitord ile birlikte L- karnitin veya Co enzim Quo
verilmesinin ratlarin oksidan dizeylerini districi ve
antioksidan dizeylerini koruyucu rol oynadigi ve bu
ozellikleri dolayisiyla L-karnitinin ve Co-enzim
Quo'nun hipertansiyonda kalbi ve damar sistemini
serbest radikal hasarindan koruyarak, olusacak ikincil
problemlerin siddetini azaltabilecekleri kanaatine

varilmistir.
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0Oz: Q hummasi, biyik 6lgiide gevis getiren hayvanlarin siit, vajinal mukus ve digki gibi Griinlerle disariya sactigi Coxiella
burnetii bakterisinin neden oldugu zoonotik bir hastaliktir. Sigir, koyun ve kegiler etkenin insanlara bulagmasinda primer
rezervuar konakgilardir. Bu ¢alismada abort yapan ve yapmayan farkli koyun ve kegi siiriilerinden toplanan 120 siit 6rnegi,
C.burnetii susunun transpozon repetitive gen bolgesinden tiretilen tir spesifik Trans 1 ve 2 primerleri kullanilarak PZR
amplifikasyonuna maruz birakildi. Elazig ve komsu illerden toplanan siitlerde abort yapmis koyunlarda %10 ve abort yapmis
kecilerde ise %3.33 oraninda C.burnetii DNA'sI PZR ile pozitif olarak tespit edildi. Abort yapmayan siriilerden alinan koyun ve
kegi siiti orneklerinde PZR testi ile pozitiflik saptanmadi. Sonug olarak abortus dykiisii olan ve olmayan koyun ve kegi
sirulerinden toplanan sit 6rneklerinde C.burnetii enfeksiyonunun molekiiler yéntemlerle arastirilmasi amaglanmustir.

Anahtar Kelimeler: C. burnetii, PZR, Sut.

The Investigation of Presence Coxiella burnetii in Sheep and Goat Milk by the
PCR

Abstract: Q fever is a zoonotic disease caused by Coxiella burnetii bacteria, which shedding into largely ruminant animals with
products such as milk, vaginal mucus and stools. Cattle, sheep and goats are primary C. burnetii reservoir hosts. In this study,
120 milk samples were collected from different sheep and goat herds which aborting and non-aborting and A PCR was
performed with Trans 1 and Trans 2 primers derived from tranposon repetitive gen region. The milk samples obtained from
herds belonging aborted sheep in Elazig and neighboring provinces showed a total of 10% were detected positivity, whereas
the 3.33% milk sample taken from aborted goat herds were observed C. burnetii as positive by the PCR. The milk samples
taken from non-aborted sheep and goat herds weren’t observed positivity by the PCR test. As a result, it is aimed to
investigate C.burnetii infection in goat and sheep milk samples obtained from belonging aborted and non-aborted flocks by
molecular methods.

Keywords: C.burnetii, Milk, PCR.
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GiRIS

.burnetii hiicre igine yerlesen, kok-comak arasi
bir
mikroorganizmadir (1-3). Sigir, koyun ve kegiler C.

(4).

Hayvanlarla temas eden kisiler, veterinerler, tarim

pleomorfik, gram negatif

burnetii  primer rezervuar konakgilaridir
iscileri, mezbaha iscileri ve enfekte hayvanlarla
¢alisan laboratuvar personeli yiiksek risk altindadir
(5-7). Hastaligin akut déneminde akciger, dalak, kan
ve karacigerden siklikla izole edilen bakteri, kronik
donemde uterus ve meme bezlerine yerlesmektedir.
Kronik Q atesinin en sik gorilen patolojik bulgular
arasinda abortlar ve 06li dogumlar vardir (2,8).
Enfekte hayvanlar bakteriyi ¢cevreye idrar, diski, st
ve dogum cikartilari ile etrafa bulastirirlar. insanlar
kontamine aerosollerin solunmasi ile veya ¢ig siit ve
sut Granleri tuketimi ile enfekte olurlar (9,10). Son
yapilan c¢ahsmalarda, kegilerin siit yoluyla etkeni
attiklari, koyunlarin ise vajinal mukus ya da digki ile
disari attiklari bildirilmistir (10-12).

Q hummasi tanisi genellikle serolojik testler ile
yapilmaktadir. Serolojik tanida mikroogliitinasyon,
kompleman fiksazyon testi (KFT), indirekt floresans
antikor testi ve ELISA testleri kullanilmaktadir ve IFA
teknigi referans metod olarak onerilmektedir (13-
15). Ancak serolojik pozitiflik hastaligin bulundugunu
gostermez. Oysa bakteri izolasyonu hastaligin
varligini kesin olarak aciklar. C.burnetii izolasyonu
tehlikeli

oldugundan, bu etken izolasyonu igin “biyoguivenlik

uzun, zor ve kiltirGinin vyapilmasi
diizey 3” kosula gereksinim duyulmaktadir (16).

Laboratuar muayeneleri igin yavru atma veya
dogumdan hemen sonra atik yavru, plasenta ve
vajinal akintilar gibi o6rnekler alinmalidir. Ayrica
memeden ve sit toplama tanklarindan alinan sit,
kolostrum veya gaita 6rnekleri de hastaligin teshisi
(3,17).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), son derece hassas

icin degerlendirilebilecek 6rneklerdendir

olan ve sit, diski ve vajinal svabda bakteri varhgini
belirlemede tarama icin kullanilan spesifik tespit
yontemidir (5,18,19).

Bu calisma, Elazig ve komsu illerden abort
oykulsl olan ve olmayan koyun ve kegi siriilerinden
toplam 120 adet siit 6rnegi toplanarak, molekiiler
yontemlerden biri olan PZR metodu ile C.burnetii

varhgi agisindan arastirilmasi amaciyla yapilmistir.

MATERYAL ve METOT

Sut 6rneklerinden bakteriyel DNA, Berri ve ark.
"larinin (19) bildirdigi sekilde bazi modifikasyonlar ile
ekstrakte edildi. Bu amagla laboratuvara getirilen siit
ornekleri 3000 g’ de 10 dakika sire ile 3 kez santrifj
edildi. Sipernatant kismi atilarak pelet yikandi ve 50
ul distile su iginde iki kez yeniden slispansiyon haline
getirildi. Daha sonra, DNA ekstraksiyon QlAamp Kkiti
imalatgi firma talimatlarina gére (Qiagen, Hilden,
Almanya) sit numuneleri igin  uyguland.
DNA

izolasyonu QlAamp DNA kitinde (Qiagen S.A., France)

Laboratuvara getirilen sit Orneklerinden

belirtilen prosediire gore yapildi. Primer olarak C.
burnetii susunun transpozon repetitive bolgesinden
turetilen tir spesifik Trans-1 (5’-TAT GTA TCC ACC
GTA GCCAGT C-3’) and trans-2 (5’-CCC AAC AACACC
TCC TTATTC-3’) (20) primer cifti kullanildi. DNA
%C’'de 2 dakika 6n
miiteakip 5 siklus 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon,
61 °C’de 30 saniye hibridizasyon, 72 °C’de 1 dakika
sentez olmak Uzere gergeklestirildi. Bunu takiben 40
siklus; 94 °C’de 30 saniye, 61 °C’de 30 saniye ve 72

%C’'de 1 dakika olmak Uzere 1si islemleri uyguland.

amplifikasyonu 95 Isitmayi

Son siklus ise 72 °C’de 10 dakika olarak programlandi
(21). PCR’de amplifiye edilen DNA, %1.5’luk agaroz jel
icerisinde 100 voltta 1 saat siireyle elektroforez
islemine tabi tutuldu. Elektroforezi mutakip jel
ethidium bromide (0.5 pg/ml) ile boyandi ve sonuglar
uv PCR

Urinlerinden elde edilen 687 bp uzunlugundaki bant

transilluminatorde  degerlendirildi.
C. burnetii yoninden pozitif olarak degerlendirildi
(Sekil 1). Molekiler ¢calismada pozitif kontrol olarak
kullanilan C. burnetii referans susu Dr. Mustapha
Berri (Institut National de la Recherche Agronomique
(INRA), France )’ den temin edildi.
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BULGULAR

Bu c¢alismada Elazig ve civar illerinde halk
elindeki 6zel Uretim yapan isletmelerden abort
oykisi olan koyun ve kegi siiriilerinin herbirinden 30
st ornegi, abort Oykisi olmayan koyun ve kegi
sirdlerinin herbirinden 30 siit 6rnegi olmak Uzere
toplam 120 sit ornegi toplanarak PCR testi ile C
burnetii varli§i yoninden incelendi. Bu ornekler,
abort ihbari yapilmis ve saglkli koyun ve kegi stirtleri
icerisinden tesadufi 6érnekleme metodu kullanilarak
secilmistir. Yapilan incelemelerde abort yapan koyun
sirilerinde 3 adet, abort yapan kegi strilerinde ise 1
adet C. burnetii pozitifligi PCR metodu ile tespit edildi
(Tablo 1). Abort yapmayan surilerde (Koyun ve kegi )
ise pozitiflik tespit edilmedi. Sit oOrneklerinden

ekstrakte edilen DNA’nin PCR’de amplifiye edilmesi
ve agaraz jel elektroforez islemine tabi tutulmasi
sonucunda 687 bp uzunlugunda pozitif bantlar elde
edildi (Sekil 1).

Tablo1. Abort 6ykisi olan ve olmayan koyun ve kegi
sitlerinin PCR test sonuglari.

Table 1. The PCR test results of sheep and goat milk
samples with history of abortion and without history
of abortion.

Abort 6ykisu olanlar Abort bykiist
olmayanlar
Pozitif Pozitif
Sut(Koyun) n % Sut(Koyun) n %
30 3 10 30 - -
Sut(Kegi) n % Sut(Kegi) n %
30 1 333 30 - -

Sekil 1. St 6rneklerinden elde edilen C.burnetii DNA’sinin ethidium bromide ile boyanmis %1.5’lik agaroz jel
elektroforezde goriiniimi. M: 100 bp DNA ladder, 1, 2, 3, 4: Pozitif 6rnekler, N: Negatif Kontrol, P: C.burnetii
Pozitif Kontrol.
Figure 1. Appearance on agarose gel electrophoresis (1.5%) stained with ethidium bromide of C.burnetii DNA
extracted from the milk samples. M: 100 bp DNA ladder,1,2,3,4: Positive samples, N: Negative control, P:
C.burnetii Positive control.

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada Elazig ve gevresinde abort yapan
ve yapmayan farkli koyun ve keci siirilerinden alinan
toplam 120 siit 6rnegi Trans 1 ve Trans 2 primerleri

kullanilarak incelendi ve abort yapan koyun

surilerinde alinan sit érneklerinde %10, abort yapan

keci sirilerinden alinan sit 6rneklerinde ise %3.3
oraninda PCR metodu ile pozitiflik tespit edildi.
Memelilerde C. burnetii siit ile disariya ¢ikarilir
ve boylece enfeksiyon kaynagl olarak pastorize
edilmemis sutten yapilan st Griinleri ve ¢ig sutiin

tuketilmesi baslica enfeksiyon kaynagi olabilir (16).
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Pastorize edilmemis sltten dretilen ¢ig siit veya sit
Uranleri fazla miktarda C. burnetii icerebilir (22).
Dinyada ve Turkiye’de cogunlukla C. burnetii
yayginhk durumu serolojik ¢alismalar vyapilarak
arastirilmistir (23). Etkenin molekiler izolasyonu ile
ilgili ¢alismalar az sayidadir. Serolojik testler C.
diski
belirlemede ¢ok fazla yeterli degildir (4). Ancak

burnetii’yi ve sit ile sacan hayvanlari
hayvanlarin kan, sit, plasenta, digski ve idrar gibi
materyallerinden C.burnetii izole etmekle enfeksiyon
varhg agiklanabilir (2,24). Mohammed ve ark. (25)
tarafindan vyapilan bir c¢alismada farkli hayvan
turlerinden elde edilen 148 sit o6rneginden 16
(%10.8), C DNA’sI

amplifikasyon verdigi ve bu 6rneklerin 11 tanesinin

ornegin burnetii pozitif
ineklerde, digerlerinin ise bes devede tespit edildigi
bildirilmistir.

Yapilan calismalarda koyunlarin genital svab,
siit ve diski 6rneklerinde, iran’da pastérize edilmemis
sit ve sit Urinlerinde etken tespiti ve kadinlarda
aniden olusan abort vakalarinda klinik 6rneklerde C.
burnetii dogrudan saptanmasi igin, trans-PCR’In son
derece spesifik ve duyarli oldugu bulunmustur
(22,26,27). iran’in Kuzey-Dogu’sunda yapilan bir
¢alismada 23 koyun suitli 6rneginin 8 (%34.78)’inde C.
burnetii DNA’s! pozitif olarak bulunulmus, ancak 10
keci st numunesinin negatif oldugu
edilmistir (22). Ongér ve ark. (18) 400 koyun siit

orneginde C. burnetii varlhigini IMS-PCR metodu ile

tespit

incelemis ve 14 (%3.5) ornekte pozitif sonug elde
etmislerdir. Bu ¢alismada 6zellikle abort yapan ve
yapmayan koyun ve kegi st orneklerinden elde
edilen %10 ve %3.3’lik oran diger hayvan tirlerine
bu etkenin nakli ve insanlara naklinde sit ile sagilimin
onemli oldugunu gdstermektedir. Yapilan bu ¢alisma
ozellikle epidemiyolojik calismalarda Coxiella burnetii
yoniinden pozitifligin bilinmesi, hastalikh hayvanlarla
yakin iliskide olan insanlara bulagsmasinin énlenmesi
bakimindan biyik 6nem tasimaktadir.

Sonu¢ olarak, Bu c¢alismada klinik olarak
laboratuvara gonderilen sit orneklerinde C.
burnetti'yi saptamak i¢cin mevcut PCR kitlerinden

faydalanilarak, bu etkenin kisa sirede identifiye

edilmesi yoninde kullanilabilecegini gostermistir.
Ayrica, Bu ¢alismada molekuler teknikler ile Q fever
icin yapilan taramalarda klinik o6rneklerde C.
burnetii’nin hizli bir sekilde belirlenmesi agisindan
avantaj saglanmis olup bu hastalik igin kontrol
surecinin

onlemleri alinarak tedaviye baslama

kisalmasina katkida bulunacaktir.
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Oz: Calisma etlik pilic yemlerine farkli seviyelerde narenciye kabuk yaglari (portakal, limon, bergamot) ilavesinin doku yag
asidi kompozisyonu ve raf 6émriine etkisini incelemek igin yapiimistir. Aragtirmada bir glinlik yasta 500 adet (250 erkek 250
disi) Ross 308 civciv kullaniimistir. Denemede her biri bes alt gruptan olusan on grup olusturulmustur. Kontrol grubu bazal
yemle diger gruplar ise sirasiyla bazal yeme 1, 2 ve 3 ml/kg seviyelerinde portakal, limon ve bergamot kabuk yag ilave edilen
yemlerle beslenmistir. Deneme sonunda kesilen hayvanlarin gégis ve but kaslarinin yag asit kompozisyonlari ile +4 C'de
depolanan dokularda 1 ve 3. glnlerde tiyobarbuturik asit reaktif madde (TBARS) degerlerine bakilmistir. Depolamanin
3.glntnde 1 ml/kg diizeyinde limon ve portakal kabuk yagi ilave edilen gruplarda TBARS degerlerinin 3 mg/kg’in altinda
oldugu saptanmistir. Portakal kabuk yaginin 2 ml/kg seviyesinin g6gus dokusunda 3 ml/kg seviyesinin ise but dokusunda
eikosapentaenoik asit (EPA) ve dokosahexaenoik asit (DHA) oranini 6nemli derecede artirdigi tespit edilmistir. Sonug olarak
etlik pili¢ rasyonlarina 3 ml/kg diizeyinde portakal kabuk yagi ilavesinin dokularda raf mri ve yag aside kompozisyonu lizerine
olumlu etkilerinden dolayi alternatif bir yem katki maddesi olarak kullanilabilecegi diistiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: Etlik pili, Narenciye kabuk yaglari, TBARS, Yag asit kompozisyonu.

The Effects of Citrus Peel Oils on Fatty Acid Composition and Shelf Life of
Muscle in Broilers

Abstract: The present study was conducted to determine dietary supplemental citrus peel oils (orange, lemon, bergamot) in
different levels on meat fatty acid composition and shelf -life in broilers. The trial consisted of 1-day-old total 500 (250 male
and 250 female) Ross 308 chicks. The study consisted of 10 groups in total and each group had 5 subgroups. Experimental
diets were prepared by adding 1, 2 and 3 ml/kg orange, lemon and bergamot peel oil to basal diet (Kontrol grubu bazal yemle
diger gruplar ise sirasiyla ifadesi climlede yer almamakta). At the end of the study, fatty acid composition and thiobarbituric
acid reactive substances (TBARS) levels of tissues stored at 4°C were measured. TBARS values were found to be below 3 mg
/ kg in the groups to which 1 ml / kg of lemon and orange crust oil were added on the 3rd day of storage. The addition of 2
ml/kg lemon peel oil and 3 ml/kg orange peel oil to compound feed significantly increased eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) in the leg and breast tissues respectively. As a conclusion, it was determined that the 3 ml/kg
levels of orange peel oil, whose possible uses as an alternative to feed additives, influenced the fatty acid composition and
the TBARS of the meat.

Keywords: Broiler, Citrus peel oil, Fatty acid composition, TBARS.
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GiRIS

Y

vermeyen,

em katki maddesi olarak antibiyotiklerin
yasaklanmasindan dolayi insan saghgina zarar
patojenlerden  kaynaklanan  birgok
problemi 6nleyerek, performansi iyilestirip karllig
artiran dogal ve aromatik bitkilerden elde edilen
esansiyel yaglarin hayvan beslenmede alternatif yem
katki maddesi olarak kullanimi yogunluk kazanmistir

(2).

kullanilmalarinin

Hayvansal (Gretimde bu dogal maddelerin

amaci; yemden yararlanmayi
artirmak, hayvansal drtinlerin miktar ve kalitesini
ylkseltmek, raf dmrinin uzatmak, hayvanlarin ve
insanlarin saglklarini  korumak ve elde edilen
dranlerin maliyetlerini diistirmektir (2).

Antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklerinden
dolayi narenciye kabuk yaglarinin yem katki maddesi
olarak kullanimi son zamanlarda olduk¢a ©6nem
kazanmistir. Esans yag ve flavonoidler portakal
(Citrus sinensis), limon (Citrus limon) ve bergamot
(Citrus bergamia) gibi turuncgillerin kabuk kisminda
yogun bir sekilde bulunmaktadir. Bu kisimlar limonen
ve linalool gibi ugucu yaglari oldukga yiliksek miktarda
icermektedir (3). Portakal kabuk yaginin en 6nemli
bileseni olan limonenin antioksidan aktivitesinin
oldukga yliksek oldugu bildirilmistir (4).

Yapilan c¢alismalarda portakal kabuk yaginin
Japon bildircinlarinin kalp ve karaciger dokusunda
MDA duzeyini 6nemli derecede dusirdigi (5),
ratlarda ise lipit peroksidasyonu onemli derecede
azaltugi bildirilmistir (6).

Ayrica broylerler lizerinde yapilan bir ¢calismada
japon yuzu limonu (Citrus junos) ilavesinin but ve
gogls dokularinda TBARS degerlerini dnemli diizeyde
azalttigi rapor edilmistir (7).

Bu calisma etlik pilic yemlerine degisik
seviyelerde (1, 2 ve 3 ml/kg) narenciye esans yaglari
(bergamot, portakal, limon) ilavesinin but ve gogus
dokularinda raf émrii ve yag asidi kompozisyonu
Uzerine etkilerini etmek ile

tespit amaci

ylrGtilmustar.

MATERYAL ve METOT

Denemede bir glinlik yasta 500 adet (Ross 308)
karisik cinsiyette etlik civciv kullanilmistir. Denemede
10 grup olusturulmus, her grup bes alt gruba
ayrilmistir (5 adet erkek, 5 adet disi). Birinci grup
kontrol olup bazal yemle (Tablo 1), diger gruplar ise
bazal yeme sirasiile 1 mL, 2 mL ve 3 mL/kg diizeyinde
bergomat kabuk yagi, limon kabuk yagi ve portakal
kabuk yag ilave edilerek olusturulan rasyonlarla 6
hafta sureyle ad-libitum olarak beslenmiglerdir.
Denemede etlik civciv baslangic 1.dénem (0-14.
gunler arasi), etlik civciv 2.donem (15-21.glnler),
etlik pilic 3.dénem (22-35.gtinler) ve etlik pili¢ bitirme
(36-42. farkli

kullanilmistir. Calisma etik kurul ilkelerine uygun

ginler) olmak Uzere 4 yem
olarak yiritalmustir. Rasyona ilave edilen narenciye
kabuk yaglari ticari bir firmadan temin edilmistir.
Narenciye kabuk vyaglarinin etken madde
dlzeyleri GC-MS (Gas Chromatography ve Mass
Spectrometry) ile tespit edilmistir (portakal kabuk
yagi: %97.46 limonene, %1.98 beta-myrecene, %0.22
linalool; Bergamot kabuk yagi: %35.66 DI-limonene,
%20.28 linalool, %20.89 linalyl acetate, %2.13 beta-
terpinly acetate, %14.96 alpha terpinenly acetate;
Limon kabuk yagi: %1.92 beta-myrecene, %95.28
limonene, %1.32 E-citral, %0.94 Z-citral igeriyor).
Deneme sonunda bitiin hayvanlar kesilmis, kesilen
hayvanlarin but ve gogius kisimlarindan bes adet
ornek alinarak + 4°C de depolanmis, 1 ve 3 giinlerde
TBARS reaktif madde)

degerlerine bakilmistir (8). Ayrica but ve go6gus

(tiyobarbuturik  asit
kismindan alinan 6érneklerde yag asit kompozisyonu

incelenmistir (9).

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin varyans analizi Genel Linear
Model prosediiri ile ve 6nemli bulunan verilerin
onem kontrolleri SPSS 10.01 (10) paket programi
kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar

Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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Tablo 1. Denemede kullanilan bazal yemin icerigi ve besin madde kompozisyonu.
Table 1. Ingredient of basal feed and nutrient composition of experimental diet.

Etlik civciv Etlik civciv 2. Etlik pilig 3.
baslangi dénem yemi dénem yemi Etlik Pilig Biti
Ham maddeler (g/ke) yenii (0%1(;4 (15-2\3) (22-3»5/3) Yemi (3((;5-42)§
gun)

Misir 575.50 575.50 600.02 635.02
Soya fasilyesi kiispesi(HP %48) 175.50 110.00 67.18 28.72
Tam yagli soya (HP %38) 160.00 219.50 240.00 240.00
Tavuk unu (HP% 60) 35.00 35.00 35.00 35.00
Et-kemik unu (HP %35) 34.00 34.00 34.00 34.00
Bitkisel yag 4.00 10.00 13.63 17.18
Tuz 1.80 1.70 2.00 2.00
Lisin 3.00 2.23 1.99 1.80
Metiyonin 2.00 1.37 1.22 1.02
Mermer tozu 2.00 2.70 - -
Vitamin karmasi? 2.00 2.00 2.00 2.00
Mineral karmasi? 1.50 1.50 1.50 1.50
Soda 1.50 1.50 1.46 1.76
DCP 2.20 2.50 - -
Toplam 1000 1000 1000 1000
Hesaplanan

Ham protein (%) 23.00 21.80 20.05 19.40
Ham yag (%) 8.03 9.79 10.50 11.00
Ham seliloz (%) 4.22 4.41 4.43 4.45
Ham kil (%) 5.59 5.25 5.13 4.98
ME (kcal/kg) 3040 3200 3180 3241
Ca (%) 1.05 0.99 0.98 0.95
P (%) 0.56 0.53 0.53 0.51
Metiyonin 1.22 0.98 0.90 1.00
Lisin 1.50 1.30 1.20 1.10
Analiz edilen
Ham protein (%) 22.70 21.10 20.89 19.11
Ham yag (%) 8.13 10.10 10.20 1191
Ham seliiloz (%) 3.96 4.20 4.22 4.23
Ham kil (%) 5.24 5.00 5.57 4.61

* Diyetin her kilograminda: 12 000 IU vitamin A, 3500 IU vitamin D3, 100 IU vitamin E, 3 mg vitamin K3, 2.5 mg vitamin B1, 6 mg vita- min B2, 25 mg niasin, 10 mg kassiyum D-pantotenat,
4 mg vitamin B6, 0.015 mg vitamin B12, 1.5 mg folik asit, 0.150 mg D-biotin, 100 mg vitamin C, 0.450 mg kolin klorid. 2 Diyetin her kilograminda: 100 mg Manganez, 25 mg demir, 65 mg

¢inko, 15 mg bakir, 0.25 mg kobalt, 1 mg iyot, 0.2 mg Selenyum.

BULGULAR ve TARTISMA

Etin raf dmrine etki eden en 6nemli faktor
icerdigi lipidlerin acilagsmasidir. Gida maddelerinde
yapilan TBARS analizinin vyaglarda oksidasyonu
gosteren onemli bir kalite kriteri oldugu ve bu

degerin 3 mg/kg’dan daha az olmasi gerektigi

bildirilmistir (11). Depolamanin 1. ve 3. glinlerinde
gogus ve but dokularinda TBARS degeri bakimindan
gruplar arasindaki fark 6nemsiz olarak (P> 0.05)
bulunmustur (Tablo 2) . Gruplar arasinda dokulara ait
malondialdehit (MDA) degerleri istatistiksel olarak

onemsiz olsa da 1.glinde bergamotun tiim seviyeleri
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ile limonun 1 ml/kg seviyesinde MDA degerlerinin 3
mg/kg'in altinda oldugu belirlenmistir. Benzer olarak
3.glinde bergamotun 3ml/kg seviyesinde TBARS
degerinin 3 mg/kg’dan az oldugu ve bergamotun bu
seviyesinde antioksidan dizeyinin ylksek oldugu

gorulmektedir. Gogus dokularinda depolamanin 1.

ginu bergamotun 1 ml/kg seviyesi, limonun her Ug
seviyesi ve portakalin 1 ve 3 ml/kg seviyelerinde,
depolamanin 3.glinude ise limon ve portakalin 1
ml/kg seviyesinde MDA degerlerinin 3mg/kg’in

altinda oldugu bulunmustur.

Tablo 2. Narenciye kabuk yaglarinin etlik pilic but ve go6glus dokusu TBARS (mg MDA/kg doku) degeri tizerine

etkisi.

Table 2. Effect of dietary supplementation of citrus peel oils on TBARS (mg MDA/kg tissue) values in leg and

breast muscles of broilers.

TBARS

Gruplar But GOgus

1. Day 3.Day 1. Day 3.Day
Kontrol 3.29 7.78 3.86 4.94
Bergamot 1 ml/kg 2.06 4.22 2.36 4.68
Bergamot 2 ml/kg 3.00 6.12 3.10 3.93
Bergamot 3 ml/kg 2.15 2.77 2.10 3.25
Limon 1 ml/kg 2.32 6.23 2.92 2.83
Limon 2 ml/kg 3.44 4.97 2.46 5.44
Limon 3 ml/kg 3.61 5.19 2.22 3.12
Portakal 1 ml/kg 4.36 6.06 2.59 2.95
Portakal 2 ml/kg 3.73 5.62 3.39 5.53
Portakal 3 ml/kg 4.36 6.85 2.04 4.07
SH 0.25 0.41 0.92 1.52
P 0s 0s 0s 0s
Ginler 0s
Yem x Giinler 0s

SH: Ortalamalar arasi farkliligin standart hatasi. 0S:6nemsiz. MDA: Malondialdehyde.

