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RESEARCH ARTICLE

Tirkiye’de Canli S1g1r ve Sig1r Eti Ithalatindaki Gelismeler ve Uretici
Fiyatlarinin Trend Modelleri ile Incelenmesi
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oz

Bu calismada, Turkiye’de canlt sigir ve sigir eti ithalatindaki gelismeler degerlendirilmis, cari ve sabit sigir eti ve besi yemi
fiyatlar: trend modelleri ile incelenmistir. Calismanin materyali, 2010-2016 yillar1 arasindaki canlt sigir ve sigir eti ithalatlart
(miktar ve deger), 1998-2017 yillart arasindaki cari besi yemi ve sigir eti iretici fiyatlari ve aylik dretici fiyatlari endeksidir.
Cari fiyatlar aylik Gretici fiyatlart endeksi kullanilarak sabit fiyatlara déntstirtlmistir. Trend analizi kapsaminda 2018-2020
dénemi icin fiyat tahminleri yapilmustir. Incelenen dénemde besi yemi ve sigir eti iiretici fiyatlarinin cari olarak yaklasik 17
kat artmasina ragmen, reel olarak her ikisinin de dustigi belitlenmistir. Canlt sigir ve siir eti ithalatinin i¢ piyasadaki
fiyatlar: kismen etkiledigi, yillar icerisinde doviz kurundaki degisimin ithalatin maliyetine yansidigt ve yem fiyatlarindaki
artisin sigir eti Uretici fiyatlar: tizerinde daha fazla baski olusturdugu belitlenmistir. Trend analizi dogruluk él¢ttlerine goére
sigir eti ve yem fiyatlart icin karesel (quadratic) model tercih edilmistir. Buna gore; sigir etinde 2017 Ocak-Eylil arast
ortalama fiyatt (26,13 TL/Kg) dikkate alindiginda; 2020 yili sonuna kadar reel olarak yaklasik %18 artis olacag: (30,78
TL/Kg) tahmin edilmistit (Y=29,93-1,003t+0,0452t?). Besi yeminde ise 2017 Ocak-Eylul arast ortalama fiyatt (0,90
TL/Kg) dikkate alindiginda; 2020 yili sonuna kadar reel olarak yaklasik %31 artis olacagt (1,18 TL/Kg) tahmin edilmigtit
(Y=1,056-0,047t+0,0023¢t?).

Anahtar Kelime: Sigir eti, ithalat, Gretici fiyatlari, trend analizi, Ttrkiye

Developments in Live Cattle and Beef Import and the Analysis of Producer Prices with Trend Models in Turkey

ABSTRACT

In this study, developments in live cattle and beef import evaluated and current and fixed beef prices and fattening feed
prices were analyzed by trend models in Turkey. Study materials are live cattle and beef imports (quantity and value)
between 2010-2016 years, current fattening feed and beef producer prices between 1998-2017 years and monthly producer
prices index. Current prices have been converted to fixed prices using the monthly producer prices index. Within the scope
of trend analysis, price estimates were made for 2018-2020 period. Although the current fattening feed prices and beef
producer prices have increased by about 17 times in the period examined, it has been determined that both are falling in
real terms. It has been determined that live cattle and beef imports partially affect domestic market prices, changes in
exchange rates over the years reflected the cost of imports, and the increase in feed prices puts more pressure on beef
producer prices. A quadratic model has been chosen for beef and feed prices according to trend analysis accuracy criteria.
According to this; when the average price of beef from January to September 2017 (26,13 TL/Kg) is considered; it is
estimated to increase by about 18% (30,78 TL/Kg) in real terms until the end of 2020 (Y=29,93-1,003t+0,0452t?). When
the average price of fattening feed is taken into consideration from January to September 2017 (0,90 TL/Kg); it is
estimated to increase by about 31% (1,18 TL/Kg) in real terms until the end of 2020 (Y=1,056-0,047t+0,0023t?).

Key Words: Beef, import, producer prices, trend analysis, Turkey
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GIRIS

Diinya'da tarimsal tretim degeri (canli hayvanlar
harig) 1998-2014 yillart arasinda %175 artarak 3,1
trilyon Amerikan Dolati (USD)'na ulagmistir. Bu
degerin icinde temel hayvansal driinlerden; et
(domuz, kanatli, buyikbas ve kigiikbas), siit
(buyiikbas ve kiiclikbas) ve yumurtanin payt
%37,75'r. Etin hayvansal triinler icindeki payt
%59,28 iken, toplam tarimsal Uretimdeki orani
%22,39'dur. Dolayistyla  etin - dinya tarim  ve
hayvancilik sektoriinde ciddi bir katma degeri
oldugu soylenebilir. Toplam et tretim degerinde
domuz %35,73, kanatl (piligt+hindi) 928,69,
buytkbas (sigir+manda) %26,57 ve kiglikbas
(koyuntkeci) %9,01 pay almustir. Son yillarda
domuz, kanatl ve kiiciikbasin toplam et Uretim
degerindeki payt 1998 yiina gbre artarken,
biiyiikbagta Ozellikle sigirin orant yaklastk %1,5
dismiustir (FAO, 2017).

Uretim miktarlart agisindan  bakildiginda; 2016
yilinda diinyada tretilen toplam etin (319,8 milyon
ton) hayvan tirleri agisindan siralamast Uretim
degerinde oldugu gibidir. Domuz %306,41 ile ilk
strayt alirken, bunu kanatlt (%36,19), buyikbas
(%21,19) ve kiiciikbas (%4,41) izler. Uretimdeki en
fazla artis 1998 yilina gore kanathda (%100)
gorilirken, en az artis buytkbasta (%19), 6zellikle
sigirda meydana gelmistir. Sigir eti, 1998 yilinda
hem tretim degeri hem de tiretim miktari agisindan
pili¢ etinin 6niinde iken, glinimiizde t¢iincl siraya
digmustir. Diger taraftan, 1990'h yillarda kiresel et
ticaretinin ~ %50'sini ~ sigir  eti  olustururken,
glinimiizde bu oran %30'a kadar gerilemistir. Bu
durumun gergeklesmesinde; domuz ve kanatlt eti
maliyetlerinin nispi olarak sigir etine goére diismesi
yaninda, hayvan hastaliklari ve gida givenligi
sorunlart (BSE vb.) da etkili olmustur. Neticede kisi
basina sigir et tiiketimi (6,5 kg), kanath (13,7 kg) ve
domuz eti tiketiminin (12,4 kg) de gerisinde
kalmistir (ESK, 2016; GTHB, 2015).

Turkiye'de ise dinyadaki duruma benzer sekilde,
etin hem tarimsal (%25,82) hem de hayvansal
trinler Gretim degeri icinde (%57,16) 6nemli bir
katma degeri bulunmaktadir. Toplam et Uretim
degerinde kirmizi etin aguhigt (%65,89) oldukga
yiiksektir (FAO, 2017). Uretim miktar1 agisindan
incelendiginde ise, 2016 yili toplam kirmizi et
tretimi (1,17 milyon ton), toplam kanath eti
tretiminin (2,1 milyon ton) gerisinde yer almustir.
Kanatli eti Uretimi ve dis ticaretinde diinyada
6nemli bir konuma ulasan Turkiye'de kirmizi et
sektorii arzulanan seviyede degildir. Kirmizi etin
tamamut buylkbas ve kiiclikbas hayvan tirlerinden
(sigirn - payt %90) saglandigr icin, domuz eti
disindaki 2016 yili diinya kirmizt et Gretiminde (81,9
milyon ton) Tirkiye'nin payt %1,4'tir. Mevcut
durumda tlke niifusu ve kisi bagt gelir artmakta,
kirmiz1 et talebi ylkselmekte ancak tiretim yetersiz

kalmaktadir. Ozellikle hayvan besleme maliyetleri
ciddi bir dezavantaj olusturmakta ve bu durum
trtin  fiyatlarina  yansimaktadir. Sonug  olarak,
Turkiye'de yillik kisi bastna kirmizi et tiketim
degerleri halen bircok ilkenin gerisindedir (ESK,
2016; TUIK, 2017; BESD-BIR, 2017).

Kirmizt ette yasanan arz sorunlarini  ortadan
kaldirmak, artan talebi karsilamak ve piyasa
fiyatlarin1  dlstirmek amactyla, uzun bir aradan
sonra, 30 Nisan 2010 tarihinde giimriik vergilerinde
yapilan diizenleme ile kasaplik hayvan ve kirmizi et
ithalatina yeniden izin verilmistir. Benzer bir durum
1982-1997 yillart arasinda yasanmis ve o dénem 342
milyon USD degerinde canli hayvan (damizlik
hari¢) ve kirmuzi et ithalati yapilmistir. S6z konusu
doénemin sonunda (1996 yilinda) ortaya ¢ikan "Deli
Dana (BSE)" hastalif1t nedeniyle 1997-2010 yillatt
arasinda kasaplik hayvan ve et ithalatt yapilmamustir
(Cevger ve Sakarya, 2006; Aydin ve ark., 2010). Son
yillarda yeniden baslayan ithalat siirecinin kirmizi
etteki arz agigin1 kapatmada ve i¢ piyasa fiyatlarimi
dustirmedeki  etkinligi, besleme maliyetlerinin
fiyatlar Uzerindeki baskist ve iletleyen dénemde
Uretici  fiyatlarinin  nasdl  bir  seyir izleyecegi
tartisiimaktadir. Bu calismada, Tirkiye'de sigirin
kirmizt et dretimindeki payt ve ithalattaki agirligt
dikkate alinarak; canlt sigir ve sigir eti ithalatindaki
gelismeler degerlendirilmis, cari ve sabit sigir eti ve
besi yemi fiyatlari trend analizi ile incelenmistir.

MATERYAL VE METOT

Arastirmanin  materyalini,  2010-2016  yullar
arasindaki canlt sigir ve sigir eti ithalatr, 1998-2017
yillart arasindaki cari sigir eti ve besi yemi fiyatlari
ve 1998 Ocak-2017 Eylil arasindaki aylk tretici
fiyatlart endeksi (UFE) olusturmaktadir (ESK, 2015
ve 2016; TUIK, 2017; YEM-BIR, 2017; UKON,
2017). Analizin yapildigi tarihte 2017 yilt igin sigir
eti iretici fiyatlan TUIK tarafindan heniiz
aciklanmadigt i¢in, Ulusal Kirmizi Et Konseyi
(UKON)'nin Ocak-Eylil 2017 arasinda Ttrkiye'nin
yedi bolgesindeki kombina ve kesimhanelerden (Et
ve Siut Kurumu-ESK dahil) haftalik olarak elde
ettigi "yagsiz dana kesim" fiyatlarinin ortalamast
alinmustir. Ayt sekilde besi yemi i¢in 2017 yilt
Ocak-Eylil arast ortalama fiyat hesaplanmistir.

Besilik ve kasaplik sigir ile sigir eti ithalatt miktar ve
deger acisindan degerlendirilmis, i¢ piyasadaki
iiretici fiyatlart ile mukayese edilmistir. Ithalatin
birim degetleri (USD/Kg) hesaplanmus, yillik
ortalama doviz kuru (BUMKO, 2017) kullanilarak
s6z konusu degerler Turk Lirast (TL)'na
cevrilmistir. Diger taraftan cari sigir eti Uretici
fiyatlar1 ve besi yemi fiyatlart (1998-2017), aylik
UFE kullanilarak sabit fiyatlara doniistiiriilmiistiir.
Boylece 2017 Ocak-Eylil arast ortalama fiyatlari
baz alinarak cari fiyatlar tizerindeki enflasyon etkisi
ortadan kaldirdmistir. Daha sonra 1998-2017
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arasindaki cari fiyatlar ve hesaplanan sabit
fiyatlardaki gelismeler trend analizi ile incelenmis ve
2018-2020 arast donem icin yilik fiyat tahminleri
yapimistir.

Zaman serisi yontemlerinden biri olan trend analizi,
uzun donemde serinin belitli bir yéne dogru
gelisimini gosterir (Yiizer ve ark., 2006). Analizde
Oncelikle serinin dizensiz, mevsimlik ve devri
hareketlerin  etkisinden kurtardarak uzun bir
devrenin etkisi altindaki degerleri elde edilir. Daha
sonra bu veriletle trendin sekli saptanarak onu
temsil edebilecek fonksiyondaki parametrelerin
bulunmast amaclanir. Béylece bulunan denklemle
gelecek doénem icin tahminler yapmak mumkiin
hale gelir (Akdeniz, 2004).

Yapilan analizlerde Minitab 17.1.0 programinda
bulunan dogrusal (linear), karesel (quadratic), Gssel
(exponential) ve s-egrisi (s-curve) trend modelleri
denenmistir. Elde edilen sonuclarin dogruluk
Olgtitleri olarak; ortalama mutlak yizde hata
(MAPE-mean absolute percentage error), ortalama
mutlak sapma (MAD-mean absolute deviation) ve

MAD ve MSD dogruluk ol¢iitlerine gore degerleri
en dusiik hesaplanan matematiksel model tercih
edilmistir (Minitab, 2013).

BULGULAR

Turkiye'de 2010-2016 yillar arasinda
gerceklestirilen besilik ve kasaplik sigir ile sigir eti
ithalatina iliskin bilgiler Tablo 1 ve 2'de verilmistir.
Incelenen dénemde sigirin besi materyali olarak
strekli ithal edildigi, 2016 yilinda en yiksek miktara
ulasildigr  gorilmektedir. Dogrudan kesime sevk
edilecek sigirin ithalatina ise 2015 yili disinda devam
edilmistir. Sigir etinin ilk iki yil (2010 ve 2011)
disinda karkas olarak ithal edilmedigi, genellikle
kemikli et seklinde tercih edildigi anlagiimaktadir.
Son t¢ yida (2014-2016) ise kemiksiz etin de
O6nemli miktarlarda ithal edildigi gbrtilmektedir. Her
iki tabloda tespit edilen en énemli bulgu ithal edilen
canlt sigir ve sigir etinin birim (Kg) degerlerinin
incelenen dénemde (2010-2016) USD cinsinden
digmesine ragmen, kurdaki degismeler neticesinde

ortalama karesel sapma (MSD-mean squared
deviation) kullantlmistir. Bu modellerde MAPE,

TL cinsinden arttyor olmasidir.

Tablo 1. Tirkiye'de besilik ve kasaplik sigir ithalat1 (Miktar ve deger)
Table 1. Nutrition and slaughter cattle import in Turkey (Quantity and value)

Besilik Sigir Kasaplik Sig1r

vallar Déviz Kuru Canli Canlt
(TL/1USD)  Adet 1«  USD/Kg TL/Kg 29 sk USD/Kg TL/Kg
2010 1,498 1.443 363 512 768 118578 54.123 3,81 571
2011 1,671 227871 53.296 474 792 164360 §2.839 366 6,12
2012 1,792 228421 48.189 504 930 194448  107.321 334 599
2013 1,002 130.897  29.869 506 963 28.869 14.558 305 5,80
2014 2,187 23604 5775 567 12,41 792 368 496 1085
2015 2,719 154194 39.900 412 11,20 - - - -
2016 3,019 407.888 105537 368 1111 22202 10.806 277 835

Tablo 2. Tirkiye'de sigir eti ithalatt (Miktar ve deger)
Table 2. Beef import in Turkey (Quantity and value)

. Karkas Kemikli Kemiksiz
Yillar 3?7111}( ;111;; Miktar Miktar Miktar
(Tony USD/Kg TL/Kg o USD/Kg TL/Kg 'y USD/Kg TL/Kg

2010 1498 309 561 841 50349 492 7,36 - - -
2010 1,671 552 536 895 110179 4,62 7,72 - - -
2012 1,792 - - - 25436 3,77 6,76 1 1L12 19,92
2013 1902 - - - 6141 395 7,52 - - -
2014 2,187 - - - 120 48 1070 520 8,98 19,64
2015 2719 - - - 11206 469 1276 6.368 822 2234
2016 3,019 - - - 21 411 1241 5638 729 2201




Cari sigir eti tretici fiyatlart ve besi yemi fiyatlari,
UFE'ye gore hesaplanan déniistiirme katsayilari
(deflator) ve sabit fiyatlar Tablo 3'de gorilmektedir.
Incelenen dénemde hem sigir eti hem de yem
fiyatlarinda cari olarak yaklagik 17 kat artis oldugu

belitlenmistir. Cari fiyatlardaki enflasyon etkisi
ortadan kaldirildiginda, hem besi yemi hem de sigir
eti fiyatlariin  1998-2017 arasinda reel olarak
strastyla %20 ve %21 oraninda diistigi séylenebilir.

Tablo 3. Yillara gore sigir eti ve besi yemi icin cari ve sabit fiyatlar
Table 3. Current and fixed prices for beef meat and fattening feed according to years

Cari Fiyat (TL) UFE Sabit Fiyat (TL)*
Yillar S1g1r Eti Besi Yemi Deflator Sigir Eti Besi Yemi
(€)) ) 3) 4): 1x3 (5): 2x3
1998 1,48 0,05 22,32 33,04 1,12
1999 2,13 0,08 14,68 31,28 1,17
2000 2,84 0,09 9,45 26,84 0,85
2001 3,33 0,13 6,12 20,39 0,80
2002 5,57 0,19 3,89 21,67 0,74
2003 8,42 0,24 3,05 25,72 0,73
2004 9,17 0,32 2,75 25,22 0,88
2005 9,56 0,30 2,52 24,13 0,76
2006 10,29 0,31 2,31 23,80 0,72
2007 11,16 0,40 2,16 24,16 0,87
2008 11,72 0,48 1,93 22,57 0,92
2009 13,41 0,43 1,90 25,44 0,82
2010 18,41 0,47 1,75 32,27 0,82
2011 18,54 0,58 1,58 29,36 0,92
2012 17,51 0,65 1,48 2591 0,96
2013 15,83 0,71 1,42 22,50 1,01
2014 17,10 0,74 1,29 22,03 0,95
2015 21,14 0,75 1,22 25,86 0,92
2016 25,03 0,80 1,18 29,46 0,94
2017 26,13 0,90 1,00 26,13 0.90

* 2017 Ocak-Eylil arasi ortalama fiyatlarina gére

Cari fiyatlar icin yapilan trend analizlerinde MAPE,
MAD ve MSD degerleri en disuk karesel
(quadratic) modelde hesaplanmistir (Tablo 4). Buna
gore, sigir etinde 2017 Ocak-Eyltl arast ortalama
fiyatt (26,13 TL/Kg) dikkate alindiginda; 2020 yilt
sonuna kadar yaklastk %10 artis olacagt (28,70
TL/Kg) soylenebilir  (Y=0,22+1,054t+0,008t2).

Tablo 4. Trend modelleri icin dogruluk 6l¢tti degertleri

Tablo 4. Accuracy criteria values for trend models

Besi yeminde ise, 2017 Ocak-Eylil arast ortalama
fiyat (0,90 TL/Kg) dikkate alindiginda; 2020 yili
sonuna kadar yaklagtk %17 artis olacagt (1,05
TL/Kg) tahmin edilmektedir
(Y=0,0097+0,033t+0,0006t?) (Grafik 1 ve 2).

Dogruluk Dogrusal Karesel Ussel S-egrisi
Degiskenler Olgiitleri (Linear) (Quadratic) (Exponential) (S-curve)
Model Model Model Model
Cari MAPE 12,2633 11,2920 26,8841 14,6537
Sigr Eti Fiyati (TL) MAD 1,2424 1,1991 2,7913 1,5589
MSD 2,5788 2,5227 11,4286 41475
T 7 B T R
o, D 0271 , 076 02
Besi Yemi Fiyau (1) MSD 0,0012 0,0008 0,0116 0,0013
Sabit MAPE 10,7001 9,3238 10,4398 Hata
Sigir Fi Fiyat (T1T) MAD 2,7706 2,3994 2,7294 Hata
MSD 12,0618 10,2679 12,1207 Hata
Sabit MAPE 10,1340 9,4712 9,7291 9,4994
Besi Yemi Fiyatt (TT) MAD 0,0899 0,0839 0,0873 0,0911
MSD 0,0138 0,0093 0,0139 0,0181




Karesel Model
Yt = 0,22 + 1,054t + 0,008xtN2

30

- Degiskenler
’,’ —@— Veri Seti
g —m— Trend Model
25 — -4 — Tahminler
g Uygunluk Olgiileri
~ 50 MAPE 11,2920
E. MAD 1,1991
Iz MSD 25227
& 15
=
o]
v 10
§
5
o
1998 2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

Yillar

Grafik 1. Cari sigir eti Uretici fiyatlart icin trend modeli ve tahmini fiyatlar
Graphic 1. Trend model for current beef producer prices and the estimated prices
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Grafik 2. Cari besi yemi fiyatlari icin trend modeli ve tahmini fiyatlar
Graphic 2. Trend model for current fattening feed prices and the estimated prices

Sabit fiyatlar icin yapilan trend analizi sonuclart da
Grafik 3 ve 4'de gorilebilir. Her iki fiyat dizeyi icin
MAPE, MAD ve MSD degerleri en diistik karesel
(quadratic) modelde hesaplanmustir (Tablo 4). Buna
gore, sigir etinde 2017 Ocak-Eyltl arast ortalama
fiyatt (26,13 TL/Kg) dikkate alindiginda; 2020 yilt
sonuna kadar reel olarak yaklagik %18 artis olacagt
(30,78 TL/Kg) sOylenebilir (Y=29,93-

1,003t+0,0452t2). Besi yeminde ise 2017 Ocak-
Eylil arasi ortalama fiyau (0,90 TL/Kg) dikkate
alindiginda; 2020 yii sonuna kadar reel olarak
yaklastk %31 artis olacagi (1,18 TL/Kg) tahmin
edilmektedir (Y=1,056-0,047t+0,0023¢2).
Grafiklerde goriilen tahmini fiyatlar yillar itibariyle
Tablo 5'de sunulmustur.
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Grafik 3. Sabit sig1r eti Giretici fiyatlart icin trend modeli ve tahmini fiyatlar
Graphic 3. Trend model for fixed beef producer prices and the estimated prices
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Grafik 4. Sabit besi yemi fiyatlart i¢in trend modeli ve tahmini fiyatlar
Graphic 4. Trend model for fixed fattening feed prices and the estimated prices

Tablo 5. Trend modellerine gére tahmini fiyatlar (TL)
Table 5. Estimated prices according to trend models (TL)

Cari Fiyat (TL)

Sabit Fiyat (TL)

Yillar
Sigir Eti Besi Yemi Sigir Eti Besi Yemi
2018 25,89 0,94 28,80 1,07
2019 27,29 0,99 29,75 1,12
2020 28,70 1,05 30,78 1,18




TARTISMA

Canlt si81r ve sigir etinde Turkiye'yi tekrar ithalata
sevk eden 1998-2009 arasindaki strecin dogru
analiz edilmesi gerekmektedir. Konuya oOncelikle
arz-talep dengesini etkileyen; sigir varligi, et Gretimi,
karkas verimi, nlfus ve kisi basina gelir
degiskenlerinden baglamak yerinde olacaktir. Sigir
varliginin - 1998-2003 arasinda  %11,27 azaldigy,
2003-2009  arasinda ise %9,56 arttugi tespit
edilmistirt. Bu gelisme 1998-2009 arasinda sigir
sayistnin (yaklastk 11 milyon bas) adeta yerinde
saymasina neden olmustur. Aynt dénemde sigir eti
tretimi 1998'de 360 bin tondan 2003'de 290 bin
tona gerilemis, 2007'de 432 bin tona kadar
yikselmesine ragmen, 2009'da 325 bin tonda
kalmistir. S6z konusu dénemde kesilen sigir sayisi
yaklastk %032 azalmus, Uretilen et miktart ise %09,5
dismustir. Bunun en 6nemli nedeni, 1998-2009
arasinda ortalama karkas agithigimin 163 kg'dan 217
kg'a yikselmesidir. Karkas agirligindaki artigi da
sirtit  kompozisyonundaki kiiltir ve melez 1k
oraninin ifade edilen dénemde %58'den %76'ya
yiikselmesine baglamak gerekir (TUTK, 2017).
Talep yoniinden incelendiginde ise, 1998-2009
arasinda Ulke niifusunun yaklasik %16 artarak 73
milyona ulagtigt bilinmektedir. Niifus artisina ilave
olarak alim giiciinde ortaya cikan iyilesme de talebe
olumlu katki saglamistir. Zira kisi basina gelir 1998-
2009 arasinda yaklastk %102 artmis ve 9 bin
USD'ye yiikselmistir (TUTK, 2017). Diger taraftan
tlkeye gelen turist sayisinin aynt dénemde yaklasik
%178 artarak 27 milyona ulasmasmin talep
acisindan  6nemli oldugunu vurgulamak gerekir
(TURSAB, 2017). Sonugta bu siirecte arz-talep
dengesi talep lehine bozulmus, sigir etinde Uretici
fiyatlar1 2010'da ciddi oranda yukselmistir. So6z
konusu artt, cari olarak %37 (Grafik 1), reel
anlamda da %27  (Grafik 3) oraninda
gerceklesmistit. Bu gelismeye bagli olarak cari
titketici fiyatlarinda da %39 artis meydana gelmistir
(Exdogdu ve Cigek, 2017). Diinya'da ise 2000-2010
arasinda toplam et fiyat endeksinin yaklastk %030,
sigir eti fiyat endeksinin yaklastk %40 ytkseldigini
de belirtmekte fayda vardir (SETBIR, 2013).
Yeniden baslayan ithalat siirecinde Turkiye 2010-
2016 arasinda besilik ve kasaplik olarak toplam 1,7
milyon bas canlt sigir (toplam degeri: 2,2 milyar
USD) ithal etmistir. Bunun miktar olarak yaklagik
%069y, deger olarak yaklasik %57'si besilik sifira
aittir. Aynt dénemde yaklagik 217 bin ton (toplam
degeri: 1 milyar USD) sigir eti ithalat: yapilmus olup,
%94'a (deger olarak %90") kemikli olarak tercih
edilmistir  (ESK, 2015 ve 2016). S6z konusu
dénemde ithalatin birim degerlerinin  6ncelikle
déviz kuru baskisinda oldugu net bir sekilde
gorilmektedir (Tablo 1 ve 2). Yaklagtk 2 kat artan
USD kuru ithal edilen canlt sigir ve sigir etinin ig

piyasaya yanstyan fiyatlarint 2010-2016 arasinda
yukseltmistit. Bu durum ithalatin  maliyetini
etkiledigi gibi, ithalatin i¢ piyasadaki sigir et
fiyatlarin1 ~ disirmeye  yonelik  etkinligini  de
zayiflatmaktadir. Nitekim 2010-2014 arasinda sigir
eti Uretici fiyatlarinda reel olarak yaklasik %32'lik
bir getileme gorulse de, 2015 ve 2016'da fiyatlarin
yeniden ylkselme trendine girdigi anlasiimaktadur.
Her ne kadar 2017 Ocak-Eylil arast ortalama
fiyatlarinda reel bir diisgme olmasina ragmen, bu
calismada yapilan trend analizi sonuglatina gore,
2018-2020 arasinda fiyatlarin tekrar yiikselecegi
tahmin edilmektedir (Grafik 3).

Ithalata ragmen fiyatlarin 2014 sonrasinda yeniden
yikselme egiliminde olmasi, 2010-2016 arasindaki
sigir eti arz-talep dengesini etkileyen degiskenlere
de baglanabilir. Bu dénem icin talep yoniinde en
onemli degisiklik niifusun %8,3 artarak 80 milyona
ulasmis olmasidir. Kisi bagina milli gelirin 2010-
2016 arasinda %3 artarak 11000 USD seviyesine
yaklastig1 bilinmektedir. Ayni sekilde ilkeye gelen
turist sayisinin 2010-2014 arasinda yaklagik %29
artarak 37 milyona ulastigi, ancak 2016'da yaklasik
25 milyona distigini belirtmek gerekir. Arz
yonunden incelendiginde ise, 2010-2016 arasinda
sigir sayisinin yaklastk %24'Tuk artisla 14 milyon
basa ulastigl, sigir eti Gretiminin de yaklagtk %71'lik
artisla 1 milyon tonu astig gorilmustir. Et
tretimindeki artts oraninin hayvan sayisindaki artis
oranindan daha  yiksek olmast, strd
kompozisyonundaki kiltir ve melez irk oraninin
%78'den %88'e yikselmesine ve ortalama karkas
agithginin da 238 kg'dan 272 kg'a ulasmasina
baglanabilir (TUIK, 2017).