Khan ve ark. (12) narenciye kabuk yaglarinin
yiiksek oranda fenolik icerige sahip oldugunu ve bu
fenolik icerik ile antioksidan aktivite arasinda 6nemli

bir korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Ciftci ve

ark. (5) tarafindan yapilan bir calismada soguk strese

maruz birakilan Japon bildircinlarinin - yemine

portakal kabugu ekstrakti ilavesinin karaciger ve kalp

dokusunda MDA diizeyinin 6nemli derecede distig
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tespit edilmistir. Rat yemlerine portakal kabugu yagi
ilavesinin lipit peroksidasyonu oOnemli derecede
azalttigi ve oksidatif stres yodnetiminde portakal
kabuk yaginin 6nemli bir potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (6). Kan plazmasi lipit peroksidasyon
degerinin azalmasinda antioksidan olan portakal
kabuk yaginin muhtemel bir roliiniin oldugu ve bunu
icerdigi ylksek orandaki terpenik aldehitlerle
sagladigi agiklanmistir (13,14). Bu aldehitlerin esans
yaglarin major bilesenleri oldugu ve antioksidan
aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (13). Portakal
kabuk yaginin majér bileseninin  antioksidan
aktiviteye sahip limonen oldugu belirtilmistir (4).

Ahmed ve ark. (7) broiler rasyonlarina 5, 10, 15
ve 20 g / kg yuzu (Citrus Junos) ilavesinin but ve g6gus
dokularinda TBARS degerlerini 6nemli dlizeyde
azalttigini ifade etmiglerdir.

Bu calismada batin calisma gruplarinda gogis
ve but dokularinda TBARS degerlerinin depolama
siresine bagl olarak artis gosterdigi ancak aradaki
farkin istatistik olarak 6nemsiz (P>0.05) oldugu
saptanmistir.

Tablo 3 incelendigi zaman broyler rasyonlarina
farkli seviyelerde narenciye kabuk yaglari ilavesinin
gbgls dokularinda yag asidi kompozisyonunu 6nemli
derecede degistirdigi gobzlenmistir. Palmitik asit
(16:0) ve stearik asit (20:0) disindaki doymus yag
asitlerinin  narenciye kabuk yagi ilavesinden
etkilenmedigi belirlenmistir. Rasyona 2 ve 3ml/kg
diizeyinde bergamot kabuk yagi ilavesinin toplam
doymus yag asitleri (SFA) diizeyini 6nemli derecede
artirdigi tespit edilmisken, 1 ve 2 ml/kg limon kabugu
yagi ilavesinin SFA oranini distrdtgi bulunmustur.

Bergamotun 1 ve 2 ml/kg seviyesi palmitik asit
(16:0) oranini, 3 ml/kg seviyesi ise strearik asit
seviyesini kontrol grubuna gore 6nemli derecede
artirmistir.  Ciftci ve ark. (5) yapmis olduklari
calismada Japon bildircin rasyonlarina 200 ppm
diizeyinde portakal kabugu ekstrakti ilavesinin
stearik asi oranini 6nemli diizeyde azalttigini fakat
toplam SFA miktari Gzerine etki etmedigini

actklamislardir.
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Tablo 3. Narenciye kabuk yaglarinin etlik pili¢ g6glis dokusu yag asidi kompozisyonu Uzerine etkisi.
Table 3. Effect of dietary supplementation of citrus peel oils on fatty acid composition in breast muscles of broilers.

Portakal

Portakal

Portakal

Limon

Limon

Lemon

Bergamot

Bergamot

Bergamot

Yag asitleri Kontrol 1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg 1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg 1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg SH P
Yag orani 1.62bc 1.79b 1.80ab 2.01ab 2.13a 1.89ab 1.65bc 1.83ab 1.56¢ 1.21c 0.06 **
Laurik 0.31 0.24 0.36 0.34 0.28 0.32 0.32 0.31 0.34 0.46 0.01 0s
Miristik 0.26 0.48 0.38 0.25 0.25 0.29 0.23 0.27 0.26 0.26 0.02 0s
Palmitik 15.68ab 15.77ab 14.81bc 15.42ab 15.41ab 14.54c 14.76bc 16.26a 16.18a 15.29b 0.12 **
Palmitoleik 2.27 1.72 2.00 1.90 1.75 2.02 1.52 2.09 1.86 1.67 0.06 0s
Stearik 8.09b 7.69bc 7.49bc 7.65bc 7.37c 7.49bc 8.21ab 7.45bc 8.65ab 9.24a 0.14 *
Oleik 30.16 29.57 29.07 28.90 29.69 29.66 29.20 29.77 28.12 27.24 0.21 0s
Linoleik 33.06bc 34.07b 33.54ab 35.18ab 35.72a 34.44ab 33.56bc 33.43bc 32.77bc 31.52¢ 0.27 **
Linolenik 2.14 2.20 2.35 2.34 2.34 2.33 2.33 2.23 1.91 2.05 0.05 0s
Arasidick 0.29 0.30 0.34 0.28 0.29 0.33 0.29 0.35 0.29 0.31 0.01 0s
Eichosenoik 0.47c 0.50bc 0.49bc 0.51b 0.46¢ 0.46¢ 0.50bc 0.48c 0.65a 0.63ab 0.03 *
Eikosadienoik 3.35bc 3.16bc 3.34bc 3.07bc 2.74c 3.19bc 3.83b 3.32bc 4.29ab 5.25a 0.16 *k
Arasidonik 0.08bc 0.08bc 0.30a 0.06c 0.10bc 0.16b 0.10bc 0.14bc 0.12bc 0.23ab 0.02 *
Dokosadienoik 0.87bc 0.80bc 0.99b 0.70bc 0.67c 0.86bc 0.88bc 0.79bc 0.94bc 1.35a 0.04 *k
EPA (20:5n3) 0.03b 0.03b 0.16a 0.04b 0.04b 0.07b 0.03b 0.08b 0.03b 0.04b 0.01 *
DHA (22:6n3) 0.40 0.46 0.79 0.43 0.36 0.53 0.53 0.48 0.63 0.74 0.04 0s
SFA 24.63bc 24.49bc 23.39c 23.94bc 23.59c 22.97c 23.79b 24.64ab 25.71a 25.56a 0.21 *
MUFA 32.89a 31.78ab 31.56ab 31.32b 31.91ab 32.14bc 31.22bc 32.33ab 30.63bc 29.53c 0.23 *
PUFA 39.92 40.80 41.48 41.83 41.97 41.57 41.25 40.47 40.69 41.18 0.16 0s
n3 (omega3) 2.57b 2.69b 3.31a 2.81b 2.74b 2.93b 2.89b 2.79b 2.57b 2.83b 0.05 *
n6 (omegab) 33.14bc 34.15bc 33.85a 35.24ab 35.83a 34.59b 33.66bc 33.56bc 32.89bc 31.75c 0.26 ok
n6/n3 12.95ab 12.71ab 10.31c 12.54b 13.09a 11.84bc 11.73bc 12.01bc 12.85ab 11.27bc 0.12 *

a-b Ayni satirda farkl harf tagiyan ortalamalar arasinda fark énemli bulunmustur P < 0.01 (**) ve P < 0.05 (*) OD; 6nem durumu; OS &nemsiz; EPA: Ekosapentaenoik asit. DHA: Dokosaheksaenoik asit. SFA: Doymus yag asitleri. MUFA: Tekli doymamis yag asitleri. PUFA: Goklu

doymamis yag asitleri
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Arastirmamizda broyler yemlerine 3 ml/kg
dizeyinde bergamot kabuk yagi ilavesinin toplam
tekli doymamis yag asitleri (MUFA) oranini énemli
derecede (P<0.05) En
yuksek eikosenoik asit orani (20:1) 2 ml/kg bergamot

dislrdigu  saptanmistir.
kabuk yagi tiiketen grupta goriilmuis olup. narenciye
kabuk yaglarinin palmitoleik asit (16:1) ve oleik asit
(18:1) oranina etki etmedigi belirlenmistir (Tablo 2).
Rasyona narenciye kabuk yagi ilavesinin toplam
doymamis yag asitleri (PUFA). linolenik asit (18:3) ve
(DHA) etkilemedigi
gorilmistir. En yiksek linoleik asit (18:2) orani bazal

docosohexaenoik oranini
yeme 1 ml/kg limon kabuk yag ilave edilen grupta
gorilmusken. en duslk linoleik asit orani 3 mi/kg
bergamot kabuk yagH ilave edilen grupta tespit
edilmistir. en vyiksek
eikosadienoik asit (C20:2) ve dokosadienoik asit

Linoleik asidin  aksine
(22:2) oranlar 3 mi/kg bergamot kabuk yagi ilave
edilen gruplarda bulunmustur. Broyler yemlerine 2
ml/kg portakal kabuk yagi ilavesinin arasidonik asit.
DHA (22:6n3). toplam omega 3 (X w-3) ve omega 6
oranlarini 6énemli derecede artirdigi gozlenmistir
(Table 3). Ciftci ve ark. (5) tarafindan yapilan
calismada portakal kabuk ekstrakti ile beslenen
Japon bildircinlarinin gégis dokularinda omega-3.
eikosadienoik asit ve DHA oraninin 6nemli derecede
arttigi bildirilmistir. Bu arastirma sonuglari ile benzer
olarak Bolikbasi ve ark. (15) yumurtact tavuk
rasyonlarina bergamot yagi ilavesinin yumurta sarisi
eikosapentaenoik aside (EPA) . DHA ve omega-3 yag
asit oranini 6nemli derecede artirdigini ve omega-
6/omega-3 oranini ise azalttigini tespit etmislerdir.
Bolukbasi ve ark. (16) tarafindan yapilan bir baska
calismada ise yumurta tavugu rasyonlarina 1 ve 1.5
ml/kg bergamot yag ilavesinin yumurta sarisi DHA
oranini artirdigl. omega-6/omega-3 oranini azalttig
bildirilmistir.

Bu calismada rasyona narenciye kabuk yagi
ilavesinin but dokularinda toplam yag orani ile
doymus yag asidi oranini 6nemli derecede etkiledigi
bulunmustur (Tablo 3). Rasyona 2 ml/kg limon kabuk
yagi ilavesinin but etlerinde SFA. miristik asit (14:0)
ve palmitik asit (16:0) oranlarini 6nemli derecede
distrdugi tespit edilmistir. Arsidik asit (20:0) orani
muamelelerden etkilenmezken. laurik asit (12:0)
orani 1 ml/kg portakal kabuk yagi ilave edilen grupta
stearik asit (18:0) orani ise 2 ml/kg bergamot kabuk

yagi ilave edilen grupta en dislik seviyeye ulagmistir.

Trigliseritlerin karacigerde hepatik lipogenez ile
uretildigi (17. 18) ve bazi bitkisel katkilarin lipogenezi
azalttig ileri stiriimustir. Bizde but dokularinda SFA
oraninin azalmasini bu durum ile agiklayabiliriz.

Arastirmamizda palmitik yag asit oraninin 2
ml/kg limon kabuk yagi ilavesiyle 6nemli derecede
distligu saptanmistir. Palmitik asit LDL kolesteroliin
artmasindan sorumlu olan ve kardiovaskiiler
hastaliklara neden olan bir yag asididir. Bu gibi
nedenlerden dolayl palmitik asidin dokularda daha
duslik seviyeye inmesi saghk agisindan olumlu bir
gelisme olarak gorulmiustar.

Arastirma sonunda narenciye kabuk yaglarinin
but dokularinda tekli doymamis yag asitlerini (MUFA)
onemli oranda degistirdigi tespit edilmistir. Toplam
MUFA ve oleik asit (18:1) oraninin 3 ml/kg portakal
kabuk yagi ilavesiyle 6nemli derecede azaldigl. 1
ml/kg limon kabuk yagi ilavesinin ise palmitoleik asit
(16:1) oranini azaltirken eikosenoik (20:1) asit oranini
artirdigi géralmastir.

Yemlere narenciye kabuk yagi ilavesinin toplam
PUFA. arasidonik asit (20:4). dokosadienoik asit
(22:2). omega-3 ve omega-6/omega-3 yag asidi
kompozisyonuna bir  etkisi
gorilmustir. But dokularinda EPA (20:5n3) ve DHA

(22:6n3) orani 3 ml/kg portakal yag: ilave edilen

onemli olmadig

gruplarda cok 6nemli derecede (P<0.01) ylkselmistir.
Limon kabuk yaginin 1 ml seviyesinin ise linoleik asit
(C18:2) ve linolenik asit (18:3) oranlarini artirirken
eikosadienoik asit (20:2) oranini duslirdigi tespit
edilmistir.

Omega 6 orani 1 ml/kg limon ve 2 ml/kg
portakal ve bergamot yagi ilavesiyle en yiiksek
degere ulasmistir. A-6 desaturaz enziminin linoleik
asidin arasidonik aside ve a-linolenik asidin
docosohexaenoik (DHA) ve eikosapentaenoik aside
(EPA) donlstimiini tesvik ettigi bildirilmistir (19). Bu
calismada da 3 ml/kg portakal kabuk yagi seviyesinin
bu

diisinilmektedir.

donltsimi tesvik etmis olabilecegi

Carrillo-Dominguez ve ark. (20) ¢alismalarinda
dokularda omega 3 ve DHA’nin yiikselmesinin
sebebini yumurtaci tavuklarin karacigerinde a-
linoleik asidin elengasyon ve desaturasyonu ile

aciklamistir.
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Tablo 4. Narenciye kabuk yaglarinin etlik pilic but dokusu yag asidi kompozisyonu lzerine etkisi

Table 4. Effect of dietary supplementation of citrus peel oils on fatty acid composition in leg muscles of broilers.

Yag asitleri Kontrol Portakal Portakal Portakal Limon Limon Limon Bergamot Bergamot Bergamot SH p
1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg 1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg 1ml/kg 2ml/kg 3ml/kg
Yag orani 3.04b 4.09ab 3.92ab 3.09b 4.73a 3.82ab 3.94ab 3.42ab 4.82a 3.62ab 3.55 *
Laurik 0.19a 0.09c 0.16b 0.21a 0.11bc 0.17ab 0.15bc 0.16b 0.11bc 0.14bc 0.14 *E
Miristik 0.28ab 0.26b 0.28ab 0.29a 0.27ab 0.25bc 0.26b 0.27ab 0.25bc 0.26b 0.01 *E
Palmitik 15.96a 15.15ab 15.18ab 14.49ab 14.72bc 14.27c 14.63bc 15.64ab 14.63bc 15.0b 0.02 *E
Palmitoleik 2.15ab 2.10b 1.95bc 1.85bc 1.82c 1.99bc 2.00bc 2.42a 2.14ab 1.95bc 0.11 *E
Stearik 7.10a 6.72ab 6.46ab 7.16a 6.65ab 6.01b 6.54ab 6.79ab 5.77c 6.5ab 0.03 *
Oleik 29.99a 30.36a 29.42ab 28.31b 29.64a 30.75a 30.77a 30.37a 30.75a 30.2a 0.10 *E
Linoleik 35.32b 37.22ab 37.83a 36.67ab 37.68a 37.45a 37.05ab 35.78b 37.92a 37.3ab 0.17 *
Linolenik 2.49b 2.69b 2.61b 2.67b 3.07a 2.71b 2.58b 2.51b 2.83ab 2.65b 0.20 *k
Arasidik 0.29 0.29 0.29 0.32 0.28 0.29 0.29 0.30 0.30 0.31 0.03 0s
Eichosenoik 0.38b 0.35b 0.36b 0.49a 0.37b 0.37b 0.33b 0.36b 0.36b 0.37b 0.01 *
Eikosadienoik 2.34ab 1.82bc 2.01b 2.76a 1.56¢ 1.83bc 1.95bc 2.26ab 1.50c 2.00b 0.01 *k
Arasidonik 0.08 0.05 0.07 0.08 0.06 0.05 0.06 0.07 0.06 0.07 0.08 0s
Dokosadienoik 0.03 0.04 0.04 0.03 0.03 0.04 0.03 0.04 0.04 0.03 0.01 0s
EPA 0.56ab 0.40cb 0.52ab 0.62a 0.33c 0.46b 0.39cb 0.49ab 0.34c 0.44cb 0.01 *E
DHA 0.33b 0.24b 0.28b 0.47a 0.22b 0.26b 0.28b 0.34b 0.21b 0.26b 0.02 *E
SFA 23.81a 22.51b 22.36ab 22.47bc 22.03bc 20.99c 21.87bc 23.17bc 21.06¢ 22.3bc 0.01 *E
MUFA 32.51ab 32.80ab 31.7 ab 30.65b 31.83ab 33.12ab 33.09ab 33.15a 33.24a 32.5ab 0.19 ok
PUFA 41.15 42.45 43.36 43.25 42.94 42.79 42.33 41.48 42.89 42.79 0.18 0s
n3 2.85 2.96 2.93 3.16 3.32 3.00 2.89 2.88 3.07 2.94 0.03 0s
n6 35.40c 37.27ab 37.90a 36.75b 37.74a 37.49ab 37.10ab 35.85bc 37.98a 37.4ab 0.20 *
n6/n3 12.40 12.58 12.94 11.68 11.47 12.52 12.82 12.45 12.36 12.74 0.13 0s

a-b Ayni satirda farkl harf tagiyan ortalamalar arasinda fark énemli bulunmustur P < 0.01 (**) ve P < 0.05 (*) OD; 6nem durumu; OS &nemsiz; EPA: Ekosapentaenoik asit. DHA: Dokosaheksaenoik asit. SFA: Doymus yag asitleri. MUFA: Tekli doymamis yag asitleri. PUFA: Goklu

doymamis yag asitleri
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DHA’nin beyin ve retinal gelisim lizerine 6nemli
etkileri oldugu bilinmektedir (21). Ancak insanlarin
EPA ve DHA gibi uzun zincirli omega 3 yag asitlerini
alfa linolenik asitten sentezleme kapasiteleri
sinirhdir. Bu yizden alternatif bir yem katki maddesi
olabilecek narenciye kabuk yaglar ile yemlenen
hayvanlarin Grlnleri insan sagligl lzerinde olumlu
gelismelere neden olabilir.

Sonu¢ olarak narenciye kabuk yaglarinin
istatistiksel olmasa da g6gus etlerinde 6zellikle limon
ve portakal kabuk yaglarinin TBARS degerlerini 3
mg/kg degerinin altina diistirdigl ve bu degerin gida
kalite kriterlerine uygun oldugu belirlenmistir. Ayrica
portakal kabuk yaginin 2 ml seviyesinin gogus
dokularinda. 3 ml seviyesinin ise but dokularinda EPA
ve DHA oranini 6nemli derecede artirdigl. limon
kabuk yaginin ise 2 ml seviyesinin hem goégis hem de
but dokularinda SFA oranini dusirdiGgli tespit
edilmistir. Bu nedenlerden dolayl portakal kabuk
yaginin 3 ml/kg dizeyinde yemlerde kullaniimasinin

yararl olacagi sonucuna varilmistir.
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Oz: Karaciger toksisitesi, kemoterapétik bir ilag olan methotrexate (MTX) terapisinin komplikasyonlarinin sonucunda olusur.
Silymarin (SLY) ve naringin (NRG) antioksidant, anti-inflamatuvar ve anti-hiperlipidemik gibi birgok farmakolojik 6zelliklere
sahip biyoflavonoidlerdir. Bu galisma ratlarda MTX kaynakh karaciger toksisitesi tzerine SLY ve NRG’in yararh etkilerinin
arastirilmasi icin yapilmistir. Ratlara (20 mg/kg) tek doz periton i¢i MTX verildikten sonra 7 giin boyunca (25 ve 50 mg/kg) SLY
ve (50 ve 100 mg/kg) NRG tedavisi oral yoldan gavaj ile verilmistir. MTX; stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzim aktivitelerini ve glutatyon (GSH) seviyesini azaltip, lipid peroksidasyonunu artirarak
oksidatif hasari tetikledigi belirlenmistir. Ustelik MTX toksikasyonu aspartat amino transferaz (AST), alanin amino transferaz
(ALT) ve alkalin fosfataz (ALP) gibi karaciger enzim aktivitelerini artirmistir. Diger taraftan SLY ve NRG tedavisi GSH seviyesini
ve antioksidan enzim aktivitelerini artirip, lipid peroksidasyonunu inhibe etmistir. Ayrica SLY ve NRG tedavisi, MTX grubu ile
karsilastirildiginda karaciger enzim aktivitelerini azalttigi belirlenmistir. Bu ¢alismada SLY ve NRG, MTX'in neden oldugu
karaciger toksisitesine karsi yararh etki saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Karaciger enzimleri, Methotrexate, Naringin, Oksidatif stress, Silymarin.

Beneficial Effects of Silymarin and Naringin Against Methotrexate-induced
Hepatotoxicity in Rats

Abstract: Hepatotoxicity occurs as a result of the complications of methotrexate (MTX) therapy, which is a chemotherapeutic
drug. Silymarin (SLY) and naringin (NRG) are bioflavonoids possess multiple pharmacological properties such as antioxidant,
anti-inflammatory and anti-hyperlipidemic activity. This study was undertaken to investigate the beneficial effects of SLY and
NRG on MTX-induced liver toxicity in rats. After a single dose of intraperitoneal MTX (20 mg/kg) was given to rats, SLY (25
and 50 mg/kg) and NRG (50 and 100 mg/kg) treatment was given by oral gavage for 7 days. It has been determined that MTX
induces oxidative stress by increasing lipid peroxidation, decreased in glutathione (GSH) level and antioxidant enzyme
activities such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx). Moreover, MTX toxication
has increased liver enzyme activities such as aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and alkaline
phosphatase (ALP). On the other hand, SLY and NRG treatment increased the level of glutathione (GSH) and antioxidant
enzyme activities and inhibited lipid peroxidation. It has also been determined that SLY and NRG treatment reduces liver
enzyme activities when compared to the MTX group. In this study, SLY and NRG provided a beneficial effect against MTX-
induced liver toxicity.

Keywords: Liver enzymes, Methotrexate, Naringin, Oxidative stress, Silymarin.
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Ratlarda Methotrexate Ka...

Kandemir ve ark.

GiRIS
F olik antagonisti  olarak  bilinen
Methotrexate (MTX), dihidrofolat rediktazi

(DHFR) inhibe ederek niikleik asit sentezine dogrudan

asit

miidahale edebilen kemoterapotik bir ilagtir.
Methotrexate, farkl kanser tipleri, sedef hastalig ve
otoimmiin bozukluklarin tedavisinde siklikla kullanilir
(1). Methotrexate’in klinik kullanimini sinirlayan en
onemli yan etkilerinden biri karaciger toksisitesine
neden olmasidir (2). Karaciger, ilaglarin hem biyolojik
donusimi hem de ilaglarin neden oldugu zararlarin
azaltilmasi icin merkezi bir rol oynamasina ragmen,
bu ajanlar tarafindan induklenen toksisiteye karsi

(3).

esas

oldukga yatkindir Methotrexate kaynakh

hepatotoksisitenin mekanizmasi  heniz
bilinmemesine ragmen, basta oksidatif stres olmak
(4,5).

toksik etkilerinin

Uzere birkag hipotez 0One sirilmustir

Methotrexate'in  karacigerdeki
altinda yatan temel sebep, serbest radikallerin ve
reaktif oksijen tlrlerinin Uretilmesiyle artan oksidatif
strese bagl oldugu hipotezi daha agir basmaktadir
(6). Bunun icin bircok calismada, dogal bitkisel
drunlerin ham ve saflastirilmis formlari kullanilarak
anti-kanser ilaglarin neden oldugu yan etkileri

azaltilmasi icin galismalar stirdtrtlmektedir (7,8).

Fenolik yapil antioksidanlarin, hiicre
bilesenlerini oksidatif hasara karsi koruyarak
oksidatif strese bagh ¢esitli hastaliklarin riskini

sinirlandirdigi bildirilmistir (9). Silymarin (SLY), bitki
kokenli bir flavonoid olup, Sit dikeninin (Silymarin
Marianum) tohum ve meyvelerinden izole edilir (10).
Radyasyon, alkol bagimlilig, iskemi, g¢evresel
toksinler ve CClas gibi kimyasal ajanlar ile indiiklenen
karaciger hasarina karsi koruma sagladigl rapor
edilmistir. Ayrica antioksidan, anti-inflamator ve anti-
apoptotik gibi farmakolojik etkilerinin oldugu
bildirilmistir (11).

Naringin (NRG) (4',5,7-trihydroxyflavanone 7-
rhamnoglucoside) tGziim meyvesi ve birgok narenciye
meyvesinin major ve aktif bir flavanon glikozitidir.
Naringin oral yoldan verildiginde, a-ramnosidaz ve -
glukozidaz gibi enzimler tarafindan hidroliz edilerek

emilebilir formu olan naringenin bilesigine donsir

(12).
inflamator,

Naringin'in  anti-lUlser, antioksidan anti-
anti-apoptotik ve anti-hiperlipidemik
etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (13). Bu galisma,
ratlarda methotrexate’in neden oldugu karaciger
hasarina kargi silymarin ve naringin’in etkilerinin

arastirilmasi igin yapild.
MATERYAL ve METOT
Deneysel Protokol

Methotrexate (50 mg flakon®) Kogak farma
sirketinden satin alindi (istanbul, Tirkiye). Silymarin
(katalog no: S0292), naringin (katalog no: 10236-47-
2) ve diger kimyasallar analitik saflikta olup, Sigma-
Aldrich kimyasal sirketinden satin (St. Louis MO, ABD)
alindi. Methotrexate, silymarin ve naringin’in doz
secimleri 6nceki calismalar esas alinarak yapildi (14-
16).

Calismada Atatiirk  Universitesi
Arastirma ve Uygulama Merkezinde (ATADEM)
56 adet
Spraque Dawley cinsi erkek rat kullanildi. Ratlar
bir hafta

ortamlarina adaptasyonlari saglandi. Hayvanlar 24-

Deneysel

yetistirilen 220-250 gram agirligindaki

uygulamadan once secilerek yeni
25 °C sabit sicaklik ve onikiser saatlik karanhk-aydinhk
siklusu saglanarak kontrollii bir odada, kafeslerde
tutuldu. Deney suresince ratlara standart sigan yemi
ile su ad libitum verildi. Yapilan c¢alismanin etik
kurallara uygun oldugu Atatiirk Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanliginin izni ile
onaylandi (Protokol No: 2015-2/52).

Sprague dawley ratlar rastgele her grupta 7 rat
olacak sekilde 8 gruba ayrildi.

1.Grup (Kontrol): Sadece periton igi serum
fizyolojik uygulandi.

2.Grup (NRG 100): Hayvanlara oral yolla gavaj
ile 100 mg/kg/gin dozunda NRG 7 gilin siire ile verildi.

3.Grup (SLY 50): Hayvanlara oral yolla gavaj ile
50 mg/kg/gln dozunda SLY 7 giin siire ile verildi.

4.Grup (MTX): Karaciger toksisitesi saglamak
Uzere 20 mg/kg/gun periton i¢i tek doz olarak MTX
verildi.
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5.Grup (MTX + NRG 50): 20 mg/kg/gln, tek doz
periton ici MTX uygulamasi ile birlikte, 50 mg/kg/gin
NRG oral yolla gavaj ile 7 giin sire ile verildi.

6.Grup (MTX + NRG 100): 20 mg/kg/giin, tek doz
ile birlikte, 100

periton MTX uygulamasi

ici
mg/kg/glin NRG oral yolla gavaj ile 7 gln sure ile
verildi.

7.Grup (MTX + SLY 25): 20 mg/kg/glin, tek doz
periton igi MTX uygulamasi ile birlikte, 25 mg/kg/giin
SLY oral yolla gavaj ile 7 giin siire ile verildi.

8.Grup (MTX + SLY 50): 20 mg/kg/giin, tek doz
periton ici MTX uygulamasi ile birlikte, 50 mg/kg/gtin
SLY oral yolla gavaj ile 7 giin siire ile verildi.

Calisma siiresinin bitiminde 24 saat sonra
hayvanlar hafif sevofloran (Sevorane liquid 100%,
Abbott Laboratuvar, istanbul, Tirkiye) anestezisi
altinda dekapite edilerek, kan ve doku o&rnekleri
alindi. Kan ornekleri serum enzim analizleri igin
antikoagulantsiz  tlplere aktarldi, +4 °C' de
1000xg’de, 10 dk. santrifiij edilerek serumlari ayrildi
ve biyokimyasal analizler yapilincaya kadar -20°C’ de
saklandi. alinan

(deep-freezde) Hayvanlardan

karaciger dokusu ise biyokimyasal tahliller igin
alinarak deneyler vyapilincaya kadar -20 °C’ de

muhafaza edildi.

Karaciger Fonksiyon Analizi

Serum ALP, ALT, AST aktiviteleri ticari kitler
(TML, Tani Medikal Uriinler, Ankara, Tiirkiye) ile
ELISA reader (Bio-Tek, Winooski, VT, USA) cihazinda

slculdi.

Lipid Peroksidasyon ve Antioksidanlarin Analizi

doku
(MDA)

Karaciger homojenatindaki

malondialdehit seviyesi Placer ve ark.

metoduna goére belirlendi (17). MDA seviyesi nmol/g

doku olarak belirtildi. Karaciger katalaz (KAT) enzim
aktivitesi icin Aebi metodu kullanildi (18) ve katal/g
protein olarak ifade edildi. Protein
konsantrasyonunun tayininde Lowry ve ark. metodu
kullanildi. (19). Karaciger dokusundaki stperoksit
dismutaz (SOD) aktivitesi Sun ve ark. metodu ile tayin
edildi (20). Birimi U/g protein olarak belirtildi.
Karaciger dokusunun glutatyon (GSH) seviyesi Sedlak
ve Lindsay (21) metoduna gbére yapildi. nmol/g
karaciger doku olarak ifade edildi. Karaciger
dokusundaki glutatyon peroksidaz (GPx) aktivitesi
Lawrence ve Burk (22) metoduna goére olgimi

yapilmis olup, U/g protein olarak ifade edildi.

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi i¢cin SPSS 12.0 paket
programi kullanildi. istatistiksel farkliliklar ve 6nem
seviyeleri “One-way Analysis of Variance (ANOVA)”
testiile belirlenirken gruplar arasi farklarin tespitinde
Tukey testinden vyararlanildi. P<0.05 seviyesindeki
onemli kabul

sonuglar edilirken tim degerler

ortalama * standart hata ( + SEM) olarak verildi.

BULGULAR
Karaciger Fonksiyon Analizi

Karaciger fonksiyon testleri olarak bilinen
serum AST, ALT ve ALP enzim aktiviteleri sekil 1, 2 ve
3‘te gosterilmistir. Methotrexate uygulamasinin
serum AST, ALP ve ALT dizeylerini kontrol grubuna
(P<0.05)

Methotrexate ile birlikte tedavi amaciyla verilen

gore artirdig gozlemlenmistir.
silymarin (25 ve 50 mg/kg) ve naringin (50 ve 100
mg/kg) dozlarinin serum AST, ALT ve ALP enzim
aktivitelerini MTX ile indlklenen gruba gore belirgin

sekilde azalttigi tespit edilmistir (P<0.05)
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AST
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30 ¥ e e
0
Kontrol Nrg Sly 50 Mix Mtx + Mtx + Mtx + Mtx +
100 Nrg 50 Nrg Sly 25 Sly 50
! | . 100 |
W Std. hata 1,01 ‘ 1,17 [ 1,18 1,86 1,51 1,41 1,59 1,42
Ortalama| 63,87 ‘ 59,93 | 57,66 | 162,67 | 127,04 | 117,18 | 123,14 | 97,15

Sekil 1. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakh karaciger hasarinda aspartat aminotransferaz (AST) enzim
aktivitesi Uzerine silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farkliigin 6nemini
gostermektedir (P<0.05).

Figure 1. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on aspartate aminotransferase (AST) enzyme activity in
methotrexate (MTX)-induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).

ALT
120
-
90 / - -
- -—
- //
"‘5- 60 A
- - b . c P
30
e e e
0 -~
Kontrol Nrg Sly 50 Mtx Mtx + Mtx + Mix + Mix +
100 Nrg 50 Nrg Sly 25 Sly 50
r . 4 . lm -
mStd. hata | 0,91 0,54 0,78 1,44 0,97 0,86 0,59 0,97
Ortalama 40,61 = 40,05 | 3953 @ 101,84 @ 86,67 77,23 | 79,89 72,73

Sekil 2. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakli karaciger hasarinda alanin aminotransferaz (ALT) enzimi aktivitesi
Gizerine silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farkliligin édnemini géstermektedir
(P<0.05).

Figure 2. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on alanine aminotransferase (ALT) enzyme activity in
methotrexate (MTX)-induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).

170




Ratlarda Methotrexate Ka...

Kandemir ve ark.

ALP
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Kontrol Nrg 100 Sly 50 Mitx Mtx + Mtx + Mtx + Mtx +
| Nrg 50 Nrg 100 Sly 25 Sly 50
| Std. hata 0,78 0,69 0,74 2,95 1,38 1,34 1,16 1,09
Ortalama 72,45 70,29 68,88 181,76 150,84 138,79 143,78 124,91

Sekil 3. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakli karaciger hasarinda alkalen fosfataz (ALP) enzimi aktivitesi tGizerine
silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farklihigin 6nemini géstermektedir (P<0.05).

Figure 3. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG)

on alkaline phosphatase (ALP) enzyme activity in

methotrexate (MTX)-induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).

Lipid Peroksidasyonu

Oksidatif hasarin en 6nemli parametrelerinden
biri MDA dizeyleri incelendiginde MTX

uygulamasinin, karaciger MDA dizeylerini kontrol

olan

grubuna gére 6nemli 6lgtide artirdigi (P<0.05) tespit
edilmistir. Silymarin ve naringin uygulamalarinin her
iki dozunun da artmis olan bu dlzeyi dustrdigi
belirlenmistir (P<0.05). (Sekil 4).

MDA
-
160
-
~ ]
120 -
_—
=]
% -
= 80 R
x i 1
£ - i
= 40 d
€ ef f
0 ~ ‘ ~
Kontrol Nrg Sly 50 Mix Mtx + Mtx + Mtx + Mtx +
100 Nrg 50 Nrg Sly 25 Sly 50
100
m Std. hata 0,79 0,65 0,67 2,75 1,62 1,53 1,24 0,86
Ortalama| 53,47 48,67 44,78 140,53 122,01 | 118,34 | 104,25 73,12

Sekil 4. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakh karaciger hasarinda malondialdehit (MDA) seviyesi lzerine
silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-f gruplar arasindaki farkliigin 6nemini géstermektedir (P<0.05).
Figure 4. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on malondialdehyde (MDA) level in methotrexate (MTX)-
induced liver injury in rats. a-f indicated significant differences between groups (P<0.05).
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Glutatyon Seviyesi ve Antioksidan Enzim aktiviteleri kullanilan silymarin (25 ve 50 mg/kg) ve naringin (50
ve 100 mg/kg) dozlarinin SOD, KAT ve GPx gibi
karaciger antioksidan enzim aktivitelerini ve GSH
diizeyini artirdig1 (P<0.05) kaydedilmistir (sekil 5, 6, 7,

Methotrexate uygulamasinin GSH seviyesini ve
SOD, KAT ve GPx gibi antioksidan enzim aktivitelerini

kontrol grubuna gore o6nemli 6lglide disurdugi

8).
(P<0.05) tespit edilmistir. Methotrexate ile kombine )
GSH
8
-
6 —
=2
S | —
4 -
= b a -
[=] C
E 2 / f € e d
g
0
Kontrol Nrg Sly 50 Mix Mix + Mitx + Mix + Mix +
100 Nrg 50 Nrg Sly 25 Sly 50
1 4 + 4 lm 4 4
m Std. hata 0,04 0,05 0,06 0,03 0,04 0,05 0,06 0,05
Ortalama| 5,52 6,02 6,51 2,41 3,24 3,72 3,53 3,97

Sekil 5. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakl karaciger hasarinda glutatyon (GSH) seviyesi lizerine silymarin
(SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-g gruplar arasindaki farklihgin 6nemini géstermektedir (P<0.05).

Figure 5. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on glutathione (GSH) level in methotrexate (MTX)-induced
liver injury in rats. a-g indicated significant differences between groups (P<0.05).

SOD
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P e
5
0
Kontrol | Nrg 100 Sly 50 Mix Mtx + Mix + Mtx + Mtx +
Nrg 50 Nrg 100 Sly 25 Sly 50
m Std. hata 0,38 0,47 0,45 0,27 0,42 0,34 0,44 0,55
Ortalama 24,98 26,62 28,62 13,31 16,88 18,16 18,39 20,22

Sekil 6. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakli karaciger hasarinda stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi aktivitesi
izerine silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farkhligin énemini gostermektedir
(P<0.05).

Figure 6. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on superoxide dismutase (SOD) enzyme activity in
methotrexate (MTX)-induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).
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Kontrol Nrg Sly 50 Mtx Mtx + Mtx + Mtx + Mtx +
100 Nrg 50 Nrg Sly 25 Sy 50
100
W Std. hata 0,63 0,57 0,35 0,57 0,46 0,51 0,45 0,61
Ortalama 41,45 4418 41,89 23,36 31,15 35,59 30,17 32,41

Sekil 7. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakh karaciger hasarinda katalaz (KAT) enzimi aktivitesi tzerine
silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farklihgin 6nemini gostermektedir (P<0.05).
Figure 7. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on catalase (CAT) enzyme activity in methotrexate (MTX)-
induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).
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100
mStd.hata | 0,46 0,41 0,38 0,48 0,38 0,37 0,52 0,48
Ortalama| 20,59 24,14 23,75 10,91 15,14 15,95 16,94 17,63

Sekil 8. Ratlarda methotrexate (MTX) kaynakli karaciger hasarinda glutatyon peroksidaz (GPx) enzimi aktivitesi
Gizerine silymarin (SLY) ve naringin’in (NRG) etkisi. a-e gruplar arasindaki farkliligin 6nemini géstermektedir
(P<0.05).

Figure 8. Effect of silymarin (SLY) and naringin (NRG) on glutathione peroxidase (GPx) enzyme activity in
methotrexate (MTX)-induced liver injury in rats. a-e indicated significant differences between groups (P<0.05).
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TARTISMA ve SONUC

Bu calismada methotrexate kaynakli karaciger
toksisitesine karsi silymarin ve naringin’in yararh
etkileri sergilenmistir. Methotrexate; romatoid artrit
gibi otoimmun hastaliklar ve bircok kanser tiiriinin
tedavisinde siklikla tercih edilen bir ilagtir (1).
Karaciger, bobrek ve norotoksisite gibi istenmeyen
bircok yan etkilere sahip oldugundan klinik kullanimi
(2).
toksisitesinin mekanizmasi heniiz aydinlatilmamistir.
bir

methotrexate'in hepatotoksisiteye neden olan folat

sinirhdir Methotrexate kaynakli karaciger

Onerilen mekanizmada, hiicredeki
seviyesinde tlikenmeye vyol acarak poliglutamat
biriktigi Bir

mekanizma ise, oksidatif stresin, methotrexate ile

formunda disunulmektedir. baska

uyarilan hepatotoksisitede 6nemli rol oynadigl
distntlmektedir (23,24). Karaciger hastaliklarinin
teshisinde en 6nemli biyomarker olan ALT, AST ve
ALP enzimlerinin plazma ya da seruma gegisi
karaciger hasari ya da yaralanmasinin en 6nemli
belirtisidir. Bu enzimlerin serumdaki seviyelerinin
ylkselmesi hepatositlerin yapisal bitanlGginin
hasar gormesi sonucu kana karismalarindan dolayi
kaynaklanir (25). Yapilan bir calismada methotrexate
kaynakli karaciger hasari sonucunda serum AST, ALT
ve ALP aktivitelerinin arttigi gozlemlenmistir (26).
Mevcut c¢alismada methotrexate grubunda serum
AST, ALT ve ALP aktivitelerinin kontrol grubuna goére
arttig1 saptanmistir. Tedavi amaciyla verilen silymarin
bu
methotrexate grubuna gore azalttig belirlenmistir.

Artan (ROS)

vererek

ve naringin’in, enzimlerin  aktivitelerini
hiicre
lipid
peroksidasyonunun gerceklesmesine neden olur.
Lipid lipid

peoksidasyonun son uriinii olan MDA seviyesi artar.

reaktif oksijen tirleri
membranlarina zarar

peroksidasyonu sonucunda,
MDA seviyesinin artmasi hiicrelerin oksidatif hasara
ugradiginin en 6nemli bir gostergesidir (2). Yapilan
calismada methotrexate ile toksikasyona ugramis
gruptaki MDA seviyesi kontrol grubuna gore anlamli
derecede yikselmistir. Methotrexate'in dokuda
oksidatif hasara neden oldugu daha once yapilan
desteklenmistir (27,28).

birkag calismayla

Methotrexate ile birlikte verilen silymarin ve naringin
ise MDA seviyesini kontrol grubuna yaklastirmistir.
Silymarin ve naringin’nin sirasiyla parasetamol ve
CCls gibi ajanlarin neden oldugu hepatotoksisite
sonucu artan MDA seviyesini azalttigl bazi calismalar
sonucunda rapor edilmistir (29,30).

Dusuk molekiiler agirlikli bir tripeptit olan GSH,
bir
bilesiktir. GSH peroksi radikalleri ve singlet oksijen

hiicresel antioksidan gorevi gbéren oOnemli
gibi cesitli serbest radikallerle reaksiyona girerek
diger disulfirlere ve indirgenmis glutatyona (GSSG)
dondgir (2). Oksidatif stres, muhtemelen GSH

icerigindeki azalmadan otiri  methotrexate ile

indiklenen hepatotoksisitenin patogenezinde
onemli rol oynamaktadir (5). Asiri serbest radikallerin
Uretimi sonucunda organ hasari geliserek hiicre

membranlarinin parcalanmasina neden olur. Boylece

sitozolik nikotinamid adenozin difosfat (NADP)
bagimli dehidrogenazlar ve NADP malik enzimleri
methotrexate tarafindan inhibe edilerek

hicrelerdeki mevcut NADPH miktarinda azalmaya
neden olur. Normal sartlar altinda NADPH hiicresel
indirgenmis glutatyona

glutatyonu donistiiren

glutatyon rediktaz enzimi tarafindan kullanilir.
indirgenmis glutatyon ise ROS’e karsi koruyucu etki
bir

antioksidandir. Bu ylizden methotrexate, glutatyon

saglayan onemli non-enzimatik  sitozolik
seviyesini dugslrerek hiicrenin oksidatif hasara karsi
daha (31,32).

¢alismada tedavi amaciyla verilen silymarin ve

savunmasiz hale getirir Yapilan
naringin’in methotrexate ile indiiklenen gruba gore
GSH seviyesini artirmasi onceki yapilan ¢alismalari
desteklemektedir. Silymarin ve naringin’nin yararl
etkileri antioksidan ozellikleriyle iliskilidir, dolayisiyla
reaktif tlrlerini notralize edebilme kapasitesine sahip
oldugu kanisina varilmistir.

Artmis  oksidatif hiicresel

stres, savunma

ici
Urlinleri arasindaki dengesizligi temsil eder. Hem SOD

mekanizmalari ile hicre serbest radikallerin
hem de KAT, hiicreyi hasardan korumanin en etkili
yolu olan H:0:'yi pargalayip ve 02'i indirgeyerek
oksidatif hasari azaltirlar. Bu enzimler aktif oksijen

turlerini ortadan kaldirmak igin birlikte galisirlar ve
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fizyolojik konsantrasyonlarda aktivite veya
miktarlarindaki azalma sonucu hiicresel lipidlerin,
proteinlerin ve DNA'nin oksidatif hasara karsi
olumsuz etkilenmesine neden olurlar (33,34). GPx
enzimi GSH vasitasiyla H202" nin su ve oksijene
donlisimini katalize ederek dokulari oksidatif
hasara karsi korur (2). Yapilan literatlr arastirmalari
sonucu methotrexate’in karaciger, bobrek ve barsak
gibi farkh dokularda antioksidan 6zellik gosteren
SOD, KAT ve GPX enzim aktivitelerini azalttig
bildirilmistir (7,27,35). Mevcut ¢alismanin sonuglari
ise  Onceki vyapilan ¢alismalari destekleyerek,
methotrexate toksikasyonu sonucu bu antioksidan
enzim aktivitelerinde kontrol grubuna goére azals
tespit edilmistir. Silymarin ve naringin tedauvisi,
methotrexate grubu ile kiyaslandiginda antioksidan
enzim aktivitelerini artirmigtir. Bir baska ¢alismada
farelerde etanol kaynakli karaciger toksisitesine karsi
tedavi amaciyla verilen silymarin, antioksidan enzim
aktivitelerini ve GSH seviyesini arttirdigl rapor
edilmistir (36). Diger bir calismada ise nikel kaynakli
karaciger toksisitesine karsi naringin’nin antioksidan
enzim aktivitelerini arttirdigi bildirilmistir (37).

Sonug olarak, bu c¢alismada methotrexate’in
neden oldugu karaciger hasarini silymarin ve
naringin’in antioksidan etkileri ile azalttigi tespit
edilmistir. Dolayislyla karaciger toksisitesini azaltmak
icin silymarin ve naringin kullaniminin klinik agidan

yararl olabilecegi distintilmektedir.
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Oz: Bu calismada, deneysel olarak karbon tetrakloriir ile hepatotoksisite olusturulan ratlarin karaciger dokulari iizerine giiglii
antioksidan etkisine sahip olan Resveratrol’iin, histopatoloji ve TUNEL metodu ile koruyucu etkinliginin arastiriimasi
amaglanmistir. Bu amagla, 32 adet erkek Wistar cinsi Albino rat kullanildi. Denekler rastgele segilerek, 1. grup kontrol, 2. Grup
CCly, 3. grup Resveratrol. 4. grup ise CCls+ Resveretrol olmak lzere 4 gruba ayrildi. Deneme sonunda hayvanlar anestezi
altinda sakrifiye edilerek histopatolojik analizler igin karaciger ornekleri %10 formalin solisyonuna alindi. Yapilan
histopatolojik incelemede kontrol ve Resveratrol grubunda ratlarin karacigerleri normal histolojik yapida oldugu tespit edildi.
CCls grubunda ise karacigerin periasiner bolgelerindeki hepatositlerde siddeti hidropik dejenerasyon, steatozis ve kogulasyon
nekrozu tesbit edildi. CCl4+ Resveretrol grubunda ratlarin karacigerlerinde periasiner bélgede hepatositlerde hafif hidropik
dejenerasyona rastlanirken nekrotik hepatositlere hig rastlanmadi. Apoptozisi belirlemek amaciyla TUNEL metodu kullanildi.
TUNEL sonuglarina gore kontrol ve Resveratrol grubunda karacigerlerde birkag hiicrede pozitiflik tespit edildi. CCl, grubunda
karacigerlerin periasiner bolgelerindeki hepatositlerde ¢ok sayida pozitif hiicre belirlendi. CCls+Resveretrol grubunda ratlarin
karacigerlerinde periasiner bélgede ¢ok az sayida pozitif hiicreye rastlandi. istatiski olarak gruplar arasindaki fark énemli
(P<0.05) bulundu. Sonug olarak, histopatolojik ve immunohistokimyasal bulgulara gére CCl, neden oldugu oksidatif strese ve
lipitperoksidasyonu sonucu olusturulan karaciger hasarina karsi Resveratroliin bu hasari dnemli diizeyde inhibe edici etkisinin
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, Histopatoloji, Karbontetraklorir, Resveratrol, TUNEL metod.

Investigation by Histopathological and TUNEL Method of the Protective Effect
of Resveratrol on Carbon Tetrachloride Induced Liver Toxicity in Rats

Abstract: In this study, it was aimed to investigate the protective effect of Resveratrol, which has a strong antioxidant effect
on liver tissues, by histopathology and TUNEL method in experimental rats hepatotoxic with carbon tetrachloride. For this
reason 32 male Wistar rats were used. Rats were randomly chosen and separated into 4 groups. First control, rats in second
group CCl4, 3rd group Resveratrol 4th group CCl4+Resveretrol. At the end of the experiment, rats were euthanasied under
anaesthesia and liver samples were taken in formalin solution 10%. According to histopathological examination, livers were
in normal histopathological structure in the control and Resveratrol groups. In CCls group, severe hydropic degeneration in
hepatocytes localised in the center regions of the liver, steatosis and coagulation necrosis were detected. In CCl4+Resveretrol
group; while slight hydropic degeneration were detected in the central regions of livers, necrotic hepatocytes were not
detected. TUNEL method were used in order to detect apoptosis. According to TUNEL results, positivity was detected in
certain liver cells in control and Resveratrol group. Numerous positive cells were detected in central regions of livers in CCl,
group. Few positive cells were detected in central region of rat livers in CCls+Resveretrol group. Differences in groups were
statistically significant (P<0.05). As a result of histopathological and immunohistochemical examination, inhibitor effect of
resvetratrol were determined against liver damage resulting from oxidative stress and lipiperoxidation caused by CCl,.

Keywords: Apoptosis, Carbon tetrachloride, Histopathology, Resveratrol, TUNEL method.
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GiRIS

K yer alan vicudun en 6nemli organlarindan
birisidir.

diizenlenmesinde hayati

araciger karin boslugunda, diaframin altinda

Karaciger ¢esitli  fizyolojik  olaylarin

rol oynar. Depolama,

sekresyon, ekskresyon, fagositoz, konjugasyon,
metabolizma ve hemopoez gibi 6nemli fonksiyonlari
yerine getirmektedir (1,2). Endojen ve ekzojen toksik
maddelerin detoksifikasyonunda ve faydali ajanlarin
sentezlenmesinde gorev alir (1). Karacigerin bu
onemli fonksiyonlarindan dolayi da giinimuze kadar
karacigerle ilgili pek ¢cok bilimsel arastirma yapilmistir
(3-7). Bu

olusturmak ve farkh fonksiyonlarini arastirabilmek

baglamda karaciger (zerinde hasar
amaciyla da karbontetrakloriir (CClsa) gibi pek c¢ok
ksenobiyotik ajanlar kullanilmistir (8,9).

CCls hepatotoksik etkisi bilinen ve tzerinde pek
¢ok bilimsel galisma yapilmis olan bir kimyasaldir.
CClsile deneysel olarak olusturulan intoksikasyondan
esas etkilenen karaciger olsa da bu toksikasyon
sonucunda olusan sirozdan bobrek, dalak, pankreas,
timus, lenf digimleri, akcigerler, kalp gibi pek ¢ok
organ ve dahil oldugu sistem dogrudan veya dolayl
olarak etkilenmektedir (3,10,11). CCls'un disuk
dozlarda uzun sire uygulandiginda karaciger
hiicrelerinde yag dejenerasyonuna, yliksek dozlarda
hidropik
dejenerasyona ve paransimde kanamalara neden
oldugu bildirilmektedir. (9,12-14). CClsile olusturulan

toksikasyonda

ise karaciger hiicrelerinin nekrozuna,

hiicre hasari, lipit
peroksidasyonundaki artisa baghdir ve CCl4’(in toksik
etkisinin, serbest radikale donisimi ile bagladig
belirlenmistir. Son vyillarda yapilan c¢alismalarda
karaciger hastaliklarinda oksidatif stressin arttigini ve
artan oksidatif stress ile karaciger hasari ve fibrozis
arasinda iliski oldugunu bildirmislerdir (13-15).

Bazi bitkilerin kullanimi ve farkh meyvelerin
bakiminda o6nemlilik arz

tiketimi insan saghg

etmektedir. Bu baglamda fitokimyasallar olarak

isimlendirilen, bitki ve meyvelerden elde edilen

kimyasal bilesikler saglikh yasam icin elzemdir

(16,17). Bu baglamda son vyillarda tip ve eczacilk

sektoriinde ¢ok dikkat ceken yaslilik karsiti 6zelligi ile
bir (18).
Resveratrol baglica Uziim olmak (zere, dut, erik,

bilinen Resveratrol o6nemli fenoldir
limon, kiraz, yer fistigi, findik, zambak, ladin, yaban
pek ¢ok bitkilerde

bulunmaktadir (8). Resveratrol, gli¢lii antioksidan

mersini  ve akasya gibi
Ozelligi sayesinde serbest radikallerin yol actigi hiicre
hasarini engellemeye yardimci oldugu bildirilmistir
(16,19).
bozulmasini ve buna bagl hiicre 6limini engelledigi
(8,16,20).

geciktirdigi, kalp ve sinir hasarini engelledigi, koroner

Ayrica yaglarin yikseltgenmesi sonucu

bilinmektedir Resveratrol yaslanmayi

kalp yetmezligi riskini azalttig bildirilmistir (11,21).

Yapilan literatir  taramalarinda  karbon

tetrakloriir intoksikasyonun karacigerin
histopatolojisi Uzerine etkilerini inceleyen vyeterli
sayida arastirmaya rastlanilamamistir. Bundan dolayi
ile indiklenen

bu calismada; Karbontetraklorir

karaciger toksisitesinde meydana gelebilecek
degisiklikler ve bu toksikasyona karsi Resveretrol’un
histopatolojik ve TUNEL

olasi protektif etkileri

metodu ile incelenerek elde edilen bulgularla

literatlire katkida bulunulmasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Etik izin

Bu calisma Atatiirk Universitesi
Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AUHADYEK) tarafindan

75296309-050.01.04-E.1700068324 sayi ve 11 nolu

Hayvan

izin karan ile etik kurallara uygun olarak
gerceklesmistir.
Deneme prosediirii

Calismanin  hayvan materyali, Yaklasik 7-8

haftalik 32 adet erkek Wistar Albino rat kullanildi.
Ratlarin baslangictaki viicut agirhklar yaklasik 250-
300 g. olarak belirlendi. Denekler her grup 8 rat
olacak sekilde rasgele segilerek 4 gruba ayrilacaktir.
1. grup kontrol grubu (8 rat): 14 gin sireyle

icme suyu verildi.
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2. grup CCls grubu (8 rat): Bu grupta ratlara
1.gin tek doz CCla 2 ml/kg (Sigma, St. Louis, MO, USA)
intraperitonal olarak (1:1 oraninda zeytinyagi ile
slispanse) uygulandi.

3. grup Resveretrol grubu (8 rat): Bu grupta
ratlara Resveratrol (Solgar, Inc. USA) oral yolla 30
mg/kg/gln 14 glin sureyle uygulandi.

4. grup CCl4+ Resveretrol grubu (8 rat): Bu
grupta ratlara 1. gin tek doz CCls 2 ml/kg/giin
intraperitonal (1:1 oraninda zeytinyagi ile slispanse)
ve Resveratrol oral yolla 30 mg/kg/giin 14 gin
sureyle uygulandi.

Ratlara 14 glnlik deneme siresince 12 saat
22+2°C

olarak ayarlanan odalarda, adlibitum olarak yem ve

karanlik/aydinlatma uygulandi, sicaklig

taze su bulunan kafeslerde barindirildi. Deneme
sonunda hayvanlar anestezi altinda sakrifiye edilerek
histopatolojik analizler icin doku 6rnekleri %10

formalin soliisyonuna alindi.

Histopatolojik inceleme

Deneme sonunda tim ratlarin 6tenazi sonrasi
nekropsileri yapilarak, 6zellikle karaciger olmak lizere
organlarda  gozlenen makroskobik  bulgular
kaydedildi. Alinan doku érnekleri %10’luk tamponlu
edildikten

bloklandi. Her bloktan 4 pm kalinhginda alinan

formol’de tespit sonra, parafinde
kesitler, hematoksilen-eozin ve TUNEL metodu ile
Isik

mikroskobunda incelenen kesitler yok (-), hafif (+),

boyanip 15tk mikroskobunda incelendi.
orta (++) ve siddetli (+++) olarak degerlendirildirilip

resimler gekildi.