Arzin talebi karsilamadaki olumlu gelismelere ve
ithalata ragmen, fiyatlarin yeniden ytikselmesinde en
o6nemli gerekce tretim maliyetleridir. Yem bitkisi
tretiminin ihtiyact karsilamadaki yetersizligi, yemde
kullandlan hammaddelerin (basta musir ve soya
olmak tizere) 6nemli bir kisminin ithal edilmesi ve
meraya dayali yetistiricilifin dusiik seviyede kalmast
nedeniyle, Titkiye'de hayvan besleme maliyetleri
diger tlkelere gbre olduk¢a yiksektit. Bu da
hayvansal iriin fiyatlarinda Turkiye'yi diger tilkelere
gbre dezavantajll duruma getirmektedir. Avrupa
Birligi (AB), Amerika Birlesik Devletleri (ABD),
Brezilya ve Avustralya'da sigir karkas fiyatlart 2016
yilt icin 8,19-13,48 TL/Kg arasinda bildirilmistir
(ESK, 2016). Aynt yil Turkiye'deki sifir eti tretici
fiyatt (25,03 TL/Kg) dikkate alindiginda, durumun
ne denli ciddi boyutlarda oldugu anlagilacaktir.
Diger taraftan kuresel iklim degisikligine bagh
olarak son yillarda ortaya ¢ikan kuraklik sorunu yem
ve gida fiyatlarinin artmasina neden olmustur.
Kuraklik nedeniyle 2007-2008 yillarinda meydana
gelen krizde musit ve soya fiyatlart 30'dan fazla
iilkede ciddi oranda yiikselmistir (SETBIR, 2013).
Turkiye'de de s6z konusu yillarda yem fiyatlarinin
reel olarak arttug gorilmektedir (Grafik 4). Benzer

7



bir kuraklik probleminin 2012'de yeniden yasanmasi
sonucu musir ve soyada en biyiik ihracatct olan
ABD'de bu urtnlerin fiyatlar1 %50'nin tzerinde
artmustir (SETBIR, 2013). Buna bagl olarak dis
pivasada misir (346 USD/ton) ve soyanin (696
USD/ton) fiyatlart 2012 ortalarinda zitve yapmustir
(YEM-BIR, 2017). Bu doénemde Tirkiye de
kurakliktan — nasibini  almis, yagis  rejiminin
dismesiyle kaba yemde de azalma meydana geldigi
icin saman fiyatlart dahi yiikselmistir (SETBIR,
2013). S6z konusu dénemde yem fiyatlarindaki reel
artisin - 2007-2008  krizini de geride biraktg
sOylenebilir (Grafik 4).

Yaganan bu gelismeler, Turkiye'de maliyetli bir
yapiya sahip olan hayvan yetistiriciligini olumsuz
yonde etkilemektedir. Ozellikle kiiciik ve orta éleek
grubundaki ireticiler bu donemlerde kapasite
diisirme ya da tretimden vazge¢me gibi kararlar
alabilmektedir. Zira 2007 yilinda yagsanan kurakligin
etkisiyle 2008 ve 2009'da yem fiyatlarinin reel olarak
artmast sonucu hem sigir sayisinda hem de tretilen
et miktarindaki  azalmayr  buna  baglamak
mimkiindir (TUIK, 2017). Benzer bir durum
2010-2013 arasinda yaganmis, yem fiyatlarindaki
reel artiglara ilave olarak, ithalatin etkisiyle gerileyen
sigir eti Uretici fiyatlart tretici kararlarinda rol
oynamustir. Nitekim 2013-2015 arasinda  sigir
sayisinin %2,9 azalmasi yaninda 2013 ve 2014'de
ortalama karkas veriminin de diigmesi, iretimden
vazgecme ve erken kesim gibi tiretici davraniglarimi
akla getirmektedir (TUTK, 2017).

Canli sigirda ithalatin 6nemli oranda (%69) besilik
materyalden yana kullanidmasinin yukarida ifade
edilen besleme maliyetleri dikkate alindiginda, et
fiyatlarinin ~ ddstrilmesinde  etkin  bir  arag
olamayacagl soylenebilir. Tirkiye'de yapian bir
calismada, kiltir ve melez itk sigirlarla yiritilen
sigir  besiciligi  faaliyetinde 2011-2012  iretim
donemi i¢in canlt agirlik maliyeti 7,76 - 9,70 TL/Kg
arasinda bildirilmistir (Celik ve Sarizkan, 2017).
Tablo 1'de goriilen aynt yillardaki besilik sigir ithalat
birim  degetlerine  (7,92-9,39 TL/Kg) besi
faaliyetinden kaynaklanan canli agirlik maliyetleri
ilave edildiginde, 2011-2012 arasindaki sig1r eti cari
tretici fiyatlarina ulasildigt gérillmektedir. Bununla
birlikte kasaplk sigir ithalatinda kesim ve parcalama
maliyetlerini, karkas ve kemikli et ithalatinda ise
parcalama maliyetlerini ithalatin birim degerlerine
ilave etmek gerekir. Konuyla ilgili yapilan bir
arastirmada, Turkiye'de 2015 yih icin sadece sigir
karkas  patcalama  maliyeti 0,97 TL/Kg
hesaplanmustir (Cicek ve ark. 2016).

SONUGC

Bu calismada, Turkiye'de geemis yillarda (1982-
1997 aras1) yapilan canli hayvan ve et ithalatinin
ardindan yeniden baglayan siirecin hayvancilik
sektoriine ve piyasalara olan etkilerinin daha iyi

degerlendirilebilmesi amactyla, 6zellikle son 20 yillik
dénem (1998-2017) incelenmistir. Hayvancilik
sektoriiniin - toplam  tarimsal desteklerden aldig
payin 2000-2013 arasinda %0,5'den %31 seviyesine
ulasmis olmasi, hayvansal uretim ve verimlilik
actsindan olumlu bir gelismedir (TEPGE, 2016).
Buna ragmen, kirmizi ette meveut dretimin talebi
karsilayamamast ve ortaya c¢tkan fiyat artiglar
gerekeesiyle yeniden ithalat stirecine girilmistir.
Kirmiz ette sigira olan bagimliligin yillar icerisinde
artit ve bu durumun ithalata da yansidig
goriilmektedir. Nitekim 1998 yilinda tretimde %68
olan sigirin payt 2010'da %79'a, 2016'da %90
diizeyine ulagmistir (TUTK, 2017). Ayrica 2010'dan
itibaren degisen miktarlarda canl kiglkbas
(damizlik olmayan) ithalati da yapilmasina ragmen,
canl sigirda ithalat degeri kiiclikbasa gore 10 kat
fazladir ve sadece sigir eti ithalatt gerceklestirilmistir
(ESK, 2015 ve 2016). Talepteki (nifus, kisi bagina
gelir  ve turizm) pozitif yonli gelismelerin
onumuzdeki dénemde devam etmesi durumunda,
sig1r etine olan talebin daha da artacagi beklenebilir.
Tirkiye'de hayvan besleme maliyetlerinin yiksekligi
ve kiiresel iklim degisikliginin  yem fiyatlart
tzerindeki etkisi dikkate alinarak, sigir eti iretici
tiyatlari besi yemi fiyatlart ile birlikte incelenmistir.
Trend analizi sonuclarina gére, her iki fiyat
diizeyinin (cari ve sabit) de 6nimiizdeki dénemde
(2018-2020) yiikselecegi tahmin edilmistir. Canlt
sigir ve si@ir eti ithalatiin i¢ piyasadaki fiyatlar
kismen etkiledigi, yillar icerisinde déviz kurundaki
degisimin ithalatin maliyetine yansidigi ve yem
fiyatlarindaki artisin si1gir eti iiretici fiyatlar tizerinde
daha fazla baski olusturdugu  belitlenmistir.
Dolayistyla ithalatin et fiyatlarinin dastirtilmesinde
etkin ve kalici bir rol oynamadigi, aksine besleme
maliyetleri ile bitlikte dretici kararlarinda olumsuz
bir etkiye sahip oldugu sGylenebilit. Diinya'da artan
yem maliyetlerinin sigir eti Gretimindeki biylimeyi
yavaglatacagt ve et fiyatlar1 lzerinde baski
olusturacagt tahmin edildigine gére (FAO, 2010),
ithalatin uzun dénemde ¢éziim iretemeyecegi
ortadadir.

Sigir eti arzinda hayvan materyalinin verim yont ve
isletme Olceginin 6nemli oldugunu vurgulamak
gerekir. Tirkiye'de sigir etinin biyiik oranda stt
verim yonli kiltlir ve melezi wklar (Holstayn,
Montofon ve Simental) ile yerli irklardan (Dogu ve
Giiney Anadolu Kirmizisy, Zavot ve Boz 1rk)
saglandigt gorilir. ABD ve AB'de ise et verimi
yuksek 1rklarin (Angus, Limuzin, Sarole, Hereford
veya melezleri) tercih edildigi bilinmektedir (Giimiis
ve Cinar, 2016). Ulkemizde yillar icerisinde sigir
karkas verimi yiikselmis olsa da, Gretimde et verimi
yuksek irklarin kullanidmast arz artist icin 6nemli
gorilmektedir. Diger taraftan, Turkiye'de 2013 yili
itibariyle yaklasik 375 bin sigir besi isletmesinin
%76'sinda 10 bas ve alunda hayvan bulundugu
tespit edilmigtir. Sadece 1000 isletme 200 bas ve
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tzerinde hayvana sahiptit. ABD'de isletme
ortalamasit 100 bas ve alti, AB'de ise 72 bastir
(Gimius ve Cmar, 2016). Bu durumda tlkemizde
besi isletmelerinin Olcek ekonomisinin
avantajlarindan yeterince faydalanamadigin
sOylemek mumkiinddr.

Sigirin - kirmizi et Uretimindeki  payiun  yillar
igerisinde artmasinda, elbette toplumun titketim
aliskanliklarinin - da  ciddi  payt  bulunmaktadir.
Ulkemizin belirli bélgelerinde koyun ve kegi etinin
oncelikle tercih edildigine yonelik ¢calismalar mevcut
olmakla birlikte (Cengiz ve ark. 2015, Karakus ve
ark. 2008), genellikle sig1r eti tercihi 6n plandadir.
Kirmizt et arzt icin kii¢likbag hayvan yetistiriciligine
1998-2009 arasinda yeterince 6nem verilmedigini
de belirtmek gerekir. S6z konusu dénemde koyun
varhiginda yaklagik %26, keci varhiginda %36 azalma
meydana gelmistir (TUTK, 2017). Sonraki siirecte
(2009-2016)  hayvan  sayist O6nemli  oranda
yitkselmesine ragmen, kirmizi et agigini kapatmada
yetersiz kalmistir. Onitimiizdeki dénemde tiiketici
tercihlerini kiiciikbas etine yonlendirici politikalar
izleyerek, kirmizi et arzinda kigitkbas hayvan
oraninin  arttirtlmasi,  ithalatin  kisa  vadede
azalmasinda, uzun vadede ortadan kalkmasinda
ciddi katk: saglayacaktir.

Analizde kullamilan veri setinin sayisina baglt olarak,
sig1r eti Uretici fiyatlart ve besi yemi fiyatlart icin
vapilan Ongoriler Ozellikle tG¢ yil ile smurh
tutulmustur. Cinkl zaman serilerinde veri setinin
uzunlugunun gelecege yonelik projeksiyonlar icin
analizin tahmin giicinid artirdigt bilinmektedir.
Turkiye'de hayvan sayilarinin  ileriye  yonelik
projeksiyonu kapsaminda yapilan bir modelleme
calismasinda vurgulandigr gibi (Cenan ve Giircan,
2011); hayvancilik sektorinde gelecege yonelik
rasyonel politikalarin gerceklestirilebilmesi amaciyla,
saglikli bir veri tabanina ve benzeri modelleme
calismalarina daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir.
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ABSTRACT

The aim of this study was to isolate the E. e/ O157:H7/H- serotype from traditional Turkish daity product kaymak sold in
Afyonkarahisar, investigate the Six7, Six2, ehblyA and eaeA genes in isolated strains by PCR and determine the antibiotic
resistance of strains to some antibiotics commonly used in Turkey. For this purpose, a total of 100 kaymak samples sold in
public bazaars located center town and villages of Afyonkarahisar were collected. E. co/i O157 was isolated from 3 of 100
samples by using conventional culture methods and serological confirmation tests. The presence of Szx7, Six2, ehhyA and
eaeA genes in the isolated 3 strains was investigated by PCR. While all of 3 strains harboured the S#x7 and ebhA genes, the
S7x2 and eaeA genes were not found in the strains. The antibiotic resistance of strains was investigated by Kirby-Bauer disc
diffusion test. While all of strains were resistant to cephazoline, cefoxitin and ceftiofur, the resistance was also determined
in the strains to ampicillin (66.7%), cephalothin (66.7%), ceftriaxone (33.3%), nalidixic acid (33.3%) and
ttimethoptim/sulphamethoxazole (33.3%). The present study is the first investigation showing the presence of E. ¢/
0157 and its virulence genes in the kaymak in Turkey.

Key words: E. /i O157:H7, enterohemolysin, intimin, kaymak (clotted cream), Shiga toxin
Geleneksel Tiirk Siit Uriinii Kaymaktan Escherichia coli 0157'nin 1k Bildirimi
oz

Bu calismada, Afyonkarahisar'da satilan geleneksel bir Turk sut Grind olan kaymaktan E. o/ O157:H7/H- serotipinin
izolasyonu, izole edilen suslarda S#x7, S#x2, ehlhyA ve eaeA genlerinin PZR ile aragtirilmasi ve suslarin Turkiye'de yaygin
olarak kullanilan bazi antibiyotiklere karsi antibiyotik direngliliginin belirlenmesi amaglandi. Bu amacla, Afyonkarahisar'in
merkez ve koylerindeki halk pazarlarinda satilan toplam 100 kaymak 6rnegi toplandr. Konvansiyonel kiltiir yontemleri ve
serolojik dogrulama testleri kullanilarak 100 kaymak 6rneginin 3'%inden E. /i O157 izole edildi. Tzole edilen 3 susta Stx7,
Stx2, ehlhA ve eaeA genlerinin varligt PZR ile arastirildi. Ug susun tamami Szx7 ve eblyA genlerine sahipken, suslarda S7x2
ve eaeA genleri bulunmadt. Suslarin antibiyotik direncliligi Kirby-Bauer disk difiizyon testi kullanilarak arastirildi. Suglarin
tamamui sefazolin, sefoksitin ve seftiofura direncli iken, suslarda ayrica ampisilin (%066,7), sefalothin (%66,7), seftriakson
(%33,3), nalidiksik asit (%33,3) ve trimetoprim/sulfametoksazole (%33,3) karst da direng tespit edildi. Sunulan calisma,
Turkiye'de kaymaklarda E. co/i O157'nin ve serotipin virulens genlerinin varligini gésteren ilk aragtirmadir.

Anahtar kelimeler: E. co/i O157:H7, enterohemolizin, intimin, kaymak, Siga toksin

To cite this article: Saglam D. Seker E First Report of Escherichia coli O157 From Traditional Turkish Dairy Product Kaymatk. Kocatepe
Vet]. (2018) 11(1): 11-17..

11



INTRODUCTION

Escherichia coli O157:H7/H-is a significant pathogen
associated with hemorrhagic colitis (HC), hemolytic
uremic  syndrome (HUS) and thrombotic
thrombocytopenic purpura (TTP) in human. This
serotype has been known to be one of the most
important pathogens of food-borne infections
worldwide, posing a great challenge to public health
(Karmali 2010, Ko et al. 2016). The primer
reservoirs of this bacterial agent are domestic
ruminants and the consumption of food products
of ruminant origin is associated with serious
epidemic outbreaks (Chapman et al. 1993, Upton
and Coia 1994, Kiranmayi et al. 2010).

The primer virulence factors of this serotype
contributing to the infection pathogenesis are the
Shiga toxins, intimin and the plasmid-encoded
enterohemolysin (Karmali 2010, Bergan et al. 2012,
Ko et al. 2016). Although antimicrobial agents are
commonly used for the treatment of several
bacterial infections, their usage for treating E. coli
O157:H7/H- infections ate controversial among
the researchers (lkeda et al. 1999, Wong et al.
2000).

According to Turkish Food Codex Communique
on Cream and Turkish Cream, kaymak is described
to be cream containing at least 60% milk fat, while
Afyon kaymak is defined as a product obtained
from the boiling of buffalo milk according to the
technique and keeping at least 2 minutes at 92 °C,
and cooling according to the technique (TGK
2003). This traditional Turkish product has an
important marketspace in terms of both the
manufacture region and the country. Generally,
pure Anatolian buffalo milk is preferred for the
production of kaymak because of its high fat
content, white color, rich aroma and flavor. If the
buffalo milk is insufficient, the cow milk enriched
by adding to certain amount of cream can also be
used. However, recently, the most of kaymak sold
on market and bazaars is originated from cow milk
and/or cow and buffalo milk (mix). In the
production of traditional kaymak pre-heating is
firstly applied to the evening milk. For this
purpose, the evening milk is slowly heated at 95 °C
for 30 min, cooled and then left at room
temperature overnight. The next morning the edge
of container is perforated by using a pin, the
releasing of milk cream layer is provided and
morning milk is added from this perforation. The
mixture of milk is slowly heated at 95 °C for 45
min again and allowed to cool at room
temperature. After this period, it is refrigerated
until morning and the kaymak layer is separated by
cutting the next day (Siriken and Erol 2009, Senel
2010).

Afyonkarahisar province is the famous city of
Turkey in terms of traditional dairy products,

especially kaymak, produced by buffalo milk.
Generally, the researches on Afyon kaymak or
kaymak have focused on the microbiological and
chemical quality of its (Sitiken and Erol 2009, Senel
2010), but in these studies, the presence of specific
bacteria and limited chemical parameters has been
investigated. However, sufficient data have not
been described concerning the isolation and
detection of virulence genes of E. w/i O157:H7/H-
serotype from kaymak samples in Turkey.
Therefore, the aim of this study was to investigate
the presence of this serotype and its major
virulence genes in kaymak and determine the
antibiotic resistance of isolated strains to some
antibiotics commonly used in Turkey.

MATERIALS and METHODS

Raymak samples

The present study was carried out on homemade
and commercial kaymak samples sold in public
bazaars located in center town and villages of
Afyonkarahisar province of Western Turkey. For
this purpose, a total of 100 kaymak samples (n= 69
homemade, n= 31 commercial) were bought from
several bazaars between February and April 2016.
Samples were immediately transported  to
microbiology laboratory in a cool box on ice. Of
100 samples, 57, 32 and 11 were originated from
cow milk, cow and buffalo milk (mix) and buffalo
milk, respectively.

Isolation and identification of E. coli O157:H7/H- from
kaymak sanples

Each kaymak sample was aseptically homogenized
by mixing in its own plastic container. Ten grams
samples were transferred into 90 mL modified
Tryptone Soy Broth (mTSB, Oxoid Ltd., UK)
containing Novobiocin (20 mg/L) (Oxoid Ltd.,
UK) and homogenized by vortexing at 120 rpm for
5 min. The mixture was aerobically incubated at 37
°C for 24 hours. A 10 pL aliquot was taken from
mTSB and inoculated onto Cefixime-Tellurite
added Sorbitol MacConkey agar (CT-SMAC,
Oxoid Ltd., UK). The plates were incubated at 37
°C under aerobic conditions for 24 hours. The
coloutless colonies growing on CT-SMAC agar
were evaluated to be suspect and the identification
of these colonies was made using Gram staining,
oxidase, indole, methyl red, Voges Prouskauer,
urease, hydrogen sulphide, citrate, glucose, sucrose,
lactose, cellobiose and motility tests. For serological
confirmation, E. ¢/ O157 latex test kit (Oxoid
Ltd., UK) and H7 antisera (Denka Seiken Co. Ltd.,
Japan) were used (Seker and Yardimct 2008). In all
applications, EHEC O157:H7 strain EDL 933 and
E. coli ATCC 25922 were used as the positive and
negative control strains, respectively.
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Detection of Stx1, Stx2, ehh.A and eaeA genes in E. coli
O157:H7/H: strains by PCR

DNAs were extracted from the positive control,
negative control and all test strains using boiling
method. For this purpose, control and test strains
were inoculated onto Trypticase Soy Agar (Oxoid
Ltd., UK). After the incubation, one colony was
suspended in 500 uL. of DNase-RNase free DEPC-
treated water and the suspension was subjected to
boiling at 100 °C in a water bath for 10 minutes.
Afterwards the suspension was centrifuged at 9,167
g for 5 minutes and the supernatant containing
bacterial DNA was stored at -20 °C for PCR
mixture.

The primers designed by Otawa et al. (2004) and
Osek (2003) were preferred for the detection of
Stxc1, Stx2 genes and eblyA, eaeA genes, respectively
(Table 1). Singleplex PCR was used for the
detection of ese4 gene, while multiplex PCR
(mPCR) was performed for the detection of S7x7,
Stx2 and ebhA genes. PCR mixture used in the
present study was as follows: two pL of the
extracted DNA were added to 50 uL of PCR
mixture of 10X PCR buffer, 2.5 mmol/L MgCly,
0.2 mmol/L of each dNTP, 2 U Taq polymerase,
0.25 umol/L of each primer and deionized watet.
The mPCR amplification conditions of S#x7, S7x2
and eblyA genes consisted of an initial denaturation
step at 95 °C for 4 min, and 30 cycles of 95 °C for
30s, 57 °C for 30 s, 72 °C for 30 s and a final step
at 72 °C for 7 min. The amplification cycles of eaeA
gene were programmed as 4 min at 95 °C for initial
denaturation; 30 cycles, 30 s at 95 °C, 1 min at 45
°C, 1 min at 72 °C; and 7 min final extension step
at 72 °C (Seker et al. 2010). All PCR products wete
separated by electrophoresis in a 1.5% agarose gel
and visualized using ethidium bromide on UV
transilluminator. Product sizes were determined by
comparison with 100-bp molecular marker (DNA
ladder; Fermentas, Vilnius, Lithuania).

Antibiotic susceptibility test

The antimicrobial resistance of positive and
negative control strains and test strains was
determined by using Kirby-Bauer disc diffusion
method on Mueller Hinton agar (Oxoid Ltd., UK)
according to the guidelines of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2013). For
this purpose, amoxicillin+clavulanic acid (30ug),
ampicillin (10pg), cephalothin (30ug), cephazolin
(30ug), cefoxitin  (30ug), ceftofur  (30ug),
ceftriaxone (30pg), enrofloxacin (5pg), gentamicin
(10ug), kanamycin (30pg), streptomycin (10ug),
ciprofloxacin ~ (5pg), nalidixic acid  (30ug),
tetracycline  (30pg), imipenem  (10pg) and

trimethoprim-+sulfamethoxazole (25ug) antibiotic
discs (Oxoid Ltd., UK) were used. The plates were
aerobically incubated for at 37 °C 24 hours.

RESULTS

Isolation and identification findings

According to standard biochemical and serological
test results, E. co/i O157 was identified from 3 of
100 kaymak samples. H7 antigen was not
determined in the strains. Of isolated strains 1 was
homemade and originated from cow milk, while 2
strains were commercial and originated from cow
and buffalo milk (mix).

Distribution of virulence genes

All of 3 strains isolated from kaymak samples
harboured the S#x7 and ebh.A genes, while the S#x2
and easeA genes were not found in the strains.
Amplification of S#x7 (210 bp) and ehhA (534 bp)
genes in 3 E. co/i O157 strains was shown in Figure
1.

Auntibiotic susceptibility test

According to Kirby-Bauer disc diffusion test
results, all of 3 E. co/i O157 strains were resistant to
cephazolin, cefoxitin and ceftiofur, while they are
sensitive to enrofloxacin, gentamicin, ciprofloxacin,
tetracycline and imipenem. The resistance to
ampicillin (66.7%), cephalothin (66.7%),
ceftriaxone (33.3%), nalidixic acid (33.3%) and
trimethoprim-+sulfamethoxazole (33.3%) was also
found in the strains. Antibiotic resistance of strains
was shown in Table 2.

Figure 1: S#x7 and e¢h/A mPCR findings in E. co/i
O157 strains. M: 100 bp DNA ladder; lane 1-3:
Stx1 (210 bp) and ebhA (534 bp) genes positive test
strains; -: negative control (E. cw/i ATCC 25922); +:
positive control (E. co/i O157:H7 EDL931).
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Table 1: Oligonucteotide primers used in this study

Gene Oligonucleotide sequence Product size
(5'-3" (bp)

Stxl Forward TGTAACTGGAAAGGTGGAGTATACA 210
Reverse GCTATTCTGAGTCAACGAAAAATAAC

Stx2 Forward GTTTTTCTTCGGTATCCTATTCC 484
Reverse GATGCATCTCTGGTCATTGTATTAC

ehhyA Forward GCATCATCAAGCGTACGTTCC 534
Reverse AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

eaeA Forward GGGATCGATTACCGTCAT 837
Reverse TTTATCAGCCTTAATCTC

Table 2: Antibiotic resistance of E. co/i O157 strains

E. coli O157 strains (n=3)

Antibiotic S 1 R

n % n %o n %o
Amoxicillin+clavulanic acid (30pg) 2 606.7 1 333 - 0
Ampicillin (10p.g) 1 333 - 0 2 66.7
Cephalothin (30u.g) - 0 1 333 2 66.7
Cephazolin (30ug) - 0 - 0 3 100
Cefoxitin (30ug) - 0 - 0 3 100
Ceftiofur (30pg) - 0 - 0 3 100
Ceftriaxone (30u.g) 2 66.7 - 0 1 33.3
Enrofloxacin (5pg) 3 100 - 0 - 0
Gentamicin (10pg) 3 100 - 0 - 0
Kanamycin (30ug) 2 66.7 1 33.3 - 0
Streptomycin (10pg) 1 333 2 66.7 - 0
Ciprofloxacin (5ug) 3 100 - 0 - 0
Nalidixic acid (30u.g) 2 606.7 - 0 1 333
Tetracycline (30ug) 3 100 - 0 - 0
Imipenem (10ug) 3 100 - 0 - 0
Trimethoprim+sulfamethoxazole (25ug) 2 66.7 - 0 1 33.3

S: Sensitive; I: Intermediate; R: Resistant

DISCUSSION

The present study investigated the presence of E.
coli O157:H7/H- serotype and its major virulence
genes in the kaymak, a traditional Turkish dairy
product, and the antibiotic resistance of isolated

strains to some antibiotics commonly used in
Turkey.

Several researchers have shown the presence of E.
coli O157:H7/H- in various raw or treated milk and
other dairy products of animal origin and
emphasized the importance of this serotype in
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terms of public health (Seker and Yardimet 2008,
Rantsiou et al. 2012, Sancak et al. 2015, Tanzifi et
al. 2015, Douéllou et al. 2016). Although kaymak is
a sought-after Turkish dairy product, only one
study investigating the presence of E. ¢/ O157 in
kaymak has been found in Turkey. Ipekcioglu
(2009) reported that E. w/i O157:H7/H- was
detected in none of the examined 100 kaymak
samples. In our study, 100 kaymak sold in public
bazaars located center town and villages of
Afyonkarahisar were examined for the presence of
E. coli O157:H7/H-. Of the 100 examined samples,
3 were positive for E. cofi O157. This is the first
report of E. ¢l O157 from kaymak in Turkey.
Epidemiological data obtained from food-borne
outbreaks or individual cases indicate that the
contamination of milk and other dairy products by
E. cli O157:H7/H- may be associated with the
external contamination of teats and mastitis, poor
milking hygiene, insufficient pasteurization and/or
post processing contamination (Seker and Yardimet
2008, Farrokh et al. 2013, Sancak et al. 2015; Nobili
et al. 2016). In the studies related to the
development of this serotype in different
environments have been emphasized that E. co/i
O157:H7/H- is mote sensitive than Salmonella spp.
to high temperature values (Berry and Cutter 2000).
Heating procedures is applied twice in the
production of traditional kaymak; in light of that
fact the isolation of this serotype from our samples
may be associated with defective pasteurization, the
fecal contamination of product and/or poor
hygiene after the production.

The pathogenicity of E. w/ O157:H7/H- is
associated with various virulence factors such as
Shiga toxins, enterohemolysin and intimin (Karmali
2010, Bergan et al. 2012). Shiga toxins cause
microvascular changes iz vivo and are cytotoxic for
selected cell lines iz vitro, are known to be
associated with HC, HUS and bloody diarrhea
(Bergan et al. 2012). Although the influence of
enterohemolysin  produced by EHEC in the
pathogenesis  remains unclear, it has been
considered that enterohemolysins may be used as
the epidemiological marker for Shiga toxin-
producing E. w/i (STEC) strains (Farrokh et al.
2013). Another virulence factor intimin is
responsible for the formation of attaching/effacing
(A/E) lesions on intestinal epithelial cells (Karmali
2010). The low and high prevalence rates of genes
encoding these virulence factors have been
reported in E. c/i O157:H7/H- strains isolated
from milk and dairy products of cow and buffalo
origin (Rahimi et al. 2012, Rantsiou et al. 2012,
Douéllou et al. 2016, Nobili et al. 2016). Generally,
it was shown that the prevalence of S#x2 gene was
higher than S7x7 gene and ¢h/y.A gene was the most
common virulence gene in the strains. Many
researchers also emphasized that eze4 gene had

high prevalence in the plurality of isolate number,
while the absence of this gene pointed out in the
paucity of isolates (Momtaz et al. 2012, Rantsiou et
al. 2012, Douéllou et al. 2016, Nobili et al. 2016).
In our study, all of 3 E. cw/i O157 strains harboured
the S7x7 and ehhA genes (Figure 1), while the S7x2
and ese] genes were not found in the strains.
Friedrich et al. (2002) reported that S7x2 is clinically
the most important S#x type and the probability of
HUS development in infections from  strains
harbouring S#x2 is higher than that of strains
containing either S#x7 or both S#x7 and S#x2.
However, some researchers emphasized the S#x7-
producing and/or no Shiga toxin producing E. co/i
O157:H7/H: strains can also pose a potential risk
for public health (Schmidt et al. 1999, Friedrich et
al. 2002, Bergan et al. 2012). Similarly, numerous
investigators underlined the strong association
between the carriage of eaeA gene and the capacity
of STEC to cause severe human disease, especially
HUS (Beutin et al. 2004, Karmali 2010).
Nevertheless, it was reported its production was
not essential for pathogenesis, because a number of
sporadic cases of HUS were caused by eaeA-
negative strains (Karch et al. 2005). Geographical
variations, the difference of tested material and the
deficiency of strain number isolated in this study
may be the reason for discrepancy in the
distribution of virulence genes compared to results
of other studies.