TUNEL Boyama Protokolii

Noron ve glialardaki DNA fragmentasyonunu

gostermek icin Terminal deoxynucleotidyl

transferase-mediated-dUTP  nick end labeling
(TUNEL) metotu (In Situ Cell Death Detection Kit
Roche Diagnostics; Cat. No. 11 684 817 910, Verison
13.0) segildi. Hazirlanan preparatlar 37°C'de gece
boyu deparafinizasyon isleminden sonra dereceli
alkol serilerinden gegirilerek

rehidrasyon islemi

uygulandi. Rehidrasyonun son asamasi olan distile

sudan cikarilan preparatlar 2 kere 5‘er dakika (2x5)
PBS‘de vyikandi. Daha PBS‘de vyikanan
preparatlara %0.1‘lik Proteinaz K damlatilarak
37°C‘de 30 dk inklbe edildi. Preparatlar PBS‘de 2x5
dk yikandi ve metanolde hazirlanan %3'lik H20: ile
oda 1sisinda 15 dk inkube edildiler. Tekrar PBS‘de 2x5
kabin

isaretleme

sonra

dk yikandiktan sonra preparatlar buharli

icerisine yerlestirildi ve {zerlerine
tepkimesi icin Terminal Deoksi Transferaz (TdT)
reaksiyon karigimi damlatilarak 37°C‘de, 60 dk inkiibe
edildi. Negatif kontrollere ise TdT enzim icermeyen
sollisyondan damlatildi. Preparatlar yine PBS‘de 2x5
dk yikandiktan sonra ilk asama olan floresan
mikroskopta 6n degerlendirilmeleri yapildi ardindan
her bir preparata 37°C'de 30 dk inkiibe etmek lizere
converter-POD sollisyonu eklendi. Preparatlar yine
PBS‘de 2x5 dk yikandiktan sonra renk reaksiyonu igin
aminoethyl carbasole (AEC) kromojeni ile (Zymed,
Lot: 60682605, USA) 5 dk inklbe edildi. Son olarak da
preparatlar 3x3 dk PBS‘de yikandiktan sonra su bazl
1Istkk mikroskobunda
Isik

pozitif htcre

ile yapistirilarak
BX51)

mikroskobunda

yapistirici

(Olympus incelemeye  alindi.
incelenen kesitler
sayisina gore yok (-), hafif (+), orta (++) ve siddetli

(+++) olarak degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

Histopatolojik incelemede semikantitatif olarak
elde edilen verilerin gruplar arasindaki farkliliklarin
analizi i¢cin nonparametrik testlerden Kruskal-Wallis
testi, ikili gruplarin mukayesesi icin Mann Whitney U
testi kullanildi. Bu istatistik analizleri icin SPSS 13.0

paket programi kullanildi.

BULGULAR

Birinci (kontrol), gruptaki ratlarin karacigerleri
incelendiginde normal histolojik yapida oldugu tesbit
edildi (Sekil 1). ikinci grup (CCla) olan CCls grubunda
ratlarin karacigerlerinde bitin paransim dokusunda
dejeneratif nekrotik bulgular goriilsede 6zellikle
periasiner bolgede siddetli hidropik dejenerasyon
(%37), vyagh dejenerasyon (%37),

nekrozu (%25), intrahepatik kolestazis,

koagulasyon

kupffer
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hiicrelerinde hiperplazi, portal bélgeden vena

sentralisin ¢evresinde kadar ilerleyen monontkleer
hiicre infiltrasyonuna rastlandi (%37) (Sekil 2).
Uglincli Grup olan Resveratrol grubunda ki ratlarin
karacigerleri

incelendiginde hepatositlerin

diziliminin, sinizoidal bosluklarin, periasiner ve

portal bolgenin normal histolojik yapida oldugu

goruldu  (Sekil 3).

Resveratrol grupta portal bolgede ¢ok az hepatositte

Dordinct  grup olan CCla+

hidropik dejenerasynona (%12.5) ve mononukleer

hicrelere (%12.5) rastlanirken steatozise ve nekroza

hi¢ rastlanmadi (Sekil 4). Histopatolojik bulgular
Tablo 1 de 6zetlendi.

Sekil 1: Kontrol grup, karacigerin normal histolojik yapisi (A), CCl4 grup, karaciger periasiner bolgede koagulasyon
nekrozu (ince oklar), hidropik dejenerasyon (kalin oklar), monontkleer hiicre infiltrasyonu (asterisk) (B),
Resveratrol grup, karacigerin normal histolojik yapisi (C), CCl4+ Resveratrol grup, karaciger periasiner bolgede

hidropik dejenerasyon (oklar), H&E, Bar: 50um.

Figure 1: Control group, normal histological structure of liver (A), CCl4 group, in liver periacinar region,
coagulation necrosis (thin arrows), hydropic degeneration (thick arrows), mononuclear cell infiltration (asterisk)
(B), Resveratrol group, normal histological structure of liver (C), CCl4 + Resveratrol group, hydropic degeneration

in the central region of the liver (arrows), H&E, Bar: 50um.

Tablo 1: Histopatoloji degerlendirme tablosu.
Table 1: Histopathology evaluation table

Gruplar Hidropik Steatoszis Koagulasyon Mononikleer hiicre
degenerasyon nekrozu infiltrasyonu

Kontrol - - - -

CCla +++ +++ ++ +++

Resveratrol - - - -

CCLa+Resveratrol + - - +
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immunohistokimya Bulgular az sayida pozitif hiicreye rastlanirken bazilarinda ise

. . . hi¢ pozitif hiicreye rastlanmadi. Dérdinci grup olan
Apoptozisi tesbit etmek igin yapilan TUNEL

Res+ CCLs grubunda ise ikinci gruba kiyasla daha a
boyamada, birici grup olan kontrol grubunda bir-iki ‘8 & Y z

. . . . o hiicrede pozitif boyanmalara rastlandi (Tablo 2). CCL4
hepatostin pozitif oldugu belirlendi. Ikinci grup olan
grubunda karacigerde TUNEL pozitif hiicrelerin sayisi
Res+ CCLs grubundan istatistiki agidan (P<0.05)

anlamli bir fark tesbit edildi (Tablo 3-4, Sekil 3-4).

CCLs grubunda ise 6zellikle periasiner bolgede ¢ok
sayida pozitif hiicreye rastlandi. Uglincii grup olan

Resveratrol grubunda bazi ratlarin karacigerinde cok

Sekil 2: Kontrol grup, normal karaciger goriinim (A), CCl4 grup, karaciger periasiner bélgede apoptotic hiicreler
(oklar) (B), Resveratrol grup, normal karaciger gérinumi, apoptotik hiicre (ok) (C), CCl4+ Resveratrol grup,
karaciger periasiner bolgede az sayida apoptotic hiicre (oklar), TUNEL boyama, Bar: 20 um.

Figure 2: Control group, normal histological structure of liver (A), CCl4 group, apoptotic cells in the periacinar
region of the liver (arrows) (B), Resveratrol grup, normal histological structure of liver, apoptotic cell (arrow) (C),
CCl4 + Resveratrol group, small number of apoptotic cells (arrows) in liver central region, TUNEL method, Bar:
20pm.

Tablo 2: Karacigerde TUNEL pozitif boyali hepatositler (%).
Table 2: TUNEL positive stained hepatocytes in liver (%).

Gruplar 1.Rat 2.Rat 3.Rat 4.Rat 5.Rat 6.Rat 7.Rat 8.Rat
Kontrol - + - - + - + +
CCL4 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
Resveratrol + + + - - - + +
CClL4+Resveratrol + + ++ ++ + + + +
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Tablo 3: Kruskal-Wallis testi Istatistik sonuglari
Table 3: Kruskal-Wallis test Statistical results

Gruplar Ortalama Standart hata Medial P
Kontrol 0.500 0.189 0.500%
CCls 3.000 0 3.00%
Resveratrol 0.625 1.83 1.00%
CCls+Resveratrol 1.250 1.64 1.00%

P< 0.05 Kruskal-Wallis test sonuglarina gore gruplar arasinda fark 6nemlidir.
Gruplar arasi farkliliklar igin yapilan Kruskal-Wallis testi sonuglarina gére Gruplar arasindaki fark énemli oldugu bulundu.

3,004 —

2,507

2,004

1.507

immunohistokimya

1,004

0,507

0,00

] ] ] T
Hontrol CCL4 Resveratrol CCLA+Resveratrol

Gruplar

Sekil 3: Kruskal-Wallis testi, istatistik sonuglari grafigi, bu grafik tablo 3’den elde edilen quantitatif
immunhistokimyasal verileri 6zetlemektedir. (P<0.05 Kruskal-Wallis test).

Figure 3: The Kruskal-Wallis test, the graph of the statistical results, summarizes the quantitative
immunohistochemical data obtained from this graphical table 3. (P<0.05; 0.05 Kruskal-Wallis test).

Tablo 4: Mann-Whitney U testi istatististik sonuglari.
Table 4: Mann-Whitney U test statistical results.

1.-2. Gruplar 1.-3. Gruplar 1.-4. Gruplar 2.-3. Gruplar 2.-4. Gruplar 3.-4. Gruplar
0.01 NS 0.05 0.01 0.01 0.05

ikili gruplar arasi farkliliklar igin yapilan Mann-Whitney U testi sonuglarina gére 1. ve 3. gruplar arasindaki fark énemli degilken diger gruplarin kendi aralarindaki fark énemli oldugu
bulundu.
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Karacigerde TUNEL pozitif
boyali hepatositler (%)
30
25
20
15

10

Kontrol CCL4 Resveratrol CCl4+Res

Sekil 4: TUNEL boyali alanlarin tim alana orani (%).
Figure 4: Calculating the proportion (%) of TUNEL
saining areas to total area (%).

TARTISMA ve SONUC

Karaciger fizyolojik fonksiyonlari nedeniyle tim
canhlar igin biyiuk 6nem arz etmekte ve glinimizde
ilgili
yapilmaktadir (17,22,23). Bu baglamda karaciger

karacigerle olarakta pek ¢ok arastirma
Uzerinde hasar olusturmak ve farkli fonksiyonlarini
arastirabilmek amaciyla da CCls gibi pek c¢ok
ksenobiyotik ajanlar kullanilmistir (3,22,24). CCls kuru
temizleme sanayide yaygin bir sekilde endUstriyel bir
¢Ozlici olarak kullanilmaktadir. Sanayide c¢alisan
dikkat CCla

intoksikasyonuna maruz kalabilmekte, akut veya

insanlar etmedigi siirece

kronik hepatotoksisite olusabilmektedir (3). CCls ile

indliklenmis hepatotoksisitenin en carpicl
histopatolojik  6zelligi lipid peroksidasyonunu
artrarak reaktif oksijen radikallerini artirmasi

sonucunda karacigerde nekroz, siroz ve hepatik

steatozise neden olmasidir (3,22,24). Deneysel olarak

intraperitoneal yolla CCla uygulanmasinin
karacigerde o0zellikle periasiner bolgede bulunan
hepatositlerde hidropik  dejenerasyon, yag
dejenerasyonu, koagulasyon nekrozuna,

hepatositlerin anormal dizilimine, periasiner ve
sinlzoidal konjesyona ve iflamasyona neden oldugu
bildirilmistir (3,22,24,25). Yapilan bu ¢alismada CCls
uygulanan grupta daha onceki yapilan calismalara

benzer bulgulara rastlanmistir.

Apoptozis; fizyolojik ve patolojik durumlarda
hasarlanmis ya da neoplastik hiicrelere dénisme
potansiyeline sahip olan hiicrelerin
uzaklastirlmasinda bagvurulan bir hiicre intihar
mekanizmasidir. ~ Yani  programlanmis  hiicre
olumuddr, hicre igi ve hiicre disi uyarimlar sonucu
gerceklesir (26). CCla pek ¢ok calismada oksidatif
stresi artirarak apoptozisi uyardigi bildirilmistir
(22,24). TUNEL metodu ile apoptozisin belirlendigi
calismalarda CCls intoksikasyonunda karacigerin

periasiner bolgelerinde bulunan hepatositlerde
belirgin diizeyde apoptotik hiicre tesbit edilmistir
(25). Shi (23) tarafindan vyapilan bir galismada
periasiner bolgede apoptozisin onemli
markirlarindan biri olan caspase 3 in arttig tesbit
edilmis, bu artan apoptozisin yangiyi ve oksidatif
stresi artirmis olabilecegi vurgulanmistir. Yapilan bu
calismada ozellikle periasiner bolgede apoptozisin
artmasi ile daha uzun siire CCl4 uygulanan ratlarin
karacigerlerinde gozlenen daha siddetli yangi ve
oksidatif

calismalari destekler niteliktedir (27).

hasar markirlarinin  artmasi  dnceki

Wang ve ark (9), rifampicinle olusturduklari
karaciger hasarinda apoptozis degerlendirmesinde
casase 3 ve TUNEL metodunu karsilastirmali olarak
degerlendirmis ve her ikisininde de benzer bulgulara
rastladigini belirtmistir. Chan ve ark (18), akut CCls
tosikasyonunda da TUNEL metodu ile yaptiklari
degerlendirmede karacigerin periasiner bolgelerinde
yogun olarak pozitif hicrelere rastladigini ifade
etmistir. Bizim ¢alismamizda da yine kontrol ve
bir-iki

grubunda o6zellikle periasiner

Resveratrol gruplarinda pozitif hicreye
rastlanirken CCls
bolgede pek ¢ok hiicrenin apoptozisi tesbit edidi.
Resveratrol + CCls ise ¢ok az sayida pozitif hiicre
belirlendi. Bu bulgular yapilan diger calismalarla
uyumluluk ve paralellik gostermektedir.

Resveratrol karaciger hastaliklarinin tedavisi ve
onlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. Son
calismalar Resveratroliin norodejeneratif
bozukluklar, kardiovaskiiler hastaliklar, iskemik kalp
nefrotoksisite  viral bakteriyel

hasari, ve

enfeksiyonlarin ~ tedadavisinde ve  hastaligin

ilerlemesinin engellenmesinde énemli rol oynadigini
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gostermektedir (10,11,18,28,29). Deneysel olarak
Dimethylnitrosamine, CCls, etanol, aflatoksinler ve
methotrexate gibi gesitli ajanlarla karaciger fibrozisi
ve karaciger hasari olusturuldugunu belirlenen pek
¢ok calisma mevcuttur (3-7,17). Bu hepatotoksik
etkiyi koruyucu ve tedavi edici olarak ¢ok genis
skalada bitki ve ilag¢ kullanilmaktadir (8). Daha 6nceki
¢alismalarda Resveratrol uygulamasinin oksidatif
hasari azaltarak ve lipid peroksidasyonunu inhibe
ederek karaciger hasarini ve sirozu engelledigi
bildirilmistir (6,30). Yapilan bu ¢alismada ise CCls ile
olusturulan karaciger toksikasyonunda Resveratrol
uygulamasinin karacigerde anlaml ol¢ide karaciger

hasarini engelledigi ve apoptotic hiicre sayisini

istatiskiki ~ acidan  anlamli  dlglide  azalttig
belirlenmistir.
Sonug olarak, histopatolojik ve

immunohistokimyasal bulgulara gére Resveratroliin
karaciger hasarini 6nemli diizeyde inhibe edici
etkisinin oldugu belirlenmistir. Muhtemelen bu etki
Resveratrolin antioksidan, anti-inflmatuar,
antiapoptotik ve protektif etkilerinden kaynaklanmis

olabilecegi diisiinilmekedir.
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Oz: Bu calismada, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi (6PGD; E.C.1.1.1.44) Van Kedisi eritrositinden afinite kromatografisi
ile saflagtirildi. Netilmicin silfat, Ampicillin ve Amoxicillin’nin inhibitor etkisi incelendi. Enzim aktivitesi Beutler metoduna gore
spektrofotometre ile 340 nm’de 6lglildi. Sonra enzimin optimum pH ve optimum sicakligi sirasiyla 8.0 ve 50 °C olarak tespit
edildi. Enzimin safligi sodyumdodesilsiilfat- poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edildi. 6PGD eritrositi igin
saflastirma orani 1787 olarak bulundu. NADP*ve 6PGA substratlari icin Ky ve Vmax degerleri hesaplandi. Netilmicin silfat,
Ampicillin ve Amoxicillin’nin inhibitor etkileri incelendi, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiginden tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Afinite kromatografisi, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi, eritrosit, kinetik 6zellikler, Van Kedisi.

Purification, Characterisation and Kinetic Properties of 6-Phosphogluconate

Dehydrogenase Enzyme (E.C. 1.1.1.44) from the Van Cat Erythrocyte

Abstract: In this study, 6-phosphogluconate dehydrogenase enzyme (6PGD; E.C.1.1.1.44) was purified from erythrocyte the
Van Cat by affinity chromatography. The inhibitor effect of Netilmicin sulphate, Ampicillin and Amoxicillin were also
examined. Enzyme activity was measured by spectrophotometer according to Beutler method at 340 nm. Then the optimum
pH and optimum temperature of the enzyme were determined to be 8.0 and 50 ° C, respectively. In order to control the
purification of enzyme, sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used. The purification
rate for erythrocyte 6PGD was found as 1787. Ky and Vmax were also determined for NADP* and 6PGA as substrates. The
inhibitor effect of Netilmicin sulphate, Ampicillin and Amoxicillin were also examined and K; values and the types of inhibition
were determined by the Lineweaver-Burk graph.

Keywords: Affinity chromatography, 6-Phosphogluconate dehydrogenase enzyme, erythrocyte, kinetic properties, Van Cat.
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GiRIS

E

olusmasina firsat vermeden %100’luk bir Griin verimi

nzimler, canli  organizmadaki  kimyasal

reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan drin

saglayan protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir.
Bu katalizorlerin en 6nemli oOzellikleri; katalizleme
gicleri ve spesifiklikleridir. Bunlardan biri olan 6-
Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD; E.C.1.1.1.44),
hekzosmonofosfat yan yolu olarak da bilinen pentoz
fosfat metabolik yolunun ikinci oksidatif basamagini
katalizleyen 6nemli bir enzimdir ve bu tepkime
sonucu D-ribuloz-5-fosfat, CO2 ve NADPH+H* olusur
(1,2).
6-Fosfoglukonat defektif

varyantlari, ilk olarak 1964 yilinda Brewer ve Dern

dehidrogenaz’in

tarafindan, siyah bir Amerikan ailesinde tanimlanmis
ancak fertlerde hemolitik anemi saptanmamistir.
Enzim eksikligi sonucu olusan kronik hemolitik anemi
vakalari ise daha sonraki yillarda rapor edilmistir (3-
5). Bu enzimin eksikligi hiicrede 6-fosfoglukonat (6-
PG)'in birikmesine, fosfoglukoz izomerazin ve glukoz
metabolizmasinin tlimiyle inhibe olmasina bagh
olarak toksik etki Bu
kemoterapilerde hedef enzim olarak yararlanilabilir

(6).

yaratmaktadir. nedenle

inhibitérler, enzimatik aktiviteyi kontrol eden
bu kiicik molekiller, biyolojik sistemler (zerinde
biyik olgcide kontrol sagladiklari icin  ¢ok
onemlidirler. Birgok ilag ve toksik madde de enzim
inhibitéru gibi davranirlar. Enzimatik inhibisyon
donislimli ve donlslimsiliz olmak Uzere baslica iki
sekilde siniflandirihir. Donlsiimsiiz  inhibisyonda,
enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu
etkilenir (7). Enzim aktivatorleri ise genellikle kiiglik
iyonlar veya fazla biyuk olmayan molekillerdir.
Bunlar kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zaman
iki

mimkindar. Birinci gruptakiler sadece substratla

katilmazlar. Aktivatorleri grupta toplamak
birleserek aktivator roll oynayan bilesikler iken ikinci
gruptakiler ise serbest enzimle birleserek aktivator

roll oynayan bilesiklerdir (8).

6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin daha
onceden birgok canli ve dokulardan saflastiriimis ve
karakterizasyonu vyapilmistir. Fakat Van Kedisi
Gzerinde bu saflastirma yapilmamis ve ozellikleri
Bu Van Kedisi

arastirilmamistir. ¢alismada,

eritrositlerinden  6-fosfoglukonat  dehidrogenaz

enziminin afinite kromatografisi ile saflastirihp
enzimin karakterizasyonu incelenmistir. Saflastirilan
bu enzim Uzerine gesitli ilaglarin in vitro olarak
inhibisyon etkilerinin arastirilarak benzer calismalarla

karsilastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Kan Orneklerinin  Alinmasi Hemolizatin

Hazirlanmasi

ve

Arastirma igin Van Kedisi Arastirma Merkezi’'nde
barindirilan; ortalama canl
agirhklari 2950-3170 g disi ve 3350-5220 g erkek olan

Van Kedileri kullanildi. Deney igin alinan kedi kani,

1-4 vyas araliginda,

antikoagulant olarak kullanilan EDTA’l tuplere alindi.
Boylece hem pihtilasma 6nlenmis hem de eritrositler
icin iyi bir beslenme ortami saglanmis oldu. Kanlar
alindiktan sonra 42C’de muhafaza edildi ve en ¢ok iki
glin icerisinde kullanildi.

Eritrositleri ayirmak igin tiiplere konuldu. Yirmi
dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Sonra tiplerin
st kismindaki plazma ve I6kosit tabakasi dikkatli bir
sekilde ayrildi. Altta kalan eritrositler, 0.16 M KClI
¢ozeltisi ile G¢ defa yikanip Ustteki kisimlar atildi.
Eritrositlerin hacimleri 5 hacim distile buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizin tam gergeklesmesi igin
4°C’'de yarim saat karnistinldi. Hiicre zarlarindan
ayirmak icin hemolizat 12000 rpm’de 30 dk santrifdj
edildi. Tuplerin dibindeki beyaz renkli hiicre zarlari
atilip Ustteki hemolizat dikkatli bir sekilde alind.
Hiicre zarlarindan arindiriimis olan hemolizatin pH’si
kati potasyum fosfat ile 6’ya ayarlanarak, hemolizat

kolona tatbik edilecek duruma getirildi (9, 10).
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Afinite Jelinin Hazirlanmasi

On ml’lik yatak hacmi icin 2 g kuru 2,5~ ADP-
4B tartild.

uzaklastirilmasi i¢in 400 ml distile su ile birka¢ defa

Sepharose jeli Safsizliklarin
yikandi. Yikama esnasinda jel sisti. Bituin bu igslemler
laboratuvar sartlarinda yapildi. Sismis jelin havasi
alindiktan sonra % 25 dengeleme tamponu (0.1 M K-
Asetat / 0.1 M K-Fosfat) ve % 75 jel olacak sekilde, jel
siispanse edildi. Sispanse edilen jel (1.3x10) kolona
paketlendi. Daha sonra dengeleme tamponu ile
dengelendi. Jel ¢oktikten sonra peristaltik pompa
kullanilarak dengeleme tamponu ile yikandi.
Dengeleme ve yikamada akis hizi 20 ml/saat olarak
uygulandi. Kolonun dengelenmis oldugu eliat

absorbansi ile tampon absorbansinin

esitlenmesinden anlasildi (11).

Eritrosit Hemolizatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve
Enzim Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1.3x10 cm boyutundaki
kolona paketlenerek dengeleme tamponu ile 48 saat
sireyle dengelendi. Hazirlanan hemolizat kolona
tatbik edildi. Hemolizat kolondan gegtikten sonra
yarim saat bekletildi. Sonra 25 ml dengeleme
tamponu ile ve yikama tamponu ile kolon yikandi. En
son ellisyon tamponu gegirilerek 2’ser ml’ler halinde
fraksiyonlar toplandi. Bitlin fraksiyonlarin, 6PGD

aktivitelerinin tayinleri yapildi. Protein miktari ve

6PGD aktivitesi belirlenerek, saflastirma orani
hesaplandi.
Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim Safliginin
Kontrolii

Elektroforez calismalarinda, tarafindan
%3 kesikli

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) uygulandi.

tanimlanan sodyum dodesilsiilfat-
Buna gore Jel ¢ozeltisine %10 SDS ilave edildi. Jel, 30
dakika boyunca (%50 propanol +% 10 TCA +% 40
distile su) ihtiva eden ¢6zeltide stabilize edildi. 1/1
oraninda enzim ¢ozeltisi, SDS ile muamele edilerek 20
pg olacak sekilde tarak bosluguna enjekte edildi.

Marker olarak ise Page Ruler™ Protein Ladder,

Fermentas; 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60 kDa
kullanildi. Orneklerin yiiriitiilmesi icin elektroforez
islemi baglatildi. Tankin kapagi kapatilarak, uUstte
katot (-) altta anot (+) olacak sekilde gii¢ kaynagina
baglandi. Once 80 voltta yarim saat ve daha 150
voltta 4-5 saat boyunca numunenin hizli kosmasi
saglandi. Elektroforez tankindan gikarilan jel (%50
metanol + % 10 asetik asit icinde % 0.1 Coommassie
Brillant Blue R-250 sollisyonunda) yaklasik 2 saat
boyunca boyandi. Sonra yikama islemi protein
bantlari berrak olana kadar (% 50 metanol +% 10
asetik asit +% 40 distile su) solusyonu

gerceklestirildi (11,12).

icinde

Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
¢ozeltilerdeki protein miktari tayinleri bu yontemle
belirlendi. Bu yontem; fosforik asitli ortamda
proteinlerin coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile
kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de
maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanir. Bu
yontemin diger protein tayin yontemlerinden Ustlin
tarafi, ¢ok kisa slrede uygulanmasi, bozucu
faktorlerin pek s6z konusu olmamasi, protein-boya
kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pug arasindadir (13,14).

6PGD Enziminin Aktivite Tayini

Aktivite 6l¢lim ¢alismalarinda, reaksiyon sonucu
olusan NADPH g6z 6niine alinir. 340 nm’de NADPH
maksimum absorbans verdiginden enzimin aktivitesi,
bu dalga boyunda ve 25°C’de NADP* nin indirgenmesi
sonucu olusan NADPH’in spektrofotometrik metotla
sonucu ifade

absorbsyon  artisi olculdigu

edilmektedir (9,15).

Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesine etki eden faktorlerden biri
sicakhk parametresidir. Enzimin aktivitesinin en fazla
oldugu sicakliga “optimum sicakhk” denir. Optimum
sicakhk inklibasyon siiresine ¢ok bagimhdir.
inkiibasyon siiresi ne kadar uzatilirsa optimum

sicakhkta ayni sekilde diiser. Optimum sicaklik tayini
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icin 20-70°C arasinda, sabit pH (7.5)’da 0.1 mM Tris-
HCI tamponu kullanilarak 10 dakika inklbatorde
bekletilerek aktivite tayinleri yapildi (16).

Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Bir enzimin reaksiyonu en fazla hizlandirdig
pH’ya “optimum pH” denir ve pH enzim Uzerindeki
iyonize olabilen gruplarin yiklerini degistirerek enzim
aktivitesini etkiler. Optimum pH disinda hiz azalir ve
belirli bir pH’da enzim tamamen inaktif hale gelir ki
bu pH’ya “izoelektrik pH” denir. 0.1 mM Tris-HCI+0.5
mM EDTA tampon’unun pH’si 4 ile 12 arasinda
degistirilerek sabit sicaklikta (25°C) aktivite tayinleri
yapildi (11).

Enzim in vitro ilag Calismalari

Calismalarda en uygun bes farkli substrat
konsantrasyonu, substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak
6n denemelerle belirlendi. Yine ayni sekilde her bir
substrat konsantrasyonu igin en uygun 3 sabit
inhibitdor konsantrasyonu inhibitor stok cozeltileri
kullanilarak 6n calismayla tespit edildi. Daha sonra
Van Kedisi eritrositinden saflastirilan 6PGD enzimi
icin Ug¢ farkl inhibitdor konsantrasyonunda V-[S]
degerleri belirlenerek her bir inhibitor igin ayri ayn
Lineveawer-Burk grafikleri degerleri

belirlendi (17).

cizilerek Ki

BULGULAR

Van Kedisi eritrositinden 6PGD enzimi 2',5'-ADP

Sepharose 4B afinite jel kromatografisi ile

saflastirildi. Enzim aktivitesi tayini yapildi. Enzim 1787
kat saflastirildi. Spesifik aktivite 3.86 U/mg olarak
bulundu ve enzim %48 saflastirilmis oldu. Sonuglar
ise Sekil 1’de gosterildi.
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Sekil 1. Van Kedisi eritrosit 6PGD enziminin

saflastirma grafigi.
Figure 1. Purification graph of Van Cat erythrocytes
6PGD enzyme.

Numuneye ait protein ve aktivite degerleri
hesaplanarak saflastirma tablosu ise Tablo 1'de

verilmistir.

Tablo 1. Van Kedisi 6PGD enziminin saflastiriimasi sonuglari.
Table 1. Purification results of Van Cat erythrocytes G6PG enzyme.

Saflastirma Toplfam Toplam Toplla.m Spe15|‘f|k . Saflastirma
Basamaklari Hacim Protein Aktivite Aktivite Verim (%) Katsayisi
(ml) (mg) (EV) (EU/mg)
Hemolizat 100 1861.5 4.03 1.125 100 1
2'5' -ADP
Sepharose 4B 10 0.5 1.93 3.86 48 1787

Degisik sicakliklarda gercgeklestirilen aktivite tayin

calismalari Tablo 2’de verilmistir. Buna gére enzimin

aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik 50°C olarak

belirlendi.
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Tablo 2. Enzim aktivitesinde sicaklik etkisi.
Table 2. Effect of temperature on the enzyme activity.