Antimicrobial resistance has been recognized as a
global health problem for many decades and
several programs have been set up for its
surveillance in human and veterinary medicine.
Some of the antibiotic resistance genes identified in
food bacteria have also been identified in humans,
providing indirect evidence for transfer by food
handling and/or consumption (Founou et al. 2016).
The use of antibiotics in the treatment of E. co/i
O157:H7/H- infections is controversial. Some
authors reported that antimicrobials may lyse
bacterial cell walls, thereby liberating Shiga toxins
and/or cause increased expression of Shiga toxin
genes i vivo (Wong et al. 2000), while others
suggested that some antibiotics applied in the early
period of infection may prevent disease
progression to HUS and HC because of the
susceptibility of many STEC O157:H7/H- isolates
to numerous antimicrobials (Ikeda et al. 1999). In
the investigations related to antibiotic resistance of
E. coli O157:H7/H- strains isolated from milk and
dairy products, the researchers emphasized the
isolates showed the high resistance rates and/or
multiple drug resistance (Momtaz et al. 2012,
Rahimi et al. 2012, Reuben et al. 2013). In this
study, the antibiotic resistance of 3 E. /i O157
strains isolated from traditional kaymak samples to
16 different antibiotics commonly used in Turkey
was investigated by Kirby-Bauer disc diffusion test.
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All of tested strains were resistant to cephazoline,
cefoxitin and ceftiofur, followed by ampicillin
(66.7%), cephalothin (66.7%), ceftriaxone (33.3%),
nalidixic acid (33.3%) and
trimethoprim+sulfamethoxazole (33.3%) (Table 2).
However, the resistance rates obtained from our
study were insufficient to comment the resistance
profiles of strains because of the low isolate
number.

CONCLUSIONS

In conclusion, the presence of E. cwhi O157
serotype and its major virulence genes in traditional
kaymak was reported for the first time in Turkey.
Afyonkarahisar located in Western Turkey has
critical position in the breeding of dairy animals,
especially water buffaloes, and the kaymak obtained
from these animals have an important consumer
portion in Turkey. Although an outbreak
connected to E. ¢/ O157:H7/H- has not been
reported in Turkey so far, there is a need for
awareness that kaymak, like other foods of animal
origin, can pose a potential risk of E. coli O157
infections in human. Also, the data deficiency on
the presence of this zoonotic pathogen in
traditional kaymak in Turkey should be eliminated
through with future investigations.
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Oz

Konjunktiva ile iliskili lenfoid doku (CALT), géziin en 6nemli aksesuar bilesenlerinden biridir. Bu calisma, saglkli
develerde konjunktiva ile iliskili lenfoid dokunun histolojik dagilimini ve karakteristik 6zelliklerini 1stk mikroskobu
teknigiyle ortaya koymak amaciyla yapildi. Calismada toplam 5 adet (13-19 yas araliginda) deveye ait alt ve tst gbz kapagt
kullanildi. CALT’a ait genel makroskobik goriiniim asetik asit uygulamasiyla ortaya konuldu. Tim develerde CALT’in en
6nemli elemanlart olan ve soliter ve agregat lenf folikiillerinin varligr tespit edildi. Folikillerin tzerlerinin folikille iligkili
epitel (FAE) olarak bilinen ve intra epiteliyal lenfositleri barindiran, kadeh hiicrelerinin gériilmedigi ince, yassilasmis epitel
ile ortild oldugu gorildi. Buna ek olarak, lenf folikillerinin germinal merkez, korona, dom bélgesi ve inter folikiler
alanlardan meydana geldigi fark edildi. Interfolikiiler alanlarda CALT en énemli karakteristik 6zelliklerinden bir olan,
yitksek endotelli venullerin varligt ortaya konuldu. Sonug olarak, deve CALT1nin sahip oldugu belitleyici 6zellikleriyle diger
mukozal lenfoid dokularla oldukea yitksek benzelikler goterdigi ve okiiler savunma mekanizmast igerisinde 6nemli bir rol
oynadig1 kanisina varild.

Anahtar Kelime: CALT, Deve, FAE, lef folikiali, MALT

A Light Microscopic Study: Conjunctiva-Associated Lymphoid Tissue in Camel
ABSTRACT

Conjunctiva-associated lymphoid tissue (CALT) is one of the most important accessory component of the eye. This study
was undertaken to demostrate the histological distribution and characteristic features of CALT in healhty camels using
light microscopy technique. A total upper and lower eyelids of 5 (age range, 13-19) camels were investigated. The gross
appearance of CALT were revealed by acetic acid application. Fully intact solitary and aggregated lymphoid follicles were
observed as members of CALT in all camels. These follicles were covered by a thin, flattened epitehelium called follicular-
associated epithelium (FAE) that contained intra epithelial lymphocytes and lacked goblet cells. In addition germinal
centers, corona, subepithelial dome region and interfolliculer areas were noticed within the lymphoid follicles. The
presence of high endothelial venules (HEV), a highly distinctive feature of CALT, was confirmed in interfollicular areas.
We conclude that CALT of camel closely resembles other mucosal lymphoid tissues and may serve as an important
member of ocular defense mechanism with its determinative features.

Key Words: CALT, camel, FAE, lymphoid follicle, MALT

To cite this article: Ceylan A. sk Mikroskobik Bir Caligma: Devede Konjuktiva ile Uiskili 1enfoid Doku. Kocatepe Vet ]. (2018)
11(1): 18-23.

18



GIRIS

Okdler ylzey suirekli olarak bircok farkli patojen
olan ya da olmayan etken ile karst karsiya
gelmektedir (Knop ve Knop, 2005a). Bu etkenlere
karst savunma mekanizmasinin  bitinliginin
korunmast ve devamliliginin saglanmast mukoza ile
iliskili lenfoid doku (Mucosa associated lymphoid
tissue, MALT) ailesinin bir tyesi olan g6z ile iligkili
lenfoid doku (Eye-associated lymphoid tissue,
EALT) tarafindan saglanmaktadir. EALT, lakrimal
bez, konjunktiva ile iliskili lenfoid doku
(Conjunctiva-associated lymphoid tissue, CALT) ve
lakrimal kanal ile iligkili lenfoid dokundan (Lacrimal
Drainage—Associated Lymphoid Tissue, LDALT)
meydana gelmektedir (Knop ve Knop, 2000).
Hayvan tirlerine gore vyerlesimi ve yogunlugu
degisebilen ve blnyesinde farkhi tipteki immun
sistem hucresini  barindiran CALT, EALT’in
konjunktival kismim olusturmaktadir (Chodosh ve
ark.,, 1998, Bayraktaroglu ve Ast, 2009,
Bayraktaroglu, 2011). CALT, okdler yizey ile dis
ortam arasinda immunolojik bir ara yiiz olugturarak,
immun yanitin baglatilmasinda ve diizenlenmesinde
anahtar rold Ustlenir. Antijenleri tespit ederek
alimim  gerceklestiren CALT, sonrasinda bu
antijenleri isleyerek antijen sunan hiicrelere sunar ve
bunu takiben lenfoid hiicrelerin direkt aksiyonu ya
da antikor salinimi ile okiiler yiizeydeki immun
yanitin olusmasint saglar (Knop ve Knop, 2002,
Steven ve Gebert, 2009).

MALT ailesinin diger tyelerinde oldugu gibi
EALT1n da iki farkll sekilde gorildiga
bilinmektedir. Bunlardan ilki “6zellesmis” MALT
(Organized, O-MALT) digeri ise “yaygn”
MALT’dan  (Diffuse, D-MALT) olusmaktadur
(Russell ve ark., 2000, Hannant, 2002, Liebler-
Tenorio ve Pabst, 2000).

CALT’1 mukozal immun sistem agindan 6nemli ve
etkili kilan; MALT’in temel Ozellikleri olarak
bilinen, yiksek endotelli ventller (High endothelial
venules, HEV), kadeh hiicresi icermeyen ve antijen
alimt icin 6zellesmis membrandz epitel hiicrelerini
(M cells, M hiticreleri) de iceren folikil ile iliski
epitel (Follicle-associated epithelium, FAE) ile dom
ve korona bolgesi, germinal merkez, ve
interfolikiler alanlar iceren agregat ve/veya soliter
lenf folikiillerine sahip olmasidir (Girard ve
Springer, 1995, Neutra ve ark., 1996, Astt ve ark.,
2000b, Beyaz, 2004, Bayraktaroglu, 2010 ).

Yasam dongisi icerisinde tiir ve birey diizeyinde
farkliliklar sergilemekle birlikte CALT’a ait lenf
folikiillerinin sayisinin yasa baglt olarak degistigi
bilinmektedir (Kessing, 1968). Ozellikle ileri yas
grubu canlilarda yapilan calismalarda bu foliktllerin
sayisinda hizli bir azalma gorillse de tamamen yok
olmadiklari tespit edilmistir (Agnifili ve ark., 2014,
Cain ve Phillips, 2008). Bunun yant sira lenf
folikili  sayisinin  gesitli  hastaliklar,  toksik

reaksiyonlar, otoimmun bozukluklara bagli olarak
da degistigi gosterilmistir (Siebelmann ve atk., 2013,
Ambroziak ve ark., 2016). Bu calisma, tlkemizde
halen, ekonomik degere sahip ve bazt yorelerde
ulasim ve tagimacilik amaciyla kullanilan deveye ait
CALT’1in makroskobik ve mikroskobik 6zelliklerini

ortaya koymak amaciyla yapilmistir.
MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak, ilerleyen yast nedeniyle
(13,14,14,17 ve 19 yasinda) kesime sevk edilen 5
adet saglikli deveye ait alt ve iist g6z kapaklarinin
konjunktivalart kullanildi. Kesimi takiben toplanan
materyalin bir kismi lenf folikiillerinin yerlesimi ve
dagilimint makroskobik olarak ortaya koymak
amactyla 24 saat boyunca %3lik asetik asit ile
muamele edildi (Fix ve Arp, 1991).

Kesim sonrast toplanan materyalin diger kismi ise
stk mikroskobik incelemeler icin  %10’luk
tamponlu nétral formolde tespit edilerek, rutin 15tk
mikroskobu takibine tabi tutuldu ve paraplasta
bloklandt. Bloklardan alinan 5 um kalinligindaki
kesitlere genel histolojik yapinin ortaya konulmasi
amactyla  Crossmon tarafindan modifiye edilen
Mallory’nin Gglii boyamast uyguland: (Crossmon,
1937). FAE’nin  makromolekiler  diizeydeki
maddeleri pinositoz yolu ile hiicre icine alimini
gostermek amactyla kesimden yarim saat Gnce
develere 0,15 M NaCl; soltisyonunda hazirlanan, 25
mg/ml ferritin  (Sigma F  4503) solisyonu
uygulandi.  Ferritin  partikilllerinin ~ hiicre  igi
varliginin gosterilmesi icin 1 pm kalinliginda alinan
yari ince kesitlere de toluidine blue boyamasi
yapildi. Tim bulgular arastirma mikroskobunda
(Leica DM 2500) degetlendirildikten sonra
fotografland1 (Leica DFC450).

BULGULAR

Makroskobik Bulgular

Oldukga kalin olduklart tespit edilen her iki goéz
kapaginin, asetik asit uygulamasini takiben CALT’a
ait lenf folikilllerinin  olusturdugu  lenfoid
bélgelerinin belirginleserek nonlenfoid bélgelerden
kolaylikla ayrildigr gérildi. Konjunktivalar arasinda
lenf folikillerinin sayt ve dagiim bakimindan
bireysel farklidiklar tasimadigi ve simetrik oldugu
gbzlemlenirken bitlin 6rneklerde lenfoid dokunun
oval sekilli lenf folikiillerinden olustugu tespit
edildi. Alt konjunktivada, agregat lenf folikiillerine
palpebra niktitans ve palpebral konjunktivada
yogun olarak rastlanirken, tst konjunktivada ise
palpebral konjunktivanin daha az sayida ve medial
actya yakin bolgelerinde yerlesim gOsteren lenf
folikiillerine sahip oldugu gozlendi (Sekil 1).

Mikroskobik Bulgular
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Makroskobik bulgularla uyumlu olarak mikroskobik
dizeyde de lenfoid bélgeler ile nonlenfoid
bolgelerin farkli karakterde histolojik &zelliklere
sahip oldugu gérildid. Nonlenfoid bolgelerin kadeh
hiicresi iceren c¢ok katlt epitel ile Ortiili oldugu
goriildi.  Mukozal lenf folikiillerinin  epitele
yakinlastigi alanlarda meydana getirmis oldugu
etkiye bagl olarak, epitelin tek katli yassi hale
dénismesiyle FAE’nin bicimlendigi fark edildi
(Sekil 2). Ayrica immun sistem hiicrelerinin bu
alanlarda epitel ile yakin iliskide oldugu ve
bazilarinin epitelin icinde intraepiteliyal yerlesim
gosterdigi dikkat cekti (Sekil 3). Antijen aliniminda
Ozellesen FAE hucrelerinden olan M hiicrelerinin
varhigt yapilan ferritin uygulamalari ile g&sterildi.
Uygulanan ferritin partikiillerinin epitelden alinarak
daha alttaki hiicrelere aktarildigi gbzlendi (Sekil 4).
Bunun yam sira CALT1  olusturan lenfoid
bolgelerdeki  cogunlukla O-MALT  yapisinda
gorilen soliter ya da agregat lenf foliktllerinin,
FAE ile 6rtiilii dom bélgesi, germinal merkez ve bu
iki bolge arasinda bulunan korona bdlgesi ile inter
folikiiller alanlara sahip olduklart g6zlemlendi.
Korona boélgesinin  heterokromatik  cekirdekli
hiicrelerle bir kusak olusturdugu tespit edildi.
Germinal  merkezde — Okromatik  ¢ekirdekli

lenfoblastlara rastlanildi. Ozellikle epitelin hemen
alunda konumlanmis folikillerin dip kisimlarinda
ve inter folikiiler alanda yerlesim gosteren gevresi
olduke¢a kalin bir bag dokusu ile ¢evrili HEV’lerin
varligt saptandi. Buna ek olarak, HEV duvari icinde
ve cevresinde immun sistem hiicrelerine rastland:

(Sekil 5).

Sekil 1. A. Asetik asit uygulamast sonrasindaki CALT’in
makroskobik g6rintimi. Nonlenfoid bélgeler (NL),
lenfoid bélgeler (I). B ve C. Agregat lenf folikilleri
(daire). Nazolakrimal punktum (oklar).

Figure 1. A. Macroscopic appearance of CALT after
acetic acid application. Nonlenfoid areas (NL), lenfoid
areas (L). B and C. Aggregate lymphoid follicles (circle).
Nasolacrimal punctum (arrows).

Sekil 2. A. Agregat lenf folikilleri (oklar), intefolikiiler
alanlar (I). B. Soliter lenf folikiili. Dom bolgesi (D),
korona (K), germinal merkez (GM), folikil ile iligkili
epitel (FAE), interfolikiller alan (I). C. Nonlenfoid
bélgeler (NL), lenfoid bolgeler (L), folikil ile iligkili
epitel (FAE), kadeh hiicreleri (oklar). Mallory’nin ticlia
boyamast.

Figure 2. A. Aggregate lymphoid follicles (arrows).
Interfollicular areas (I). B. A solitary lymphoid follicle.
Dome area (D), corona (K), germinal center (GM),
follicle associated epithelium (FAE), interfollicular area
(@). C. Nonlenfoid areas (NL), lenfoid areas (L), follicle
associated epithelium (FAE), goblet cells (arrows).
Mallory's trichrome stain.

ga S .

Sekil 3. Folikil ile iliskili epitel (FAE), M hiicresi
(kirmizt ok), intraepiteliyal lenfosit (yesil ok). Toluidine
blue boyamast.

Figure 3. Follicle associated epithelium (FAE), M cell
(red arrow), intraepitheilal lymphocyte (green arrow).
Toluidine blue staining.
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Sekil 4. FAE hicreleri tarafindan hiicre icine alinmig
ferritin partiktlleri (siyah oklar), M hicresi (kirmizi ok),
germinal merkez (GM). Toluidine blue boyamast.
Figure 4. Ferritin particles within FAE cells (black
arrows), M cell (red arrow), germinal center (GM).
Toluidine blue staining.
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Sekil 5. HEV’ler (daiteler) ve immun sistem hiicre
trafigi (oklar). Toluidine blue boyamast.

Figure 5. HEVs (circles) and immune system cell traffic
(arrows). Toluidine blue staining.

TARTISMA

CALT, gbzdeki diger immun yapilarla birlikte
okiler yiizeyin sagliginin korumasinda kilit rol
tstlenmektedir. Yerlesimi g6z ontinde

bulunduruldugunda, gozin dis ortamla arasinda
bulunan ilk bariyer olan CALT, okiler yiizeye ait
immun toleransin dizenlenmesine ve bir¢ok
yangisal hastaliga karsi verilecek immun yanitin
temel  basamaklarinin  sekillenmesine  katkida
bulunur (Zhivov ve ark., 2006, Siebelmann ve atk.,
2013). CALT1n bu OSzelliklerini basarili bir sekilde
yerine getirebilmesi i¢in MALT’a ait karakteristik
Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Knop ve
Knop, 2005b). Literatiirde deve CALT 1na ait lenf
foliktllerinde bulunan 6zellikle T' lenfosit (Sandtket
ve ark., 2005), IeG ve IgA salgilayan hiicrelerin
(Zhang ve ark., 2016) varhiginin ve dagihminin
gosterildigi galigmalar bulunmaktadir. Ancak bu
calismalarda CALT’1mn  temel yapisal Ozellikleri
makroskobik ve mikroskobik olarak detayll bir
sekilde gosterilmemistir. Bizim c¢alismamizda bu
calismalardan farkli olarak bahsi gegen karakteristik
yapisal unsurlar ayrintili bir sekilde incelenerek
ortaya konulmustur.

Alt ve iist gbz kapaklarindaki CALT 1n yerlesimi ve
yogunlugu tirler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Koyun, domuzda (Chodosh ve
ark., 1998) ve sigirda (Bayraktaroglu ve Asti, 2009)
palpebral konjunktivada, képek (Guiliano ve ark.,
2002) ve farede (Sakimoto ve ark., 2002) palpebra
niktitans’a yetlesen lenf folikillerinin, tavsanda
(Bayraktaroglu ve ark., 2010) alt konjunktivanin
nazal acisinda lakrimal punktuma yakin boélgelerde,
tavukta (Fix ve Arp, 1991) ise nazal agda
bulundugu bildirilmektedir. S1g1r, maymun (Ruskell,
1995), tavsan, tavuk ve hindide genellikle alt
konjunktivada daha yogun bir yerlesim gdOsteren
CALT, insanlarda (Knop ve Knop, 2000) tam tersi
yetlesim gosterir. Calismamizda alt konjunktivada
iste oranla daha yogun bir CALT dagilimi oldugu
tespit edildi. Bu durum develerde okiiler
enfeksiyonlarin ya da patojenik olmayan cevresel
etkilerin daha c¢ok alt g6z kapagina yetlesim
gosterme  olasiig ile iligkilendirilebilir. CALT’ta
bulunan  lenf  folikillerinin makroskobik
morfolojilerinin  de turler arasinda farkliliklar
oldugu gosterilmistir. Insanlardaki (Knop ve Knop,
2000) lenf folikilleri, disk seklinde tanimlanirken
tavsan (Bayraktaroglu ve ark., 2010), maymun
(Ruskell, 1995), ve diger memeli titlerinde
(Chodosh ve ark., 1998) daha c¢ok oval bicimde
tanimlanmaktadir. Devede ise lenf folikiillerinin
insanlardan farkl, diger tirleri ile ise benzer
makroskobik motfolojiye sahip oldugu gérildi.
Arastirmalarda, konjunktivanin 1tk mikroskobik
olarak nonlenfoid ve lenfoid bélgelerden meydana
geldigini bildirilmektedir. Lenfoid bdlgelerin tepe
kisimlart kadeh hiicresinden yoksun incelmis FAE
ile ortilii soliter ya da agregat lenf folikillerinden
olusurken, nonlenfoid bolgelerin ise kadeh htcreli
2-5 siralt ¢ok kath yasst epitelden olustugu
gOsterilmistir (Ast1 ve ark., 2000a, Liebler-Tenorio
ve Pabst, 2005, Bayraktaroglu ve ark, 2011). MALT
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ailesinin bir tyesi olan CALT’1n lenf folikiillerinde,
germinal merkez, korona bolgesi, interfolikiler
bolgelerin  ve  subepiteliyal dom  bolgesinin
bulundugu ortaya konulmustur. (Chodosh ve
Kennedy, 2002, Bayraktaroglu ve atk., 2010).
Calismamizda elde edilen bulgular deve CALT 1nin
diger tirlerde tanimlanan CALT’lar ile uyumlu
oldugunu gostermektedir. Kuslarda yapilan bir
calismada (Kleckowska-Nawrot ve ark., 2017) g
farklt kus tiriinde bizim bulgularimizdan farkh
olarak konjunktivanin lenfoid bdlgesine ait epitelde
kadeh hiicrelerinin gorilldigh ortaya konulmustur.
Bu durum, nonspesifik bir mekanizma olan mukus
saliniminin ~ develerde, FAE icinde yetlesim
gosteren M hiucrelerinin  antijen alimt siirecine
olumsuz bir etkisinin olabilecegi ihtimalini akla
getirmektedir.

MALTtn diger bir karakteristik Ozelligi olan ve
lenfositlerin doku spesifik gé¢lerinde tasidiklart 6zel
adezyon molekiilleri vasitasiyla gbrev alan HEVler
CALT icinde tanimlanmistir (Girard ve Springer,
1995, Ast1 ve ark., 2000b, Chodosh ve Kennedy,
2002, Liebler-Tenorio ve Pabst, 20006). Hayvan
tirleri arasinda  HEV’in  yapisinin  farklilik
gosterdigi, ventllerin  sayist  ve uzunlugunun
antijenik  uyarimla  baglantuli  olarak  degistigi
bildirilmektedir (Anderson ve ark., 1978, Knop ve
Knop, 2000). Tavuklarda lenf folikilerinin dip
kistmlarinda  yerlesim gosteren HEV’in  kibik
endotel hiicrelerinden meydana geldigi bildirilmistir
(Fix ve Arp, 1991). Calismamizda tavuklarin aksine,
develerde HEV endotelinin  yitksek  endotel
yapisinda oldugu tespit edildi. Endotel yapisindaki
farkliligin yiiksek ihtimalle lenfosit trafiginin ve
diapedez mekanizmasinin tirler arasinda degisiklik
gostermesinden kaynaklaniyor olabilecegi kanisina
varildi.

Literatiirde konjunktival lenf folikiillerinin sayisinin
ve dagiminin yas ile dogrudan iligkili oldugu
gOsterilmis olup ilerleyen yasam siiresiyle bitlikte
lenf folikillerinin sayisinda dramatik bir azalim
oldugu ortaya konmustur (Kessing, 1968, Cain ve
Phillips, 2008, Siebelmann ve ark., 2013, Agnifili ve
ark., 2014). Calismamizda kullamlan develerin ileri
vaslart nedeniyle kesime sevk edilmis hayvanlar
olmalarina ragmen; yapilan incelemelerde CALT
yapisinin yaygin ve yogun bir sekilde bulunmasinin
nedeni, develerin yasam kosullarina bagl gelistirmis
olduklart bir adaptasyon olarak aciklanabilir.
Nitekim develerdeki g6z hastaliklari tizerine yapilan
bir calismada (Fahmy ve ark., 2003) develerin
okiler enfeksiyonlara yakalanma oranlarinin diger
ruminantlara oranla belirgin bir sekilde daha az
oldugunu saptamuslardir.

SONUGC

Sonu¢ olarak, EALT’in konjunktivadaki tyesi
CALT1in develerde diger tiirlerde tanimlanan

Ozellikleri tasidigy ve ileri yaslarda bile yogunlugunu
korudugu, 151tk mikroskobik olarak agregat ve soliter
tarzda dagilim gosteren lenf folikilleri icerdigi ve
bunlarin epitel ile yakin iliskide oldugu, FAE’de
antijen alimi yapabilen M hucrelerinin varligt ve
HEV’lerin yapist ortaya konuldu. Elde edilen
histolojik bulgular ile CALT1n develerdeki okiiler
savunma mekanizmasinda gorev alan 6nemli bir
yapisal unsur oldugu kanisina varildi.
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Neonatal Ishalli Buzagilarda Iki Farkli Hematokrit Olgiim Tekniginin
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oz
Bu calismada veteriner hekimlikte siklikla kullanilan hiicre sayimi1 temel prensipli ve amperometrik yontem ile 6lgim yapan
iki farkli hematokrit 6l¢iim tekniginin karsilastirilmast amaglandi. Farkli etiyolojileri bulunan her iki cinsiyetten toplam 84
neonatal ishalli buzagl calismaya dahil edildi. Hematokrit Sl¢timleri icin buzagilardan lityum heparin iceren kan gazt
enjektorlerine ve tiiplere kan 6rnekleri, toplamda 4 ml olacak sekilde alindi. Hematokrit Sl¢timleri icin Abacus Junior Vet 5
kan sayim cihazt ve Irma Truepoint kan gazt analiz cihazindan yararlanildi. Linear regresyon analizi ve pearson korelasyonu
sonuglarina gére hematokrit 6l¢timlerinden elde edilen verilerin her iki 6l¢tim teknigi arasinda r=0.90 (p<<0.000) diizeyinde
pozitif yénde korelasyona sahip oldugu, ancak iki test tekniginin ortalama degetleri arasinda istatistiksel yonden
farkliliklarin bulundugu belirlendi. Passing-bablok regresyon analizinde ise y= 0.88x+1.81 denklemi elde edildi. Calisma
sonuglarina gére, klinikte yogun sekilde yapilan hematokrit Slgiimlerinin degerlendirilmesinde her iki 6l¢tim tekniginden
yararlaniabilecegi ancak iki 6lgim metodu arasinda farkldiklarin bulunmasina baglt olarak hasta hayvanlarda sipheye
distldigi durumlarda klasik santrifiij yontemine dayalt mikrohematokrit lgtimlerinin yapilmasi gerektigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Buzagi, Hematokrit, Ishal, Olgiim teknigi, Passing-bablok
Comparison of Two Hematocrite Measurement Methods in Diarrheic Neonatal Calves

ABSTRACT

In this study, it was aimed to compare two different hematocrit measurement techniques which are commonly used in
veterinary medicine by cell count, and amperometric method. A total of 84 neonatal diarrheic calves from both sexes with
different etiologies were included in the study. For hematocrit measurements, blood samples (4 ml) were taken to blood
gas injectors and tubes containing lithium heparin from calves. The Abacus Junior Vet 5 whole blood cell counter and
Irma True Point blood gas analyzer were used for hematocrit measurements. According to the results of linear regression
analysis and Pearson correlation, it was determined that the data obtained from the hematocrit measurements had positive
correlations between r = 0.90 (p <0.000) between the two measurement techniques, but statistically significant differences
were found between the mean values of the two test techniques. In Passing-bablok analysis y= 0.88x+1.81 equation was
found. According to the results, both measurements can be utilized in assessing hematocrit measurement, but in case of
the difference between the two measuring methods, it was concluded that suspected cases should be made based on the
conventional measurement microhematocrit centrifugation.

Keywords: Calf, Diarrhoea, Hematocrit, Measurement technique, Passing-bablok
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GIRIS

Hematokrit deger toplam kan igerisindeki hiicresel
elemanlarin hacimsel dagilimlarint ifade etmekte ve
paketlenmis hiicre  volimi  olarak  da
isimlendirilmektedir. Hematokrit 6l¢timleri yalnizca

hastalarin =~ kan  volimiindeki  degisimlerin
degerlendirilmesinde ~ degil  ayni  zamanda
laboratuvarlarin rutin konvansiyonel

degerlendirmelerinde kalite kontrol programlar
icerisinde  de  degerlendirilen  parametreler
arasindadir  (CLSI 2000, Kathleen  2007).
Hematokrit  degerlerin  belitlenmesi  sirasinda
laboratuvar ortaminda  yapilabilecek hatalarin
hastalarin klinik degerlendirmelerinin ve
takiplerinde meydana gelebilecek geri déntisimsiiz
sonuglar dogurabileceginden 6lctimlerin muhakkak
gtivenilir ve dogru sonuglar vermesi gerekmektedir
(Brian ve Karen 2001, Bull ve ark. 2003). Son
yillarda, gelisen teknoloji ile birlikte hematokrit
Olcimlerinin gerceklestirilmesi icin hizli ve kolay
yontemler gelistirilmistir. Bu teknikler kisaca 1)
Klasik mikrohematokrit Ol¢timleri 2) tam kan
sayimi 3) kan gazi cihazlart 4) toplam hemoglobin
konsantrasyonlari ile hesaplamalardir (Bull ve ark.
2000, Linne ve Ringsrud 1999). Tam kan sayim
cihazlar1 ile yapilan Slgiimlerin prensibi, eritrosit
saytlarinin ~ ve  buytkliklerinin =~ hesaplanmast
temeline dayanirken (Anonim), kan gazi cihazlar
ise toplam kan icerisindeki iyonlarin olusturdugu
elektriksel iletkenlige dayalt olarak
gerceklestirmektedir (Mock ve ark. 1995). Her iki
teknik de tam kan igerisindeki toplam iyon dengesi,
total protein konsantrasyonlari ve beden 1sist gibi
degisimlerden etkilendigi icin kullanimlarinda yanlis
sonugclar verebilmekte ve belirli sinirlamalara sahip
oldugu gorillmektedir (Stott ve ark. 1995).

Ozellikle ishalli buzagilar géz 6niine alindiginda
ishal etiyolojisindeki farkliliklara baglt olarak viicut
sicakhigl, total protein konsantrasyonlari ve iyon
dengesinin  degistigi  gbrilmektedir.  Veteriner
hastanelerin sahip oldugu laboratuvar olanaklart da
g6z Ontne alindiginda hematokrit Slgtimleri icin
altin standart 6l¢im teknigi olan mikrohematokrit
Slctimlerinin terk edilmeye baslandig
goriilmektedir.

S6z konusu calismada veteriner sahada hematokrit
Olctimlerinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan
tam kan sayimi ve amperometrik bir yontem olan
kan gazt analizérlerinden elde edilen sonuglarin
karsilastirilmasi amaclandi.

MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali

Calismada kullanillan hayvanlar Adnan Menderes
Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklari Ana
bilim Dali biytk hayvan kliniklerine Agustos 2015

ve Mayis 2017 yillart arasinda farkli etiyolojilere
bagli ishal sikayeti ile getirilen hayvanlardan secildi.
Bu kapsamda her iki cinsiyetten, Holstayn irks,
toplam 84 ishalli buzagiya ait hematokrit Slcim
sonugclarindan yararlanildi.

Kan 6rneklerinin alinmasi ve Hematokrit
ol¢timleri

Ishal sikayetine sahip ve farkli derecelerde
dehidrasyonu bulunan buzagilarin  rutin - klinik
degerlendirmelerinin yapilabilmesi icin 1 jugularis
den toplamda 4 ml olacak sekilde lityum heparin
iceren kan gazi enjektSriine (BD, Almanya) ve
tiplere (Vacutte, Amerika) kan Ornekleri alindi
Alman kan 6rneklerinden teknigine uygun olarak
tam kan sayimi islemi (Abacus Junior Vet,
Macaristan) ve kan gazi analizi (Irma True Point,
Amerika) degerlendirmeleri yapildi.

Istatistiksel analizler

Her iki 6lgim teknigi kullanilarak elde edilen
hematokrit degerlerin normalite testleri yapild:
Kolmogorov—Smirnov analizi sonuglarina gore
degerlendirildi ve dagilimlarin normal oldugu
belitlendi. Her iki teknigin sonuglari dogrusal
regresyon analizi ve Pearson korelasyonuna gére
degerlendirildi. Bland altman ve Passing-Bablok
plot regresion testlerinin  degerlendirilmesinde
XLSTAT (Free Trial Version) paket programindan
regresyon analizleri icin ise SPSS 15.0 paket
programindan yararlanildr. Tim analizler de p<0,05
degeri istatistiksel anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Lineer regresyon analizi ve Pearson korelasyonu
sonuglarina gére her iki Sl¢iim tekniginden elde
edilen hematokrit sonuglarinin  arasinda r=0.90
(p<0.000) diizeyinde pozitif yoénde anlaml
korelasyon oldugu belirlendi. Kan sayim cihazindan
(HCT1) ve Kan gazt 6lgim cihazindan (HCT2)
elde edilen verilerin ortalamalar1 karsilastirildiginda
her iki  6lcim  teknigi  arasindaki = grup
ortalamalarinin (24,8 £ 0,70 — 26,3 = 0,8
birbirinden istatistiksel anlamli farkli oldugu tespit
edildi. Passing-bablok analizi sonuglarinda y=
0.88x+1.81 denklemi elde edildi (Sekil 1,2).

TARTISMA

Insan hekimligi ve veteriner hekimligi alaninda
hematokrit Slcimlerinin degerlendirilmesi hastanin
anemi durumunu, dehidrasyon derecesini, kan
kayiplarint ya da diger labaratuvar parametrelerinin
degerlendirmelerinde &zellikle de hasta bast hizl
testlerin  glivenilirliklerinin ~ degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan yontemler arasindadir
(McMahon ve ark. 1990, Kronenberg ve ark. 1998,
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Rao ve ark. 2005). Hematokrit Sl¢limleri arasinda
mikrohematokrit Olcimleri halen altin standart

karsilastirlldigr arastirmalar da bulunmaktadir (Peiro
ve ark. 2010). S6z konusu calismada ise ishalli

metot olarak belirtilmekte ve diger Ol¢im buzaglarin  rutin  klinik  degerlendirmelerinde
tekniklerinin karsilastirilmasinda yaygin bir sekilde sikilikla kullanilan tam kan sayimi ve kan gazt
kullanilmaktadir  (Gebretsadkan ve ark. 2015). analizinden elde edilen hematokrit OGlgtimleri
Bunun yaninda hasta bast 6l¢im tekniklerinin de karsilastirtlmistir.
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Sekil 1. Buzagilardan elde edilen kan érneklerinin tam kan ve kan gazi analiz HCT 6lgiimlerinin Passing-Bablok
plot regresyon analizi. HCT1: Kan sayim cihazi sonuglar,, HCT2: Kan gaz1 analizatérii sonuglart

Figure 1. Comparison between cell counter and blood gas analyzer methods for measurement of HCT in
blood samples from calves. Passing-Bablok plot regresion test. HCT1: Cell counter results, HCT2: Blood gas
analyser results.
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Sekil 2. Buzagilardan elde edilen kan 6rneklerinin tam kan ve kan gazi analiz HCT 6l¢timlerinin Bland and
Altman difference plot analizi. HCT1: Kan sayim cihazt sonuglari, HCT2: Kan gaz1 analizatéri sonuglart

Figure 2. Comparison between cell counter and blood gas analyzer methods for measurement of HCT in
blood samples from calves. Bland and Altman difference plot. HCT1: Cell counter results, HCT2: Blood gas
analyser results.
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Neonatal = buzagilarda ishal sonucu  gelisen
dehidrasyona bagli HCT deger ile HGB, serum TP
ve albiimin konsantrasyonlarinda artisla laboratuvar
olarak  ortaya  konulmaktadir. S6z  konusu
parametrelerdeki bu artislar ve dizeyleri ishalin
siddeti ve stiresi ile yakindan iligkilidir (Slanina
1988, Hartmann ve Reder 1995, Constable ve ark
1998). Tshalli buzagilarda 6zellikle dehidrasyona
bagli olarak gelisen bu degisimler g6z Ontne
alindiginda hematokrit 6l¢tim tekniklerinin birbiri
ile uyumlu olmast ve giivenilir sonuglar vermesi
gerektigi gbrilmektedir. Calismamizda tam kan
sayimt ve kan gazi analizéri sonuglarina gére her
iki 6l¢tim tekniginden elde edilen bulgularin r=0,90
diizeyinde pozitif ~ yoénde anlamh bir
korelasyonunun  bulundugu ancak  degerlerin
ortalamalarinin  istatistiksel ~anlaml  farklhiliklar
gosterdigi  belirlendi. Koépek ve kedi kanlarinin
hematokrit 6lclimlerinin  manuel ve otomatik
cihazlar ile karsilastirilmasinda otomatik cihaz ile
elde edilen sonuglarin  dogrulugunun  ve
gtvenilirliginin yeteri derece olmadigt
bildirilmektedir (Prihirunkit ve ark. 2008). Kan
transfizyonu uygulanan hastalarda ise infiizyon
sonrast degerlendirmelerin yapilmasi amacit ile de
hematokrit OSl¢timlerinden yararlanilmaktadir. Bu
kapsamda transfiizyon islemi uygulanan insanlardan
alinan kan Ornekleri klasik metot ve elektriksel
iletim degisimleri bazli hematokrit Slgtimleri ile
degerlendirilmis ve sonuglarin birbiri ile uyumlu
oldugu gorilmistir. Ancak hastalarin kristalloid
stvilart  alanlarda ve plazma iyon dengesizlikleri
bulunanlarda sonuglarin  klasik metoda gore
farkhiliklar gbsterdigi bildirilmektedir (McMahon ve
ark. 1990).

Stott ve ark. (1995), kan gazlar1 cihazi, tam kan
sayim cihazt ve klasik mikrohematokrit l¢timlerini
insan hastalarda karsilastirmis ve konduktivite bazlt
Olcim  tekniklerinin  elektrolit ~ve  protein
kompozisyonu saglikli insanlarda giivenilir sonuglar
verdigini gOstermistir. Tam kan sayim cihazinin
hematokrit Ol¢timlerinin klasik metot dl¢timleri ile
yapilan baska bir karsilastirma arastirmasinda ise
klasik metot Gl¢timlerinin birbirine yakin sonuglar
verdigini ve aralarinda ylksek diizeyde pozitif yonli
korelasyon bulunmasmna ragmen bu degetlerin
klasik metodun yerini alabilecek 6lgtide olmadig
tespit edilmistir (Gebretsadkan ve ark. 2015).

Calismamizda elde edilen sonuglarinda beseride
yapilan diger arastirmalar (McMahon ve Carpenter
1990, Peird ve ark. 2010, Gebretsadkan ve ark.
2015) ile uyumlu sonuglarin bulundugu belitlendi.
Ishalli  buzagilarda  serum  total  protein
konsantrasyonlart ve hematokrit deger tzerinden
hemokonstanrasyona bagli beklenen degisimlerin
hesaplanmast ile dehidrasyon derecesi ortaya

konulabilmektedir (Sen ve Constable 2013).
Genellikle artis yoniinde sekillenen bu degisimlerin
protein katabolizmasina ve bagirsak liimenine
sizintt sebebi ile azalma egiliminde de olabilecegi
bildirilmektedir (El-sheikh ve ark 2012). Neonatal
ishalli buzagilarda dehidrasyon ve metabolik
asidozis yaninda elektrolit anormallikleri sekillendigi
bir ¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir (El-
sheikh ve ark 2012, Smith ve Berchtold 2014).
Calismamizda  kan  gaz1  analizatéri  ile
gerceklestirilen  Olctimlerin  (HCT2) arastirmada
kullanilan buzagilarda meydana gelebilecek olast
total protein  ve elektrolit  seviyelerindeki
degisimlerden  kaynaklandigt  distintlmektedir.
Ozellikle iki 6l¢iim teknigi arasinda bulunan yiiksek
korelasyona ragmen ortalama degerler arasinda
anlamli farkliliklarin bulunmasi kan gazi prensibi
temelinde yapilan Olgiimlerde hatali sonuglarin
alinmasina sebebiyet verebilecegi belirlendi. Etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA) kullanimina bagl
olarak  plazma osmotik basincinda  artiglar
olabilecegi ve bu durumunda eritrositlerin
biiziilmesine neden olarak HCT dl¢ctimlerinde hatalt
sonuglar sekillendirebilecegi bildirilmektedir (Dubin
ve ark. 19706). Farkli bir arastirmada ise EDTA
kullaniminin HCT degeri tzerine olumsuz etkisinin
bulunmadigr bildirilmektedir (Bamberg ve ark.
2008). Bununla birlikte heparinin benzer etkisinin
yalnizca trombositler Gizerine gbstermesi sebebi ile
hematokrit konsantrasyonlarint etkilemedigi ve s6z
konusu Olctimler icin kullanilabilecek
antikoagulantlar arasinda yer aldigt bildirilmektedir
(Pennock ve Jones 1966, Dubin ve ark. 1976).
Galismamizda tam kan saymmu ve kan gam
Olgimlerininde kullanidlan tip ve enjektSrlerde
antikoagulant ajan olarak heparin kullanilmis ve
Olcimlerin  antikoagulant  ajandan  etkilenme
derecesinin minimalize edilmesi saglanmustir. Soz
konusu cihazlar yardimi ile yapilan hematokrit
Slgimlerinin  dogrulugunun ve givenilirliginin
yiksek olmast hematokrit degerin baz alinarak her
iki cihaz icerisinde de hesaplamaya dayali degerlerde
de degisimler gerceklestirebilmektedir (Kronenberg
ve ark. 1998, Lokinendi ve ark. 2005).

Sonug olarak arastirma kapsaminda kullanilan her
iki hematokrit Gl¢im tekniginin birbirine pozitif
yonde yiiksek korelasyon gosterdigi ve kullanilabilir
oldugu tespit edildi. Kan gazi Sl¢limlerinin HCT
deger ortalamasinin, kan sayim cihazina gére daha
yuksek oldugu ve saglikli hayvanlara yakin degerler
gOsterebilecegi belitlendi. Bu baglamda rutin klinik
degerlendirmeler esnasinda stpheli vakalarin klasik
mikrohematokrit  Glctimlerinden  yararlanilarak
degerlendirmeye alinmasinin daha uygun olabilecegi
kanisina varildu.
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ABSTRACT

We estimated the volume values, ratios, and the relationship between brain weight and volumetric values of
gray and white matter of the ox brain. Six fresh brains of Holstein-Friesian strain healthy ox (17-20 months old)
were used. Fresh weights of the brains were measured using digital weighing. Brains were fixed by immersion
method in 10% formalin solution for 3 weeks before measurements of gray and white matter volumes using
Cavalieri’s principle. The brains were serially cut using a salami slicer machine (Elta GmBH, Roedermark,
Germany) with a mean thickness of 8.25 mm from rostral to caudal end and averages of 11 sections were
obtained from the brains. The brain volume was 348.00 + 50.48 cm?, 175.70 = 11.11 cm? in gray matter volume
and 172.30 £ 42,90 cm?® in white matter volume. Volume ratios of gray and white matter were 50.98% and
49.02% respectively. The ratio of brain weight to brain volume was 1. The ratio of gray and white matter in the
brain of the ox is similar to that of the gray and white matter in the human brain, but that the sheep and horse
are different.

Keywords: point counting method, brain volume, weight volume ratio, morphometry, stereology

Sigirlarda Beyin, Ak Madde ve Gri Maddenin Cavalieri Prensibi ile Hacim Hesaplamalari
oz

Bu calismada sigir beynindeki gri ve beyaz maddenin hacim degerlerini, oranlari ve beyin agithgt ile volumetrik
degerleri arasindaki iliskiyi hesapladik. Holstein-Friesian 1rkt saglikll sigira ait (17-20 aylik) altt taze beyin
kullanildi. Beynin taze agithign dijital tartim kullandarak 6l¢tildi. Cavalieri ilkesini kullanarak gri ve beyaz madde
hacimlerinin dl¢timutnden 6nce beyinler daldirma yéntemi ile % 10 formalin solisyonunda 3 hafta tespit edildi.
Beyinler rostral’den kaudal’e dogru salam dilimleme makinesi (Elta GmBH, Roedermark, Almanya) ile ortalama
8.25 mm kalinlikta seri olarak kesildi ve beyinlerden ortalama 11 kesit elde edildi. Beyin hacmi 348.00 = 50.48
cm’, gri madde hacmi 175.70 £ 11.11 cm?® ve beyaz madde hacmide 172.30 £ 42.90 cm? idi. Gri ve beyaz
maddenin hacim oranlar sirasiyla % 50.98 ve % 49.02' dir. Beyin agirliginin beyin hacmine orant 1 idi. Sigir

beynindeki gri ve beyaz maddenin orani insan beynindeki gri ve beyaz cevherinkine benzer, ancak koyunlardan
ve atlardan farkhdir.

Anahtar Kelimeler: noktalt alan metodu, beyin hacmi, agirlik hacim orani, morfometri, stereoloji

To cite this article: Bolat D. Estimation of volume of ox brain and gray and white matter with Cavalier’s principle. Kocatepe Vet |. (2018)
11(1): 30-34.
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INTRODUCTION

The brain is the most complex organ of the body.
It is the center of command that controls
everything from basic functions such as
information, perception, depot center, heartbeat
and breathing to more complex areas such as sex
drive and memory mood. The brain consists of two
hemispheres connected to each other by corpus
callosum (Noyan 1993). When the brain is cut, two
different regions, the gray and white matter, are
striking. Gray matter has nerve cells, dendrites,
axon endings, unmyelinated axons and neuroglia,
while white matter forms myelinated nerve
extensions and is involved in nerve conduction
(Wen and Chklovskii, 2005). The ratio of gray and
white matter is of great importance in the search
for chronic diseases affecting the central nervous
system such as multiple sclerosis and schizophrenia
(Sastre-Garriga et al. 2005, Fornito et al. 2009).

The general and cross-sectional anatomy of the
brain has been studied in cow (Getty 1975a, Nickel
et al. 1975), horse (Getty 1975a, Nickel et al. 1975),
sheep (Getty 1975a), donkey (Oto and Haziroglu
2009), goat (Getty 1975a), dog (Miller 1964, Getty
1975b), pig (Getty 1975b) and cat (Getty 1975b).
Imaging methods such as magnetic resonance
imaging (MRI) or diffusion tensor imaging (DTT)
or macroscopic (Bush and Allman, 2003) and
microscopic sectioning methods are used in
morphometric examinations (Bolat et al. 2012). In
the literature search of information on brain
volume, gray and white matter volumes and
proportional values in cattle was observed to be
very limited.

While an interested structure can be determined by
the water immersion method, this method is not
possible in complex and intertwined biological
structures (Cotter et al. 1999). The Cavalieri’s
principle has been developed to remove this
problem from the biological structures and has
become a frequently used method in stereology
(Bjugn et al. 1989, Bjugn and Gundersen 1993,
Turgut et al. 2007, Bolat et al. 2013, Bahar et al.
2013). In this method, the structure of interest is
cut at equal intervals and the volume is estimated
by calculating the area of each section (Anonymous
2017). In the area of estimation, a measurement
ruler is used which is named as the point counting
grid and has dots located at even intervals. In this
respect, the biological structure of interest and the
volumes of the underlying structures forming it are
estimated in an objective manner.

In the current study, it was aimed to investigate the
volume of whole brain, gray and white matter in
cattle by the Cavalieri’s principle and the possible
relationship between brain weight and volume.

MATERIALS and METHODS

Six fresh brains of Holstein-Friesian breed healthy
male animals (17-20 months old) belonging to
Kirikkale region were used. The data of animals
were obtained from breeders such as age, gender
and race. Animals were killed in slaughterhouse and
then the cranii were opened propetly and the brains
were removed. Fresh weights of the brains were
measured using digital weighing. Brains were fixed
by immersion method in 10% formolin solution for
3 weeks before measurements of gray and white
matter volumes. At the end of this period, the
brains were serially cut using a salami slicer
machine (Elta GmBH, Roedermark, Germany)
with a mean thickness of 8.25 mm from rostral to
caudal end and at least 10 sections obtained from
cach brain. Averages of 11 sections were gained
from the brains. The obtained sections were placed
on a flat surface according to the section line, and
photographs of all sections were taken with a
digital camera (Nikon, Japan) along with the
millimeter paper (Figure 1). By using the millimeter
paper on the photographs, the actual
measurements of the brains were introduced to the
Image] program. With the aid of the grid function
of Image] program, point counting grid were
randomly superimposed on the sections and the
points on gray and white matter were counted and
averages of 3 different count results were obtained.
(Figure 2). The distance between the two points on
the grid was determined to be 2.18 mm (Figure 2)
in order to reach a reliable coefficient of error value
(CE) (Gundersen 1999). In point counting grid, an
average of 220 points for each animal's brains, 107
for the gray matter and 105 for the white matter
were counted. The volumes are estimated as V =t
x a (p) x 2p formula. In this formula, V is the
volume of the structure concerned, t is the section
thickness, a (p) is the area of the one point on the
grid, and Xp is the sum of the points on the
structure of interest. The ratio of brain weight to
brain volume was determined using the brain
weight / brain volume formula.

Statistical Analysis
Descriptive  statistic  was  performed — using
GraphPad Prism version 6.00 for Windows,
GraphPad Software, La Jolla California USA,
www.graphpad.com.

RESULTS

The weight data of the brains used in the study and
the gray and white matter volumes determined
using the Cavalieri’s principle and all the brain
volume ratios of these values are given in Table 1.
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As a result of the estimation made, it was
determined that brain volume of group consisted
of 17-20 months old was 348.00 = 50.48 cm3,
175.70 £ 11.11 cm?® in gray matter volume and
172.30 £ 42.90 cm?® in white matter volume (Table
1). When the ratio of the gray matter and white
matter volumes to the whole brain volume is

determined, it was seen that these ratios are 50.98%
and 49.02% respectively. There was a 1: 1 ratio
between gray matter and white matter contained in
the brain. The ratio of brain weight to brain
volume is 1. 1 gr. brain tissue was found to be
equal to the volume of 1.01 cm?.

Figure 2: Application of point counting grid on serial sections.
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Table 1. Morphometric data of the brains used in the study.

Tablo 1. Calismada kullanilan beyinlere ait morfometrik veriler.

Animal no, Brain Brain Gray White Gray White CE value
age weioht volume matter matter matter matter .
(month)wei ( % (cm) volume volume ratio ratio (%) Gray White
oht (ke) g (cm?) (cm?) (%) 0 matter matter
1, 18, 440 360 318.96 181.34 137.62 56.85 43.15 0.06 0.05
2,17, 420 325 316.25 162.36 153.90 51.34 48.66 0.07 0.06
3,17, 415 296 330.92 164.61 166.31 49.74 50.26 0.06 0.04
4,18, 430 330 337.47 179.88 157.59 53.30 46.70 0.04 0.05
5, 20, 505 395 449.56 191.96 257.59 42.70 57.30 0.03 0.04
6,18, 435 350 334.88 174.07 160.81 51.98 48.02 0.04 0.06
Mean (£ 3427+ 3480+ 175,77+ 172,3% 53,42+ 50,99+ 49,02t 0,050t
SD) 33,89 50,48 11,11 42,90 3,06 4,713 4,713 0,009
CV 0.099 0.140 0.063 0.249 0.092 0.096
DISCUSSION transmission routes of cerebrospinal fluid are taken

Brain volume and gray and white matter volumes in
the brain are used in the diagnosis and follow-up of
diseases such as schizophrenia and multiple
sclerosis in human medicine (Sastre-Garriga et al.
2005, Fornito et al. 2009). In studies conducted on
domestic mammals, the volume of the sheep brain
was determined to be 37.74 £ 0.78 cm?, the gray
matter volume was 28.78 £ 0.55 cm3, and the
volume of white matter in male sheep was 10.25 *
0.52 cm? (Sahin et al. 2001). In the study performed
on horse, it was determined that gray matter was
184.7 cm3, white matter was 168.6 cm3 and total
brain volume was 363.2 cm?® (Bahar and Dayan
2014). Mayhew and colleagues reported that the
weight of ox brain was 248.8 gr. and volume of the
ox brain was 235.5 cm? (Mayhew et al. 1990). In
this study, brain weight of ox was 342,7£33,89 and
brain volume of ox was determined as 348.00 *
50.48 cm3, gray matter volume was 175.70 = 11.11
cm? and white matter volume was 172.30 £ 42.90
cm?®. There is a difference between the results of
Mayhew et al. (1990) and our results. It is thought
that this difference may be caused by strain
difference. It was determined that the ox brain and
the horse brain showed similar features as volume
and gray / white matter ratio. However, when gray
and white matter levels are observed, which are
about 10 times larger than the volume of the sheep
brain, it is seen that both values are close to each
other, unlike sheep. In the study conducted in the
human, it is stated that the volume ratios of gray
and white matter are close to each other when the

into account (Taki et al. 2011). In the light of these
results, it is necessary to investigate the gray and
white matter content of mammals, especially the
carnivorous and herbivorous brains, and whether
their feeding habits have any effect on this.

Conclusions: The ratio of gray and white matter in
the brain of the ox is similar to that of the gray and
white matter in the human brain, but that the sheep
and horse are different. The results of this study
could shed light on future morphometric studies
on gender and aging in the ox brain and the
findings are also thought to be the basis of imaging
techniques such as Magnetic Resonance Imaging

(MRI) and Computed Tomography (CT).
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ABSRACT

The current study investigated the possible effects of liquid dishwashing detergent on some blood parameters and
organ weights of male Swiss Albino mice. A total of 40 male Swiss albino mice were used in the experiment. Mice
were randomly assigned to 5 treatment groups (n=8 per group). Mice in the control group (TR1) were supplied with
tap watet. Meanwhile, mice in TR2, TR3, TR4 and TR5 groups wete given 0.1, 0.5, 1 and 5% v/v of the liquid
detergent in tap water, respectively. The treatments started at 3 wk of age and continued for 60 d. Mice were kept
under standard laboratory conditions in separate plastic cages. Food and water were provided ad libitum. At the end
of the 60 d treatment period, blood samples were collected from the beating hearth under anesthesia. After
sacrificed, the organs of the mice were weighted. There were no significant alterations on hematocrit, RBC, WBC,
MCV, MCH, MCHC, total lymphocyte, monocyte or basophil levels (P>0.1) due to detergent exposure. Similarly,
treatments had no effect on liver, kidney, spleen, lung, testis or brain weights (P>0.1). However, ingestion of
detergent adversely affected hemoglobin (P < 0.01), plasma protein (P<0.05), total neutrophil (P<0.03) and
eosinophil (P<0.03) levels. Furthermore, ALP and AST levels were significantly increased in TR4 and TR5 (P<0.05)
due to detergent exposure. Thus, the results of the current study imply that particularly the higher doses of liquid
dishwashing detergent could be toxic and cause health risks to male Swiss albino mice.

Keywords: detergent, toxicity, hematology, liver enzymes

Swiss Albino Erkek Farelerde Sivi Bulagik Deterjan1 Maruziyetinin Etkilerinin Incelenmesi

(074

Bu calismanin amact stvt bulagik deterjaninin erkek Swiss Albino farelerinde kan parametreleri ve organ agirliklari
tzerine etkisinin arastirilmasidir. Bu amacla 40 sagliklt Swiss albino fare rastgele olarak, her grupta 8 fare olacak
sekilde, toplam 5 gruba ayrildi. Kontrol grubundaki farelere (TR1) icme suyu olarak sadece musluk suyu verilirken,
TR2, TR3, TR4 ve TR5 grubunda bulunan farelere su kaynagi olarak sirastyla sadece 0.1, 0.5, 1 ve 5% stvt detetjan
ihtiva eden musluk suyu verildi. Calisma fareler 3 haftalikken bagladi ve 60 giin siiresince devam etti. Fareler
standard laboratuvar kosullart altinda plastik kafeslerde muhafaza edildi. Besin ve su ad libitum olarak saglandi.
Uygulamanin sonunda farelerden Sevorane anestezisi altinda kan 6rnekleri toplandi. Kan 6rnekleri toplandiktan
sonra hayvanlar 6ldurtlerek i¢ organlart c¢ikarildi ve tartildi. Bu ¢alismanin sonucuna gére uygulanan deterjan
dozlarinin hematokrit, alyuvar, akyuvar, ortalama alyuvar hacmi, ortalama alyuvar hemoglobini, ortalama alyuvar
hemoglobin yogunlugu, total lenfosit, monosit ve bazofil degerleri tizerine herhangi bir etkisine rastlanmad: (P>0.1).
Ayrica, deterjan uygulamasinin karaciger, bobrek, dalak, akciger, testis ve beyin agirliklari tizerinde etkisinin olmadigt
belirlendi (P>0.1). Ancak, hemoglobin(P<0.01), plazma protein (P<0.05), total nétrofil (P<0.03) ve eozinofil
(P<0.03) seviyelerinin deterjan uygulamasindan olumsuz etkilendigi gozlendi. Bununla birlikte, ALP ve AST
seviyeleri TR4 ve TR5 gruplarinda énemli bir sekilde yiiksek bulundu (P<0.05). Bu c¢alismadan elde edilen veriler
1siginda, Ozellikle yiiksek dozlarda deterjan uygulamasinin erkek Swiss albino farelerde toksik etki yapabilecegi ve
saglik problemlerine yol agabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: deterjan, toksisite, hematoloji, karaciger enzimleri
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INTRODUCTION

Detergents are designed for cleaning purposes.
They are often used for assisting the removal of
dirt or other materials from contaminated surfaces.
The active chemical ingredients of detergents are
termed as surfactants or surface-active agents
(Scott and Jones, 2000; Yahaya et al. 2011). Thus,
they are called as amphiphilic substances because
one part of the detergent is hydrophilic and the
other part is hydrophobic. In general practice,
classic anionic "detergent" refers to
alkylbenzenesulfonates. The alkylbenzene part of
these detergents is lipophilic and the sulfonate part
is hydrophilic (Prats et al. 1997).