(°C) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 70
%Ak 16.6 27.7 44.4 55.5 61.1 66.6 100 70 55.5 5.5
Enzimin pH degisimine karsi gosterdigi araya getirilmistir. Enzim aktivitesi, birka¢ pH

davranislardan elde edilen sonuglar Tablo 3’de bir

degerinde ol¢lldugi zaman optimum pH 8.0 olarak

gozlenmistir.
Tablo 3. Enzim aktivitesinde pH etkisi.
Table 3. Effect of pH on the enzyme activity.
pH 4.5 5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 11
% Ak 0 18.1 27.2 36.3 45.4 81.8 100 90.9 72.7 63.6 54.5 0
M 1 2
Ll Her bir proteinin olusturulan standart grafikten
200 —=—
saflastirilan 6PGD enziminin molekil agirligi 52602
150 —=s Da olarak bulundu. Sekil 2 elektroforez sonug
120 ——s fotografinda kullanilan protein molekil agirliklar
Marker (M), 1 ve 2 numarali kuyucuklarda ise
100 —Soe . saflagtirilan 6PGD enziminin SDS-PAGE bantlari
85 —+ 9 bulunmaktadir.
Degisik ilaglarin Iso ve Ki degerleri belirlenirken;
70— uygun seyreltilmis enzim Uzerine degisik ilaglardan 5
farkl konsantrasyonda ilave edildi. ilave edilen
60 —u ol inhibitér sonrasi enzim aktiviteleri hesaplandi. %
“ ———— -

Sekil 2. Enzimin SDS-PAGE bantlari (Marker (M): Page
Ruler™ Protein Ladder, Fermentas; 200, 150, 120,
100, 85, 70, 60 kDa).

Figure 2. SDS-PAGE bands of enzyme (Marker (M):
Page Ruler™ Protein Ladder, Fermentas; 200, 150,
120, 100, 85, 70, 60 kDa).

Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden her bir
ilacin Iso degerleri hesaplandi. Bu ilaglarin Ki degerleri
ise; kinetik calismanin bu asamasinda her bir ilag igin
inhibitorin 5 farkli konsantrasyonunda calisildi.
Sonuglar Lineweaver-Burk grafigine donisturalda.
Grafikten inhibisyon tirl belirlendi ve ilgili formiil
kullanilarak Ki degerleri hesaplandi ve Tablo 4’de

verildi.

191



Van kedisi’nden 6-Fosfog...

Kilig ve Karatag

Tablo 4. Van Kedisi eritrosit 6PGD enzimi i¢in Ki degerleri ve inhibisyon tipleri.
Table 4. The Ki values and inhibition types for of Van Cat erythrocyte 6PGD.

Inhibitor n Ki Medium Inhibition Type
Ki Values

3x103 M 0.39 mM

Netilmicin siilfat 6x103 M 0.35mM 3.9x10 mM Noncompetitive
9x103 M 0.43 mM
20x103 M 0.16 mM

Ampicillin 25x103 M 0.15mM 1.5x10' mM Noncompetitive
35x103 M 0.14 mM
20x103 M 0.3 mM

Amoxicillin 30x103 M 0.45 mM 5x10 mM Competitive
40x103 M 0.75 mM

TARTISMA ve SONUC yapilan bir ¢alismada 52 kDa, Ohara ve ark.(22)

Biyokimyasal reaksiyonlari katalizleme gérevini

yerine getiren enzimlerin  saflastirimasi  ve
nitelendirilmesi diger ¢alismalar icin bir 6n basamak
niteligi tasimaktadir. Bu nedenle belirli kriterlere gore
saflastirma stratejisi belirlenmelidir. Temel kriter en
disuk maliyetle, en ylksek saflik ve enzim aktivitesi
elde etmektir. Bunlara goére de diger basamaklar
dizenlenir.

Yapilan galisma sonucu Van Kedisi eritrositinden
saflastirilan 6PGD enziminin saflastirma orani 1787
kat olarak belirlendi. Beydemir ve ark. (11) tarafindan
yapilan ¢alismada ise 2-5 ADP Sepharose-4B dolgu
maddesini kullanilarak afinite kromatografisi ile rat
eritrositinden saflastirma orani 2575 kat’lik bir
saflastirma gercgeklestirmistir. Baska bir calismada da
insan beyninden saflastirilmasinda bu oran 400 kat
bulunmustur (18). Demir ve ark. (19) tarafindan
yapilan bir diger calisma maydanoz yapraklarindan
DEAE-Sephadex A50 iyon degisim kromatografisi ile
saflastirlmasinda ki oran 339 kat bulunmustur.
bir

yapraklarindan saflastirlan 6PGD’nin saflastirma

Ayrica yapilan diger calismada ispanak
orani ise 1000 kat olarak bulunmustur (20).
Elektroforez galismalarindan elde edilen protein
bandi bir monomeri gosterdiginden koyun kaynakh
6PGD enziminin elde edilen agirlik degeri bir tek

monomerin agirhgidir. Ceyhan ve ark. (21) tarafindan

tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise 32.8 kDa
olarak bulunmustur. 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz
enziminin molekdl agirhigi, standart karisimindaki son
3 proteinin standart degerlerine gbére 52602 Da
bu

literatirlerle uyum halinde oldugu gorilmektedir.

olarak bulunmustur. Bulunan miktar ise

6PGD enziminin aktivite tayini yapildi (9). Bu
yontemle prensip olarak reaksiyon ortaminda 6-
Fosfoglukonat’in, D-Ribuloz-5-Fosfat’a donisiimii
NADPH’In 340

spektrofotometrik olarak verdigi absorbans farkinin

esnasinda  olusan nm’de
Ol¢limiine dayanir. Birim zamanda NADPH’a doniisen
NADP* miktari hesaplanarak, 6PGD enziminin spesifik
aktivitesi 3.86 EU/mg protein olarak belirlendi.
Kinetik calismalar da 25°C élciimleri gerceklestirildigi
halde, optimum sicakligin belirlenmesi icin yapilan
50°C

belirlenmistir. Bu farkin materyalden kaynaklandigi

¢alismalarda, optimum  sicaklik olarak
duslincesindeyiz. Clinkl, Beydemir ve ark. (11) rat
eritrositinde yaptiklar ¢alismada optimum sicakligin
45°C oldugunu rapor etmektedirler. Yine bu sicaklik,
Demir ve ark. (16) tarafindan maydanoz yapraklariyla
yapilan calismada ise 50°C, Erat (23) tarafindan
yapilan baska bir ¢alismada ise optimum sicakligin
602C oldugu belirtilmektedir.
Optimum pH’nin  belirlenmesi igin yapilan
8.0 olarak

belirlenmistir. Beydemir ve ark. (11) rat eritrositinde

deneylerde, optimum pH degeri
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yaptiklari galismada optimum pH’y1 7.0, Demir ve ark.
(19)
optimum pH’yi

ise
Bu

yapraklariyla cgalistiklarinda
8.0 olarak

calismamizin sonuglar diger g¢alismalarla blylk bir

maydanoz

saptamiglardir.

uyum icinde oldugu gorilmistir.
6PGD

etkisini arastirmak amaciyla piyasada yaygin olarak

Saflastirilan enzimine inhibitorlerin
kullanilan 3 antibiyotik tercih edildi. Bu antibiyotikler

Netilmicin sidlfat, Ampicillin  ve Amoxicillin’dir.
Bunlarin Iso degerleri ise sirasiyla; 5.13 mM, 24.66
mM ve 15.57 mM’dir. Ki degerleri ise sirasiyla;
3.66x102 mol*dak?, 1.4 x10"2 mol*dak™ ve 4.5 x10?
moltdak?

inhibisyon etkileri Iso degeri olarak literatiirlerde

olarak belirlendi. Genellikle ilaglarin
verilir. 6PGD enzimi igin literaturlerde birgok kinetik
galisma mevcuttur. Ornegin tavuk karacigerinde
yapilan bir calismada NADP* igin Iso degeri, 2.751 mM
(24).
kullanilan ilaglarda Iso degerleri, Cefepime igin 4.213
mM, Penicilin G igin 161.162 mM, Gentamicin siilfat

oldugu tespit edilmistir Rat eritrositinde

icin ise 4.932 mM oldugu bulunmustur (15).
Buna gore c¢alismamizda kullanilan ilaglarin
6PGD enzimi Uzerindeki inhibisyon etkilerinin Iso

degerlerine gore biylkten kiiclige dogru siralanisi;

Netilmicin  sulfat, Ampicillin  ve  Amoxicillin
seklindedir.
Bulunan sonuglara goére kullanilan ilaglar

uygulanmadan 6nce 6PGD eksikliginin olup olmadigi
Ozellikle  6PGD

eksikliginde bu ilaglarin kontrolstiz kullanimi tehlikeli

arastirllmasi  gerekmektedir.
olabilir. Ayrica enzimi inhibe eden bu ilaglar bagka

enzimlere de etki edebilecegide diistintlmelidir.
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Abstract: In the present report, clinical, pathological, and cytogenetic examinations of a one-day-old male German Holstein
calf with atresia ani, hypospadia and rudimentary external genitalia (HYP-AA) and a six-months-old male German Holstein
calf with hypospadia and rudimentary external genitalia (HYP) are presented. In the first case (HYP-AA), an anal orifice was
missing. The urethra opened in the perineum. Consequently, the inguinal region was infiltrated with urine. A secondary
finding was a vesicle at the anal area with a diameter of approximately 10 cm. Histopathological examination of the anal area
of the HYP-AA-calf showed a necrotizing dermatitis with multifocal acute bleedings and diffuse oedema. In addition, an
interstitial pneumonia and urethritis were identified. In the clinical examination of the second case (HYP), a penile and
preputial aplasia, an incomplete ventral covering by skin and a bifid scrotum were found. Histopathological examination of
the HYP-calf revealed a urethritis with epithelial hyperplasia in the urethra and a follicular hyperplasia of the lymph nodes.
The HYP-calf had normally developed testicles. However, there was no active spermatogenesis. The inbreeding coefficient
for the HYP-AA-calf was 0.684% and for the HYP-calf 5.273% and both affected calves had one ancestor in common, a Holstein
bull used in artificial insemination. In conclusion the congenital anomalies of the two cases might be due to mutations
transmitted by the common ancestor.

Keywords: Atresia ani, Congenital anomaly, Hereditary, Hypospadia, Rudimentary external genitalia.

Iki Alman Holstayn Buzagida Atresia Ani, Hypospadia ve Gelismemis Dis
Genital Organlar Olgusu

Oz: Bu raporda, klinik, patolojik ve sitogenetik muayenelerinin yapildigi Atreziya ani, hypospadia ve gelismemis dis genital
organlar ile karakterize bir glinliik erkek Alman Holstayn buzagi (HYP-AA) ile Hypospadia ve rudumenter dis genital organlar
ile karakterize alti aylik erkek bir Alman Holstayn buzagi (HYP) sunulmustur. ilk olguda (HYP-AA) aniis olusmamusti. idrar yolu
perineuma agilmisti; bunun sonucu olarak, kasik bélgesinden idrar siiziiliiyordu. ikinci bulgu olarak, yaklasik 10 cm'lik bir capa
sahip olan anal bolgede bir vezikil olusumu vardi. HYP-AA-nin anal bolgesinde yapilan histopatolojik incelemede multifokal
akut kanama ve yaygin 6demli nekrotizan dermatit odaklar gorildi. Klinik olarak, interstisyel pnémoni ve Uretritis tespit
edilmistir. ikinci olguda ise (HYP), bir penil ve prepusyal aplazi, ventral tarafi deri tarafindan kaplanmamus bifid skrotum olgusu
gorilda. HYP-nin histopatolojik incelemesinde lretra epitelinde hiperplazi ve lenf nodularinda folikiiler hiperplazi ve Uretritis
gozlemlendi. HYP-nin testisi normal gelismis, ancak aktif spermatogenez goriilmedi. HYP-AA igin akrabalik katsayisi % 0.684
ve HYP-igin % 5.273 ve her iki buzaginin babalari ortakdi. Sonug olarak iki olguda da meydana gelen konjenital anomaliler
ortak boga tarafindan iletilen mutasyonlara bagh olabilir.

Anahtar Kelimeler: Atreziya ani, Hypospadia, Kalitsal, Konjenital anomaly, Rudumenter dis genital organlar.
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University of Veterinary Medicine Hannover, Institute for Animal Breeding and Genetics, Hannover, GERMANY.
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INTRODUCTION

C ongenital defects are structural or/and
functional abnormalities that are present at
birth. The frequency of congenital defects in cattle
was estimated to be at 0.25% (1). Rectal anomalies
have been reported in cattle as the most frequent
inborn anomalies of the gastrointestinal system (2).
Atresia of the intestine can be localized in the ileum,
colon, rectum, or anus (3-5). Atresia ani is
characterized by perineal bulging and absence of an
anal opening. This anomaly is a common birth defect
in cattle and is often accompanied by other
congenital defects of the digestive, urogenital tract
(6-9) or other organs (4,5). Based on varying degrees
of dysgenesis or agenesis of the rectum and anus,
atresia ani in cattle can be categorized into four types
(9). Type 1 involves the development of a relatively
normal rectum and a patent but stenotic anus. Type
2, or imperforate anus, is characterized as a rectum
that ends in a blind pouch without development of
an anus. In most cases the rectum is properly formed
but the anus is covered by a thin membrane of skin.
Type 3 is characterized by formation of a blind pouch
in the proximal rectum and absence of an anus. Type

4 is described by the formation of a blind pouch in

Table 1: Review of single cases of hypospadia in cattle.

the proximal rectum and a normally developed anus.
Intestinal atresia has been reported for various cattle
breeds such as Holstein, Ayrshire, Charolais, Swedish
Highland, Jersey, Maine Anjou, and Shorthorn breeds
(3,7,10-13). The pattern of inheritance in cattle is still
unclear (3,7). Congenital anomalies of the urinary
system are rarely observed in cattle even, so a wide
variety of malformations could be encountered (1).
Hypospadia is an imperfect closure of the external
male urethra (14) with dribbling of urine in the
inguinal region. This abnormality can be observed as
a glandular, penile, scrotal, and perineal imperfect
closure of the urethra (14,15). Hypospadia is the
second most common congenital abnormality of the
urogenital system after cryptorchism in humans (16)
but appears rarely in animals (15,17). Further defects
associated with hypospadia are cryptorchism, atresia
ani, bifid
omphalophlebitis (Table 1). Herzog (14) suggested

scrotum, penile aplasia and

multifactorial  genetic, endocrinological and
environmental factors to cause this malformation. In
a study on rats, Uda et al. (18) assumed defects in
androgen metabolism and/or androgen receptors

which may lead to this congenital deformity.

Tablo 1. Sigirlarda tekli hypospadia vakalarinin literatlr taramasi.

Reference Breed/sex Age Type Urogenital anomaly Other anomalies
Korean/m 2-3 scrotal penile aplasia, L.Jnllateral none
weeks cryptorchism
Alam et al. Korean/m 2-3 erineal penile aplasia, unilateral none
2005 weeks P cryptorchism
2-3 . penile aplasia, unilateral
Korean/m perineal : none
weeks cryptorchism
Torres et al serotal, atresia ani and recti
2013 Nelore/m 1 days ar)al, bifid scrotum omphalophlebitis
perineal
Pamuk et al. _ . pe_'n//e and prepu_t/a/ aplasia,
2010 Simmental/m  1ldays perineal rudimentary left kidney and left none
urethral anomaly
Abd-El Hady 5
and EI-Din crossbreed/f penile penile and preputial hypoplasia none
onths
2014
Kumi-Diaka Bunaji/m 1 day scrotal bifid scrotum, preputial aplasia atresia ani
and Osori . atresia ani, imperforated
1979 Bunaji/m 1day left ear
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The objective of the present report was to
describe a case of hypospadia in a six months old
male German Holstein calf and a case of atresia ani
and hypospadia in a one-day old male German
Holstein calf associated with rudimentary external
genitalia using clinical, histological, pathological, and
cytogenetic examinations as well as pedigree

analyses.

CASE REPORT
Case History

A case of atresia ani (HYP-AA) and a case of
hypospadia (HYP) were notified in Holstein calves on
dairy farms. The male HYP-AA affected calf was born
after full term gestation in July 2009 (Figure 1A). At
the age of one day, the HYP-AA-affected calf and at
the age of six months the HYP-affected calf were
transferred to the Institute for Animal Breeding and
Genetics,
Hannover (Figure 2A). The dam of the HYP-affected

University of Veterinary Medicine

calf gave birth to one healthy calf before. Both farms

were free of bovine viral diarrhoea (BVD) virus and
bovine herpes virus type 1 (BHV1).

Clinical Signs

The present HYP-AA-case had no anal opening
(Figure 1A). There was a long subcutaneous skin
groove extending from the perineal region towards
the penis and rudimentary external genitalia (Figure
1B, 1C). The behaviour of the affected calf was very
calm. The rectal temperature was markedly lowered
(35.4°C). Furthermore, bradycardia (76/min) and
hypopnea (15/min) were observed. The calf died a
few minutes after clinical examination.

The HYP-case skinned an opening of the urethra
in the perineal region below the anus. The animal
was at good health. The animal showed an internal
body temperature of 38.5°C, a heart rate of 80 beats
per minute and a normal respiration rate of 25 per

minute. After six month the calf was slaughtered at a
weight of 150 kg.

Figure 1. A: Holstein calf affected by atresia ani and hypospadia(HYP-AA). B: Type 2 atresia ani with a missing
anal orifice. C: Hypospadia (a), penile and preputial aplasia (b). D: Preparation of the testicles, urinary tract and

bladder.

Sekil 1. A: Atrezia ani ve Hypospadidan etkilenmis Holstayn buzagi (HYP-AA). B: Anal deligi olusmamis Tip 2
atreziya ani. C: Hypospadia (a), penil ve prepusyal aplazi (b). D: Testisler, idrar yollari ve mesane gorinimda.
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Figure 2. A: Holstein calf affected by hypospadia (HYP). B: Ventral area of the urethra of the present case with
the perineal area (1), scrotal area (2) and penile area (3). C: Penile and preputial aplasia (1).

Sekil 2. A: Hypospadiadan etkilenmis Holstayn buzagi (HYP). B: Olgunun Uretrasinin ventral alaninin perineal (1),
skrotal (2) ve penil (3) bolgesi. C: Penil ve prepusyal aplazi (1).

Necropsy Findings

The anal subcutaneous skin of the HYP-AA-
affected calf showed a severe purulent necrotizing,
focal dermatitis and a diffuse oedema (Figure 1B).
The penis was located 3 cm cranial to the genital
region (Figure 1C). In this area there were 3 ducts.
The medium duct ended at a diameter of about 3 cm

and was in the digestive diverticulum, which showed

multiple, subepithelial, petechial haemorrhages. The
second duct ended anterior to the anal region in a
skin opening, which was approximately 10 cm long
and presented as a diffuse drain channel in the skin.
At the end of the drain channel skin flaps of
approximately 3 cm were in a rudimentary trained
prepuce. The third duct was surrounded by
connective tissue and could be traced to the

preputial area. The atresia was approximately 10 cm
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cranial to the anus and showed an engorgement of
meconium in the descending colon and rectum. The
cecum showed a clockwise torsion by 180° with

prominent haemorrhagic infarction of the mucosa

(Figure 3A). In the lungs of the present case a low
acute diffuse congestion hyperaemia was observed.
Furthermore, a little to medium grade pneumonia

was detected (Figure 3B).
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Figure 3. Necropsy of the Holstein calf affected by atresia ani and hypospadia (HYP-AA). A: Clockwise torsion of
the cecum by 180° with prominent haemorrhagic infarction of the mucosa. B: Congestion hyperaemia and
alveolar and interstitial pneumonia and oedema in the lungs of the present case.

Sekil 3. Atrezia ani ve hypospadidan etkilenmis Holstayn buzaginin nekropsisi (HYP-AA). A: Mukozanin belirgin
hemorajik enfarktiisui ile karakterize cecum’un saat yoniinde 180 ° dénmesi. B: Mevcut olgunun akcigerlerinde
hiperemik bir goriinti ile alveolar ve interstisyel pnémoni ve 6dem olusumu.

Histopathological Findings

After necropsy of both calves, tissue samples
were fixed in 10% buffered formalin, dehydrated in
alcohol series, and embedded in paraffin paraplast
mixture for histopathological analysis. The paraffin
block sections (2-3um) were prepared using a rotary
microtome with integrated Super frost/Plus slides
and stained mechanically in a colour machine (Leica
ST 4040, Nussloch) with Hematoxylin-Eosin (HE). The
tissue of the anal area showed a severe, necrotizing
dermatitis with multifocal acute bleeding and a
diffuse oedema. In the umbilical artery a severe,
inflammation was

fibrino-purulent periarterial

observed. The lungs showed a medium-grade
alveolar oedema, a low-grade interstitial oedema
and a mild, multifocal, interstitial pneumonia. In the
urethral diverticulum the transitional epithelium of
the lamina propria was oedematous. The urethra
showed a purulent urethritis with a severe, ulcerative
dermatitis and development of granulation tissue.
tract of the HYP-affected calf

endeavoured a histopathological examination. The

The urogenital

closed part of the urethra showed a moderate
At the

transition of the closed to the open part of the

multifocal lymphohistiocytic urethritis.
urethra cutaneous mucosa was observed. On the

open part of the urethra, a moderate epithelial
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hyperplasia was detected. The testicles were
normally developed. However, there was no active
spermatogenesis. The regional lymph nodes showed
a low-grade follicular hyperplasia.

Virological Findings

The blood samples were tested for bovine viral
diarrhea (BVD) virus antigen (Ag) by ELISA (cooker
check BVD Ag/Serum Plus, IDEX Laboratories) and for
BVD virus antibody (Ab) (cooker check BVDV Ak, IDEX
Laboratories) at the Institute for Virology. The
virological results of the present cases were negative
for bovine herpesvirus 1 (BHV-1), bovine viral
(BVD) virus,

parainfluenza virus 3.

diarrhea bluetongue virus 8 and

Pedigree Analysis

The six prior generation pedigree data of the

calves were analysed using the program Opti-Mate,

version 3.81 (19). The dam of the HYP-AA-calf gave
birth to eight healthy calves before. There were no
cases of atresia ani or hypospadia before in this herd.
All heifers and cows had been bred by artificial
insemination (Al). The sire of the HYP-AA-calf was an
Austrian Red Holstein Al-bull. The
coefficient for the AA-calf was 0.684% due to a
common ancestor on the maternal and paternal side.
The dam of the HYP-calf gave birth to one healthy calf

before. The farm had no cases of hypospadia or other

inbreeding

anomalies before. The inbreeding coefficient for the
HYP-calf was 5.273% due to a common ancestor on
the maternal and paternal side. Using pedigree
records, we traced the on the paternal side two
affected calves to one common ancestor, a common
Holstein Al-bull. The sires of both affected calves had
this Holstein bull as common paternal grandsire

(Figure 4).

AA

HYP

Figure 4. Pedigree of the calves affected by atresia ani and hypospadia(AA) and affected by hypospadia (HYP).

GS=Grandsire

Sekil 4. Atreziya ani ve hypospadia (AA) 'dan etkilenen ve hipospadiya (HYP)' dan etkilenen buzagilarin pedigrisi.

GS = Blyikata
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Chromosomal findings

Cytogenetic analysis was performed by

standard methods from blood Iymphocytes.
Metaphase spreads were prepared from fibroblast
G banded,

arrangement of the chromosomes in the karyotype

cultures, and Giemsa stained. The

corresponds to the international nomenclature
Chromosome
2000). The
cytogenetic results of both calves revealed no

the

(International System for

Nomenclature of Domestic Bovids,
discernible difference in number  of
chromosomes. The calves showed normal karyotypes

of male cattle with 2n= 60,XY.

DISCUSSION and CONCLUSION

The inborn anomalies the two calves had in
common were hypospadia, a rudimentary penis and
a rudimentary preputium as well. Both calves could
be traced back to a common ancestor, a Holstein bull
used in artificial insemination (Al).

The hypospadia of both affected calves could be
classified as penile, scrotal, and perineal form due to
its extension. Hypospadia appears most often in
dogs, goats, and sheep. In contrast, in cattle
hypospadia occurs only infrequently (0.46%) (20). In
men, mutations in the genes HOX, FGF, WT1,
MAMLD1, SRD5A2 and AR seem to be associated
with hypospadia (21). In cattle, a recessive mode of
inheritance had been assumed (14).

The common Holstein Al-bull used in artificial
breeding may be associated with the development of
the condition of hypospadia. The formation of
urogenital anomalies was reported to be caused by
chromosomal anomalies (22). In contrast to the
results of Rousseaux and Ribble (22), the calves of the
present report showed normal male karyotypes of
2n=60,XY.

Congenital anomalies have been rarely
described after in vitro-production (IVP) of embryos
in cattle. In a study on more than 2000 calves, King et
al. (23) found two calves with kidney failure,
hydrocephalus, abnormal hearts, and cerebellar
aplasia. In the HYP-AA-affected calf from IVP, atresia
ani with hypospadia and rudimentary genital organs

were diagnosed. Other authors described the

presence of atresia ani and an underdeveloped
preputium and scrotum in calves born after cloning
(24,25).

Based on the scheme according to Loynachan et
al. (9), type 2 atresia ani was diagnosed in the HYP-
AA-case. Clinical signs of atresia ani seen in the HYP-
AA-affected calf
distension, decreased suckle reflex (3,26) and no

including anorexia, abdominal
passing of meconium or faeces were consistent with
previous reports. The most frequently encountered
urogenital abnormalities in calves are hypospadia,
(7-9).
Hypospadia is a congenital defect of the urethra that

hermaphroditism and penile agenesis
involves an abnormally positioned urinary meatus.
Dependent on the anatomical localization of the
urethral opening this condition is classified as anal,
perineal, scrotal, or penile hypospadia. In men,
hypospadia is usually of the penile type, whereas in
cattle the perineal and scrotal hypospadia occur most
frequently.

The reports on hypospadia or atresia ani in
cattle are most often dealing surgical treatment. This
is the first study in cattle on two inbred cases with
hypospadia and related through a common ancestor
used in Al. Therefore, hereditary factors may be

involved in hypospadia.
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Oz: Endoskopi bircok hastaligin tani ve sagaltiminda yararlanilan énemli bir yéntemdir. Endoskopi “i¢ baki” anlamina gelir.
Surlingen endoskopisi ilk kez 1983 yilinda tanimlanmig ve ilk kullanimi Kuzey Amerika’da bildirilmistir. Ginimuzde 6zellikle
cerrahi hastaliklarin tani ve sagaltimlarinda, miimkiin oldugunca invaziv olmayan endoskopik yontemlerin kullaniimasi 6nem
kazanmstir. i¢ organlar, endoskopik gériintiileme ile net bir sekilde gériilir. Laboratuvar analizleri igin gerekli érnek ve
biyopsiler kolaylkla alinir. Ayni zamanda, endoskopik girisin kapatilmasinda tek bir kas ve deri dikisi ya da doku yapistiricisi
kullanilmasi yeterli olur. Ayrica iyilesme siiresinin kisalmasi da biyUk bir avantaj olarak degerlendirilir. Endoskopik muayene
rijit ya da fleksibl endoskoplar ile yapilir. Buamag ile kamera, monitor ve isik kaynagi kullanilir. Kaplumbagalarda endoskopinin
en yaygin kullanim alanlarindan birisi cinsiyet tayinidir. Bunun yani sira, kaplumbagalarda en ¢ok kullanilan endoskopik
girisimler pulmonoskopi, 6zefagoskopi, gastroskopi, sdloskopi ve kloakoskopidir. Bu derlemede kaplumbagalarda cerrahi
hastaliklarin tani ve sagaltimlarinda en yaygin kullanilan endoskopik girisimler ele alinmistir. Boylelikle tGlkemizde kaplumbaga
ya da diger egzotik hayvanlara olan ilginin artirilmasi, endoskopik girisimler hakkinda meslektaslarimiza bilgi sunulmasi ve
hekimligimiz uygulama alanina bu yontemin yerlestirilmesi amaglanmistir.

Anahtar Kelimeler: Endoskopi, Kaplumbaga.