Two varieties of detergents have been popular:
branched alkyl groups and linear alkyl groups.
Today, mostly detergents with branched alkyl
groups are in use since detergents with linear alkyl
groups are poorly biodegradable. The total quantity
of linear alkylbenzene sulphonates (LAS) were
around Imillion ton/year in the United States,
Japan and Western Europe (Ritchler and Knaut,
1991). The surfactant production in Western
Europe was estimated to be around 3 million tons
in 2010 (CESIO-Stats 2010).

Detergents are commonly used in two major
markets, household detergents and
industrial /institutional ~ cleaning  products. In
addition, they are being used for pesticide
formulations. However, household detergents are
the major source of chemical substances of
domestic origin which are discharged into the
environment. Both industrial and domestic
premises consume more than 1.2 million tons
surfactants in Europe (Morse 1999). As a result, the
increasing  domestic  health  hazards  and
environmental pollution are arising from detergent
exposure (Warne and Schifko, 1999).

The detergent exposure can pose serious health
risks to human and animals. However, the effects
of detergent exposure on mammalian health are
pootly studied. Thus, the aim of the current study
was to investigate the toxicity of liquid dishwashing
detergent on some blood parameters and organ
weights of male Swiss Albino mice.

MATERIALS and METHODS

Animals and Diets

The study was approved by the ethics committee of
Suleyman Demirel University (08/12/2009.28.05)
Total of 40 healthy male Swiss albino mice were
used. The mice were kept in plastic cages, under
standard laboratory conditions (12 h light/dark and
220C). Pelletized commercial feeds were given ad
libitum (Korkuteli Yem, Antalya, Turkiye; 88% dry

matter, 8%ash, 23% crude protein, 5% crude fiber).
All treatments started right after weaning (3-weeks
of age) and continued for 60 days.

Experiment and Sampling

A commonly used dish washing liquid was
purchased from local market and used in the
current experiment. The chemical constituents of
the detergent included anionic and nonionic
surfactants, ethanol and ethanolamine.  Initial
weights of the mice were taken and the animals
randomly assigned into 5 different treatment
groups (n=8 per group). The control mice (TR1)
were resigned in cage 1 and received tap water. The
treated mice in cages 2, 3, 4 and 5 were given 0.1
(TR2), 0.5 (TR3), 1 (IR4) and 5 (TR5) % v/v of
the liquid detergent solutions in tap water,
respectively as the only source of water. Water
intake was checked and noted daily in all treatment
groups.

At the end of the experiment, mice were kept
under sevorane anesthesia and body weights were
recorded. Each mouse was cut through the chest
region in a dorsal-ventral direction and blood
samples were collected into Na-heparinized
capillary tube from the beating hearth. After blood
collection, animals wetre sacrificed and internal
organs were removed. The weights of the organs
were recorded.

Blood Parameters

Plasma protein levels were measured by using
hand-held refractometer (Atago, SPR-N, Japan) at
22°C by the same person. Hemoglobin was
measured spectrophotometrically by using the
cyanmethemoglobin method (Bhaskaram et al
2003). Microhematocrit method was used for the
hematocrit measurements (Chernecky and Berger,
2001).

For counting red blood cell (RBC), the blood was
diluted 200 times with the Hayem solution. For
counting white blood cells (WBC), the blood was
diluted 10 times with the Turck’s solution.
Subsequently, dilutions were counted in the Thoma
counter compartment at 40X magnification
(Nageswari and Kothari, 2007).

Mean  corpuscular  volume (MCV), mean
corpuscular  hemoglobin (MCH), and mean
corpuscular hemoglobin concentrations (MCHC)
were calculated by the help of total erythrocytes,
hematocrit, and hemoglobin values (Chernecky and
Berger, 2001). Percent leukocyte distribution were
determined from the blood smears that were
stained with May Griinwald—Giemsa stain.

Alkaline  phosphatase (ALP) and aspartate
aminotransferase  (AST) concentrations were
measured by auto analyzer (Gesan Chem 200).
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Statistical Analyses

Results are presented as mean * SE. Data were
analyzed by one way ANOVA and Tukey post hoc
tests. All statistical analyses were carried out using
SAS statistical package. The minimum level of
significance was set at p<0.05.

RESULTS
The mice in the current study showed no clinical
signs of toxicity. The water consumption among
the groups did not differ (TR1 = 5.61+ 1.29, TR2
= 0627 £ 1.15, TR3 = 6.44 £ 1.46, TR4 = 6.17%
1.59 and TR5 = 6.31 * 1.40 ml/day/mouse, P

monocytes, or basophils were apparent among the
treatments (P > 0.1; Tables 1 and 2). Moreover, the
weights of liver, kidney, spleen, lung, testis and
brain were not altered due to detergent exposure (P
> (.1; Table 3). On the other hand, the results of
the hematologic examination indicated a marked
reduction on total hemoglobin (P < 0.01) and
plasma protein (P < 0.05) levels due to detergent
treatment (Tables 1 and 2). Detergent treatments
also resulted in increased total neutrophil (P <
0.03) and total eosinophil (P < 0.03) levels. In
addition, serum ALP and AST levels were
significantly elevated in TR4 and TR5 (P < 0.05;

>0.1).

No changes in hematocrit, RBC, WBC,
MCV, MCH, MCHC,

total  lymphocytes,

Tables 1 and 2).

Table 1. Effect of liquid dishwashing detergent on plasma protein levels, and some hematological and
biochemical parameters of Swiss Albino mice after oral gavages for 60 days.

TR1 TR2 TR3 TR4 TR5 P<
Plasma Protein (g/dL) 6.88+£0.260  6.52£0.13# 6.71+0.27=  5.98%+0.11>  6.08%0.31> 0.05
RBC (x109) 9.56%0.72 8.731£0.29 8.66%0.26 8.50£0.19 8.32+0.25 NS
Hemoglobin (g/dL) 152+0.392  14.7£0.35®>  14.4F+0.56>  12.7+0.54c  13.1+0.40¢ 0.01
Hematocrit (%) 39.4+1.23 38.1+2.28 37.1+1.82 35.0+1.68  34.75%£2.16 NS
MCV (fL) 42.4%+2.23 43.3+2.43 43.9+3.03 41.24+3.21 42.0%2,42 NS
MCH(pg) 16.5+1.08 16.9+0.68 16.7£1.10 15.0£0.81 15.7£0.51 NS
MCHC(g/dL) 38.8+1.82 39.6+2.45 39.2+2.04 37.1+£2.02 38.2+2.05 NS
ALP (U/]) 42.7£1.820  43.4£2.74 4434225  50.6+2.92>  51.4%2.75> 0.05
AST (U/T) 24910560  24.7£0.61» 25.6£0.75¢  27.5+0.81>  28.4%0.73b 0.05

a,b,c: Averages in groups in the same row with different superscripts are statistically important; NS= Not significant.

Table 2. Effect of liquid dishwashing detergent on white blood cells (WBC) of Swiss Albino mice after oral

gavages for 60 days.

TRI1 TR2 TR3 TR4 TR5 P<
WBC (x103) 5.06+0.43 5.13+0.56 5.38+0.23 6.0610.31 7.33+1.62 NS
Lymphocytes 3.9140.37 3.9240.53 4.1440.17 4.3610.34 5.05+1.19 NS
(x103/ulL)
Neutrophils 0.8340.08 0.78+0.13 0.9140.05 1.04+0.100 1.68+0.41° 0.03
(x103/ulL)
Monocytes 0.23+0.05 0.2240.07 0.3140.05 0.3240.04 0.37+0.03 NS
(x103/uL)
Eosinophils 0.071+£0.012  0.096£0.022  0.082+0.03=  0.272+0.09>  0.263+0.08>  0.03
(x103/uL)
Basophils 0.008+0.004  0.011+£0.007  0.013+0.008  0.014+0.009  0.016+0.007 NS
(x103/uL)

a,b: Averages in groups in the same row with different superscripts are statistically important; NS=Not significant.
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Table 3. Effect of liquid dishwashing detergent on body and some organ weights of Swiss Albino mice after

oral gavages for 60 days.

TR1 TR2 TR3 TR4 TR5 P<
Body Weight (g) 30.51+0.51 30.3£0.52 29.1£0.42 30.3%+0.50 29.2+0.41 NS
Liver (g) 1.39£0.006 1.47+0.05 1.37£0.06 1.40£0.05 1.37£0.06 NS
Right Kidney (g) 0.22%0.01 0.22£0.01 0.21£0.02 0.23%0.02 0.22%0.01 NS
Spleen (g) 0.10£0.006  0.09£0.005  0.09£0.005 0.10£0.006  0.10%£0.005 NS
Lung (2) 0.20%0.01 0.20£0.01 0.19£0.02 0.18%0.01 0.18%0.01 NS
Brain (g) 0.37£0.01 0.38%0.02 0.35%0.02 0.36%0.01 0.38%0.01 NS

NS=Not significant.
DISCUSSION reported histopathological changes in muscle

The marked changes in some of the blood
parameters of detergent treated mice are
supported by the previous studies. The
alterations in haematological profiles due to a
surfactant, sodium dodecyl sulfate, in rabbits
(Wadaan and Mubarak, 2009) and an anionic
detergent in Sprague Dawley rats (Dehelean et
al.  2004) had been previously reported.
Haematological profiles are known to provide
important information about the internal
envitonment of mammals. The envitonmental
factors reported to pose a variety of adverse
effects on the haematological profiles of most
organisms. In the current study, there was a
decrease in hemoglobin levels of the mice in
TR4 and TR5. It is possible that the constituents
in detergent might have interacted with
hemoglobin synthesis. Decrease in hemoglobin
synthesis could be associated with liver damage,
or iron absorption from small intestine.

Similarly, total neutrophils and eosinophils were
increased only within the two highest dose
detergent treatment groups. This could be a
result of immune and allergic response to the
toxic components of the detergent. The
increased neutrophil production indicates a
stimulation of the immune system which
protects the mice against infection that might
have been caused by chemical and also
secondary infections. This may be directly
proportional to the severity of the causative
stress condition, may be attributed to an increase
in neutrophil mobilization.

Although there were no previous findings for
the effect of detergents on liver enzymes, there
were limited reports on the tissue and organ
damages. Ayandiran et al. (2009) previously

tissues of detergent exposed catfish. Ogundiran
et al (2010) also reported a multi-organ damages
due to detergent exposure in catfish. Similarly,
heart, lung and liver damage was apparent in
mice treated with detergent solutions (Yahaya et
al. 2011). Biochemical markers such as ALP and
AST are often used as basis for the assessment
of toxicity of an organ. An increase in ALP
levels is usually a sign of non-specific tissue
irritation and usually implies a toxic effect on the
liver with bile duct alterations. The liver, kidney,
heart, brain, and skeletal muscle tissues are the
major sources for AST. Accordingly, a raise in
AST activity may possibly be the result of liver,
heart or muscle damage. Therefore, higher blood
concentrations of ALP and AST in treated mice
suggest liver damage, as was paralleled with
decreased plasma protein levels.

CONCLUSIONS

In conclusion, our results suggested that
especially the higher doses used in the current
study could be toxic and cause health risks to
mice. It will be worth investigating further as to
if the parameters studied herein returned to
baseline, upon the discontinuation of detergent
exposure.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the efficiency of two methods (method 1 and 2) for DNA isolation from molted
feathers that were used in gender identification of African grey parrots (Psittacus erithacus). The molted feathers of twelve
parrots were stored up to three months, two were contaminated with feces, further eight were stored up to five months;
one was contaminated with feces totally feather samples of twenty parrots were used. Genomic DNA was isolated with
method 1 successfully from the molted feathers of ten parrots that were stored for up to three months and free from feces.
The differentiation of the gender that was made by amplification of chromo helicase-binding domain genes (CHDW and
CHDZ), was resulted with two females and eight males. However no genomic DNAs were obtained from the feathers
contaminated with feces or were stored up to five months with method 1 and none of the samples that were processed
with method 2. Feces contamination and freshness of molted feathers affect the gender identification. In conclusion
method 1 can be used in DNA isolation in order to perform gender identification from clean and fresh molted feathers in
African grey parrots.

Keywords: Gender, African grey, parrot, molted feather, CHD.

Afrika Gri Papaganlarina (Psittacus erithacus) Ait Dékiilmiig Tity Orneklerinin Tki Yéntem ile DNA Kaynagi
Olarak CHDW ve CHDZ Genlerinin Molekiiler Analizi ile Cinsiyet Tanimlamasinda Kullaniminin Arastirilmasi

oz

Bu calismanin amaci1 Afrika gri papaganlarinda (Psittacus erithacus) cinsiyet tayininde kullanmak tzere dokilmis tiylerden
DNA izolasyonunda iki metodun (metot 1 ve metot 2) etkinliginin degerlendirilmesidir. Oniki tanesi ti¢ aya kadar
saklanmus; iki tanesi diskiyla kontamine, ayrica sekiz tanesi bes aya kadar saklanmus; biri diskiyla kontamine olmak tzere
toplam yirmi papagana ait dokiilmiis tity 6rnekleri kullanilmustir. Ug aya kadar saklanmis ve diskidan ari on adet dékiilmiis
tiyden metot 1 ile genomik DNA basart ile elde edilmistir. Cinsiyet ayirimt kromo helikaz-baglanma boélgesi genlerinin
(CHDW ve CHDZ) ¢ogaltilmast ile iki disi sekiz erkek olarak sonuclanmistir. Ancak genomik DNA metot 1 ile diski ile
kontamine olmus tiyler ile birlikte bes aya kadar saklanmis olan tiiylerin higbirinden, ayrica metot 2 ile tily 6rneklerinin
tamamindan elde edilememistir. Dokilmis taylerin diski ile kontaminasyonu ve tazeligi cinsiyet tayininin basarisini
etkilemektedir. Sonu¢ olarak metot 1, Afrika gri papaganlarinda temiz ve taze dokulmis tuylerden DNA izolasyonu
yapilarak cinsiyet tayininde kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Cinsiyet, Afrika grisi, papagan, dokulmus tiy, CHD
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INTRODUCTION

African grey (Psittacus erithacus) is one of the most
popular companion parrots in Turkey. Determining
the gender of avian species is generally difficult
before puberty. However in monomorphic avian
species it is even difficult after puberty (Cerit and
Avanus 2007%). Owls, ducks, nestling turkeys,
geese, and parrots are some of the monomorphic
avian species that their gender identification is
challenging due to their monomorphological
features. This also affects wildlife conservation and
breeding studies of parrots performed by scientists,
breeders and owners (Griffiths et al. 1995, Griffiths
et al. 1998). If breeders hesitate about the gender of
the candidate parents in order to perform nestlings,
their success and required time duration in
obtaining newborns will be affected (Cerit and
Avanus 2007P). Avian gender chromosomes Z and
W are differently evolved in birds compare to
mammalian gender chromosomes X and Y
(Ellegren and Carmichael 2001). As opposed to in
mammals, in avian species heterogametic (ZW) one
is the female and homogametic (ZZ) one is the
male (Handley et al. 2004). The most critical
question is how two types of gender chromosomes
play a role in gender identification of birds.
Although W chromosome is female specific, its
structure resembles to mammalian male Y
chromosome. Chromo helicase DNA binding
protein (CHDW) and ATP synthesis o-sub unit
(ATP5A1W) genes were defined on the W
chromosome. The non-recombined part of the W
chromosome includes these both genes and Z
chromosome contains their similar homologues
(CHDZ and ATP5A1Z). Intron region size varies
between CHDW and CHDZ genes. Therefore it
also differs between male (ZZ) and female (ZW)

birds. Differentiation of genders with molecular
analyses are based on this variation (Griffiths and
Tiwari 1993, Griffiths and Korn 1997, Fridolfsson
and Ellegren 2000, Ellegren 2001). The aim of this
study was to evaluate the usability of molted
feather samples as a DNA source by two methods
to petform gender identification in African grey

parrot (Psittacus erithacus) by genetic analyses of
CHDW and CHDZ genes.

MATERIAL AND METHODS

This study was conducted on molted feather
samples of twenty African grey parrots. Molted
feathers were collected from individual cages
without giving any harm to parrots.

Feather Samples

For each parrot, feather samples were taken from
individual cages into separate clean plastic bags and
stored in the dark at room temperature. The
feather samples of twelve parrots were stored up to
three months, two were contaminated with feces.
Moreover feather samples of eight parrots were
stored up for five months, one of them was
contaminated with feces.

DNA Isolation From Feather Samples

The calamuses of the feathers were used as a DNA
source (Figure 1). According to the size of the
calamuses, 3-5 feather samples were used from
each parrot. The feathers were cut with sterile
scalpel tips. The calamuses were removed, chocked
and put in to labeled 1.5 ml sterile centrifuge tubes
in order to perform DNA isolation. Two methods
used for DNA isolation from feather samples were
named as method 1 and method 2.

calamus of

the feather ') P

Figure 1: The calamus of molted feather samples in an African grey parrot that were used as a DNA source.
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Method 1

The first DNA isolation method used for feather
samples of twenty African grey parrots was a
modified protocol of DNeasy® Blood and Tissue
kit (Qiagen, Valencia, California, USA) (Bush et al.
2005). Kit suggests incubation duration for lysis
until animal tissue dissapers, therefore an overnight
incubation was performed at 55°C in incubator in
this study. Kit contains a ready to use 20 mg/ml
proteinase K solution, but it was not enough for
lysis procedure, therefore 25 mg/ml proteinase K
was prepared. All other steps that described for
animal tissues in the user manual of the kit were
followed
(http://diagnostics1.com/MANUAL/General_Qia

gen.pdf).

Method 2

The second DNA isolation method from the
feather samples of twenty African grey parrots was
a modified protocol of PureLink® Genomic DNA
Kits (Invitrogen, California, USA). This kit
contains a ready to use 20 mg/ml proteinase K
solution. However lysis step was not sucessfuly
completed with 20 mg/ml, therefore two
proteinase K solutions were prepared in different
concentrations (25 mg/ml and 30 mg/ml).
Incubation was performed overnight at 55°C. All
other steps for animal tissues were followed as
described in the kit’s user manual

(https:/ /tools.thermofisher.com/content/sfs/man
uals/purelink_genomic_man.pdf).

Visualizing of genomic DNA

After performing DNA isolation with method 1
and method 2, all samples were load in to 0.8%
agarose gel electrophoresis and genomic DNAs
were visualized on UV transilluminator.

Amplification of CHD genes

The region of the CHD genes were amplified with
2550F (5-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3)
and 2718R (5"
ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3") primer
pairs (Fridolfsson and Ellegren 1999). The PCR
amplification was performed in a total volume of
25 pl consists from 5 ul Taq PCR Master Mix (200
U/ml Ultra-Pure Taq DNA Polymerase, 1.25 mM
dNTPs, 10 mM MgCl; Geneaid Biotech™,
Taiwan), 0.5 pl 20 pmol of each primer, 3 pl
genomic DNA (100 ng) and 16 ul dH.O
(AccuGENE™, Lonza, Belgium). Amplification
was performed with the following conditions;
denaturing at 95°C in 4 min, 35 cycles of 95°C in
30 sec, 55°C in 30 sec, 72°C in 45 sec and final
extension at 72°C in 5 min in thermal cycler
machine (Bio-Rad T100, Bio-Rad Laboratories
Inc., CA, USA). The PCR products were loaded
into 3% agarose gel electrophoresis and they were
visualized on UV transilluminator.

RESULTS

Method 1

Genomic DNAs were successfully isolated from
feather samples of ten parrots that were stored up
to three months and they were observed on 0.8%
agarose gel electrophoresis. After performing the
amplification of CHD genes, single (600bp) and
double band (600bp and 450bp) patterns were
observed on 3% agarose gel electrophoresis for
male and female birds respectively. The gender of
ten African grey parrot were identified as eight
male and two female (Figure 2). Genomic DNA
isolation with method 1 could not successfully
performed not only for the feather samples of two
parrots that were contaminated with feces, but also
eight parrots that their feather samples were stored
up to five months.

g0 LJJJQ LJTIT?
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Figure 2. Gender identification was performed on 3% agarose gel electrophoresis. Out of ten parrots
two were identified as female and eight as male from molted feather samples with using method 1.
Female and male African grey parrots were observed with double (450bp and 600bp) and single (600bp)
band patterns respectively (I: 100bp DNA ladder).
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Method 2

After performing DNA isolation from feather
samples of twenty African grey parrots with
method 2, no genomic DNA bands were observed
on 0.8% agarose gel. Even so PCR amplification
was applied to the samples and no amplicons were
observed on 3% agarose gel electrophoresis as
expected.

DISCUSSION

The balance of the female/male ratio is important
in a small population of companion patrots. If
gender identification of parrots are not clear
reproduction process could be longer than
predicted which will also cause significant financial
losses (Cerit and Avanus 2007P). However gender
identification by the inspection of morphological
characteristics is challenging in African grey parrots
since they are one of the monomorphic avian
species. Before the DNA analysis method was
developed, gender of monomorphic birds was
determined by laparoscopic or karyotyping
methods. But birds could have been harmed or
even been killed during the implementation of
these methods (Trewick 1996, Heinsohn et al.
1997, Saino et al. 1999).

After developments in molecular genetics methods,
gender identification in monomorphic birds was
begun to analyze with DNA typing of CHDW and
CHDZ gender chromosomes (Ellegren 1990).
Isolation of genomic DNA for gender
identification in parrots by molecular analyses of
CHD genes can be performed by using various
materials such as blood samples, plucked or molted
feathers. Blood and plucked feathers were the most
preferred materials in avian DNA isolation (Harvey
et al. 2006, Bosnjak et al. 2013, Vucicevic et al.
2013, Bogovic et al. 2017). Since FTA cards could
lead to a high risk of cross contamination, EDTA
tubes are advisable for collecting blood samples
(Suriyaphol et al. 2014). However, both collecting
blood samples and plucking feathers are stressful
for parrots (Harvey et al. 2006), the molted feathers
could be an alternative, less stressful and painless
material for obtaining genomic DNA in African
grey parrots. Buccal swabs and feces can also be
suggested as alternative DNA sources. Whereas
collecting buccal swabs is also stressful for the bird
and using feces samples does not result with
enough DNA yield to perform gender
identification in avian species (Bogovic et al. 2016).
Consequently taking molted feather samples is
easier for the researcher and more comfortable for
the parrot compared to collecting blood samples,
plucking feathers and taking buccal swabs. The
feather samples in this study were kept, until all
twenty feather samples were collected which took

approximately five months. Molted feathers of six
parrots were collected within a month and analyzed
directly and all were resulted by successful DNA
isolation with method 1. The other four successful
isolations were performed with the molted feathers
that were stored up for three months. But DNA
from the feathers older than three months was not
isolated qualified enough to perform PCR for
gender identification. For a good yield of genomic
DNA, feather samples are need to be fresh and this
affects the isolation and quality of genomic DNA.
Feather samples of three parrots were
contaminated with feces, two of them were stored
for three months and the other for five months.
Genomic DNA was not obtained from none of
those molted feathers. Isolation of DNA could
have been much more successful if all the feather
samples were free from feces. If molted feather is
planning to be used for gender identification, one
of the key factors is the housing the parrot in an
individual cage. Therefore samples were not
collected from pair housing cages. Otherwise
feather samples might be mislabeled and gender
identification can be misidentified. Amplification of
CHDW and CHDZ genes in order to gender
identification was performed successfully with
2550F and 2718R primer pairs. The sizes of the
PCR products of this study for CHD Z (600bp)
and CHDW (450bp) genes were conform to
previous study performed by Fridolffson and
Ellegren (1999) in different bird species since CHD
gene is a conserved region between avian and
mammalian species (Stevanov-Pavlovic 2013).

In conclusion, the primer pairs used in this study
(2550F and 2718R) are wusable in gender
identification of African grey parrot with DNA
analyzes of CHDW and CHDZ genes. If molted
feathers were picked as a material for gender
identification, method 1 can suggested to be used
for DNA isolation but feather samples should be
fresh and clean. Further practical, efficient and
painless DNA isolation methods should be
developed  for  gender identification  in
monomorphic bird species from molted feather
and feces. However these samples should be
obtained fresh, otherwise performing a successful
DNA isolation could be challenging.

REFERENCES

Anonymous. http://diagnostics1.com/
MANUAL/General_Qiagen.pdf; Accesion
date; 20.09.2017

Anonymous. https://tools.thermofisher.com/
content/sfs/manuals/purelink_genomic_ma
n.pdf; Accesion date; 18.09.2017

43



Bosnjak J, Stevanov-Pavlovic M, Vucicevic M,
Stevanovic J, Simeunovic P, Resanovic
R, Stanimirovic Z. Feasibility of non-
invasive molecular method for sexing of
parrots. Pakistan | Zool. 2013; 45(3): 715-
720.

Bush KL, Vinsky MD, Aldridge CL,
Paszkowski CA. A comparison of sample
types varying in invasiveness for use in DNA
sex determination in an endangered
population  of  Greater  Sage-Grouse

(Centrocercus  urophasianus).  Conserv
Genet. 2005; 6: 867-870.

Cerit H, Avanus K. Sex determination by CHDW
and CHDZ genes of avian sex

chromosomes in Nymphicus hollandicus.
Turk J Vet Anim Sci. 20074 31(6): 371-374.

Cerit H, Avanus K. Sex identification in avian
species using DNA typing methods. Worlds
Poult Sci. 2007>; 63: 91-99.

Ellegren H, Carmichael A. Multiple and
independent cessation of recombination

between avian sex chromosomes. Genetics.
2001; 158: 325-331.

Ellegren H. First gene on the avian W
chromosome (CHD) provides a tag for
universal sexing of non-ratite birds. Proc R
Soc Lond. 1996; 263: 1635-1641.

Ellegren H. Hens, cocks and avian sex
determination. A quest for genes on Z ot
W? EMBO Rep. 2001; 2: 192-196.

Fridolfsson A, Ellegten H. A simple and
universal method for molecular sexing of
nonratite birds. ] Avian Biol. 1999; 30: 116—
121.

Fridolfsson AK, Ellegren H. Molecular evolution
of the avian CHD1 genes on the Z and W
sex chromosomes. Genetics. 2000; 155:
1903-1912.

Griffiths R, Double MC, Orr K, Dawson RG]J.
A DNA test to sex most birds. Mol Ecol.
1998; 7: 1071-1075.

Griffiths R, Korn RM. A CHD1 gene is Z
chromosome linked in the chicken Gallus
domesticus. Gene. 1997; 197: 225-229.

Griffiths R, Tiwari, B. Sex of the last wild Spix’s
macaw. Nature. 1995; 375: 454.

Griffiths R., Tiwari B. The isolation of molecular
genetic markers for the identification of sex.
Proc Natl Acad Sci. 1993; 90: 83248326.

Handley LJ, Ceplitis H, Ellegren H.
Evolutionary strata on the chicken Z
chromosome:  implications  for  sex

chromosome evolution. Genetics. 2004; 167:
367-376.

Harvey MG, Bonter DN, Stenzler LM, Lovette
IJ. A comparison of plucked feathers versus
blood samples as DNA sources for
molecular sexing. | Field Ornithol. 2006;
77(2):136-140.

Heinsohn R, Legge S, Barry S. Extreme bias in
sex allocation in Eclectus parrots. Proc R
Soc Lond B Biol Sci. 1997; 264: 1325-1329.

Saino N, Ellegren H, Moller AP. No evidence
for adjustment of sex allocation in relation
to paternal ornamentation and paternity in
barn swallows. Mol Ecol. 1999; 8: 399-406.

Stevanov-Pavlovic M, Vucicevic M, Bosnjak J,
Stevanovic J, Dimitrijevic V, Resanovic
R, Stanimirovic Z. Molecular sex
determination of 20 bird species protected in
The Republic of Serbia. Acta Vet (Beogr)
2013; 63: 45-51.

Suriyaphol G, Kunnasut N, Sirisawadi S,
Wanasawaeng W, Dhitavat S. Evaluation
of dried blood spot collection paper blotters
for avian sexing by direct PCR. Br Poult Sci.
2014; 55: 321-328.

Trewick SA. On the skewed sex ratio of the
Kakapo Strigops habroptilus: sexual and
natural selection in opposition? Ibis. 1996;
139: 652-663.

Vucicevic M, Stevanov-Pavlovic M, Stevanovic
J, Bosnjak ],Gajic B, Aleksic N,
Stanimirovic Z. Sex determination in 58
bird species and evaluation of CHD gene as
a universal molecular marker in bird sexing.
Z.oo Biol. 2013; 32: 269-276.

44


http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Stevanov-Pavlovic,%20M&dais_id=19274659&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Vucicevic,%20M&dais_id=20978892&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Bosnjak,%20J&dais_id=1833595&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Stevanovic,%20J&dais_id=19274537&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Dimitrijevic,%20V&dais_id=4563432&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Resanovic,%20R&dais_id=16929445&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Resanovic,%20R&dais_id=16929445&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage
http://apps.webofknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&colName=WOS&SID=4D5b3uaguMB9zFXzqbv&author_name=Stanimirovic,%20Z&dais_id=19192088&excludeEventConfig=ExcludeIfFromFullRecPage

Kocatepe Veterinary Journal

Kocatepe Vet J (2018) 11(1): 45-52
DOI: 10.5578/kvj.66091
Submittion: 22.06.2017
Accepted: 20.12.2017

RESEARCH ARTICLE
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Bu calismada Canine Visceral Leishmaniasisin farkli evrelerinde ejeksiyon fraksiyonu (EF) ve fraksiyonel
kisalma (FS) parametrelerinin degerlendirilerek tamuda ve sagalum monitdrizasyonunda fayda saglamasi
amaglanmistir. Arastirmanin materyalini, 28’1 L. infantum ile dogal enfekte 7’si de saghkli olmak tizere toplam 35
kopek olusturdu.Klinik bulgular temelinde VL siipheli tanist konulan képeklerde kan 6rneginde hizli ELISA
prensibiyle ¢alisan test kiti pozitifligi ile VL tanist kesinlestirildi. Calismaya dahil edilmesi uygun gérilen VLI
kopekler, “LeishVet Calisma Grubu”nun 6nerdigi evreleme dikkate alinarak 4 farklt gruptan (her grupta n=7)
birinde degerlendirildi. EKO, M mod incelemeler sag parasternal kisa cksende gerceklestirildi ve sol ventrikiil
EF ve FS parametreleri belirlendi.Calismadaki kontrol grubu olgularin EF degeri (%) 48 ile 74 ve FS degeri (%)
24 ile 38,0ldugu saptandi. I. gruptaki olgularda EF degeri (%) 59 ile 74 ve FS degeri (%) 31 ile 42 arasinda
oldugu gorildi. 1. gruptaki olgularda EF degeri (%) 58 ile 93 ve FS degeri (%) 29 ile 63 arasinda idi. III.
gruptaki olgularda EF degeri (%) 35.3 ile 93.8 ve FS degeri (%) 16.4 ile 50 arasinda degismekteydi. IV. gruptaki
olgularda ise EF degeri (%) 52 ile 82 ve FS degeri (%) 27 ile 50 arasinda oldugu belitlendi. Sonu¢ olarak
Leishvet Calisma Grubunun serolojik, klinik ve laboratuvar bulgulart dikkate alindiginda 4 farkli grupta (evre I-
IV) yer alan olgularimizda ckokardiyografik [FS’de ve EF’de azalma (sistolik disfonksiyon)] degerlendirmenin
CVL’li képeklerde dikkate alinmast gerektigi sGylenebilinir. CVL'li kdpeklerde intravital diyagnoza katki saglayan
kardiyak degisikliklerin tizerinde 6nemle durulmast ve gerekli ilave sagalim protokollerinin uygulanmasi fayda
saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Leismaniasis, ekokardiyografi, ejeksiyon fraksiyonu, fraksiyonel kisalma, képek

Assessment of Echocardiographic Ejection Fraction and Fractional Shortness at Different Stages of
Canine Visceral Leishmaniasis

ABSTRACT

In this study, it was aimed to evaluate EF and FS parameters at different stages of canine visceral leishmaniasis
to benefit in diagnosis and treatment monitoring. A total of 35 dogs, 28 of which were infected with L. infantum
and 7 of which were healthy, constituted the material of study. VL diagnosis was confirmed with test kit
positivity with fast ELISA on blood samples. VL dogs eligible for inclusion into study were evaluated in 4
different groups (n = 7, each group), according to "LeishVet Working Group". ECHO, studies were performed
on the right parasternal short axisand EF and FS parameters were detected. In control group, EF values (%)
was found between 48 and 74, FS(%) value between 24 and 38. EF value was found between 59 and 74,FS
valuewas between 31 and 42 in group I. EF value was found between 58 and 93, FS value was between 29 and
63 in group 1. EF value was foundbetween 35.3 and 93.8, IS value wasbetween 16.4 and 50 in group III. EF
value was between 52 and 82, FS value was between 27 and 50 in group IV. As a result, when we considered
the LWG, it can be said that echocardiographic evaluation [reduction in FS, EF (systolic dysfunction)] should
be performed into account in CVL dogs. It may be beneficial to focus on cardiac changes contributing to the
intravital diagnosis in CVL dogs and to apply the necessary additional treatment protocols.

Key words:Leishmaniasis, echocardiography, ejection fraction, fractional shorthening, dog
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GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan zoonotik,
cesitli uygulamalarla kontrol altina alinmadiginda
prognozu kot sonuglanan, olduk¢a Gnemli ve
tzerinde durulmast gereken aciller arasinda
goOsterilen Visseral Leishmaniasis (VL) glintimizde
hem insanlarda hem de képeklerde gosterdigi yakin
hastalik bulgulariyla 6ne ¢ikmaktadir. Hastalik
durumunda képekler hem rezervuar hem de konak
olarak rol gostererek memeli hayvanlart ve toplum
saglhigint tehdit etmektedir. Tirkiye de dahil olmak
tzere hastaligin belirlendigi 88 tlkede 200 milyon
insanin tehlike altinda oldugu, her enfekte 1 insana
karsi, oncesinde en az 200 kopegin enfekte
olmasina karsilik geldigi bilinmektedir (Candido ve
ark., 2008).

Canine Visceral Leishmaniasis’de meydana gelen
klinikk  bulgular parazitin  kendisi tarafindan
olusturulmakta, olusan asirt miktardaki B hucre
aktivitesi dolasimda immunkomplekslerin aciga
ctkmasina  ve bunlarin  doku ve organlarda
depolanmasi  sonucunda  poliartritis,  Uveitis,
glomerulonefritis ve vaskdlitis sekillenmesine neden
olmaktadir (Lopez ve ark., 1996).CVL’de olusan
bazi deri lezyonlarinin vaskdlitisle iliskili oldugu
disinilmektedir (Affolter, 1997). Buna karsin
CVL’de olusan i¢ organlardaki hasarin generalize
vaskulitis ile iliskili oldugu nadiren
tanimlanabilmektedir (Pumarola ve ark., 1991).
Bunun yani sira CVL ile iligkili miyokarditis nadiren
bildirilmektedit.

Kalpte gelisen hasarin ve sekillenen patolojik
degisikliklerin ~ belitlenmesinde  kullanilan, altin
diagnostik 6neme sahip muayene yéntemlerinden
birisi de ekokardiyografidir (EKO).EKO, kigctik
hayvan sagliginda edinsel ve kongenital kalp
yetmezliklerinin tanisinda 1970’lerin sonundan beri
kullanilmaktadir (Mashiro ve ark., 1976; Torre ve
ark., 2000). Fakat leishmaniasisli kopeklerde
kalpteki patolojik degisikliklere yonelik az sayida
literatiir bulunmaktadir. Bir calismada
leishmaniasisli ~ képeklerde EKO  muayenesi
yapilmis  ve sonucunda seckonder  sistemik
hipertansiyon nedenli sol ventrikiller hipertrofi
belitlenmistir  (Cortadellas  ve  ark.,  20006).
Leishmaniasisli koépeklerde yapilan  baska  bir
calismada ise yapilan EKO muayenesi sonucunda
bir koépekte pulmoner arteriyal hipertansiyon
(PAH) belitlenmistir.Fakat arastiricilar, ilerideki
calismalarda olgu sayisint  arttirarak  calismanin
tekrarlanmast  gerektigi  kanisina  varmuglardir.
(Paradies ve ark., 2012).

Cesitli saf 1tk kbpek kalplerinin anatomik verilerinin
saglanmast  amaciyla yapilan ekokardiyografik

Olctimler ile ilgili calisgmalarda da gbruldigi tzere
sol ventrikiiler sitolik ve diyastolik ¢aplar (LVIDs,
LVIDd), ejeksiyon fraksiyonu (EF), fraksiyonel
kisalma (FS) gibi Ol¢lim parametreleri kalbin
fonksiyonel ve anatomik olarak
degerlendirilmesinde ~ 6nemli  yere  sahiptir
(Bavegems ve ark., 2007; Gooding ve ark., 1986;
Gugjoo ve ark., 2014).

FS ve EF kalbin sistolik performansint
degerlendirmeye yarayan  parametrelerdir.Cesitli
yapilan calismalarda kopeklerdeki referans araligi
diger bazt parametreler ile (LVIDd, LVIDd)
belirlenmistir (Bavegems ve ark., 2007; Crippa ve
ark., 1992; Gugjoo ve ark., 2014; Lehtinen ve ark.,
2016; Lonsdale ve ark., 1998;Tai ve Huang., 2013).

Bu calismada canine visceral leishmaniasisin farklt
evrelerinde EF  ve IS  parametrelerinin
degerlendirilerek tanida ve sagaltim
monitdrizasyonunda fayda saglamasi amaglanmistir,

MATERYAL VE METOT

Arastirmanin hayvan materyalini, 28’1 L. infantum ile
dogal enfekte (6nceden herhangi bir sagaltm
uygulamast yapilmamus), 7’si de sagliklt olmak tzere
toplam 35 kopek olusturdu.Enfekte kopekler,
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi
I¢ Hastaliklar Kiiciik Hayvan Klinigi'ne CVL ile
uyumlu klinik bulgulardan (hipotrikozis, periokiiler
alopesi, deri lezyonlar, kilo kayibi, onikogripozis,
lenfadenopati ve benzeri) bir ya da birkacini
gosteren olgulardan secildi. Aragtirma protokold,
Adnan  Menderes  Universitesi ~HADYEK
tarafindan onaylanmistir (no: 64583101/2014/118,
29.08.2014).

Klinik bulgular temelinde VL stipheli tanist konulan
kopeklerde lenf yumrusu aspiratinda amastigot
goriilmesi ve/veya kan oOrneginde hizh BLISA
prensibiyle calisan test kiti (Snap Leishmania,
Idexx, USA) pozitifligi ile VL tanst kesinlestirildi
(Athanasiou ve ark., 2014). L. infantum ile entekte
oldugu saptanan képeklerin vektdrlerle nakledilen
ve kardiyak hasara yol acabilen Ehbrlichia canis,
Anaplasma  phagocytophilum, Borrellia  burgdorferri ve
Dirofilaria immitis ile koenfekte olup olmadiklart hizh
test kiti (SNAP 4Dx plus, Idexx, USA) ile
arastirddt  ve yalnizea L. dnfantum ile enfekte
kopekler calismaya dahil edildi. Calismaya dahil
edilmesi uygun gorilen VL'i képekler, “LeishVet
Calisma Grubu”nun serolojik, klinik ve laboratuvar
bulgular temelinde Onerdigi evreleme (Solano-
Gallego ve ark., 2011) dikkate alinarak 4 farkli
gruptan (her grupta n=7) birinde degerlendirildi.
Buna gore;

I. grupta CVL'in L. evresindeki olgular (hafif),
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II. grupta CVDL’in II. evresindeki olgular (orta
siddetli),

III.  grupta CVL’nin III. evresindeki olgular
(siddetli) ve

IV. grupta CVL’nin IV. evresindeki olgular (gok
siddetli) olgular yer ald1.

Saglikli kontrol grubu (V. grup), klinige as1 veya
saglik kontrolu amactyla getirilen, klinik ve
laboratuvar degetlendirilmelerinde herhangi bir
anormallik saptanmayan her iki cinsiyetten ve VLIi
gruplarina benzer yas araligindaki kopeklerden
(n=7) olusturuldu.

Olgularin iki boyutlu M mod EKO incelemeleri,
portatif EKO cihaz1 kullamilarak yapildt (Mindray
M5, Turkiye). EKO, M mod incelemeler képekler
sag tarafina yatirilarak, sag parasternal kisa eksende
(4.-6. interkostal aralik) ultrason jeli kullanilarak
gerceklestirildi  (Sekil 1-2). Muayeneden hemen
once olgularin, sag koltuk alt1 bolgesi tiras edildi.
Sonuglatr lizerine etki olusturmamasi adina, EKO
uygulamasinda herhangi bir anestezik madde
kullanilmadi.  EKO  ¢l¢timlerinde  kategorik
parametreler sol ventrikil EF ve IS parametreleri
belirlendi.Dolayistyla da ejeksiyon fraksiyonu (EF),

fraksiyonel kisalma (FS) olcildu (Biais ve ark.,
2012; Mashiro ve ark., 1976; Mjolstada ve ark.,
2012; Testuz ve ark., 2013).

Sekil 1. Olgularin ekokardiyografik muayenelerinin
gerceklestirilmesi

Figure 1. Realization of echocardiographic
examinations of cases

Sekil 2.Sag parasternal kisa eksende sag ve sol ventrikiiliin gériintilenmesi
Figure 2. Right and left ventricular imaging atright parasternal short axis

BULGULAR

Leishmaniasis ile enfekte (I.-IV.) gruplarin ve
kontrol grubunun (V.)EKO muayenesi tek sefer
yapilmustir. Calismadaki kontrol grubu olgularin EF
degeri (%) 48 ile 74 ve FS degeri (%) 24 ile 38
oldugu saptandi. Grup I'de IV'e dogru EF degerleri

sirastyla % 59-74, 58-93, 35.3-93.8, 52-82 ve FS
degerleri ise strasiyla 31-42, 29-63, 16.4-50, 27-50
olarak  tespit  edildi.  (Tablo  1).Incelenen
parametrelerde (IS, EF) bireysel manada
istatistiksel olmayan farkliliklar mevcut olsa da,
genel degerlendirmede gruplar arast farklilik
saptanamadi (Sekil 3-4).
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Tablo 1.EKO bulgularinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
Table 1. Statistical evaluation of ECHO findings

Veri Gruplar
I II 111 v A% P degeri
EF 67.416.1 76.6+14.4 64.6+19.2 73114 60.6+9.3
(59-74) (58-93) (35.3-93.8) (52-82.6) (48-74) 0.200
FS 36.6+4.4 46.4+14.4 37.2+16.2 37.6+11.2 32.3+6.8
(31-42) (29-65) (16.4-65.4) (26.9-50) (24-42) 0.635
Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
100,00
90,00 [
80,00 =
t 70'00_ e
*
50,007 ]
40,00
30,00 I I I I -
Evre | Evre ll Evre ll Evre IV Saglikli
Grup

Sekil 3.EF parametresinin gruplara gore dagilimina iliskin kutu grafigi
Figure 3.Box graph of distribution of EF parameter by groups
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Independent-Samples Kruskal-Wallis Test
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Sekil 4. 'S parametresinin gruplara gére dagilimina iliskin kutu grafigi
Figure 4.Box graph of distribution of FS parameter by groups

TARTISMA VE SONUC

CVL’de myokardiyel lezyonlarin  gelisebilecegi
(Alves ve ark., 2010; Lopez-Pena ve ark., 2009;
Torrent ve ark., 2005) ve hastalik etkeni olarak
bilinen Leishmania tirlerinin kardiyak dokuya
penetrasyon yaptigt bildirimleri (Font ve ark., 1993;
Lopez-Pena ve ark., 2009; Torrent ve ark., 2005;
Zabala  ve ark, 2005 g6z  Oniinde
bulunduruldugunda, hastaligin farkli evrelerindeki
kopeklerde kardiyak tutulumun EKO muayeneleri
ile arastirilmast gerekliligi aciktir. Tlaveten kardiyak
ritim bozukluklari ve supuratif karakterde olmayan
myokarditis gibi degisikliklerin olusageldigi cesitli
calismalarda saptanmustir (Blavier ve ark., 2001;
Lopez-Pena ve ark., 2009; Torrent ve ark., 2005;
Zabala ve ark., 2005). Alves ve ark.(2010) CVL ile
infekte kopeklerin = sitolojik  muayenesinde 2
semptomatik képegin kalp ve akcigerinde ve 1
asemptomatik  kopegin  kalbinde amastigotlari
belirlemislerdi.

Tai ve Huang, (2013) 40 adet saglkh képek
tzerinde gergeklestirmis oldugu ¢alismada EF (%)
ve FS (%) Ol¢ctimlerini (ortalama * standart sapma)
strastyla 752 £ 147, 443 *+ 6.8 olarak
belirlemislerdir. Gugjoo ve ark. (2014) 24 adet
saglikh  Labrador retriever koOpek  iizerinde
gerceklestirdikleri ¢alismada EF(%) ve FS (%)
Slgimini sirastyla % 65.5%2.15 ve % 35.9%£1.56
olarak tespit etmislerdir. Yapilan c¢alismadaki ayni
Slctimlerin araliklart (min-maks) ise aynt sira ile %
45.5-81.35 ve %18.75-49.6 olarak
belitlenmistir.Lehtinen ve ark. (2016) 78 adet
saglikli Salukis 1rki képek tzerinde gerceklestirmis
oldugu calismada EF(%) ve FS (%)dl¢imint
sirastyla % 489, % 27,5 olarak bulunmustur.
Yapilan ¢alismadaki ayn1 6l¢timlerin araliklar (min-
maks) ise aynt sira ile % 38,6-59,1 ve % 20,3-34,6
olarak belirlendigi bildirilmistir. Bavegems ve ark.

(2007) 105 adet saglikli Whippet 1kt kdpek
tzerinde gergeklestirmis oldugu calismada EF(%)
ve FS (Y%)6l¢imini swrastyla % 61.3£8.1 ve %
27.7%5.2 olarak belirlenmistir. Yapilan calisgmadaki
ayni 6lcumlerin araliklart (min-maks) ise aynt sira ile
% 44.7-77.3 ve % 18.1-39.2 olarak belitlendigi
bildirilmistir. Bir baska arastirmada Lonsdale ve
ark.(1998) 39 adet saglikli, antreman
yaptirilan/antreman yaptirilmayan Greyhound 1rki
kopeklerde TS (%) degerini sirastyla %33%6 ve
%30%06 olarak belirlemislerdir.Crippa ve ark. (1992)
50 adet saglikli Beagle 1rki kdpek tizerinde yapmus
olduklar1 calismada EF(%) ve FS (%) o6lcimini
sirastyla %077110 ve % 4019 olarak belirlemislerdir.
Yapilan calismadaki ayni Sl¢imlerin araliklart (min-
maks) ise ayni1 sira ile 1%40-100 ve % 20-70 olarak
saptanmistir.  Bizim calismamizda ise EF (%)
Oleimu gruplara gore sirastyla (evre I, evre 11, evre
III, evre IV ve sagliklt grubun ortalama + standart
sapma ve aralig) % 67,4£6,1 (59-74), % 76,6t14,4
(58-93), % 064,6£19,2 (35,3-93,8), % 73*£14 (52-
82,6) ve % 60,619,3 (48-74) olarak belitlendi. FS
(%) oleimu gruplara gore sirastyla (evre I, evre 11,
evre 1, evre IV ve saglikll grubun ortalama *+
standart sapma ve aralifl) % 30,614,4 (31-42), %
46,4114,4 (29-65), % 37,2%16,2 (16,4-65,4), %
37,6x11,2 (26,9-50) ve % 32,3%6,8 (24-42) olarak
belirlenmistir.

Kardiyak fonksiyonlarin degerlendirilmesinde en
siklikla kullanilan ekokardiyografik metot, M-mod
sol ventrikiler Fraksiyonel Kisalmanin (FS)
Olcimidir (Boon, 1998; Cornell ve ark., 2004;
Kittelson ve Kienle, 1998; Moise ve Fox, 1999).
Bunu destekler mabhiyette sol ventrikiiler sistolik

fonksiyonlarin ~ Veteriner =~ Hekimlik  alaninda
degerlendirilmesi  agisindan  detayll  literatiir
taramalar;,  kopeklerde  gerceklestirilen  ¢ogu

calismanin  FS  baz alinarak gergeklestirildigini
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gostermektedir (Dukes-McEwan ve ark., 2003).
Koépeklerde % 20 ile % 25 arasmndan daha az
degerlerin  anormal derecede dusiik oldugu ve
sistolik disfonksiyonu gosterdigi bildirilmektedir.
Buna karsin eger belirgin bir mitral regurgitasyon
mevcutsa FS yanlis degerlendirilebilinir. Saglikh
kopekler tzerinde yapian calismalarda FS (%)
degerinin  >%30 olmast gerektigi (Boon, 1998;
Cornell ve ark., 2004; Kittelson ve Kienle, 1998;
Moise ve Fox, 1999) ve bu degerin altina distugi
durumlarda dilate kardiyomiyopati sekillenebilecegi
bildirilmektedir (Dukes-McEwan ve ark., 2003).
Bizim  calismamizda gruplarin  ortalamalarina
bakildiginda istatistiksel agidan herhangi bir azalma
va da farklilik g6rillmemesine karsin olgular bireysel
olarak degerlendirildiginde evre II’ de bir olguda
(%29), evre III de iki olguda (%25 ve 16.4) ve evre
IV°de ise 3 olguda (%27, 26.9 ve 29.8) FS degerinde
azalma tespit edilmistir.Evre artttkca serum
biyokimyasal biyobelirteclerden bagimsiz olarak FS
degerinde azalma olan olgu sayisiun arttifi tespit
edilmis, Ozellikle evre IV’de degerlendirilen 7
olgudan 3’tuntn (%042.85) etkilendigi
anlagilmaktadir.  Ancak bu  olgulanin  dilate
kardiyomyopati ile iliskilendirilmesi pek miimkiin
olmamistir.  SOyleki  dilate  kardiyomyopatinin
gelisiminde  radyografik  (calismamiza  dahil
edilmemistir), eckokardiyografik ve post-mortem
(calismamiza dahil edilen her olguda intravital
diyagnoz gegerli olup, her olgu yasamina devam
etmekte, hicbir olgu ex olmadigindan bu muayene
miumkin olmamistir) muayenelerin yani sira sol
ventrikil  ile sol  atriyumda  genisleme
sekillenebilmektedir (Baumwart ve ark., 2007;
Belham ve ark., 2007; Chetboul ve ark., 2005;
Chetboul ve ark., 2007;Cornell ve ark., 2004). Tim
bunlarin yant sira dilate kardiyomiyopatinin kesin
teshisinde (a) sol ventrikiiler dilatasyon (b) azalmis
sistolik fonksiyon ve (c) sol ventrikiilde artmis olan
kiiresel  yapiun  birlikte  degerlendirilmesi
yatmaktadir (Baumwart ve ark., 2007; Belham ve
ark., 2007; Chetboul ve ark., 2005; Chetboul ve
ark., 2007;Cornell ve ark., 2004). Calismamizda
CVL ile infekte 28 olgudan 6’sinda FS degerinde
sekillenen azalma sistolik disfonksiyona isaret
etmektedir.

Insanlarda ejeksiyon fraksiyonu, sistolik
fonksiyonlari degrlendirmede ana belirte¢ olarak
kullanilmaktadir. E’nin <%40 ya da <%50 olmast
anormal olarak degerlendirilmektedir.  Saglikl
kopekler tizerinde yapilan calismalarda EF (%)
degerinin >%40 olmast gerektigi ve bu degerin
aluna distigiinde sistolik fonksiyon kaybinin
sekillendigi  bildirilmektedir (Dukes-McEwan ve
ark., 2003). Bizim c¢alismamizdaki gruplarda EF(%)
degerinin ortalamasina bakildiginda herhangi bir
azalma  belirlenemezken gruplardaki olgulara

bireysel olarak bakildiginda evre 11I’deki bir olguda
(% 35.3) EF degerinde azalma saptandi.

Bunun yant sira sol ventrikiler sistolik performans
degerlendirilirken dilate kardiyomiyopatili
kopeklerde sistol sonu ve diyastol sonu ¢aplarda
arttg, sol atriyumda dilatasyon ile gerek IS gerekse
EF’lerinde azalma meydana  gelebilmektedir
(Kittelson ve Kienle, 1998).

Sonug olarak Leishvet Calisma Grubunun serolojik
(FAT titreleri ile hizli ELISA testleri), klinik ve
laboratuvar bulgular (6zellikle TP, ALB ve IPK)
dikkate alindiginda 4 farkli grupta (evre I-1V) yer
alan olgularimizda ekokardiyografik [FS’de ve
EF°de azalma (sistolik disfonksiyon)]
degerlendirmenin  CVL’li  képeklerde  dikkate
alinmast gerektigi séylenebilinir. CVLli képeklerde
intravital diyagnoza katki saglayan kardiyak
degisikliklerin tizerinde 6nemle durulmasi ve gerekli
ilave sagalim protokollerinin uygulanmasi fayda
saglayabilir.
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Ankara Tavukculuk Arastirma Enstitiisii tarafindan gelistirilen Atak-S yumurtact hibriti yerli hibritler icinde
yumurta verimi en ylksek olan hibrittir. Ancak bu hibritin yumurta verimi Isa Brown gibi yabanct kaynakl
hibritlere gére daha distiktir. Atak-S hibritinin yabanct kaynaklt hibritlerle yarisabilmesi i¢in verim ile ilgili
molekiiler 1slah ¢alismalari gerekmektedir. Bu ¢alismanin amaci Atak-S ve Isa Brown tavuk hibritlerindeki
genetik cesitliligi belirlemek ve bu hibritler arasindaki genetik cesitliligi karsilagtirmaktir. Bu amag icin, iki alt
popiilasyondan 200 tavukta 6 mikrosatelit lokusu ay11 ayr1 genotiplendirildi. Bu ¢alismada kullanilan 6 farkli SSR
markérii igin toplam da 85 polimorfik fragment bulundu. Ayrica H, degeri 0.61+0.05 olarak bulundu. Iki hibrit
arasinda H, ise; Atak-S’de 0.35%0.76, Isa Brown’da 0.26£0.68 olarak bulundu. Bu sonuc, Atak-S hibritindeki
genetik cesitliligin Isa Brown hibritine gére daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Ek olarak iki hibrite ait
genetik farkliliklar ve popiilasyon yapist dendogram analizi yapilarak ortaya konmus ve farklilliklar belirlenmistir.
Sonug olarak Atak-S ve Isa Brown hibritleri icindeki ve arasinda genetik ¢esitliliklerin iyi korunmus oldugu ileri
sturtlebilir. Mikrosatellit analizi ile tahmin edilen Atak-S ve Isa Brown hibrtileri hakkindaki bilgiler, gelecekteki
genetik varyasyon aragtirmalarini tasarlamak ve koruma stratejileri gelistirmek icin hedeflerin belirlenmesinde
rehber olarak yararlt olabilir.

Anahtar Kelimeler: Atak-S; Isa Brown; SSR; Genetik ¢esitlilik

Estimated Genetic Diversity Between Atak-S and Isa Brown Chickens with SSR Markers

ABSTRACT

Atak-S layered hybrid, developed by the "Ankara Poultry Research Institute”, is the hybrid with the highest egg
productivity among local hybrids. However, egg yield are lower compared to foreign-origin hybrids such as Isa
brown. Molecular development studies as to productivity are required for Atak-S hybrid to be able to compete
with foreign-origin hybrids. The objective of this study was to detect genetic diversity within the breeds and to
compare the Atak-S and Isa Brown breeds. To achieve this goal, we individually genotyped 6 SSR loci in 200
chickens from two populations. 85 polymorphic fragments were found in total for 6 different SSR markers
employed in this study. For all loci, hich H, was observed, and means H, was 0.6120.05 among loci. Among
breeds, the mean H, was 0.3520.76 in Atak-S and 0.26£0.68 in Isa Brown. This result indicated that genetic
diversity in the Atak-S breed is higher than in the Isa Brown breed. Furthermore, genetic differences and
population structure of two hybrids were shown by virtue of dendogram analysis and differences were
detected. As a result, we could be suggested that genetic diversity is well preserved within and between Atak-S
and Isa Brown hybrids. Based on the Atak-S and Isa Brown breeds estimated by microsatellite analysis may be
useful as a guide in setting goals for designing future genetic variation studies and for improving conservation
strategies.