Endoscopic Applications in Turtles

Abstract: Endoscopy is an important method used in the diagnosis and treatment of many diseases. It means looking inside.
Reptiles endoscopy identified for the first time in 1983 and the first use is reported in North America. Nowadays, especially
diagnosis and treatment of surgical disease, as much as possible using non-invasive endoscopic methods have gained
importance. Internal organs are seen with endoscopic imaging clearly. Samples necessary for laboratory analysis and biopsies
are taken with easly. At the same time, in the closure of endoscopic entry, the use of a single muscle and skin suture or tissue
adhesive is sufficient. In addition to shortening the healing time is considered as a big advantage. Endoscopic examination is
made with rigid or flexible endoscopes. For this purpose camera, monitor and light source are used. One of the most
widespread use of endoscopy in turtle is sex determination. Besides, the most widely used endoscopic procedures in turtle
is pulmonoscopy, esophagoscopy, gastroscopy, coelioscopy and cloacoscopy. In this review, diagnosis and treatment of
surgical diseases in turtles is considered the most widely used in endoscopic procedures. Thus, in our country, increasing
interest in turtles or other exotic animals, to present information to our colleagues about endoscopic procedures and
veterinary medicine is intended to be placed on the application of this method.

Keywords: Endoscopy, Turtle.
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Sezer ve Giizel

GiRIS
E ndoskopi birgcok hastaligin tani ve sagaltiminda
bir

Glnimuzde egzotik hayvanlara duyulan ilginin hizla

yararlanilan onemli yontemdir.

artmis olmasi, veteriner hekimlerin bu alanda da

yetkin  olmasi  gergegini ortaya ¢ikarmistir.

Kaplumbagalarin gerek ev ortaminda beslenmeleri
gerekse bu hayvanlarin nesillerinin  korunmasi
amaciyla yapilan girisimler, onlarin saglik durumlari
ve hastaliklarina yonelik sagaltim ¢alismalarina olan
Ozellikle

sagaltimlarinda,

ihtiyaci  ortaya  gikarmistir. cerrahi

hastaliklarin  tani ve mumkin
oldugunca invaziv olmayan endoskopik yontemlerin
kullanilmasi 6nem kazanmistir (1-3).

Endoskopi terimi, Latince endo “i¢” ve skopi
“baki” kelimelerinden olusur ve “i¢ bakl” anlamina
gelir. i¢c baki ile tani konulmasi aslinda yeni bir
uygulama degildir. Elde edilen ilk tarihi verilere goére,
Hipokratin (MO 460-377) spekulum rektal

muayene yaptigl anlasiimaktadir. Profesér Harold

ile

Hopkins tarafindan (1966) rod-lens teleskoplar ve
fiberoptik 151k kaynaklarinin Gretilmesi ile daha
kaliteli goriintuler elde edilmis ve gelisim devam
ederek glinimiize gelinmistir (4,5).

Stringen (reptil) endoskopisi ilk kez 1983
yilinda tanimlanmis ve ilk kullanimi Kuzey Amerika’da
bildirilmistir (6).

Endoskopinin geleneksel cerrahi yontemlere
gore avantajlarini; i¢ organlarin net bir sekilde
laboratuvar analizleri

gorilebilmesi, icin gerekli

ornek ve biyopsilerin minimal invaziv cerrahi

yontemle  alinabilmesi, hastaligin ~ tanisinin
kesinlestirilmesi ve daha kiigiik bir ensizyon ile gerekli
sagaltimin yapilabilmesi olusturur. islem kiigiik bir
doku

iyilesme siresi de oldukga kisalir (7,8).

acikligindan  yapilabildiginden,  hastanin

Kaplumbagalarda endoskopinin

endikasyonlarini; ploroperitoneal boslugun
laparoskopik incelenmesi (sdloskopi), gastroskopi,
kloakoskopi, st solunum vyollarinin incelenmesi
(pulmonoskopi), orsidektomi, bobrek muayenesi,

salpingektomi, salpingotomi, vajina, kloaka ve Griner

keseden yumurtanin uzaklastirilmasi ile cinsiyet
tayini olusturur (9-11).

Endoskopi sirasinda ya da sonrasinda, nadir
olmakla birlikte, bazi komplikasyonlar gelisebilir.
Sepsis, iatrojenik idrar kesesi rupturu, ¢ok geng
hayvanlarda cinsiyet ayriminin dogru yapilamamasi,
uygulanan teknigin ya da ekipmanin yetersiz olmasi
ve tecribeye bagh olumsuzluklarla karsilasilabilir

(12).

Endoskopik Muayene igin Gerekli olan Alet ve
Malzemeler

Endoskopik cerrahi uygulamalar igin teleskopik
lens sistemi, ksenon stk kaynagi, viicut bosluklarina
giris ve gerekli cerrahi miidahaleleri yapabilmek igin
endocerrahi aletlerine ihtiyag vardir. Endokamera ve
video monitor sisteminin bulunmasi, daha iyi gorintu
alinmasini ve kayit yapilmasini saglar (2,13).
da fleksibl
endoskoplar ile yapilir. Fleksibl endoskoplar daha ¢ok

Endoskopik muayene rijit ya
gastrointestinal sistemin muayenesi igin, rijit olanlar
ise soloskopi, Ust gastrointestinal kanal, kloaka,
proktodeum, Ulrodeum, cinsiyet tayini ve idrar
kesesinin goriintilenmesinde kullanilir. Endoskopi
sirasinda yapilacak insuflasyon, irigasyon ya da diger
endoskopik aletlerin viicut bosluklarina girisi igin
koruyucu kiliflar da gereklidir (4,7,14).

Suringenlerin  endoskopik  muayenesinde,
vicut agirliklari 100 gr'in altindaki hayvanlar igin 1,9
mm x 18,5 cm teleskop sistemi (endovideo, kamera,
monitér ve ksenon stk kaynagi) ve 2.8-3.3 mm
operasyon kilifi tercih edilir. Agirliklari 100 grile 10 kg
arasinda olan hayvanlar igin 2.7 mm x 18 cm teleskop
sistemi ve 3.5-4.8 mm’lik operasyon kilifi kullanilarak
bircok endoskopik islem gerceklestirilir. Viicut agirligi
10 kg ve uzerinde olanlarda ise daha buyik
teleskoplar kullanilmasi uygun olur (2,12).

instiflasyon, organ ve lens arasindaki mesafeyi
saglayip, gorusii daha net yapabilmek icin gereklidir.
instflasyon icin sdloma hava, CO,, Laktali Ringer

Sollisyonu ya da tuzlu su verilir. Hava uygulamasi gaz
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embolisine yol acabilir. Bu nedenle daha ¢ok CO> (3-

5 mmHg) vyeglenir. Gerekli cerrahi islemler
tamamlandiktan sonra verilen CO: ya da tuzlu su,
karin boglugundan uzaklastirihr. Aksi takdirde

operasyon sonrasi huzursuzluk, hava embolizmiya da
hastanin azalma
(2,13,15).

irigasyon idrar kesesi, avidukt, kloaka ve mide

hareketliliginde sekillenebilir

gibi ici bosluklu organlarin endoskopik muayenesi
yapilir.  Bu

kullanilmasi,  mukozal

sirasinda serum fizyolojik

daha iyi

amagla
ayrintilarin
gorilmesini saglar (2).

Endoskopi igin kullanilacak alet ve malzemeler
cok pahali ve hassas oldugu icin dezenfeksiyon,
sterilizasyon ve saklanmalarinin dikkatli yapilmasi
o6nemlidir. Bu amacla gaz sterilizasyon ya da soguk
sterilizasyon yontemleri kullanilir ve aletler 6zel
modern

edilirler.  Bazi

edilebilir

kutularinda muhafaza

teleskoplar otoklavda steril ozellikte

Uretilmislerdir (13).

Endoskopi Oncesi Hastanin Degerlendirilmesi

Endoskopi 6ncesi hastanin ilk degerlendirilmesi
anamnez ile baslar. Barinma sartlari ve beslenme
sekli 6grenilir. Suda yasayan turler icin suyun tuzluluk

orani ve pH’sinin uygun olup olmadig arastirilir

(16,17).
Ardindan hastanin genel durumunu
degerlendirmek icin tam kan analizi yapilr.

Kaplumbagalarda kan almak igin kalp, V. jugularis, V.
femoralis, V. bronsiyalis ve V. koksigealis dorsalis,
pleksus brahialis ile postoksipital ve subkarapasiyal
sinls uygun yerlerdir. Bir¢ok tlirde en kolay V. jugular
ve subkarapasiyal sinlisten kan alinabilir (1,18-20).

Kaplumbagalarda bircok faktor, kan
degerlerinin degismesine yol acar. Tir farkhhg, yas,
cinsiyet, yuvalama gibi biyolojik aktiviteler,
hareketsizlik, sezon ve ¢evre kosullari, hemogram ve
kan biyokimyasal degerlerin degismesinde etkilidir.
Hastanin kan sonuglarinin degerlendirilmesinde, bu
faktorlerin dikkate alinmasi 6nemlidir (21,22).

Ag1z boslugundan ya da viicudunun herhangi bir
verinde vyara varsa vyaradan slirintd alinarak,
bakteriyolojik ve mikolojik kontrolleri yapilir. Diskida
ve regurgitasyon larva ve

iceriginde parazit

yumurtalari aranir. Kandan hazirlanan slirme
preparatlarda kan parazitleri olup olmadigi arastirilir.
Anemi, polisitemi, inklizyon  cisimciklerinin
gorilmesi, |0kosit sayisindaki dizensizlikler ve kan
parazitlerinin saptanmasi halinde, genel durumun
dizeltilmesinin ardindan operasyon karari verilir.
Yapilan tim bu muayeneler sonucunda kesin taninin
konulamadigi durumlarda ya da taninin teyit
edilmesine ihtiya¢ duyulmasi halinde endoskopik
muayeneye basvurulur (16,21,23).

Bu tlir hayvanlarda bazi hastaliklarin tanisinda
radyografik incelemelerden de yararlanilir. Ozellikle
rolit, bagirsak tikanmalari, kloakada yumurta ve
yabanci cisim bulunmasi gibi durumlarda radyolojik
Ancak de

endoskopik muayene

inceleme  yararhdir. yine taniy

kesinlestirmek ile
desteklenmelidir (1,4,17).

Operasyon oncesinde genel durumu iyi olmayan

icin

ve kendi kendine beslenemeyen hayvanlarin genel
durumu desteklenmelidir. Bu amagla hastanin elle
beslenmesi gerekebilir. Ancak agiz yoluyla gida

verilmeden  Once  hiperirkeminin meydana

gelmemesi i¢in oral, enteral, subkutan veya

intraperitoneal yolla sivi sagaltimi uygulanarak, sivi-
elektrolit

saglanmalidir. Kaplumbagaya

%2-3’Und

dengesi

verilecek sivi miktari, vicut agirhgin

gecmemelidir (16).

Anestezi

Kaplumbagalara anestezi uygulanmadan once
cevre isisi, dogal yasamindaki sinirlara getirilmelidir.
bu

araliginda en iyi dizeydedir. Endoskopik muayene

Clnkl enzim sistemlerinin fonksiyonlari, ISl

genel anestezi altinda vyapilir. Premedikasyonda

atropin ve diger mukolitik ilaglar kullaniimaz.
Preoperatif analjezi butorfanol (2 mg/kg), alfaksalon
(10 mg/kg) veya meloksikam (0.2-0.4 mg/kg) gibi
ilaglarla saglanir (17,24-26).

Anestezi propofol (3-10 mg/kg, V) / izofloran,
alfaksalon/izofloran ya da tiletamin/zolazepam ve
izofloran kombinasyonlarindan biri ile yapilir. Ayni
zamanda, ketamin (10 mg/kg, iM, 1V) / medetomidin
(0.1 mg/kg, M, V)

anestezinin (lidokain) birlikte kullanilmasiyla da

kombinasyonu ve lokal

sorunsuz bir anestezi elde edilebilir. inhalasyon
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anestezikleri nonrebreathing sistemle verilir (24, 26-
29).

Kaplumbagalarda anestezi monit6rizasyonu,
doppler ve kapnograf yardimiyla saglanir. Hayvanin
vicut sicakhginin sabit tutulmasina ozellikle dikkat
edilir. Bunun igin 1si pedleri ya da UV lambalari ile
inklGbatorlerden yararlanilir. Postoperatif donemde
analjezinin saglanmasi igin damarigci non-steroid
antiiflamatuvar (NSAI) ilaglarin kullanilmasi énerilir

(17,20,27).

Kaplumbagalarda Endoskopinin Kullanim Alanlari

Kaplumbagalarda cerrahi hastaliklarin tani ve

sagaltimlarinda en c¢ok kullanilan endoskopik

girisimler asagida kisaca agiklanmigtir.

Pulmonoskopi

fleksibl

kullanilarak, akcigerlerin gortintiilenmesini saglar.

Pulmonoskopi islemi endoskoplar
Genellikle 2.7 mm, 1.9 mm ya da 1.0 mm’lik
endoskoplar kullanilir. islem icin kaplumbaga, dorsal
ya da sternal pozisyonda yatirilir. Bas ve boynu gergin
sekilde tutulur. Endoskop, mukozaya zarar
vermeksizin, glottisin gerisine dogru yonlendirilir. Bu
islem sirasinda hastaya alternatif bir hava yolu
saglanmasina gerek yoktur. Kaplumbagalarda trakeal
yaklagim, trakeanin dar olmasi ve kivrimli birincil
bronslar dolayisiyla zordur. Bu nedenle sadece biyik
turlerde tercih edilir. Daha kiiglik kaplumbagalarda
girip,
akcigerlerin kaudoventral kisminin muayene edilmesi

ise prefemoral bosluktan sélom icine

yeglenir (2,27).

Ozefagoskopi ve Gastroskopi

Bitin kaplumbaga tirlerinde 06zefagus ve
midenin endoskopik muayenesi kolay sekilde yapilir.
Agi1z boslugu, ozefagus ve midenin
goriintiilenmesinde, rijit teleskop ve kiliflar kullanilir.
iri clisseli olanlarda, fleksibl endoskoplar gerekebilir.
ya da

pozisyonlandirilarak, bas ve boyun gergin hale

Kaplumbaga sternal dorsal uzanimda

getirilir. Aspirasyonun oOnlenmesi igin hastanin
trakeal entlibasyonunun yapilmasi 6nemlidir. Hava
ya da serum fizyolojik ile giris yolu genisletilir ve

mukozaya zarar verilmeksizin endoskop mideye

dogru ilerletilir. islem sirasinda bélgenin gerekli
yapilir.  Bu
gastrointestinal yabanci cisimler ya da mukozaya

muayenesi muayenede genellikle

iliskin lezyonlarla karsilasilir (2,27,30-32).

Soloskopi
bir

bulunmadigi igin, laparoskopi yerine séloskopi terimi

Kaplumbagalarda  gergek abdomen
kullanilir. S6loskopi viseral organlarin muayenesi ve
gerekli biyopsi materyalinin alinmasi igin yararlanilan
guvenli ve etkili bir yontemdir (9,15,33).

Prefemoral séloskopi ile s6lomik organlarinin
yapilr.
endoskopinin klinik uygulamalarindan 6nce, ektopik

endoskopik muayenesi Kaplumbagalarda

yumurtalarin  ve idrar  kesesindeki  taslarin
uzaklastirilmasi gibi cerrahi islemler icin, geleneksel
sentral plastron osteotomisi (plastrotomi) tercih
edilirdi. Bu yéntem, oldukga invaziv ve uzun siireg
alan bir yontem olup, hem operasyon sonrasi
komplikasyon olusma riski yiksektir hem de iyilesme
siiresi son derece uzundur. Oysa prefemoral
yaklasim, sentral plastron ostetomisin bahsedilen
butiin bu olumsuz 6zelliklerini ortadan kaldiran bir
yontemdir (27,34).

Soloskopi yontemi ile kalp, akcigerler, mide,
ince bagirsaklar, kalin bagirsaklar, karaciger, dalak,
pankreas, adrenal bezler, Gireme organlari, bobrekler
ve idrar kesesi kolay bir sekilde gorillr. Bu islem icin
kaplumbaga lateral pozisyonda yatirilir. Prefemoral
soloskopi islemi hem sag hem de sol prefemoral
fossa’dan vyapilir. islem sirasinda karin boslugunun
sisirilmesi i¢in hava ya da tercihen CO2 kullanilir.
Boylelikle organlar daha net ayirt edilir.
Kaplumbagalarin sert kabuk yapisi nedeniyle, cok
fazla kollaps gelismeyeceginden dolayi, kullanilan gaz
miktari daha azdir. olarak

Bolgenin aseptik

hazirlanmasindan sonra prefemoral boslugun
merkezine 2-4 mm’lik kiglk bir deri ensizyonu
yapilir. Derialti dokular diseke edilerek, bolgeye
ulasilir ve gerekli cerrahi midahale usuliine uygun
sekilde gerceklestirilir (15,27).

Endoskopik goriintiileme veya biyopsi aliminin

ardindan, endoskopik girisin kapatilmasinda tek bir
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kas ve deri dikisi ya da doku yapistiricisi yeterli olur
(9,15,24).

Kloakoskopi

Kloakanin endoskopisi “kloakoskopi” olarak

adlandirilir.  Bu yontem kloaka ve g¢evresinde
sekillenen bir¢ok hastaligin tanisi ve sagaltiminda
kullanihir.  Oncelikle kloaka serum fizyolojikle
yikanarak, bolgede bulunan Urat ve feges artiklari
uzaklastirilir. islem igin rijit endoskop kullanihr.
Kaplumbaganin buyukligu ya da kloaka agikligina
farkh

kullanilabilir. Kloakoskopi ile prodekteum, Grodeum,

bagh olmaksizin, caplardaki endoskoplar
koprodeum, distal kolon, kloaka mukozasi, tGrogenital
papillalar, idrar kesesi, disilerde oviduktal acikliklar
ve yumurtlayamama durumunun tanisi ve sagaltimi
yapilabilir. Ayni zamanda dis baki ile cinsiyet tayini
yapilamayan bazi kaplumbaga tiirlerinde, cinsiyetinin
belirlenmesinde ve neoplazmalarin tanisinda da
kloakoskopiden yararlanilir. Endoskop karanial yonde
kloaka icerisinde ilerletilirken, gerekli muayene ya da

sagaltim uygulanir (2,3,5,7).

Sistoskopi ve Cinsiyet Tayini

idrar kesesinin endoskopisi igin endoskop,

kolonun girisine ventral olan dretral agikhga

yonlendirilir. Uretral aciklik kara kaplumbagalarinda
horizontal, su kaplumbagalarinda vertikal
yerlesimlidir. Buraya Laktatli Ringer Sollisyonun’ndan
her 3-4 saniyede bir damla olacak sekilde verilerek,
uretral idrar

aciklik saglanir ve kesesine giris

kolaylastirilir. Keseye erisim saglandiktan sonra
gorene kadar dorsolateral
(3,35).

endoskopinin en yaygin kullanim alanlarindan birisi

endoskop, gonadlari

olarak  yonlendirilir Kaplumbagalarda
cinsiyet tayinidir. Soloskopik cinsiyet tayini glivenli,
etkili ve %100 yakin dogru sonug verecek niteliktedir.
Ancak kaplumbagalarin en az 4-6 aylik olmalari ve
yumurta sarisinin emiliminin tamamlanmis olmasi

o6nemlidir (7,12,19,29).

Postoperatif Bakim

Operasyon sonrasi istahsizlik gériilmesi halinde,
hastanin mide ya da 6zefagus tlpu yerlestirilerek,

disaridan beslenmesi gerekir. Bu uygulama ile

Pedialyte, Emeraid Il veya a/d Diet Canine/Feline

verilebilir.  Ayrica destek amagli multivitamin

(polyvisol) hastanin diyetine eklenebilir (17,20).
Operasyon sonrasi en az 5 giin koruyucu

yapilir.

sistem

antibiyotik (marbofloksasin 10 mg/kg iM)

Antibiyotigin yani sira, gastrointestinal
florasinin diizenlenmesi igin seliiloz fermente ediciler

kullanilmasi son derece faydahdir (36).

SONUC

Endoskopi; kaplumbagalarin yasamsal
faaliyetlerini olumsuz etkileyerek, 6liime kadar varan
cesitli hastaliklara neden olan yabanci cisim, folikiiler
staz ve yumurtlayamama gibi bircok hastaligin tanisi
ve sagaltiminda onemli yer tutar. Bu derleme ile
Ulkemizde veteriner hekimligi egitimi ya da uygulama
alani igerisinde heniliz yeteri kadar yer almayan,
kaplumbaga ya da diger egzotik hayvanlarin egitim
mifredatina  alinmasi  gerekliligi, endoskopik
girisimler hakkinda meslektaslarimiza bilgi sunulmasi
ve hekimligimiz uygulama alanina bu y6ntemin

yerlestirilmesi amaclanmistir.
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Oz: Bu derlemede kolloidal soliisyonlarin sivi tedavisindeki 6neminin ortaya konulmasi amagclandi. Hastaliklara bagli olarak
olusan dehidrasyon ve/veya hipovolemik sok durumlarinda hastada etkin bir sivi tedavisi yapilmadigi takdirde olusan soku
takiben geri donlisimi olmayan hiicre bozukluklari, organ yetmezligi ve sonunda 6lim meydana gelir. Bununla beraber
pratikte yaygin olarak kullanilan %0.9 NaCl, Laktatl Ringer gibi izotonik kristalloid soltsyonlarin ancak 1/4-1/5’inin dolagimda
kalmasi nedeniyle biiyliik hacimde verilmesi gerekmekte ve bunun sonucu akciger édemi gibi 6nemli komplikasyonlar
gelismektedir. Buna karsin hipovolemi ile seyreden soklarin sagaltiminda kullanilan kolloidal sollisyonlar, ekstravaskiiler ve
intraselliler kompartmandan intravaskiiler bolgeye sivi gekerek kan volimini kisa strede arttirir ve etkinligini 12-24 saat
surdGgu bildirilmektedir. Kolloidal solusyonlarin da relatif olarak pahali olmasinin yani sira koagulopati, akciger 6demi, asiri
duyarhhk reaksiyonlari ve kalsiyum konsantrasyonunda digsme gibi dezavantajlari bulunmaktadir. Sonug olarak; sivi
tedavisinde plazma hacmini artirma amaciyla uygulanacak olan kollodial sollisyonlarin etkinligi kristalloid sollisyonlardan daha
fazladir. Ancak kolloidal soliisyonlarin dezavantajlarini minimuma indirmek igin sivi tedavisinde kolloidal sollsyonlarin
kristalloid soliisyonlarla belirli oranlarda karistirilarak verilmesi 6nerilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kolloidal soliisyonlar, Sivi tedavisi.

Importance of Colloidal Solutions in Fluid Treatment

Abstract: This issue was aimed to display importance of colloidal solutions for fluid treatment. Occurring dehydration or
hypovolemia shock states due to diseases, which was not applied effective therapy fluid, this situation will be followed by
shock, irreversible cell damage, organ failure and finally, death. However, isotonic crystalloid solutions such as 0.9% NaCl and
Lactated Ringer, which are commonly used in practice, are required to be given in large volumes due to circulation of 1 / 4-1
/ 5, and this leads to significant complications such as pulmonary edema. On the other hand, colloidal solutions used for the
treatment of shocks with hypovolemia increase the volume of blood rapidly by pulling fluid to the intravascular region from
the extravasculer and intracellular compartment and its effectiveness is reported to last 12-24 hours. But colloidal solutions,
which are disadvantages such as, pulmonary edema, excessive sensibility reactions decreased calcium concentrations are
also excessive expensive. In conclusion, administration of colloidal solution for fluid treatment induced greater and more
persistent increase in plasma volume than of those of crystalloid. However, in order to minimize the disadvantages of colloidal
solutions, it is recommended that colloidal solutions be mixed with crystalloid solutions at certain ratios in fluid treatment.

Keywords: Colloidal solutions, Fluid Therapy.
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GiRIS

K

volimu eksikliginin yerine konulmasi,

linik uygulamalarinda, sivi tedavisinin amaci;

dehidratasyon sonucu ortaya ¢ikan kan

esansiyel
elektrolit ve besin kayiplarinin karsilanmasi, normal
(1)

mikrosirkulasyonun devamhiliginin (doku perfiizyonu,

hidratasyonun surdirilmesi ve
dokulara oksijen tasimak) saglanmasidir (2). Uygun
sivi tedavisi pek ¢ok hastalik durumda patolojik
degisimler ve sivi dinamiklerinin anlagiimasina ihtiyag
duyar (3,4). Etkili sivi tedavisinde hipovolemi gelisen
hastalarda oksijen salinim bozuklugunu ve yetersiz
doku perflizyonunu oOnlemek tedavi stratejisinin
temeli eger dehidrasyon dogrudan

olup ve

giderilemezse, bunu takiben gelisen sok; geri
doniusumsiz (irreversible) hiicre bozukluklari, organ
yetmezligi ve sonunda 6lime neden olur.
intravaskiiler kolloid osmotik basing, interstisiyel alan
ile vaskiiler alan arasinda sivi hareketini sagladigi ve
plazma hacmini belirlemede 6nemli bir belirteg
oldugu belirtiimektedir (4). Kristaloid ve kolloid
sivilarin  pek ¢ok volim eksikligi durumlarinda
kombine kullanilabildigi ve ozellikle hipotonik
etmek

Kolloidal

durumlari  tedavi icin  kullanildigi

belirtiimektedir (3). bir sollisyon olan
dekstran-70 buyitk molekil agirhgindan dolayi
vaskiiler endoteliyumdan sivinin ekstravaskuler alana
gecisini sinirladigl ve sagladigi kolloid onkotik basing
ile albumine benzer fonksiyon yapabilmektedir (5).
Plazma hacim genisleticileri dolasimdaki kan
hacmini izotonik/izo-onkotik sivilara gére buyuk
boyutta artiran hiperonkotik ve/veya hipertonik
sivilardir (6). Genellikle kolloid soliisyonlar plazma
hacmini genisletmek (artirmak) icin kullanilmaktadir.
Kan ve derivatlari (plazma) dogal; Hidroksil Etil

Nisasta (HEN), jelatin ve dekstran sentetik kolloidal

maddelerdir (7,8). Kolloidal soliisyonlar uzun sire

dolasimda kalmakta, kiglik miktarlarn yeterli etkiyi

gosterdiginden asirt  sivi  yiiklemesine neden
olmamaktadirlar  (7,9,10).  Sentetik  kolloidal
maddeler hipovolemi ile seyreden soklarin

sagaltiminda yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu tip
sollisyonlar intravendz uygulandiginda kanin onkotik
intraselliler

basincini artarak ekstravaskiler ve

kompartmanlardan intravaskiler bolime  sivi
cekmekte; plazma voliimiinde saglanan artisla sok
olgularinda hemodinamik bozukluklar ve yetersiz
doku perflizyonu etkin bir sekilde diizelmektedir (7,9-
11). Hipovolemik ve septik soklu hastalarinin
tedavisinde kolloidal (insan serum albumin %5 veya
%6) %0.9

etkin

hetanisasta soliisyonlarin tuz

soltisyonlarina daha oldugu

belirtiimektedir (12).

gore

Bu derlemede kolloidal soltisyonlarin 6zellikleri,
bilesim, verilme miktarlari, endikasyonlari ve kontra
endikasyonlari hakkinda genel bilgi verilerek ve
kolloidal sollisyonlarin 6zellikleri, bilesimleri, verilme
miktarlari, endikasyonlar ve kontra endikasyonlari
hakkinda genel bilgiler verilerek sivi tedavisinde
kolloidal sollisyonlarin avantaj ve dezavantajlari

ortaya konulacaktir.

VUCUT SIVISI VE ELEKTROLIT DAGILIMI

Viicut sivilarinin kompartmanlara gére dagilimi
tablo 1'de gosterildi (1). Viicudun total sivi miktari;
yas, besi durumu ve cinsiyete bagli olarak degisiklik
gostermekte olup, yeni doganlar, zayif hayvanlar ve
erkeklerde eriskin, adipose ve disilere gore daha
fazladir (7,8,13). Ayrica, yasa bagh olarak vicut

sivilarinin dagiliminda farkliliklar bulunmaktadir (1).
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Tablo 1.Viicut sivilarinin dagilimi.
Table 1. Distribution of body fluids.