Key Words: Atak-S; Isa Brown; SSR; Genetic diversity.
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GIRIS

Turkiye’de hizli niifus artisa baglt olarak siit ve
kirmizt et yaninda daha ucuza alinabilen beyaz et ve
yumurtaya olan talep daha cazip hale gelmistir.
Ayrica bu artisa baglt olarak i¢c ve dis pazarlara
dretim yapan tavukculuk isletmelerinin sayian
giderek artmistir. Diinyada oldugu gibi Tirkiye’de
de tavukculuk isletmeleri genellikle yurtdisindan
ithal edilen parent stoklarin ciftlestirilmeleriyle elde
edilen yumurtact hibritleri kullanmaktadir (Balct ve
ark. 2003). Turkiye’de yerli hibritlerin gelistirilmesi
amactyla Ulkesel Tavukguluk Projesi ve daha sonra
Tavukeuluk  Arastirma  Gelistirme  Projesi
yapilmustir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda iiretilen
yerli hibritlerin yumurta veriminin yabanct hibritlere
gbre daha digik bulunmustur. Ancak yasama
gictiniin daha yiksek veya esdeger oldugu tespit
edilmistir (Karagay 2000, Celik 1992, Buyiikbebeci
ve Kadioglu 1992). Bu kapsamda Ankara
Tavukculuk Arastirma Enstitist tarafindan Atak,
Atak-S ve Atabey ticari yumurtact hibritleri
gelistirilmistir (Durmus ve ark. 2009).

Tavukculukta meydana gelen en  Onemli
gelismelerden biri iki verim yonli ve tek verim
yonli  tavuk hibrtilerin - yerini ticari hibritlerin
almasidir (Erensayin 2000a). Dis kaynakli olarak
ithal edilen ¢ok sayida yumurtact ve etci hibritler
Tirkiye’de yaygin olarak kullandmaya baglamistir
(Tirkoglu ve ark. 2004). Hibrit materyallerin yurt
disindan ithal edilmesi Ulkemiz tavukculuguna
olumlu yénde katki saglamasinin yaninda bazi tavuk
hastaliklarinin (G.R.D., Marek, Laringo Traheitis,
Gumboro) tlkemizde ortaya ¢ikmasina, damizlik
temininde  disa  bagimhhk gibi  sakincalar
beraberinde getirmistit  (Erensayin  2000b). Bu
nedenle damizlik materyal ihtiyacinin yurt icinden
karsilanmasi, yumurta yonld yerli hibritlerimizin
performansmnun  yilkseltilmesi, kapasite ve tretim
diizeylerinin yapilacak molekdler 1slah calismalariyla
arttirilmasi tilkemiz tavukeulugu agisindan oldukga
onemlidir (Yigitoglu ve Testik 2008).

Yerli yumurtact hibrit Atak ve Atak-S sirasiyla
Rhode Island Red I (RIR)X Barred Rockl (BAR)
ve Rhode Island Red (RIR) X Colombian Rock
(Col) ciftlesmeleri olusturulmustur (Fathel ve Elibol
2000). Atak-S yumurtact hibritinin yumurta verimi
ve yumurta agithigi yabanci kaynakli Isa brown ve
Novagen yumurtact hibritlerine gore dusiiktiir.
Ancak Atak-S yumurtact hibritinin canlt agithig
yabanct hibritlere gore fazladir (Durmus ve ark.
2009). Yerli yumurtact hibritlerin yabanct yumurtact
hibritlerine verim y6ninden yetisebilmesi icin
molekiiler yontemleri kullanarak yumurta verimiyle
iligkili markér analizinin yapilmasi, uygun markérler
kullanilarak ilgili ~hibritlere ait iliskilendirme

haritalamasinin ortaya konmast ve yumurta verimi
yiksek  cekirdek  hibrit  popiilasyonlarinin
olusturulmasi gerekmektedir.

Markor desteklt seleksiyon calismalarinda  genel
olarak SSR (basit dizi tekrarlar)) ve SNP (Single
Nucleotide  Polymorpbism:  Tek  Nikleotid
Polimorfizmi) kullandmaktadir. SSR’lar icerdikleri
niikleotid dizin sayisina gbre mikrosatellit veya
minisatellit olarakta bilinir. Mikrosatellit
markérlerin+ kullanim  alanlar;;  homozigot-
heterozigot allel varyasyonlarinin belirlenmesinde,
genom haritalarinin ¢tkarilmasinda, populasyonun
genetik parametrelerinin tahmininde ve popilasyon
farkliliklarinin - belirlenmesinde kullanilmaktadirlar
(Wenz ve ark. 1998).

SNP’ler DNA dizini icerisinde baz /bazlarda
meydana gelen nokta mutasyonlarin sebep oldugu
polimorfizmler olarak bilinir. SNP
polimorfizimlerini bulmak i¢in SSCP analizi (Choi
ve ark. 2014), heterodupleks analizi, Mikroarray
yada  dogrudan DNA  dizilim  analizleri
kullandmaktadir. Bu yéntemlerden en etkilisi DNA
dizi analizi yontemidir. DNA dizileri rastgele
stralama, PCR amplikasyonu yapidiktan sonra
siralama ve  karsilastrmali  EST  analizleri
kullanilarak siralandirilir. Gelisen molekiiler biyoloji
teknikleri ile ¢ok sayida SNP’nin analizi hizli ve
guvenilir sekilde yapilabilmektedir. SNP’ler genel
olarak, genetik gesitlilik, popiilasyon yapist,
kantitatif 6zellik lokuslart (QTL), ve markor
destekli  seleksiyon =~ (MAS)  calismalarinda
kullandmaktadir (Bakhtiarizadeh ve ark. 2012).

Bu arastirmanin amaci, Atak-S ve Isa Brown tavuk
hibritlerindeki ~ genetik  cesitliligi  belitleyerek,
tavukculuk sektdriinde yapilabilecek olan markor
destekli molekiiler 1slah  ¢alismalarina  katk:
saglamaktir. Bu amag icin, iki alt poptlasyondan
200 tavukta 6 mikrosatelit lokusu ayri ayn
genotiplendirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal

Arastirmada kullanilan hayvan materyali 200 adet
Atak-S ve 200 adet Isa brown yumurtact
tavuklardan alinan kan Orneklerinden olusmustur.
Bu calisma Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan  onaylanmistir
(20.04.2016 tarihli ve AUHAYDEK-
E.1600096307)”.

Metot

Genomik DNA Izolasyonu

Elde edilen kanlardan DNA izolasyonu yapild:.
DNA izolasyonu Invitrogen PureLink Genomic
DNA  izolasyon kiti kullanilarak ve  kitin
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prosediiriine uygun olarak yapildi. Genomik DNA
izolasyonunda ilk olarak su banyosu veya 1s1 bloku
550C’ye ayarlandi. Streril mikrosantrifuj tipi
icerisine 200 mikro litre donmus veya taze kan
Ornegi eklendi. Daha sonra tzerine 20 mikro litre
Proteinaz K ve RNaz A eklendi ve kisa bir stre
vortexle karistirildiktan sonra oda sicakliginda 2
dakika inkube edildi. Daha sonra bu karisimin
tzerine 200 mikro litre PureLink® Genomic
Lysis/Binding Buffer eklendi ve karisim iyice
homojenize olana kadar votexle karistirildi. Daha
sonra karisim 55 C’ye ayarlanan su banyosu veya
1s1  blokunda 10  dakika inklbe edildi.
Inkiibasyondan sonra karisimin tizerine %96-100
molekiiler grade ethanol eklendi ve karisim iyice
homojenize olana kadar vortexte karistirldi. Daha
sonra hazitlanan katisim PutreLink® Spin kolonun
icerisine eklendi ve oda sicakliginda 10.000xg ‘de 1
dakika santrifuj edildi. Daha sonra spin kolon
ctkartild ve temiz bir tiipiin igerisine alindi. Spin
colum tzerine 500 mikro litre Wash Buffer 1
eklendi ve oda sicakhiginda 10.000xg ‘de 1 dakika
santrifuj edildi. Daha sonra spin colum tekrar yeni
bir tiiptin icerisine alindr ve tizerine 500 mikrolitre
Wash Buffer II eklendikten sonra oda sicakliginda
maksimum hizda 3 dakika santrifuj edildi. Santrijuj
isleminden sonra spin clumn 1.5 mikrolitrelik steril
mikrosantrifuj tipinin icerisine alindi ve iizerine
200 mikro litre Elution Buffer eklendikten sonra 1
dakika oda sicakhiginda inkiibe edildi. Son olarak
spin column oda sicakhiginda maksimum hizda 1
dakika santrifuj edildi ve bdylece genomik DNA
elde edildi. Elde edilen DNA 6rnekleri -20 °C’de
mubhafaza edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ve Kapillar
Elektroforez

Ilgili ~ SSR  markérleri  polimeraz  zincir
reaksiyonunda analiz edildi. SSR markérlerine ait
primer bilgileri Tablo 1' de verilmistir. Her PCR
deneyi 10 pl'lik karisimdan olugsmustur. PCR
karisimi: her bir primerden 5 pikomol, 1 pl 1X
PCR tampon (10 mM Tris- HCI (pH 8.8), 50 mM
KCl), 1.5 mM MgClI2, 200 pm nucleotit karigimi
(dNTPs), 1 U Taq polimeraz ve 10-20 ng kalip
DNA ve steril distile su. PCR reaksiyonlar
ProFlex™ 3x32-Well PCR cihazt kullanilarak
yapilmisttr  (Thermo  Fisher, USA). 1k
denatiirasyon 94 © C'de 5 dakika yapildi. Donglisel
denattrasyon 94 ° C'de 30 saniye, primer baglanma
52-55 © C'de (spesifik her primer icin) 45 saniye
stuteyle ve 72 © C'de 1 dakika 35 déngl boyunca
gereeklestirildi ve bunu takiben nihai 72 © C'de 10
dakika boyunca uzatma yapildr.

Multiplex PCR, floreson boyalt iki veya dort primer
ile tek bir reaksiyonda gerceklestirildi. Reaksiyon
icin kullanilan lokus setleri: 1) ADL136 ve
ADL158; 2) ADL136 ve ADL176; 3) ADL158 ve

ADL176; 4) MCW043 ve MCWO005; 5) MCW043
ve MCWO049; 6) MCWO005 ve MCWO049; 7)
ADL136, ADL158, MCWO043, MCWO005; 8)
ADL158, ADL176, MCW005, MCW049.

PCR amplikonlar1 kapillar elektroforez cihazt
(Qiagen, Germany) kullanilarak analiz edildi. 1 ul
amplikon, 11 ul 6X formamid yikleme boyasi, bir
denatiire edici ajan (Sigma) ve standart marker olan
0.3 ul ROX 500 igeren bir tampon ile karigtirild.
Karigim 95 © C'de 3 dakika boyunca denature edildi
ve kapillar elektroforeze yiiklenmeden 6nce buz
Uzerinde inkube edildi. Allellerin ¢oéztunurluk
modelleri, Genescan  (sirim  3.1)  yazilimi
kullanilarak  incelendi ve boyut tahminleri
Genotyper 3.1 yaziimi ile yapildi. Alel skorlamasi
baz ciftleri halinde yapildr.

Veri Analizleri

Her bir SSR markérd icin, parcaciklar (Matsuoka ve
ark. 2002) tarafindan tanitilan metot kullanarak
farkli allel’leri temsil eden bin’lere boliindi. Her bir
isaretleyici icin polimorfizm bilgi icerigi (PIC-
Polymorphism information content) degeri her bir
SSR icin (Saal ve Wricke 1999) tarafindan tanitidan
formiile gére hesaplandr:

j Jooi-l
PIC=1-) P =2) > PP
i=l i=j+l j=1

pi iinci allelin sikligini (frequency) ve k ise her
lokus icin farkli allellerin  toplam  sayisini
vermektedit.

Bitin genotiplerin  6zgiin  bir  lokus  icin
mikrosatellite degetleri: var (present) icin 1, yok
(absent) i¢in 0 ve heterozigot bireyler i¢inde 0.5 gibi
degerlerle skorlandi. Bu veriler Nei’nin genetik
benzerlik indeksinin (The Nei index of genetic
similarity) hesaplanmasinda kullanddi (Nei ve Li
1979). Elde edilen bu degerler Darwin (Pertier ve
Jacquemoud-Coller 2006) ve the NTSYS computer
programi  (Rohlf 1998) ile yapilan Aritmetik
ortalama kullanilarak yapilan Sl¢tlmemis ¢ift grup
yontemi (UPGMA - unweighted pair-group
metotu) uygulanarak Tavuk Ornekleri (accessions)
arasindaki genetik iliskiyi gOsteren bir dendrogram
olusturulmasinda kullanildi. Bu ¢alisma sonunda
200 adet tavuktan olusan bir ¢ekirdek Atak-S ve Isa
brown hibrit kolleksiyon Powercore (Kim ve ark.
2007) program kullanarak olusturuldu. Olusturulan
bu koleksiyon iligkilendirme analizlerinde kullanidi.

BULGULAR

Polimorfizm, bir lokusta iki veya daha fazla allelin
ortaya c¢tkmasidir. Bu calismada kullandan tim
mikrosatellit lokuslarinin, Botstein ve ark (1980)’ na
gbre cok sekilli ve oldukca bilgilendirici oldugu
bulunmustur. Calistlan 6 kromozom lokusu,
istisnasiz olarak incelenen tim popiilasyonlarin
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genomlart vasitastyla farkl allel sayilariyla basarili

bir sekilde ¢ogaltild1.

Tablo 1: Kullanilan primerlerin 6zellikleri (Rajkumar ve ark., 2008)
Table 1: Properties of used primers (Rajkumar ve ark., 2008)

Baglanma Genbank
SNP Adi Primer sekansi Tekrar Uniti
sicaklig: °C Giris No

F: TGT CAA GCC CAT CGT ATC AC (TG)10

ADL136 52 G01561
R: CCA CCT CCT TCT CCT GTT CA TC (TG)10
F: TGG CAT GGT TGA GGA ATA CA 20

ADIL158 52 (CA)12 G01582
R: TAG GTG CTG CACTGG AAATC
F: TTG TGG ATT CTG GTG GTA GC 20

ADL176 52 (GT)12 G01598
R: TTC TCC CGT AAC ACT CGT CA
F: TGA CTA CTT TGA TAC GCA TGG AGA

MCW043 55 (T)21 140073
R: CAC CAA GTA GAC GAA AACACATTT
F: ACCTCCTGC TGG CAA ATA AAT TGC

MCW005 55 (TG)14 140048
R: TCA CTT TAG CTC CAT CAG GAT TCA
F: AGC GGC GTT GAG TGA GAG GAG CGA

MCW049 55 (GCA11 L.40077
R: TCC CCA ACC CGC GGA GAG CGC TAT

Mikrosatelit Allel Dag1limi Genetik Cesitlilik

Atak-S ve Isa Brown icin yapilan SSR taramast
sonucunda toplam 85 adet allel tespit edilmistir.
Her iki hibrit icin allel ortalamast 14.16£0.02 olarak
bulunmugtur (Tablo 1). Yapilan SSR skorlama
sonucunda Atak-S hibritlerinde SSR  markérleri
olan ADL136 icin 12, ADIL158 icin 9, ADL176 icin
6, MCW043 i¢in 6, MCWO005 icin 10, MCW049 icin
5 allel elde edilmistir (Tablo 2). Isa Brownda ise
ADIL136 icin 8, ADL158 icin 7, ADL176 i¢in 4,
MCWO043 icin 6, MCWO005 i¢in 8, MCW049 icin 4
allel elde edilmistir (Tablo 2).

Beklenen heterozigotluk (H,) ve PIC tahminleri,
her bir alt popiilasyonda ve hibritler arasindaki her
lokus icin allel frekansi verileri kullanilarak elde
edildi. Ortalama H, degeri 0.61+0.05, ortalama PIC
degeri 0.62%0.01 ve ortalama F, degeri 0.2530.05
olarak bulundu (Tablo 1). En yiksek H. degeri
0.534 (ADL136), en dusik H, degeri ise 0.210
(MCWO043) olarak tespit edildi. Ayrica ortalama H,
degeri Atak-S tavuklarinda 0.35£0.76, Isa Brown
tavuklarinda ise 0.26%0.68 olarak belirlendi. PIC
degeri en yiksek 0.48 (MCWO005), en disik 0.20
(MCW049) olarak bulundu (Tablo 3).

Tablo 2: {ki tavuk hibritinde kullanilan 6 adet markére ait tanimlayict bilgiler
Table 2: Descriptive informations of 6 markers used in two chicken hybrids

Lokus Allel biyardaga Allel say1s1 H. PIC F
(bp)
ADL136 120-168 20 0.789 0.72 0.313
ADL158 167-198 16 0.692 0.64 0.309
ADL176 172-193 10 0.564 0.53 0.215
MCWO043 110-133 12 0.434 0.62 0.154
MCWO005 208-256 18 0.672 0.82 0.320
MCW049 110-129 9 0.543 0.44 0.234
Mean*SE - 14.16%0.02 0.61£0.05 0.62%0.01 0.25%0.05
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Not: H, beklenen heterozigotluk; PIC, Polimorfizm bilgi icerigi; F,, Wright'in sabitleme endeksi

Tablo 3: Atak-S ve Isa Brown alt populasyonlart icerisinde genetik cesitlilik
Table 3: Genetic diversity within the subpopulations of Atak-S and Isa Brown

Lokus Atak-S Isa Brown
ADI136 bp 120-168 120-168
N 12 8
H, 0.429 0.372
H, 0.534 0.355
PIC 0.42 0.30
ADI158 bp 167-198 167-198
N 9 7
H, 0.423 0.267
H, 0.445 0.247
PIC 0.40 0.34
ADL176 bp 172-193 172-193
N 6 4
H, 0.253 0.249
H, 0.302 0.262
PIC 0.29 0.24
MCWO043 bp 110-133 110-133
N 6 6
H, 0.221 0.220
H, 0.210 0.224
PIC 0.30 0.32
MCWO005 bp 208-256 208-256
N 10 8
H, 0.435 0.256
H, 0.390 0.282
PIC 0.48 0.34
MCWO049 bp 110-129 110-129
N 5 4
H, 0.245 0.201
H, 0.265 0.238
PIC 0.24 0.20
Mean = SE N=* SE 81+0.76 6x0.16
H=*SE 0.33%+0.05 0.26%0.08
Ht SE 0.35+0.76 0.26%0.68
PICt SE 0.35+0.5 0.29%+0.05

Not: bp, allel buyuklgi; N, allel sayisi; H,, gbzlenen heterozigotluk; H,, beklenen heterozigotluk;

PIC, Polimorfizm bilgi igerigi.

Calismada kullanilan SSR verileri Dice coefficient
and unweighted neighbor-joining algorithma
kullanilarak olusturulan dendogram analizi ve
matris uzakligi icin kullanildi. Mantel test sonuclar
dendogram ve matris uzakligl arasinda yiksek
oranda korelasyon oldugunu gosterdi (r = 0.96).

Her iki hibrit igin SSR markoérlerine dayali genetik
farklilk  analizinde SSR  markérleri  arasinda
istatistiki farkliliklar bulunmugtur. Ayrica her iki
hibrit ti¢ farkli gruba ayrilmistr (Sekil 1). Bu durum

iki  hibrit arasinda SSR  markér bakiminda
farkliliklarin oldugunu gostermektedir.

Popiilasyon Yapis1 ve Genetik Orijinler

Popiilasyon yapist SSR verilerine gére incelendi ve
yukaridaki sonuglara benzer veriler elde edildi.
Sonuglara gore veriler K=2 modeline gére en iyi
sekilde tanimlandi ve U¢ farkli sub-popiilasyon
grubu elde edildi. Belirlenen sub-popiilasyonlarin
treshold degerinin = p=0.6 oldugu gdbzlendi.
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Popiilasyonlarin  genetik orijinleri PCoA’ya gore hibritte de SSR markérlerinin farkli frekanslarda
belirlendi. Yapilan faktoriyel analiz sonucu iki allel olusturdugu gozlemlendi (Sekil 2 ve Sekil 3).
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Sekil 1: Isa Brown ve Atak-S hibritleri icin olusturulan Unweighted neighbor-joining dendrogram (Yesil;
Atak-S, Mavi; Isa Brown). Cluster A; Isa Brown, Cluster B; Atak-S, Cluster C; Isa Brown + Atak-S.
Figure 1: Unweighted neighbor-joining dendrogram (Green; Atak-S, Blue; Isa Brown) for Isa Brown
and Atak-S hybrids. Cluster A; Isa Brown, Cluster B; Atak-S, Cluster C; Isa Brown + Atak-S.
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Sekil 2: SSR verilerine dayanan PCoA analizi (Isa Brown).
Figure 2: PCoA analysis based on SSR data (Isa Brown).
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Sekil 3: SSR verilerine dayanan PCoA analizi (Atak-S).
Figure 3: PCoA analysis based on SSR data (Atak-S).

TARTISMA

Mikrosatelit Allel Dagilimi

Bu calisma, 6nemli ticari hibritlerden olan Atak-S
ve Isa Brown yumurtact hibritlerinin karsilagtirmalt
poptilasyon yapisini ve bazt mikrosatelitler ile
yumurta verimi ve agithig arasindaki genetik iligkiyi
ortaya koymustur. Biz bu c¢alismada genomik
cesitlilik ve tavuklarin evrim geemisi ¢itkarmak igin
genom  kaynakli  mikrosatellit  markorlerini
kullandik. Mikrosatellit lokusu, eger uygun PIC
degerlerine  sahip Mendel kalittmina benzer
kosullari, farkli kromozom /baglanti gruplarindaki
varliklari ve bagimsiz gesitlilik gibi kogsullart yerine
getiriyorsa, bir popiilasyonun bagimsiz bir evrimsel
gecmisini temsil eder. Bu ¢alismada kullanilan ve
tim kosullar1 saglayan lokuslar, biyocesitlilik ve
popiilasyon  genetigi  calismalart  ig¢in  uygun
bulunmugtur. Ayrica bu calismada evrensel olarak
kabul edilmis polimorfik lokus setine dayanan,
oldukca  kararli, tekrarlanabilir  ve  yiksek
cozunurlikli bir yéntem kullanildi.

Bu calismada Onceki raporlara kiyasla cok daha
fazla mikrosatellit degisikligi oldugu ortaya ¢iktt
(Crooijmans ve ark. 1996a, Crooijmans ve ark.
1996b, Rajkumar ve ark. 2008, Kaya and Yildiz
2008). Bu calismada elde edilen allellerin sayist ve
buytkluk araliklart diger arastirmacilar tarafindan
bildirilenlerden daha yitksek bulundu (Vanhala ve
ark. 1998, Romanov and Weigend 2001, Shahbazi
ve ark., 2007, Kaya and Yidiz 2008). Osman ve
ark. (20006) yaptiklart bir ¢alismada Japon ve yabanct
tavuk popilasyonlarinda her bir lokus igin 18 allel
tespit etmistir. Pirany ve ark. (2007) tarafindan
yapilan bir calismada MCWO005 icin 27 adet allel
tespit edilmistir. Daha 6nce Turkiye’de yetistirilen
ve yerli tavuk hibritlerinden olan denizli ve gerze
tavuklarina tzerine yapilan bir ¢alismada ADL 136
icin 12, ADL 158 icin 5 ve ADL 176 icin ise 9 adet
allel bulunmustur (Kaya and Yildiz 2008).
Hindistanda ki tavuk popiilasyonlart tizerine yapilan
bir calismada ADIL 136 icin 21, ADL 158 icin 10,
ADL 176 icin 18, MCW043 i¢in 13, MCWO005 icin
26 ve MCWO049 icin 10 adet allel tespit edilmistir
(Rajkumar ve ark. 2008). Allel sayisindaki ve allel
buyuklugiindeki  farkhilhiklar, yiksek derecede
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genetik varyasyon igeren birbirleriyle bagimsiz olan
yerel  poptlasyonlarin  ve  ticari  titlerin
genotiplendirilmesinden kaynakli olabilir. Biytiik
alel buytkligi dagilimi ve lokus sayist iceren bu
calisma, farkli tavuk popilasyonlarin verimlerini
arttirmaya yonelik yapilacak olan molekiler 1slah
lizerine ¢alismalara yarar saglayacaktir.

Genetik Cesitlilik

Popiilasyonlardaki ~ heterozigotluk  tahminleri,
belirlenen allel sayisinda ve polimorfik  bilgi
iceriginde belirgin bir heterojenlik gbsteren bir dizi
markor tzerine kurulmustur. Cok degisken ve daha
az degisken mikrosatelitlerden olusan bir karisimin
kullanilmasi, agir1 degisken lokuslarin kullanilmasi
durumunda olusabilecek genetik degiskenligin asirt
tahmin edilmesi tehlikesini azaltacaktir (Wimmers
ve ark. 2000). Bu calismada tim lokuslar icin
yiksek H, gbzlemlendi ve ortalama lokuslar i¢in H,
degeri 0.61+0.05 olarak bulundu (Tablo 2). Iki
hibrit arasinda H, ise; Atak-S’de 0.35%0.76, Isa
Brown’da 0.26+0.68 olarak bulundu (Tablo 3). Bu
sonug, Atak-S hibritindeki genetik cesitliligin Isa
Brown hibritine gbre daha yitksek oldugunu ortaya
koymugtur. Kore yerli tavuklarinda yapilan bir
calismada genetik cesitliligi gdsteren He degerinin
0.63 oldugu (Kong ve ark. 2006), Afrika, Asya ve
Giliney Amerika yerel tavuklarinda yapidan bir
calismada He degerinin 0.45-0.67 arasinda oldugu
(Wimmers ve ark. 2000), Cin yerel tavuklarinda
yapilan bir c¢alismada ise He degerinin 0.63—0.86
arasinda oldugu (Shahbazi ve ark. 2007) rapor
edilmigtir. Beklenen heterozigotlugun  degisimi,
konum, 6rnek buyikligl, popilasyon yapist ve
mikrosatellit belirteclerinin kaynaklari arasindaki
farkliliklara baglt olabilir.

Ortalama PIC, allel fragmanlarinin polimorfizmini
6lgmek icin ideal bir indeksdir. Botstein ve atk.
(1980)’na gbre PIC> 0.50, oldukea bilgilendirici bir
lokusu, 0.50> PIC> 0.25, orta dulzey bilgilendirici
bir lokusu, ve 0.25> PIC dustk bilgilendirici bir
lokusu ifade eder. Bu calismada PIC ortalamast
0.6210.01 olarak bulundu. Bu sonug¢ Atak-S ve Isa
Brown  hibrtilerinde  kullanilan ~ mikrosatelit
belirteclerinin yitksek oranda bilgilendirici oldugunu
gostermektedir. Daha 6nce yapilan calismalarda
ADIO0158, ADLO0171, ADLO0176, ADI0210, ve
ADIL0267 mikrosatelitlerinin ~ ylksek seviyede
bilgilendirici oldugu tespit edilmistir (Wimmers ve
ark. 2000, Kaya and Yildiz 2008).

SONUC

Bu calismada, sinirth sayida lokus ve analiz edilen
numuneler olsa bile, Atak-S ve Isa Brown alt
poptlasyonlarini tanimlamak ve karsilastirmak icin
molekiiler belirte¢ olarak mikrosatellit primerlerinin
kullanisliligt gosterilmistir. Calismadan elde edilen
veriler, Atak-S ve Isa Brown hibritleri icindeki ve
arasinda  genetik  cesitliliklerin  iyi  korunmus

oldugunu ileri siirmektedir. Diger bir ifadeyle
calismada kullanilan SSR markétlerinin, yumurta
yonli  yerli  hibritlerimizin = performansinin
yukseltilmesi, kapasite ve Uretim dizeylerinin
arttrilmasi  tzerine yapilacak molekiiler 1slah
calismalarinda kullanilmasi faydali olacaktir. Ayrica,
mikrosatellit analizi ile tahmin edilen Atak-S ve Isa
Brown hibrtileri hakkindaki bilgiler, gelecekteki
genetik varyasyon arastirmalarint  tasarlamak ve
koruma stratejileri gelistirmek icin hedeflerin
belirlenmesinde rehber olarak yaratlt olabilir.
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Bu calismanin amact; képeklerde dis kulak yolu hastaliklarinin radyolojik, ultrasonografik ve video-otoskopik yéntemler
uygulanarak belirlenmesi, bu yontemlerin karsilagtirmalarinin  yapilarak avantaj ve dezavantajlarinin saptanmasidir.
Calismanin materyalini; kulak hastaligt olan farkli 1k, yas ve cinsiyetteki 31 kopek olusturdu. Hastalar gerekli oldugunda
sedasyon ya da genel anestezi uygulanarak muayene edildi. Her olgunun video-otoskopik, ultrasonografik ve radyografik
muayeneleri yapildi. Elde edilen veriler ve gorintiler kaydedildi.Video-otoskop ile yapilan muayenede 29, radyolojik
goriintilemede 3, ultrasonografi sonuglart degerlendirildiginde ise 25 olgunun kesin tanist yapildi.Sonug olarak; képeklerde
dis kulak yolu hastaliklarinin kesin tanisinda video-otoskopik yontemin diger yontemlere gére daha avantajli oldugu,
ultrasonografik yontemin kendi basina yeterli olamayacagi, radyografik yontemin ise spesifik olgularda uygulanabilecegi
belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Képek, dis kulak yolu, video-otoskopi, ultrasonografi, radyografi

Determination of External Ear Canal Problems Using Radiographic, Ultrasonographic and
Video-Otoscophic Methods

ABSTRACT

The purpose of this study is the determination of external ear canal diseases in dogs by applying radiological,
ultrasonographic, and video-otoscopic methods, comparison of these methods, and their advantages and disadvantages.
The material of the study consisted of 31 dogs of different breed, age, and sex with ear diseases. Patients were examined by
sedation or general anesthesia when necessary. Each case was examined with video-otoscopy, ultrasonography and
radiology. All the images and data from these examinations were recorded.Twenty-nine cases with video-otoscopic
examination, 3 cases with radiological imaging, and 25 cases with ultrasound findings were diagnosed with a definite
diagnosis. As a result, it has been determined that the video-otoscopic method is more advantageous than the other
methods in the definite diagnosis of external ear canal diseases in dogs. The ultrasonographic method can not be sufficient
by itself and the radiographic method can be applied in specific cases.