Total Viicut Sivisi Vicut Agirhginin
Eriskin= %50-60
Yeni dogan=%75-80

Ekstraselltler

intrasellller

Ekstravaskuler

(interstisiyel)

intravaskiiler
(plazma)

Viicut Agirliginin = % 40 intraselliiler
Swvidir

Vicut Agirhginin = % 15
interstisiyel Sividir

Vicut Agirhgininz % 5
intravaskiler Sividir

Viicut Sivisinin 2/3’sini olusturur

Viicut Sivisinin 1/3’ini olusturur

Yeni doganlar ve geng hayvanlarda viicut sivilari
relatif olarak fazla olmasina ragmen, regiilasyon
mekanizmalari  ve kompenzasyon yeteneginin
sinirhiligr nedeniyle bunlarda sivi-elektrolit kayiplari
hizli gelismekte ve kisa slrede yasami tehdit eder
boyuta ulasabilmektedir (7,13,14).

ishallerde sivi-elektrolit kayiplari esas olarak
ekstraseliiler kompartmandan olmakta ve bunun
bu

azalmakta, kompozisyonu degismektedir (15-19).

sonucu kompartmandaki  sivinin  volimu
intraseliiler sivi (iSS) volimi ise, serum sodyum
konsantrasyonuna bagh olarak artis veya azalma
gostermekte veya degismemektedir (7,14,15,20,21).

Ekstraselliiler kompartmandaki sivi volimiinde
bu

(plazma) volimindeki

azalma dehidratasyon, kompartman icinde

intravaskuiler sivi azalma
hipovolemi olarak tanimlanmaktadir (7,13,14,18,22-
24). ishale bagli olarak ESS’ da %15’ lik kayip belirgin
klinik semptomlarin ortaya ¢gikmasina, % 30’ luk kayip
ise 6ltiim sekillenmektedir (14,22-26).

ishallerde ekstraselliiler sivinin en 6nemli
katyonu olan sodyumun kaybinin su kaybindan fazla
oldugu ishallerde  hiponatremi ve plazma
osmolaritesinde azalma sekillenir (14,21). Gelisen
ESS
kompartmana gecerek bu kompartmandaki
(14,15,17).
buzagilarda ISS’ da %10’luk artista ESS’ nin %40

oraninda azaldigi bildirilmektedir (17). IS’ nin asiri

hipotonik  dehidratasyonda intraselller

SIVI

hacmini artirir Bu baglamda ishalli

artisi  hicrelerin  sismesi  Uzerinden  hiicre

fonksiyonlarinda 6nemli bozukluklar ortaya yol agar
bu

mekanizmalarinin ¢alismasini engeller (14).

ve durum hiicresel kompenzasyon

KOLLOIiDAL SOLUSYONLAR

Kolloidal soliisyon; albumin gibi etki géstererek
plazmanin korunmasini saglayan, molekdl agirliginin

yiuksek olmasina bagh olarak organizmada geg

metabolize olan ve onkotik basinci artirarak
ekstraseliiler ve intraseliiler kompartmandan
intravaskiler bolime sivi ¢ekmesiyle plazma

voliminl arttirici etki gosteren sollisyon olarak
tanimlanmaktadir (7-9,11,27). Kolloidler protein ve
proteinler olmayan (sentetik) olarak iki gruptan

incelenmektedir

1-Protein Kolloidler
1.1. Albumin

Albumin, dogal olarak karaciger tarafindan
sentezlenen (28) plazma proteinden elde edilir (5).
Saflastirilmis bir protein fraksiyonu (globulin ile
birlikte) %86 diizeyinde albumin igerir iken, insan
albumin soltisyonu (HAS) %96 oraninda albumin
icerir (5). izotonik (Protein %4-5) ve Konsantre (%20-
25) 100 ml HAS %25

infuzyonun intravaskiler hacmi 450 ml kadar arttig

sollsyonlari mevcuttur.
belirtiimektedir. insan albumin sollisyonlarinin yan
etkiler olduk¢a az oldugu ve buna bagl anaflaktik
reaksiyonlarin her yil yaklasik 1:1000 diizeyinde
oldugu rapor edilmektedir (5).

1.2. Jelatinler

Jelatinler sigir kollajen hidrolisis ile Uretilen
polipeptidlerdir. ileri modifikasyonlari jelatine bagli
urea (hemaksel), suksinilat jelatin (jelofuzin) ve

oksipolijelatinlerdir (5). Molekdil agirligi ve etki siresi
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dekstran-70’e gore kisa olan ve veteriner hekimlikte

yaygin kullanimi bulunmayan bir kolloiddir (29,30).
sistem

bobrekler

uzaklastirildiklarindan jelatinlerin intravaskiler yari

Retikuloendoteliyal icinde proteaz

katabolizmasi ve tarafindan  hizla

omri 1-3 saattir (5).

2. Sentetik (Non-protein) Kolloidler
2. 1. Hidroksil Etil Nisasta (HEN)

Hidroksil Etil Nisasta (HEN), amilopektinin dogal
(6).
mekanizmayla plazma hacmini koruyucu/arttirici etki

polimer bir yan dahdir Albumine benzer
gosteren; ancak albumin gibi transport fonksiyonu
bulunmayan bir maddedir. HEN’nin molekil agirhigi
70.000 (dasik molekdl 130.000 (orta

molekdil agirlikli) ve 450.000 (buytik molekal agirlikli)

agirhkh),

Dalton (Da) olarak degisen %3, 6 ve 10 sollsyonlari
mevcuttur. HEN’nin 1 graminin 20-30 ml su baglama
kapasitesine sahip oldugu belirtilmektedir (6,31).
Hidroksil Etil Nisasta buyiik kanamalarda sonra
makrofaj fonksiyonu dizeltmekte, bununla birlikte
yangisal siresince kapillar sizintiyi hafifletmektedir
(6). Ayrica bu hipertonik kolloidal sollisyonun sok
olgularinda kapillar perfiizyonu kolaylastirdigi ve
kapillar akimi dizenledigi belirtilmektedir (7,10).

2. 2. Dekstran

Dekstran, Leuconostonoc mesenteroides’in
sukrozu parcalamasiyla elde edilen, yiksek molekill
agirhgr olan bir glikoz polimeridir. Hayvanlarda
ozellikle dekstran—40 (Molekiil 40.000
dalton; %10’luk soliisyon) ve dekstran-70’in (Molekil
agirhgi: 70 000 dalton; %6’lik soltisyon) kullanildigi
belirtiimektedir (7,8,27,32).

Vicutta dekstran sollisyonlarinin etkinliginin
oncelikle yliksek su baglama yetenegine dayandigi, 1
gram dekstranin 20-25 ml arasinda viicut suyunu
baglayabildigi  bildiriimektedir  (7,11,27). Bu
baglamda 10 ml %10’luk dekstran sollisyonu
inflizyonundan sonra, verilen miktara ek olarak 15 ml
vlicut suyu baglanmakta ve bu vyolla 6nemli
intravaskller volim artisi  saglanmaktadir (7).
solisyonlari  bu oOzellikleri nedeniyle
“plazma genisleticileri” olarak tanimlanmaktadir.
Lowe (33), model bir hesaplamayla hematokrit (Hkt)
degeri %40 olan bir hayvanda kan volimiini %10
artirmak icin 32 mil/kg izotonik kristalloid sollisyon
kullanilmasinin gerektigini, buna karsin ayni etkiyi 8

agirhigr:

Dekstran

ml/kg dekstran sollisyonun sagladigini
bildirmektedir. Bir bagka ¢alismada ise viicut agirhgi
50 kg olan bir buzagiya 3 litre izotonik kristalloid
sollisyon verildiginde plazma voliimiinde 0.6, 0.5 litre
hiperonkotik solisyon uygulamasinda ise 1.25 litre
artis olacagi belirtiimektedir (7). Bu durum, izotonik
kristalloid sollisyon uygulamasinda verilen miktarin
ancak 1/4-1/5’inin intravaskiler boélimde kalmasi,
kolloidal sollisyonun ise kanin onkotik basincini
artirarak  ekstravaskiler ve intraseliler siviyi
intravaskuler bolime ¢ekmesiyle agiklanmaktadir (7-
11,15,33). Kozat’ in (32) ishalli buzagilarda laktath
ringer ve %6 dekstran-70+laktath ringer infuzyon
soltsyonlarinin rehidratasyon etkinligi
arastirmasinda %6 dekstran-70+laktath  ringer
solisyonunun plazma volimiinde uygulamanin
bittigi anda %24.9, 1. saatte %19.6, 3. saatte %17.1
ve 6. saatte %12.6’lik bir artis saglarken, laktatl
ringer’ in plazma volimindeki artisi sirasiyla; %20.3,
10.6, 6.3 ve 3.9 olarak belirlemistir. Bu bulgular;
plazma voliimiinde saglanan artis ve bunun siresi
%6 dekstran-70+laktath

laktath
UstunlGgunu belirtmektedir. Model hesaplamalar

agisindan, ringer

sollisyonunun ringer sollisyonuna
disinda klinik ¢alismalar da dekstran, dekstran +
kristalloid solusyonlarin  kristaloid soliisyonlara
GstlinlGgina gostermektedir (15,20,34-37).
Dekstranin etki slresinin yarilanma sdresi ile
iliskili oldugu ve surenin dekstran-40’da yaklasik 2.5
saat, dekstran—70’de ise 6-8 saat arasinda bulundugu
belirtiimektedir (7,11,27). Molekal blyiklGgi
nedeniyle dekstran-70’in uygulanan miktarinin %20-
30’u 24 saate kadar intravaskiler bolimde kalmakta,
plazma voliminde uzun sireli artis saglamaktadir
(5,7,9,10,11,27). Dusuk molekilli dekstranlarin
(<50000 D) tamamina yakini organizmay bobrekler
agirhig
veya
mononiikleer sisteminde kisa siireli depolandigi ve

Gzerinde terk ettigi, molekiler yiksek

olanlarin ise bobrek karaciger dalagin
buralarda endojen dekstranazla CO: + H:0’ vya
donustugu bildirilmektedir (7,8,10).

Dekstran-70 soltisyonunun 10-20 ml/kg/gin
veya kan voliminin %20’sinden fazla olmayacak
dozda kullanimi 6nerilmekte (7,9,10,27,38,39) ve bu
dozda kisa siireli uygulamanin énemli bir yan etkiye

yol agmadigi (15,40) bildirilmektedir. Yiiksek doz veya

uzun sureli dekstran—70 uygulamasinda ise
hipervolemi, akciger o6demi, koagllopati, asiri
duyarlihk  reaksiyonlari ve plazma kalsiyum
konsantrasyonunda azalma gorulebilmektedir

(7,8,10,15,40).
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izotonik  kristalloid
soltsyonlarin plazma volimiinde sagladigi artis ve

ve

etki sliresi asagidaki gibi bildirmektedir (11):

sentetik  kolloidal

Tablo 2. izotonik kristalloid ve kolloidal soliisyonlarin plazma hacminde sagladigi artis ve etki siiresi.
Table 2. Increased and effect period of plasma volume provided by isotonic crystalloid and colloidal solutions.

Plasma Volimiinde

(SfILu)syon Saglanan Artis Etlz;as:tr)em
(ml)

Dengeli elektrolit sollisyon 194 2

HEN (% 6) 710 12-24

Dekstran-70 800 12-24

Dekstran- 40 1000 4-6

Kristalloid ve kolloid sollisyon kullaniminin avantaj ve dezavantajlari tablo 3’de belirtiimektedir (7,9,10,27).

Tablo 3. Kolloid ve kristalloid sollisyonlarin avantaj ve dezavantajlari.
Table 3. Advantages and disadvantages of colloid and crystalloid solutions.

Sollisyon

Avantajlari

Dezavantajlari

e  Ucuz olmalari,
e idrar olusumunu artirmalari,

Kristalloid e

Transselliler sivi kazanimi,

e Asit—baz dengesindeki bozukluklarin
dizeltilmesi.

e Periferal 6dem,
e Akciger 6demi
e  Elektrolit konsantrasyon degisiklikleri,
e Asit-baz dengesindeki degisiklikler,

e  Kisa slreli hemodinamik etki.

e Plasma volliiminde etkin ve devamli artis,

e Hemodinamigin iyilestirilmesi,
Daha dusuk intrakranial basing artisi,

Kolloid .

e Osmotik diuresiste artis

e  Relatif olarak pahali olmalari.,
e  Koagtlopati (Dekstran),

e  Renal fonksiyon bozukluklari
(idrarin viskozitesinde artis),

e  Hipokalsemi olusma egilimi
(Albumin sentezinin azalmasi),

o Allerji egiliminin artmasi.

Tablo 4. Kolloid sollisyonlarin 6zellikleri ve 6nerilen dozlari (6).
Table 4. Properties and suggested doses of colloidal solutions (6).

Molekdil Damar igi Hacim .
- . R I Maksimum
Adi Bilegim Agirhgi Yari 6mru Etkileri iinlik doz
(kDa) (saat) (saat) &
Albumin % 4.5 Protein 69 >24 - -
Hetanisasta % 6 . L 20 mi/kg
Amilopektin tiirevi 450 >24 5-6 (maksi.1.5 Lt)
H 0,
Pentanisasta % 6 Amilopektin tlrevi 20 10 3-4 33.ml/kg
(maksi.2.5 litre)
H 0,
Pentanisasta % 10 Amilopektin tlrevi 20 10 3-4 20.ml/kg
(maksi.1.5 litre)
Tetranisasta-130 %6 Amilopektin tlrevi 130 - 2-3 50 ml/kg
Dekstran -70 % 6 Polisakkarit 70 6-8 5 1.5g/kg
Dekstran -40 % 10 Polisakkarit 40 5 3-4 1.5g/kg
Jelofuzin % 4 Protein 30 1-3 1-3 -
Hemaksel Protein 35 1-3 1-3 -
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SONUC

Dehidrasyon veya hipovolemik sok gibi
durumlarda etiyotropik uygulamalarin yani sira sivi-
elektrolit kayiplarinin kisa slrede karsilanarak ve

bunlarin sistemik etkilerinin ortadan kaldiriimasi

gereklidir. Bu baglamda pratikte yaygin olarak
kullanilan %0.9 NaCl, Laktatli Ringer gibi izotonik
kristalloid  sollisyonlarin ancak  1/4-1/5’inin
dolasimda kalmasi nedeniyle iztonik kristalloid

soltisyonlarin biylk hacimde verilmesi gerekmekte

ve bunun sonucu akciger o6demi gibi Onemli
komplikasyonlar gelismektedir. Dehidrasyon veya
hipovolemik sok durumlarinda Kolloidal sollisyonn
uygulanmalarinin kristalloid sollsyonlardan daha
etkin  belirtiimektedir  (6,7,11,32).

hekimlikte dehidrasyona sahip hayvanlarda etkin bir

Veteriner

rehidratasyon saglamak icin yeterli dizeyde sivi
uygulamasina ek olarak uygulanan sivinin plazma
voliminG artirici 6zellik saglamasi da 6nem arz
etmektedir. Sivi sagaltiminda plazma hacmini
artirmada uygulanacak olan kollodial soliisyonlarin
kristalloid sollisyonlara gore daha etkili oldugu
belirtiimektedir. Ancak kolloidal sollsyonlarin bazi
dezavantajlarini minimuna indirmek icin kolloidal
kristalloid belirli

oranlarda karistirilarak uygulanmasi 6nerilmektedir.

soltsyonlarin soliisyonlarla
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Oz: Tulum peyniri, Trakya disinda bircok yérede kuru ve salamurali tipte retilen ve Tirkiye'ye dzgii bir peynir cesididir.
Turkiye'de beyaz peynir ve kasar peynirinden sonra en fazla Uretilen peynirdir. Tulum peyniri geleneksel olarak kegi ya da
koyun derisinden yapilan tulumlarda, obruk, magara ya da son yillarda soguk hava depolarinda bekletilerek olgunlastirildiktan
sonra tiiketime sunulur. Erzincan tulum peyniri, Orta Anadolu ve bati da Erzincan tulum peyniri, ilkenin dogusunda ise Savak
tulum peyniri olarak bilinen kuru tipteki bir peynirdir. Halk tarafindan begenilerek tiiketilen Erzincan tulum peyniri halen
genellikle kiiglk capl isletmelerde hijyenik olmayan sartlarda Uretilmekte ve halk saghgl agisindan potansiyel tehlike
olusturmaktadir. Standart bir Gretim tekniginin olmamasi, piyasada farkli kalite ve lezzette peynirlerin olmasina sebep
olmaktadir. Bu peynir gesidine 6zgli duyusal niteliklerin bilimsel yontemlerle incelenerek, standart Gretim tekniginin
belirlenmesi; hem halk sagliginin hem de piyasa degerinin korunmasi icin 6nem arz etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Erzincan tulum peyniri, Nitelik, Uretim.

Erzincan Tulum Cheese

Abstract: Tulum cheese which has also dry and brine types is produced in many regions except Thrace and it is a kind of
cheese which is unique to Turkey. It is the most produced cheese in Turkey after kashar and white cheese. Tulum cheese is
put on the market after it is matured traditionally in bags made of goat or sheep skin, kept in caves or cold storages in recent
years. Erzincan Tulum cheese is known as Erzincan Tulum cheese in central Anatolia and in the west of Turkey, but in the east
it is known as a Savak Tulum cheese which is a dry type of cheese. Erzincan tulum cheese, which is consumed popularly by
the public, it is still usually produced with unhygienic conditions in small-scale dairies and poses a potential danger for public
health. The lack of a standard production technique leads to different quality and flavor of cheeses on the market. By
examining the specific sensory qualities of this cheese with a scientific method, the standard production technique is
determined; it is important for the protection of both public health and market value.

Keywords: Erzincan Tulum cheese, Production, Property.
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GiRIS

T

tirevleriyle birlikte 130°dan fazla peynir cesidi

Urkiye'de o6zellikle Gretimde kullanilan sitin
nevi ve uygulanan islemlere bagh olarak
bulunmaktadir. Bunlar iginde en fazla dretilenler,
beyaz salamura peynir, kasar peyniri ve tulum
peynirleridir (1). Tulum peynirleri, Trakya disinda
Glkenin birgok yoresinde tercihen kegi veya koyun
sutli karigimlariyla dretilen farkli ambalaj materyaleri
icinde (or. deri, lakh teneke kutu, bez, plastik bidon)
olgunlastirildiktan sonra  tiketime sunulan
peynirlerdir (2,3).

Ulke genelinde tulum peyniri, c¢ogunlukla

modern teknolojiden yoksun kiigik c¢apli aile
Tablo 1. Tulum Peyniri Tipleri ve Baslica Cesitleri

Table 1. Types of Tulum Cheese and Main Varieties.

isletmelerinde Uretilmektedir. Uretim 6zellikle koyun
ve kegi sttiiniin bol oldugu ilkbahar ve yaz aylarinda
mevsimlik mandiralarin etkisiyle artmaktadir (4).
Tulum peyniri, halkin begeni ve talebine bagh olarak
daha fazla retilen ve satisa sunulan yoresel peynirler
icinde yer almaktadir (5,6). Ulkede 2015 vyilinda
lretilen 665,580 ton peynirin (7) yaklasik %10’unun
tulum peynirleri oldugu (1) degerlendirildiginde, yilda
kabaca 70,000 ton tulum peynirinin Uretildigi ortaya
¢itkmaktadir. iki
yapilmaktadir (Tablo 1) (1,3,4).

Tulum peynirleri baslica tipte

Tip Cesit Uretim Yéresi
Salamura izmir tulum peyniri izmir
Afyon tulum peyniri Afyon
Akcabelen (Cepni) tulum peyniri Beysehir
Cimi tulum peyniri Serik, Akseki ve Manavgat
Divle tulum peyniri (Ucharman) Divle
Eregli tulum peyniri Eregli
Ermenek tulum peyniri Ermenek
Erzincan (Savak) tulum peyniri Erzincan ve Elazig
Kuru Giresun tulum peyniri Giresun
Isparta tulum peyniri Isparta
Karaburun lorlu tulum peyniri Karaburun
Karin kaymagi peyniri Glimishane ve Sarikamis
Kayseri tulum peyniri Kayseri
Konya kiifli peyniri Konya
Ordu ¢okelekli tulum peyniri Ordu
Pasinler lorlu tulum peyniri Pasinler

Tokat tulum peyniri

Vakfikebir ve Stirmene

Tulum peynirlerinde, tretimde kullanilan sGtin
nevi, Uretim teknikleri, 6zellikle telemenin kesilmesi
ve tuzlanmasi ile ambalajlama sekli ve olgunlastirma
sartlari bakimindan kismi farkliliklar gortlmektedir.
Baslica 20 kadar cgesidi bulunan ve buiyik bir kismi
kuru tipte olan mahalli tulum peynirleri yaygin olarak
uretildigi yore isimleriyle anilir (3,8).

ERZINCAN TULUM PEYNIRI

Baslarda esas Uretimi gerceklestiren ve
Tunceli’de yerlesim gosteren Savak asiretin ismiyle
anilan bu peynir, ginimiizde ticaretinin Erzincan’da
on plana ¢ikmasi nedeniyle (ilke genelinde Erzincan

tulum peyniri olarak taninmaktadir. Bu peynir yoresel

219



Erzincan Tulum Peyniri...

Tekinsen ve Akar

olarak genellikle Tunceli, Erzincan, Bingél, Elazig’daki
bitki
yaylalarda Mayis-Eylil aylari arasinda bdlge halki

zengin cesitliligine sahip ylksek rakimh
tarafindan yapilmaktadir. Erzincan tulum peynirinin
tretiminde genellikle Akkaraman koyunlarinin siti
tercih edilmekte ise de Morkaraman koyunlarinin
sitl de yaygin sekilde kullaniimaktadir (9-11).
Erzincan il Gida Tarim ve Hayvancilik MidirlGgi

(9),

miktarinin yaklasik 4-5 bin ton civarinda oldugunu,

Erzincan’da tulum peynirinin yilhk Gretim

ticari hacim anlaminda ise yaklasik 90-100 milyon lira

ekonomiye katki sagladigini bildirmektedir.

ERZINCAN TULUM PEYNIRiNiN URETiM TEKNiGi
Geleneksel Uretim

Geleneksel Uretimde cogunlukla koyun siti
tercih edilmekte ise de koyun sitine inek ve kegi
sutl ilave edilerek de liretim yapilabilmektedir (12-
15). Sagim sonrasi siit 2-3 kez stizilmekte, ¢ig olarak
28-32°C sicakliklarda mayalanmaktadir. Mayalamada
genellikle ticari peynir mayalari kullanilmaktadir.
Pihtilagma sliresi maya aktivitesine ve miktarina bagli
olarak 1-4 saat arasinda degismekle birlikte en uygun
sirenin 36°C'de 45 dakika oldugu bildirilmektedir
(16).

Pihtilasmayi

takiben, pihti gelisi

parcalanmakta, bazen pihtiya 15-20 dakika yaklasik

glizel

45°C’de i1sitma islemi uygulanmaktadir. Takiben pihti
elyaf cuvallara doldurulup 14-16 saat siireyle kendi
halinde peynir suyunun uzaklasmasi amaciyla serin
bir bekletilmektedir.

genellikle 2-2,5 saat gibi bir stireyle baskilama iglemi

ortamda Son zamanlarda
yapilarak, peynir alti suyunun daha kisa siirede
uzaklagmasi saglanmakta, sonrasinda ise elde edilen
teleme, elle veya sopalarla iyice pargalanmaktadir.
Bazi yorelerde teleme, suyunun iyice uzaklasmasiigin
tekrar torbalara konmakta, 1-3 giin sireyle baskida
bekletiimektedir. Son asamada teleme iyice
parcalanarak % 2-5 oraninda kuru tuzlama islemine
tabi tutulmaktadir. Bu slirecte bazi isletmelerde
2-3

karistirilmak suretiyle 18-24 saatlik 6n olgunlastirma

telemeye yogurt eklenmekte, saatte bir
islemi uygulanmaktadir (10,17,18).
Bazi isletmelerde, peynir alti suyunun tam

olarak suzlilebilmesi icin, kismen siizilmds olan pihti,

bez torbalara doldurulmakta, 3-4 sira Ust Uste
konarak istifleme agirligiyla ve periyodik olarak
yerlerinin degistirilmesi suretiyle 10-15 gin baski
bekletilmektedir.  Baski

yapilan yavas siizilme isleminin peynir alti suyuyla

altinda uygulanmadan

beraber yag kaybini azalttig bildiriimektedir.
Daha

tulumlara hava kalmayacak sekilde sikica doldurma

sonra kegi derisinden hazirlanmis
islemi gerceklestirilmektedir. Son vyillarda plastik
bidonlar kolay elde edilmesi, ucuz ve dayanikli olmasi
nedeniyle bu amagla kullaniimaktadir (17,19,20).
Doldurma islemi gerceklestirilen plastik bidon
ve/veya tulumlar alt kisimlarinin birkag yerinden
delinmek suretiyle, sicakligi 3-6°C ve nisbi nemi %70-
85 olan depolarda veya dogal magaralarda 90-120
gin olgunlastirma islemine tabi tutulmaktadir (18).
Randimanin sutten

karisik  yagh yapilanlarda

ortalama % 12 civarinda oldugu bildirilmektedir (1).
Ticari Uretim

Son yillarda Erzincan tulum peynirine artan
talebin karsilanabilmesi amaciyla daha kolay olan ve
bir

Uretim

az igcilik  gerektiren Uretim  seklide

uygulanmaktadir. Ticari teknigi olarak
gerceklestirilen bu yontemde, Ureticiler tarafindan
genellikle kelle peynir olarak da bilinen teleme
kullanilmaktadir. Birgok {retici tarafindan tercih
edilen bu yontemle 100 kg kelle peynirden 60 kg
peynirin elde edilebildigi belirtilmektedir. Geleneksel
Uretim teknigindeki bazi islemler temel alinarak
gerceklestirilen ticari Uretim tekniginin asamalari,
Sirin Tulum Peynirleri San. Tic. Ltd. Sti. (Tesekkdr) ile
karsilikh gériismelerde elde edilen bilgiler 1s18inda,

Tablo 2’de gosterilmektedir.

Tablo 2. Erzincan Tulum Peynirinin Ticari Uretim
Teknigi.

Table 2. Commercial
Erzincan Tulum Cheese.

Production Technique of

Telemenin pargalanmasi ve tuzlanmasi
Telemenin baskilanmasi

Telemenin kaliplanmasi

Telemenin olgunlastirilmasi

Paketleme ve satis
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Telemenin Pargalanmasi ve Tuzlanmasi:
Teknelerde yagh kelle peynirler nohuttan daha kigik

pargalara ayrilir ve tadina bakilmak suretiyle %3-5

oraninda kuru tuzlama islemine tabi tutulur (Sekil 1).

Sekil 1. Telemenin Pargalanmasi ve Tuzlanmasi.
Figure 1. Cutting and Salting of the Curd.

Telemenin Baskilanmasi: Tuzlama islemi

gerceklestirilen teleme bez cuvallara 40-50 kg
miktarlarda sikica doldurulur. Takiben 5-6 torbanin
istiffenmesi ve periyodik olarak yerlerinin
degistirilmesi suretiyle 3-5°C'de 10-15 gilin sireyle

baskilama islemi gergeklestirilir (Sekil 2).

Sekil 2. Telemenin Baskilanmasi.
Figure 2. Pressing of the Curd.

Telemenin Kaliplanmasi: Teleme yiiksek devirli
bir pargalama makinesiyle nohuttan daha kiiglk
parcalara ayrilir (Sekil 3) ve 1, 2, 5, 10 ve 20
kilogramlik  plastik  bidonlara hava boslugu
kalmayacak sekilde dolum islemi gergeklestirilir (Sekil
4). Dolum islemi deri tulumlara, makineyle uygun
tahta gerceklestirilir.

olmadigindan, sopalarla

Tulumlar dikilmek suretiyle kapatilr.

Sekil 3. Baskilanmis Telemenin  Makinede

Pargalanmasi.
Figure 3. Cutting of Pressed Curd in the Machine.

Sekil 4. Plastik Bidonlara Doldurma
Figure 4. Filling of the Plastic Drums.

Telemenin Olgunlastirlilmasi: Dolum islemi
sonrasl 3-4°C'deki soguk hava depolarinda 90 giin
sireyle olgunlastirma islemi gerceklestirilir (Sekil 5-

6).

Sekil 5. Plastik Bidonlarda Olgunlastirma.
Figure 5. Maturation in the Plastic Drums.
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Sekil 6. Tulumlarda Olgunlastirma.
Figure 6. Maturation in the Skin Bags.

Paketleme ve Satig: Peynirler olgunlastirildig
ambalaj materyalleri icinde satisa sunulabildigi gibi,
tulum veya bidonlardan cikartihp farkl sekil ve
miktarlarda, vakum paketleme yapilmak suretiyle de
satisa sevk edilebilmektedir (Sekil 7).

Sekil 7. Vakum Paketleme.
Figure 7. Vacuum Packaging.

ERZINCAN TULUM PEYNIRiNiN NiTELIiKLERi
Duyusal Nitelikler

Genellikle subjektif olarak belirlenen peynirin
lezzet ve aromasi, son vyillarda gelistirilen bir kisim
analiz yontemleri yardimiyla, 6zellikle bazi volatil
bilesiklerin belirlenmesi suretiyle, tespit
edilebilmektedir. Nitekim Hayaloglu ve ark. (20) ¢ig
koyun sutliinden yaptiklari 90 giin olgunlastiriimig
tulum peynirlerinde kati faz ekstraksiyon metoduyla
¢ok sayida farkh ugucu bilesikleri tespit ettiklerini,
ana unsurlarin aroma Ulzerinde etkili olan kisa zincirli
yag asitleri, 2-bltanon, diasetil ve primer alkoller
oldugunu bildirmislerdir. Peynirler rutubet miktarlari
dikkate alindiginda tekstiirel bakimdan ¢ok sert, sert,
yari sert ve yumusak olarak dort tipte
degerlendirilirler (1). Tulum peynirleri tekstirel
bakimdan sert (%20-42 rutubet) veya yari sert (%43-
55 rutubet) (1) (Tablo 3) nitelige sahiptirler.

Erzincan tulum peyniri; beyazdan krema kadar
degisen renklerde, kuru madde orani fazla, kendine
has tereyagl aromasi hissedilen ancak belirgin
eksimsi tatta olan, kolayca dagilmayan, gbzeneksiz ve
plrizsiz yaplya sahip bir peynir cesididir. Diger
taraftan Uretiminde ¢ogunlukla standart bir isleme
tekniginin uygulanmamasi neticesinde piyasada farkh
lezzet ve kalitede peynirlere rastlanilabilmektedir

(10).

Kimyasal Nitelikler

Erzincan tulum peyniri, Gretiminde tam yagl
koyun sitli veya karisiminin tercih edilmesi ile
uygulanan islemler neticesinde, kuru maddede yag
miktari bakimindan tam yagh veya yarim vyagh
(sirasiyla kuru maddede %> 45, %> 25 - < 45 yag
iceren) peynirler siniflarinda (21) yer almaktadir.
kaba
bilesiminde ortalama %43 kuru madde, %28.5 yag ve

Uretim teknigine bagli olarak, kimyasal
%3.8 tuz bulunmaktadir (Tablo 3). Erzincan tulum
kaba

amaciyla yapilan bazi arastirmalarin sonuglari Tablo

peynirinin kimyasal bilesimini belirlemek

3’de gosterilmektedir.
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Tablo 3. Erzincan Tulum Peynirinin Yizde Kimyasal Bilesimi ile Asidite ve pH Degerleri.
Table 3. Chemical Composition (%) and Acidity and pH Values of Erzincan Tulum Cheese.

Rutubet Yag Protein Tuz Kal Asidite* pH Kaynak
46.79 28.20 18.51 3.44 - 1.83 - (10)
37.29 34.96 21.54 4.66 5.50 1.66 - (22)
44.50 25.73 24.56 3.26 - 1.82 - (23)
42.81 - - - - 1.41 5.30 (24)
42.07 24.49 - 3.38 4.47 1.39 - (25)
46.29 27.76 16.91 3.44 5.22 1.61 - (26)
39.17 30.03 24.63 4.30 5.82 1.88 - (27)"

* 1 laktik asit cinsinden, **: Geleneksel y¢ yapilan ortalama

Tirk Gida Kodeksi Peynir Tebligi'nde (21) tulum
peyniri, ham maddenin peynir mayasi kullanilarak
pthtilagtirlmasi  ile  elde edilen  telemenin
fermantasyonunu takiben ufalanip tuzlanmasi, daha
sonra gidaya temasa uygun bir ambalaj malzemesine
veya deri tulumlara sikica basilarak (retilen ve
olgunlastirildiktan sonra piyasaya arz edilen ¢esidine
6zgl karakteristik 6zellikler gosteren peynir olarak
tanimlanmakta, tiretiminde kullanilan deri tulumlarin
koyun, keci ve buzagidan elde edilebilecegi, deri
tulumlarin her tarli zoonoz enfeksiyondan ari,
peynire agir metal ve yabanci madde bulasmasi
yapmayacak sekilde temiz ve kuru olmasi gerektigi
belirtiimektedir. ilgili

madde de yag miktari yoninden dort sinifta (Tam

tebligde peynirlerin  kuru
yagh, Yarim yagli, Az yagli, Yagsiz) degerlendirildigi,
tam yagh olanlarin 100 gram kuru maddede > 45
gram, yarim yaglilarin > 25 - < 45, az yaghlarin > 10 -
< 25 sit yagl icermesi gerektigi, diger taraftan 10
gramdan az sit yagi icerenlerin yagsiz tulum peyniri
olarak satilabilecegi 6ngoriilmektedir. Ayrica rutubet
miktarinin tam yagli tulum peynirlerinde en gok %45,
yarim yagli, az yagl, yagsiz tulum peynirlerinde ise en
¢ok %50 olabilecegi ve kuru maddede en ¢ok %5
oraninda mutfak tuzu icerebilecegi bildirilmektedir.
Tablo 3’deki verilerden Erzincan tulum peynirinin
kimyasal bilesiminin olduk¢a genis sinirlar iginde
degistigi, standart bir (iretim ve Urln bilesiminden

s6z etmenin oldukga zor oldugu anlasiimaktadir.

Mikrobiyolojik Nitelikler

Peynirde genel ve laktik asit mikroorganizma
sayllarinin bilinmesinin pek az 6nemi vardir; ¢linki
peynirde mevcut mikroorganizmalarin sayilari ve

tipleri, baslica pH degeri, rutubet miktari ve olgunluk

derecesine gore farklilik gdstermektedir. Bu nedenle
de peynirin mikrobiyolojik kontroliinde, kesin sayisal
standartlarin  uygulanmasindan  kaginilmaktadir.
Peynirin mikrobiyolojik muayenesi daha ¢ok halk
saghgl icin tehlikeli ve Urliinde bozukluklara neden
koagulaz-pozitif

olan mikroorganizmalarin (6rn.,

Staphylococcus, koliform bakterisi, maya ve kuf

mikroorganizmalari) sayisini saptamak  igin
yapilmaktadir. Yumusak ve taze peynirler, sert ve yari
sert olanlarin aksine, su aktivitesi ve pH

degerlerinden dolayi sogukta muhafaza edilmedikleri
surece kisa surede bozulmaktadir. Bircok peynir
tipinin, ozellikle ¢ig sltten yapilanlarin Salmonella
enteritidis vakalarina neden oldugu belirtiimektedir.
Salmonella'larin  peynirde disik pH’da zamanla
oldukleri ancak, o6nemli sayida Salmonella'nin
peynirde iki aydan fazla canliliklarini da muhafaza
ettigi gozlemlenmistir (1).

Kurt ve ark. (10) Erzurum ve Erzincan il
merkezleri ve ¢cevre mandiralardan aldiklari Erzincan
tulum peyniri orneklerini mikrobiyolojik 6zellikler
acisindan inceleyerek, peynirin Gretim ve pazarlama
sirasinda mikrobiyel

ylksek dizeyde

kontaminasyona maruz kaldigini belirlemislerdir.
Nitekim arastirmacilar maya kif sayisini ortalama
1.87x10° adet/g, koliform grubu bakteri sayisini ise
ortalama 3.25x10° adet/g olarak bildirmislerdir.
Cakir (28), yaptigi arastirmada tiketime sunulan
Erzincan tulum peyniri 6rneklerinde E. coli 0157:H7
ve koaglilaz pozitif S. aureus tespit edilmemesine
ragmen diger mikrobiyolojik nitelikler bakimindan
Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi’'nde
belirtilen kriterlere uygun olmadigini tespit etmistir.
(29) vyaptiklar

olgunlasma siresince koliform bakteri

Sengil ve ark. arastirmada

sayisinin
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azaldigini ve ¢ig sitten yapilan tulum peyniri
orneklerinin  olgunlasmanin  90. glinde Tirk
Standartlari normlarina uyum sagladigini

belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar pastorize sttten

Urettikleri ve farkh ambalaj materyallerinde
olgunlastirdiklari tulum peynirlerinde S. aureus’un
tespit edilemedigini, bu durum (zerinde,

pastorizasyon islemi ile olgunlagma sirecinin etkili
oldugunu bildirmislerdir.

Azak (30), yaptigi calismada 100 adet Erzincan
%3’lnde

monocytogenes’ in izole ve identifiye edildigini

tulum  peyniri  6rneginin Listeria
dolayisiyla bolgede etkenle bulasik tulum peyniri
halk saghgi

olusturabilecegini bildirmistir. Nitekim Tirk Gida

tiketiminin, acisindan risk
Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Tebligi'ne gére 25
gram peynir orneginde Listeria monocytogenes
bulunmamasi gerektigi (31) bildirilmektedir. Ayrica
calismada tulum peynirinin ¢ig siitten yapilmasi
nedeniyle, sutiin ~ saglhikh

peynir  yapilacak

isletmelerden alinmasinin yani sira, Uretim ve
saklama islemleri sirasinda hijyenik tedbirlerin azami
sekilde uygulanmasinin 6nemi belirtilmistir.

Yildirim (32), yaptigi calismada geleneksel Savak
tulum peynirin olgunlastirlmasi esnasinda aside
adapte ve adapte edilmemis Salmonella'larin
olgunlastirmanin 0., 15., 30. ginlerinde sayilari
arasinda énemli bir farkin olmadigini diger taraftan
45. giinde aside adapte edilmemis Salmonella
grubundaki patojen seviyesinin tespit edilebilir
seviyenin altinda oldugunu, aside adapte edilmis
patojen sayisinda ise artig gorildigini belirtmistir.
Diger taraftan 60. giinde bu artisin ortadan kalkarak
edilebilir

vurgulanmistir.

tespit seviyenin  altinda  kalindig

SONUC

Arastirmalar tiketime sunulan Erzincan tulum

peynirlerinin kimyasal bilesimin oldukga genis sinirlar

icinde degistigini, mikrobiyolojik nitelikleri
bakimindan ise c¢ok iyi kalitede olmadigini
gostermektedir. Kendine has duyusal ozellikleri

nedeniyle Ulke genelinde sevilerek tiiketilen Erzincan
tulum peynirinin  Uretim teknigi ve kalitesinin

gelistirilerek yasal standartlarda yer almasi piyasa

degerinin korunmasi yani sira dis Ulkelerde de

taninmasini ve tiketilmesini saglayarak (lke

ekonomisine katki saglayabilecektir.

TESEKKUR

Bu makalenin hazirlanmasi sirasinda karsilikl
gorismelerde verdigi bilgilerden dolayi Sayin Adnan
San. Tic. Ltd.
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Sti./Erzincan) tesekkdiir ederiz.
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bilimsel arastirmalarda ve derlemelerde 16, olgu sunumu gibi kisa bilimsel ¢alismalarda ise 5
sayfay1 gegmemelidir.

2. Makale, Microsoft Word 6.0 veya daha iist versiyonda, Calibri karakterinde ve 12 punto ile
hazirlanmalidir.

3. Makaleye satir numaralar1 (makalenin 2. sayfasindan baglamak {izere siirekli olacak
sekilde) ve sayfa numaralar1 (sayfa altinda ve ortal1) eklenmelidir.
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5. Aragtirmaya konu olan maddelerin ve tiriinlerin ticari adlar1 kullanilmamalidir.

Orijinal Bilimsel Arastirma Makaleleri i¢in:

Birinci Sayfa: makalenin birinci sayfasi baslik, yazar isimleri ve adresleri, yazarlarin e-posta
adresleri, sorumlu yazar iletisim bilgileri ve eger varsa makale ile ilgili agiklayici bilgiden
olusmalidir.

Baslik: Tiirkce ve Ingilizce basliklar sadece ilk harfleri biiyiik olacak sekilde yazilmalidir.
Makalenin dili Tiirkge ise 6nce Tiirkge sonra Ingilizce baslik, makalenin dili ingilizce ise
once Ingilizce sonra Tiirkge baslik yazilmalidir.
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isaretlenmeli, yazarlarin isminin sag iist kosesine say1 eklenmeli ve bu sayilar adresler
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yazilmalidir.

Sorumlu Yazar iletisim Bilgileri: Makalenin sorumlu yazarina ait isim-soyisim, e-posta,
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anahtar kelimeler; eger makale yazim dili Ingilizce ise oncelikli olarak Ingilizce &zet ve
anahtar kelimeler sunulmalidir.

Ozet: Kisaca amag, materyal, metot, bulgular ve sonuglar1 igermelidir. Ozetlerde kullanilacak
kelime say1st 170-200 kelime arasinda olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.
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“BULGULAR”, “TARTISMA ve SONUC” ve “KAYNAKLAR” bolimleri halinde
tamamlanmalidir. Bulgular ve tartisma birlikte verilebilir. Gerekli oldugu takdirde, tesekkiir
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Dikey sayfa olanlar genislik 7 cm’ye sigacak sekilde en fazla 35 satir, yatay sayfaya 15 cm’ye

sigacak sekilde en fazla 25 satir olmalidir. Sekiller bulanik olmayacak sekilde, jpeg, tiff, bmp
veya gif formatinda ve en az 150 dpi ¢oziiniirliikte hazirlanmali, sekil {izerine yazilan yazilar
ve igaretlemeler ayni sekilde resim isleme programlarinda (Photoshop, paint vs.) “Calibri”
fontu ile 12 puntoyu gegmemesi gerekmektedir. Grafikler resim formatinda degil doc, docx,
xls veya xlsx formatinda hazirlanmalidir. Sekil, grafik, fotograf ve resimler basliklarda ve
metin icerisinde Sekil olarak ifade edilmelidir. Sekil ve tablolar metin igerisindeki sirasina
gore numaralandirilmali ve metin icerisinde kisaltilmadan yazilmalidir (Orn; Sekil 1, Tablo
1). Tablo ve sekillerin baslik ve aciklamalar1 hem Tiirkge hemde Ingilizce olarak
eklenmelidir. Tablo ve sekillerde kullanilan her tiirlii kisaltma tablo ve sekil altinda
aciklanmalidir.

Sonug: Makaleye ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...“ ifadesiyle baglayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Olgu Sunumlari I¢in:
Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde
hazirlanmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayisi 120°den daha az olmamali ve tek satir
araliklarla yazilmalidir.

Uciincii sayfadan itibaren “GIRIS”, “OLGU SUNUMU” (olgu sunumu bashg1 altinda
materyal, metot ve bulgulardan bahsedilmelidir) “TARTISMA ve SONUC” ve
“KAYNAKLAR” seklinde tamamlanmalidir.



Olgu sunumu icerisinde eger varsa Istatistiksel analiz bilgileri, birimler ve kisaltmalar, tablo
ve sekiller bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildig: sekilde sunulmalidir.

Olgu sunumuna ait elde edilen/varilan sonug, “TARTISMA ve SONUC” kisminin sonunda
“sonug olarak...“ ifadesiyle baglayan tek bir paragrafla belirtilmelidir.

Derlemeler Icin:

Birinci ve ikinci sayfalar orijinal bilimsel arastirma makaleleri kisminda anlatildigi sekilde
hazirlanmalidir. Derlemeler icin hazirlanan 6zet derlemenin konusu hakkinda bilgi ve
derlemenin amacindan olusmalidir. Ozetlerde kullanilacak kelime sayis1 170-200 arasinda
olmalidir ve tek satir araliklarla yazilmalidir.

Derleme iigiincii sayfadan itibaren GIRIS ile baslamali, yazar/lar tarafindan belirlenecek ara
basliklarla devam etmeli, SONUC ve KAYNAKLAR ile tamamlanmalidir.

Derleme igerisinde eger varsa birimler ve kisaltmalar, tablo ve sekiller bilimsel arastirma
makaleleri kisminda anlatildig1 sekilde sunulmalidir.

Derlemeye ait sonug, KAYNAKLAR boélimiinden hemen 6nce SONUC bashig altinda
belirtilmelidir.

Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi’ne yayimlanmak iizere gonderilen
derlemenin sorumlu yazarinin derlemenin konusu ile ilgili en az 3 (iic) adet makalesinin
olmasi gerekmektedir. Sorumlu yazar, derlemesini gonderirken konu ile ilgili makalelerinin
de kiinye bilgilerini dergi editorliigiine gondermelidir (makale kiinyeleri, makale metninin en
son sayfasinda sunulmalidir)

Kaynaklar

Kullanilan kaynak sayis1 olgu sunumlari i¢in 10°dan az, arastirma makaleleri i¢in 20°den az
ve tiim makale tiirleri i¢in 45’den fazla olmamalidir.

Makale tiirli ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kullanilan
kaynaklarin (makalenin gonderildigi y1l baz alinarak) en az beste birlik kismi son 3 yila ait
olmalidir.

Makale tiirii ne olursa olsun (orijinal arastirma makalesi, olgu sunumu, derleme) kaynaklar
asagida belirtildigi sekilde sunulmalidir:

Metin igerisinde:

Metin igerisinde kaynaklara 1’den baslamak iizere numara verilmelidir ve bu
numaralar (1), (1,2), (1,4-7,13) seklinde parantez icerisinde belirtilmelidir. Yazar isminin
kullanilacagr yerlerde ise yazarin soyadi ve parantez i¢erisinde kaynagin numarasi Aktas (22),
Aktas ve ark. (13) o6rneklerinde oldugu gibi yazilmalidir.

Kavynaklar Boliimiinde:




Metin igerisinde numaralandirilan kaynaklar, makalenin kaynaklar béliimiinde numaralarina
gore siralandirilmalidir.

Kaynak verilen bilimsel dergilerin isimlerinin yazilmasinda derginin isminin kisaltmasi
kullanilmalidir.

Kaynak makale ise; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infect Immun, 69, 4657-4660.

Kaynak kitap ise; Lawrie RA., 2002. Lawrie Meat Science. 6th ed., 330-335, Woodhead
Publication, Cambridge.

Kaynak kitapta bir bolim ise; Mark E., 1989. Thyroid diseases. In “Textbook of Veterinary
Internal Medicine”, Ed., SJ Ettinger, 6th ed., 230-250, W.B. Sounders Company,
Philadelphia.

Kaynak bir tez ise; Aktas MS., 2005. Kdpeklerde antibiyotiklerin neden oldugu ishallerde
probiyotiklerden Saccharomycess boulardii’nin etkisi. Ankara Universitesi, Saglik Bilimleri
Enstitiist, Tirkiye.

Kaynak bir kurulusun yayini ise; FAWC, 1991. Report on the european commission proposals
on the transport of animals. London, MAFF Publication.

Kaynak bir yazilim ise; SAS, 1990. SAS user’s guide: Statistics, 4th ed., Sas Institute, Cary.

Web tabanli kaynaklar kullanilmamalidir.

MAKALENIN GONDERILMESI

Makale online sistem (http://dergipark.gov.tr/ataunivbd) araciligiyla dergi editorliigiine
gonderilmelidir.

DERGI BASKISI
Bask1 asamasinda olan ¢aligmalar en kisa siirede dergimize ait WEB alanina eklenecektir.
Kabul edilen ¢alismalar iicretsiz basilacaktir.
Yazarlara ayr1 baski gonderilmeyecektir.
Sorumlu yazara makalenin basildig1 sayidan bir 6rnek licretsiz olarak gonderilir.

Bu yazim kurallari, Atatiirk Universitesi Veteriner Bilimleri Dergisi Yayin Kurulu
tarafindan revize edilmistir. 01.05.2017 tarihinden sonra gonderilecek makaleler bu

kurallara tabidir.



INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

1. Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences is a refereed scientific publication organ
of Atatiirk University Faculty of Veterinary Sciences and is published tri-annually in April,
October and December. The abbreviation of the journal’s title is “Atatiirk University J. Vet.
Sci.”.

2. Original research papers, case reports and invited or Editor-approved reviews to be
submitted should be prepared either in Turkish or in English, must not be published elsewhere
or submitted concomitantly to any other journal, within the scope of Veterinary Medicine and
relevant Departments, i.e. Basic Veterinary Sciences (Anatomy, Biochemistry, Physiology,
Histology, Occupational/Professional Ethics and Deontology), Preclinical Veterinary Sciences
(Pharmacology and Toxicology, Microbiology, Parasitology, Pathology, Virology), Clinical
Veterinary Sciences (Surgery, Internal Medicine, Obstetrics and Gynecology, Reproduction
and Artificial Insemination), Animal Science and Nutritional Sciences (Biostatistics,
Genetics, Animal Nutrition and Nutritional Disorders, Animal Enterprises Economy, Animal
Science), Animal-Originated Food Hygiene and Technology, with, exotic animal science and
laboratory animals, are published in this journal.

3. Ethics committee approval, institution, and approval number are required for the article
sent to Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences for publication must be specified in
the Material and Method section of the article. The editorial board may also request an ethics
committee approval document when deemed necessary. In the articles summarized from the
thesis studies, the decision of the ethics committee is not required.

4. Authors are responsible for complying with the copyright conditions related with the
material cited (taken) from other resources or used and signing the agreement contract
declaring transfer of the copyright to the journal. The full responsibility of the texts to be
appeared within the journal belongs to the author(s).

5. Manuscripts to be considered are sent to the two referees at least. Acceptance of the
manuscripts depends on both suggestion of the referees and final decision of the Editorial
Board.

6. The responsible author has to send the "Article Check List" along with the article to be sent
to Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences for publication.

7. Article and article check list reaching Atatiirk University Journal of Veterinary Sciences
Editor is subject to preliminary evaluation by a journal editor. The editorial has the right to
refuse the article according to the preliminary evaluation result or to request a correction
before subjecting it to the referee evaluation.

MANUSCRIPT PREPARATION

1. Manuscripts should be written in A4-sized paper (one-sided), double-spaced, with 3 cm
space from the margins of the paper and should not exceed 16 pages for original scientific
researches and reviews or 5 pages for short scientific studies such as case reports.



2. Manuscript should be prepared using Microsoft Word 6.0 or upper versions, in Calibri
characters with 12 point typing size.

3. Line numbers (be started from the 2" page onwards) and page numbers (at the middle of
the bottom of the page) should be given in the manuscript.

4. Details (thesis, project, etc.) related with the manuscripts should be given at the end of the
title of the manuscript with the sign of superscript (*) with further explanation below the title
in italic format.

5. Trademarks of substances (materials) and products of the subject of the study should not be
used.

For Research Articles:

First page: The first page of the manuscript should contain title, authors’ name-surname and
addresses, e-mail addresses of the authors, corresponding authors’ explanatory details related
with the manuscripts, if any.

Title: Titles in Turkish and English should be written in small letters with only the first letter
to be in capital. In case of the Turkish language of the main text, firstly titles in Turkish then
in English should be given, while the opposite should be given for manuscripts written in
English.

Names of authors and addresses: The first letters of name and surnames (without academic
titles) of author(s) should be written in capital and aligned at the middle below the title.
Corresponding author (*) should be pointed, a value should be added as a superscript at the
right and these values should be used in the section of addresses. In that section, the
body/authority, unit/department, city and country of the authors should be described.

E-mail addresses of the authors: All the names and e-mail addresses of authors mentioned
within the manuscript should be written.

Contact details of the corresponding author: The name-surname, e-mail, address, phone,
mobile and fax numbers of the corresponding author should be written.

Explanatory details of the manuscripts: If any, the explanatory details (thesis, project, etc.)
should be written in italic letters at the end of the first page.

Second page: The second page of the manuscript should contain summary in Turkish and
English with key words each. If the language of the main text is in Turkish, the summary and
the key words should first be in Turkish while the opposite should be given for those
manuscripts written in English.

Summary: Briefly, it should contain the aim, material, method, results and conclusions. The
number of word to be used should be between 170-200 words and be written in single-space.



Key words: The number should be 5 at maximum in the alphabetic order of the language used
either in Turkish or in English. Between each of the words, a comma (,) sign should be put
while a full stop (.) sign should be put at the end of the last one.

Third page: From this page onwards, the manuscript should continue with the sections of
INTRODUCTION, MATERIALS and METHODS, RESULTS, DISCUSSION and
CONCLUSION and REFERENCES in the following order. The sections of results and
discussion may be given together. A section of acknowledgement may also be added, if
needed. Section titles should be written in capital letters. Sub-headings of the sections should
be written with the first letters in capital only and aligned with the beginning of paragraph. All
the headings should be written in black 12-point typing-size and aligned with the beginning of
paragraph.

Data from Statistical analyses: This section should be given at the end of MATERIALS and
METHODS section and under the title of “Statistical Analysis”.

Units and Abbreviations: The meaning of each abbreviation should be given where it appears
first. For units and measurements, International Standard units (SI-system) should be used.
The names of genus (breeds) and species should be written in italic style. For numerical and
statistical values, full stop (.) sign should be used (e.g. 44.5; 0.82; 97.7 %; P<0.01, etc.).

Tables and Figures: Figures, graphics, photos and pictures/plates within the headings and text
should all be given as Figure. Figures and tables should be numbered according to their orders
within the text and written without any abbreviation within the paragraph (e.g. Figure 1, Table
1). Tables and figures should be placed into the sections appropriately, and their headings and
explanations should also be included in Turkish and English. All types of abbreviations used
within tables and figures should be explained below them.

Conclusion: The ultimate result obtained should be described as “In conclusion,...” in a single
paragraph at the end of DISCUSSION and CONCLUSION section.

For Case Reports:

The first and second pages should be prepared according to details given for the scientific
research manuscripts. The number of words to be used in summary should not be less than
120 words and be written in single-spaced type.

From the third page onwards, INTRODUCTION, CASE REPORT (materials, methods and
results should be mentioned under the title of case report) should be followed by
DISCUSSION and CONCLUSION and REFERENCES.

If any, data from the statistical analysis, units and abbreviations, tables and figures should be
presented as given for scientific research manuscripts.



For case report, the ultimate result obtained should be described as “In conclusion,...” in a
single paragraph at the end of DISCUSSION and CONCLUSION section.

For Reviews:

The first and second pages of reviews should be prepared according to details given for the
scientific research manuscripts. The summary should involve data on the subject and aim of
the review. The number of words used in summary should be between 170-200 words and be
written in single-spaced type.

From the third page onwards, reviews should start with introduction, continue with
subheadings to be determined by the author(s) and be completed with CONCLUSION and
REFERENCES.

If any, the units and abbreviations, tables and figures within the review should be presented as
given for scientific research manuscripts.

For reviews, the ultimate result should be described as CONCLUSION section in a single
paragraph just before the section for REFERENCES.

The corresponding author of the compilation sent to the Atatlirk University Journal of
Veterinary Sciences for publication must have at least 3 articles on the subject of the
compilation. The corresponding author must send the citation information of relevant articles
related to the subject along with his/ her article (relevant article citations must be presented on
the last page of the article)

References

The number of resources used must not be less than 10 for case reports, less than 20 for
research articles, and more than 45 for all article types.

Regardless of the type of article (original research article, case report, compilation), at least
one-fifth of the resources used (based on the year the article was submitted) must belong to
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Regardless of the type of manuscript (original research paper, case report, review), references
should be given, as follows:

For Text section:

Within the text, reference numbers should be given as numbers starting from 1, and these
numbers should be indicated within the brackets as (1), (1,2), and/or (1,4-7,13). Where the
name of the author is to be given, the surname of the author and reference number should be
written as Aktas (22), and/or Aktas et al. (13).

For References section:




The references given within the text should be given as numbers in numerical order within the
reference section.

For writing the scientific journals, its international tittle recommended by the journal should
be used. The journal tittle abbreviation must not be used.

For manuscripts; Barbour AH., Rampling A., Hormaeche CE., 2001. Variation in the
infectivity of Listeria monocytogenes isolates following intragastric inoculation of mice.
Infection and Immunity, 69, 4657-4660.
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Figures (graphs, photos, figures and pictures/plates) should be submitted, as a separate file, in
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