Key words: Dog, external ear canal, video-otoscopy, ultrasonography, radiography
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GIRIS

Kulak, isitme ve denge organidir (Dursun 2001).
Kulak, havadaki titresimleri beyine iletmeyi saglayan
ve bunu sinir aglarinin bir  kodu icinde
bulundurmak icin gelistirilmis bir duyu organidir
(Purves ve ark. 1997).

Koépek ve kedilerde en sik goriilen kulak hastaligs
olan otitis eksterna; dis kulak yolu epitelinin akut
veya kronik yangist olarak tanimlanmaktadir ve
hastaligin etiyolojisi ile ilgili pek ¢ok arastirma
vapilmistir  (Keskin  ve ark 1999). Hastaligin
kopeklerdeki insidansi, kedilerden daha yiiksektir.
Bunun muhtemel nedeninin képeklerdeki anatomik
predispozisyon oldugu bildirilmektedir (Keskin ve
ark 1999, Stunddert ve ark 1991, Rosychuk ve ark
1994). Otoskopik muayenede herhangi bir kitle
veya yabanct cisimler aranacak ise, hasta otitis
eksternali olarak degerlendirilir. Bunun yaninda,
timpanik membranin da goruntilenip
degerlendirilmesi gerekmektedir (Karabulut ve Han
2007, Samsar ve Akin 2000).

Kulak hastaliklarinda radyografi ¢ok sik basvurulan
muayene yontemidir. Auriculalar ve anular
kikirdagin  kalsifikasyonundan ~ siphe  edildigi
durumlarda ve Unilateral ya da bilateral kulak yolu
neoplazisi durumlarinda kolaylikla
kullanilabilmektedir. Kulak hastaliklarinin tanisinda
radyografik pozisyon énemlidir. Diger yontemlerde
oldugu gibi radyografik inceleme icinde anestezi
yapilmast gerek uygun pozisyonun saglanmasi
gerekse uygulama kolayligr saglanmast acisindan
onemlidir (Alkan 1999, Zur 2005, Kealy ve
McAllister 2005).

Kulak kanali ve kulak zarinin otoskopla muayenesi
her zaman saglkl bilgiler sunmamaktadir. Kesin
tanida  video-otoskop, direkt radyografi, ve
kanalografiden yararlandmakla birlikte, bilgisayarh
tomografi ve manyetik rezonans gériintiilemeden
de yararlanilmaktadir (Karabulut ve Han 2007,
Dickie ve ark 2003, Kneissi ve ark 2004, Oztiirk ve
ark 2000). Son zamanlarda bulla timpanika, dis
kulak yolu ve kulak zarinin géruntilenmesinde
ultrasonografiden de yararlanilabilecegi
digtinilerek, kadavra tizerinde bulla timpanikanin
goriintillenmesi ve canlt képeklerde dis kulak yolu
ve kulak zarmin gorintilenmesi tanimlanmistir
(Dickie ve ark 2003). Ozellikle dis kulak yolu dar
olan hayvanlarda kulak zari otoskopla tam olarak
gorintilenemeyebilir. Kulak zart perforasyonlarinin
tanusinda  ultrasonografik muayene Onemli bir
tekniktir. Ucuz, ¢abuk uygulanabilen, hasta ve
hekim acisindan noninvaziv  bir teknik olan
ultrasonografik muayenenin dis kulak yolundaki
yabanct  cisimlerin,  timortlerin,  kulak  zarn
petforasyonlarinin ve diger kulak hastaliklarinin
tanusinda  kullanimi  uygundur (Choi ve Chang
2006).

Ultrasonografi teknigi; muayene edilen hayvan ve
hekim agisindan tehlike tastmamasi, hastay1 rahatsiz

etmemesi, kolay ve cabuk uygulanabilir olmasi,
iyonizan olmamasi ve dokulara niifuz etmemesi ile
radyografi, bilgisayarli tomografi ve izotopik tarama
yontemlerinden tstindir (Samsar ve Akin 2000).
Eger otoskopik bulgular bir video kamera ile
gbruntilenirse, video-otoskopi olarak
adlandirlmaktadir  (Rosychuk 2005, Cole 2004).
Kulak muayenesi i¢cin kullanilan ¢ok ¢esitli sayida ve
tirde video-otoskop bulunmaktadir (Rosychuk
2005). Yapilan bircok calismada; képeklerin otitis
eksternalarinin tanist icin bir yontem olarak video-
otoskopinin  kullanilmasi ile bagarith sonuglar
alinmistir (Maniscalco ve ark 2009).

Video-otoskop képek ve kedi kulaklarinda kullanim
icin 6zel olarak tasarlanmis bir rijit endoskopik
sistemdir. Bir video-otoskop ile dis kulak yolunun
incelenmesi, orta kulaga, bullaya erismek icin
miringotomi (kulak zarinin cizilmesi) yapilabilir. Dis
kulak kanalinin temizligi, lezyonlarin belirlenmesi,
aspirasyonu ve ilaclamasi yapilabilmektedir. Video-
otoskop 1ile bu islemler yapilirtken genellikle
sedasyon veya anestezi uygulanur. Muayene
salonunda video-otoskop; hasta sahipine
gorintilerle birlikte hastaligi anlatma ve yapilacak
tedavi prosediirini goésterme olanagl sunar
(Gotthelf 2002).

Bu calisma ile képeklerde kulak hastaliklarinin;
radyografik, ultrasonografik ve video- otoskopik
muayene yontemleri ile belirlenmesi, elde edilen
sonuclarin degerlendirilmesi ile hangi yOntemin,
hastaligin tanusinda daha kolay ve uygulanabilir
oldugunun belirlenmesi amaglanmistir.

MATERYAL VE METOD

Galismada; kulak sikayeti olan degisik yas, cinsiyet
ve 1rktaki 31 adet kbpek yer almistir. Yapilan klinik
muayene sonucunda dis kulak yolunda problem
oldugundan stphelenilen hayvanlarin
ultrasonografik, radyolojik ve video- otoskopik
muayeneleri yapilarak hastaliklarin  kesin  tanusi
konuldu. Ayrica bu yontemler karsilagtirildr.
Hastalara tedavi protokolleri uygulandt. Ancak bu
protokoller ve siireg ile ilgili bilgiler ¢alismada yer
almadi. Calisma siiresince kdpekler kliniklerimizde
hospitalize edilmedi.

Ultrasonografik gorintilemede SonoSite® marka
180™ Plus model ultrason sistemi, Haiying®
marka HY 230V model ultrason sistemi, Hasvet
838 marka ultrason sistemi kullanildr. Calismamizda
B-B/B mod veya 7 MHz konveks prob veya
duruma gore transrektal prob kullanids.
Radyografik goruntileme ise Poskom® marka
PXP-40HF model 35mA portatif x-ray aygitt ve
alinan grafiler konica minolta® marka SRX-101 A
model otomatik banyo cihazi kullanilarak islendi.
Ayrica Profexray marka portatif rontgen aygitt da
kullanildi. Portatif réntgen aygitt ile cekilen filmler
manuel banyo yontemiyle goruntiilendi.
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Video otoskopik muayeneler igin rijit endoskopi
dizenegi olan Medamet® F-166 1CCD Endocam
marka endoskopi aygiti ve Medamet® T 905004
Model 250W Halojen Medikal Soguk Istk kaynagi
kullanildr. Ayrica Rosh marka EHEV1 model video
otoskop da kullanildr.

Ultrasonografik muayenede; ustte kalacak sekilde
yan yatirilan kopegin kulagt tiiylerden arindirildiktan
sonra prob ile deri arasina jel striilerek longitudinal
ve transversal olarak tarandi. Calismamizda B-B/B
mod 7 MHz konveks prob veya duruma gore
transrektal prob kullanidi.

Calismamizda koépeklerin agresiflik durumuna gére
preanestezi uygulamasi yapildt. Calismada kullanilan
kopeklerde radyolojik muayene icin V/D ( ventro
dorsal), lateral ve latero lateral bas bélgesinin
hepsini kapsayacak ¢ekimler uygulandu.

Video otoskopik (endoskopi ile otoskopi) muayene
icin hayvan sakin ise anestezi kullanilmad: ancak
hayvan agrasif veya hiperaktif ise inhalasyon
anestezisi ve kati anestezikler kullaniarak genel
anesteziye alindi. Premedikasyon icin Rompun®
(Xlazin HCL)(2 mg/kg dozunda) ya da Domitor®
(Medetomidin =~ 50 mikrogram/kg)  kullanild:.
Indiksiyon icin ise Alfamine %10 luk (ketamin
HCL) kullanddi. Video otoskopik muayeneler
inhalasyon anestezisi altinda yapddi. Ké&pekler
anestezi siiresince moniterizasyona baglt kald: ve
hemodinamik parametreler stirekli takip edildi.
Video otoskopik muayene sonrasi anesteziye son
verilerek eksiibe edilen kdpekler yogun bakim
kafeslerine alinarak genel durumlar takip edildi.
Anesteziden cikislar sagland.

Butin video otoskopik, ultrasonografik ve
radyografik verilerin toplanmast ve kayitlarin
detlenmesi sonucunda hastaliklarin teghisi konuldu.
Ayrica  ultrasonografik  radyolojik  ve  video
otoskopik tant yontemleri karsilastirildi.

Dis kulak yolunda veya kulak zarinda yabanct cisim
olgularinda yabanct cisimi ¢ikarmak veya Ornek
almak icin biopsi forceps kullanildi.

BULGULAR

Calismamizda; farkli yas, 1rk ve cinsiyet araligindaki
31 dis kulak yolunda sorun olan kdpegin yapilan
ultrason, réntgen ve video-otoskop muayeneleri
sonrast hastaliklarinin tanist yapild: (Tablo 1, Tablo
2)

Video-otoskop ile yapilan muayenede; 29 olgunun
tanist net olarak yapilirken, 1 olgunun kulak
kepgesinde olusan apseye baglt dis kulak yolunun
kapanmast sonucu uygulama yapilamadi. Diger 1
olguda  ise  radyolojik  ve  ultrasonografi
muayenelerinde belirlenen kitlenin video-otoskop
ile yapilan muayenesinde dis kulakta olmadig
gorildi. Video-otoskop ile yapilan muayenede; dis
kulak yolundaki lezyonlarin, yabanci cisimlerin ve

stvt artisina baglt olusan bozukluklarin net bir
sekilde belitlenebildigi gortldi (Sekil 1). Ancak dis

kulak yolu daralmalarinda uygulamanin kolay
olmadigl, kanalin uygulamaya uygun genislikte
oldugu durumlarda uygulanabildigi belirlendi (Sekil
2). Bunun yaninda dig kulak yolu cevresindeki
lezyonlarin  video-otoskop ile  belirlenemedigi
saptandi. Video-otoskop ile dis kulak yolunun
pratik bir sekilde muayene edilebilecegi ve kesin
teshisin kolaylikla yapilabilecegi belirlendi (Sekil 3).

Sekil 1: Olgu no 1; Video-otoskop ile otitis eksternanin
tanist

Figure 1: Case number 1; Diagnosis of otitis externa with
video-otoscope

Sekil 2; Olgu no 4: Olgunun video-otoskopik
goruntisiinde sadece dig kulak yolunun darligi belirlendi.
Figure 2; Case number 4: In the video-otoscopic view of
the case only the narrowness of the external ear canal was
determined

Sekil 3; Normal dis kulak yolunun video-otoskopik
goruntisi

Figure 3; Video-otoscopic view of normal external ear
canal

65



Tablo 1: Teshis yontemlerinin dogruluk oranlar

Table 1: Accuracy rates of diagnostic methods

YONTEMLER Teshis edilen olgular Teshis edilemeyen olgular
Ultrasonografi 25 %80.65 6 %19.35
Radyoloji 3 %9.99 28 %90.01
Video-otoskopi 29 %93.55 2 %6.45
Tablo 2: Gériintiileme yontemlerinin hastaliklarin teshisine gére dagilimi
Table 2: Distribution of imaging methods according to diagnosis of diseases
Hastaliklarin Tanis1 Olgu Sayis1  Video-otoskopi Radyografi Ultrasonogafi
Otitis eksterna 14 14 + 14 - 13+ 1-
Dis kulak yolu stenozu 3 2+ 1- 1+ 2- 3+
Tumor 1 1- 1+ 1+
Kulak uyuzu 3 3+ 3- 3-
Yabanct cisim 2 2+ 2- 2-
Kulak yolu dilatasyonu 1 1+ 1- 1+
Hemoraji 2 2+ 2- 2+
Apse 2 2+ 1+ 1- 2+
Anomali 1 1+ 1- 1+
Tikaniklik 1 1+ 1- 1+
Kronik otitis eksterna 1 1+ 1- 1+

(+) : Goruntilendi, (—) : Gorintilenemedi. (+): imaging, (—): not imaging

Btiin olgularin radyografileri incelendiginde sadece
3 olgunun radyografisin de lezyonlar belirlenebildi.
Bu 3 olgunun tanist tek basina radyografi teknigi ile
belitlenemedi. Video-otoskopi ve ultrasonografi
teknikleri ile birlikte yapilan degerlendirme sonucu
teshis konuldu. Diger olgularin radyografilerinde
ise hastaligin tamist ile ilgili hicbir g6rinti
alinamadi. Radyografi teknigi ile tek basina dis
kulak yolu hastaliklarinin teshisinin yapilamayacagt
anlagildr.

Ultrasonografi sonuglart degerlendirildiginde; 25
olguda net gorintileme saglanirken, 3 olgunun
tanusinda  (radyografi ile teshis edilen olgular)
yardimct uygulama yontemi olarak uygulandt. Diger
3 olguda ise hastalik belirlenemedi. Ultrason
muayenesi ile dis kulak yolunda hastaliga bagh
biriken sivinin varhig, dis kulak yolunun daralmasi
ya da genislemesi ile c¢evresindeki lezyonlar
gorintilenebilirken, yabanct cisimlerin
belirlenemedigi saptandi (Sekil 4).

Sekil 4:

ultrasonografi ile

eksternanin  tanisi;
yolundaki

Olgu no 1: Otitis
olgunun dis  kulak
degisikliklerin gbrintilenmesi.

Figure 4: Case number 1: The diagnosis of otitis
externa, displayed of changes in the external ear canal

by ultrasound.

TARTISMA VE SONUC

Kopeklerde dis kulak yolu hastaliklari ile ¢ok sik
karsilagilir (Samsar ve Akin 2000, Rosychuk 2005,
Zur 2005). Dis kulak yolunun ve kulak zarinin
gorintilenmesi  ve hastaliklarin tanisinin
konulmasinda en stk kullanilan muayene sekli
otoskopik muayenedir. Ancak bazi olgularda
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ultrasonografi ve radyografinin de kullanildig
arastirmalar  bildirilmistir. ~ Ultrasonografi  ve
radyoloji kulak yolunun gériintillenmesi icin yeterli
degildir (Alkan 1999, Karabulut ve Han 2007).
Otoskopik muayene; gelisen teknolojiye ayak
uyduramamis bu nedenle de video otoskopi
kullanilmaya baslamistir (Kealy ve McAllister 2005,
Maniscalco ve ark 2009, Gotthelf 2002). Veteriner
kliniklerinde hasta portféyiine bakildiginda kulak
hastaliklari sayisinin yiksek olmasi, dis kulak yolu
hastaliklart  ile siklikla  karsilagtlmasi  iddiasint
dogrulamaktadir. Bulgularimiz; ultrasonografi ve
radyografinin tek yéntem olarak yeterli olmadigy,
birlikte  kullanildiginda  hastaligin =~ tanisinin
konulmasinda kolaylik sagladigi, ancak video-
otoskop yonteminin uygulanmast ile hastaligin
tanusinin - kesin  olarak  yapilabildigi sonucunu
gosterdi. Stenoz durumlarinda video-otoskopi tek
basina yeterli olmadigi calismada kullandan diger
yontemlerin  de kullanilarak teshisin  konulmasi
gerektigi gorildi.

Kopeklerde dis kulak yoluna yabanct cisim kagmasi
olayt ile siklikla kargilagihr. Dusik — kulaklt
kopeklerde daha sik gdrillmektedir. Otlar kulak
kepgesinden dis kulak yolunu takip ederek igeri
girmektedirler. Anatomik olarak hafif L. seklinde
devam eden dis kulak yoluna giren otlar kendi
haline brrakildiginda tekrar disart ¢tkamazlar ve bu
durumda kulak yolunu ve ilerleme durumuna gére
membrana tympaniyi hasara ugratirlar. Anatomik
olarak normalde kulak yolunda bulunan stvilarin
aneurob ortamda basta M.pachdermatitis olmak
tzere staphilococcus spp, otodectes canis gibi
ctkenlerin dis kulak yolunda Greme alant bulmalart
sonucu otitis  externa  olusmaktadir.  Ayrica
membrana tympani de yabanc cisimlerden
ctkilenerek  dejenerasyona  ugrayabilmektedir
(Rosychuk 2005, Samsar ve Akin 2002). Ttim kulak
yangilarinda ayrintih  bir  otoskopik muayene
gereklidir. Membrana timpaninin  bitunligi
exudatin miktar1 ve tabiatt kanaldaki yanginin
derecesi ektoparazitlerin ve yabanci cisimlerin
varligina  dikkat edilmelidir  (Alkan  1999).
Calismamizda 2 olguda (10, 11 nolu olgular)
yabanct cisim belirlendi (pisipisi otu). Tant; video-
otoskop ile yapildt ve yabanci cisimler kulak ici
forsepsi ile ¢tkarildi. Bu olgularda ultrasonografi ve
radiyografi ile teshis yapidamadi. Bunun yaninda
yabanct cisime bagli olmayan otitis eksternali
olgularimizda, biriken eksudat ve kulak yolunun
kalinlasmasina baglt olusan ekojenik alanlarin
ultrasonografi ile belirlenmesi, bu yontemin yabanct
cisime bagh olmayan otitis eksterna olgularinda
kolaylikla kullanilabilecegini gosterdi. Karabulut ve
Han; serum fizyolojik ile doldurduklart kulak
yolunun ultrasonografi ile belitlenebilecegini ifade
etmiglerdir. Yabanct cisim olan olgularimizda
ultrasonografik yontem ile teshis yapilamamasinin
nedeni; dis kulak yolunda yangiya bagli eksudat

artisinin olmamasi olarak degerlendirildi.

Dis kulak kanali ve kulak zarinin otoskopik
degerlendirilmesi otitis eksternali olan hayvanlarda
yapilan ilk tani yontemidir. Bazi durumlarda, tam
otoskopik muayene ile ilk gorintlleme miimkiin
degildir ve hayvan dis kulak yolunu ve kulak zarini
gbrmek icin yikamak gerekli olabilir. Otoskopik
muayenede herhangi bir kitle veya yabanci cisimler
aranacak ise, hasta otitis eksternali olarak
degerlendirilir. Bunun  yaninda, timpanik
membranin  da  gorintilenip  degerlendirilmesi
gerekmektedir  (Alkan  1999).  Olgularimizin
bazilarinda, video-otoskop ile dis kulak yolunun ve
kulak zarinin gérintilenebilmesi icin yitkama islemi
yapidi. Bu islem kolay ve pratik bir sekilde
gerceklestirildi.  Video-otoskop  lzerine monte
edilebilen flas ve aspirasyon aparatt ile ytkamak icin
kulak yoluna bir yandan serum fizyolojik verilirken
diger taraftan aspire edilerek dis kulak yolunun
irrigasyonu saglandt. Irrigasyon ile cikarilamayan
kitleler yabanci cisim forsepsi ile ¢ikarildi. Daha
sonra dis kulak yolunun ve kulak zarinmn
gorintilenmesi  yapildl.  Yapu@imiz islem ve
sonuglar literattr bilgileri desteklemektedir.
Radyografi kigciik hayvan veteriner hekimliginde
organ ya da dokularin goriintilenmesinde ve
hastaliklarin tanusinda vazgecilmez bir gériintileme
teknigi olarak yillardir  veteriner hekimlikte
kullanilan bir tekniktir. Ancak yumusak doku ve i¢
organlarin gériintilenmesinde bu teknik icin aym
dustinceleri  sOylememiz mumkin olmamakla
birlikte, radyografik muayene ile hastaliklarin kesin
tanist yapmanin zor oldugu, diger gériintileme
tekniklerinden ~ de  yararlanidmast  gerektigi
bilinmektedir. Bu nedenle radyografi tekniginin
hastaliklarin tanist icin yeterli bir teknik olmadig
distnilmektedir (Alkan 1999). Calismamizdaki 31
olgunun 28 tanesinde (% 90) radiyolojik tan
yonteminden yararlanilamadig1 belirlendi.
Radiyografik gorintileme ile dig  kulak yolu
hastaliklarinin kesin tamistnin miimkin olmadigy,
diger gorintileme yontemlerinden de
yararlamlmasi gerektigi anlagildi.

Ultrasonografi, fiziksel muayene ve radyografik
muayene ile elde edilen bilgilere ek bilgiler saglar.
Bir hastaligin tanisinda ultrasonografi tek basina
yeterli olmayabilir (Kealy ve McAllister 2005).
Kulak kanali ve kulak zarinin otoskopla muayenesi
her zaman saghkli bilgiler sunmamaktadir. Kesin
tanida  video-otoskop, direkt radyografi, ve
kanalografiden yararlanilmakla birlikte, bilgisayarli
tomografi ve manyetik rezonans goérintilemeden
de yararlamlmaktadir (Karabulut ve Han 2007,
Dickie ve ark (2003), Kneissi ve ark 2004, Oztiirk
ve ark 2000). Son zamanlarda bulla timpanika, dis
kulak yolu ve kulak zarinin gbruntilenmesinde
ultrasonografiden de yararlanilabilecegi
duastintlerek, kadavra tizerinde bulla timpanikanin
gorintilenmesi ve canlt képeklerde dis kulak yolu
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ve kulak zarnin gorintilenmesi tanimlanmistir
(Karabulut ve Han 2007). Ozellikle dis kulak yolu
dar olan hayvanlarda kulak zari otoskopla tam
olarak gorintilenemeyebilir. Kulak zafl
petforasyonlarinin tanisinda ultrasonografik
muayenenin 6nemi asikardir (Chot ve Chang 20006).
Ucuz, c¢abuk wuygulanabilen, hasta ve hekim
actsindan noninvaziv bir teknik olan
ultrasonografik muayenenin dis kulak yolundaki
yabanct  cisimlerin, timétlerin,  kulak  zarn
perforasyonlarinin ve diger kulak hastaliklarinin
tanisinda kullanimi uygundur (Alkan 1999, Samsar
ve Akin 2000). Tamst konulan 31 olgunun 25
tanesin de (%80) ultrasonografik yoéntem den
vararlanildi. Ancak tek basina bu yontemin yeterli
olamayacagl, diger gorintileme yontemleri ile
birlikte uygulandiginda dis kulak yolu hastaliklarinin
tanusinda kesin tant icin kullanilabilecegi belitlendi.
Rijit endoskoplar veteriner hekimlikte otoskop, disi
kedi ve kopeklerde  sistoskop  rinoskop,
kolonoskop, 06zefagoskop ve gastroskop olarak
kullanilir. Eger otoskopik bulgular bir video kamera
ile dékimente edilirse bu, video-otoskopi olarak
adlandirilir. Video-otoskop ile yapilan otoskopinin
avantajt, tim anuler bdlgeyi icine alacak sekilde
timpanik membranin tamaminin gérilebilmesidir.
Drs kulak yolu ve timpanik membrandaki anatomi
ve patolojiyi Ogrenmede en pratik ve etkili
metotdur. Video destekli otoskopi, otoskopiye bagli
teshiste beceriyi arttirmada yararli bir tekniktir
(Cole 2004, Rosychuk 2005, Alkan 1999).
Kopeklerde hastaliklarin %25 1 kedilere ise %7 si
kulak kaynaklidir ve dogru teshis tedavi veteriner
klinikleri i¢in gintmiizde ¢ok Onemlidir. Video-
otoskop ile veteriner hekimlikte kulagin daha iyi
muayene edilebilme olanagi elde edilmistir. Kulak
hastahiginin fiziki muayene sirasinda hasta sahibi ve
veteriner hekim video-otoskop ile ekranda sorunu
gosterebilmektedir. Bircok kulak hastaliklari video-
otoskopun yiksek buylitme ve gelistirilmis
aydinlatma &zelliginden dolayt kolaylikla tespit
edilebilir  (Gotthelf 2002). Calismamizda rijit
endoskop kullanildi. Uygun ekipmanin takilmasi ile
cithaz  video- otoskop ~ haline  getirildi.
Calismamizdaki olgularin % 94 de hastaligin tanisi
video- otoskop ile yapidi. Bu nedenle video-
otoskop her yont ile dis kulak yolu hastaliklarinin
tanisinda kolaylikla uygulanabilecek bir
gorintileme metodu olarak degerlendirildi.

Bir video-otoskop ile dis kulak yolunun muayenesi,
orta kulaga, bullaya erismek icin, miringotomi i¢in,
dis  kulak  yolunun  temizligi, lezyonlarin
belirlenmesi, aspirasyonu ve ilaglamast
yapilabilmektedir. Video-otoskop ile bu islemler
yapilirken genellikle sedasyon veya genel anestezi
uygulanir (Gotthelf 2002). Olgularimiza video-
otoskop uygulamasi inhalasyon anestezisi ve kati
anestezi altinda yapilmistir. Hastalarin  anestezi
stiresince moniterizasyona bagli kalarak

hemodinamik parametreleri siirekli takip edildi.
Yapilan bir¢ok calismada (Maniscalco ve ark 2009,
Gotthelf 2002); kopeklerin otitis eksternalannin
tanist igin bir yOntem olarak video-otoskopinin
kullanilmasi ile basarili sonuclar alinmistir. Video-
otoskopi; lezyonlara gbre kulak hastaliklarinin
tanisinda  kullanilan  ideal tani yoéntemi oldugu
konusunda pek ok bilim adamlari arasinda goriis
birligi bulunmaktadir (Maniscalco ve ark 2009).
Calismamizin 31 olgusundan 15 olgusunu otitis
eksterna olusturmaktadir. Bu olgularin hepsinde
kesin tant video-otoskop uygulamast ile yapildi.
Olgularimiz % 90 nin da video-otoskop ile
hastaligin kesin tanist yapildi.

Sonu¢ olarak; kopeklerde dis kulak  yolu
hastaliklarinin = kesin tanisinda uygulanan bu 3
goriintilleme yonteminden  video-otoskopik
yontemin diger yontemlere goére daha avantajli
oldugu belirlendi. Ultrasonografik yéntemin kendi
basina yeterli olamayacagi, ancak kesin tani icin
destekleyici bir yontem olabilecegi disinilda.
Radiyografik yontemin ise tant icin yeterli olmadig,
yardimc: method olarak kullanilabildigi ancak
spesifik olgularda uygulanabilecegi saptandu.
Video-otoskop uygulamasinin, dis  kulak yolu
hastaliklarin ~ tanusinda  kolaylikla  uygulanabilen
noninvaziv bir yéntem oldugu sonucuna ulagidi.
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Bu ¢alismada, Afyonkarahisar’da yetistirilen 18-20 aylik yasta 10 bas Pirlak kog kullanildi. Koglarin 1 yil siite ile aylik olarak morfometrik
testis 6lctmleri, spermatolojik Szellikler, spermatozoa DNA hasatt, bazt biyokimyasal parametreleri ve hormon diizeyleri ile birlikte
iklimsel veriler degetlendirildi. Motrfometrik testis OSlgiileri agustos ile ekim aylart arasindaki dénemde diger aylara gére yiksek
bulunurken (p<0.05), ocak ile nisan aylari arasindaki donemde en dustik degetler elde edildi. Sperma miktarlatt ile spermatozoa kitle
hareketi, motilite ve yogunluk degerleri agustos ile ekim aylari arasindaki dénemde plazma membran bitinligi icin ise yalniz kasim
ayinda en yitksek degerlerde bulundu (p<0.05). Anormal ve 6li spermatozoa oranlari eylil ve ekim aylarinda diger aylara goére disik
bulunmustur (p<0.05). Spermatozoa DNA hasari yoniinden en dusiik degetler ekim ayinda belirlendi. Kan serum testosteron diizeyleri
eylil ve ekim aylarinda diger aylara gére yuksek bulunurken (p<<0.05) triiodotronin en diisitk degerleri agustos, kasim ve aralik aylarinda
tespit edildi (p<<0.05). Total protein, albumin, globulin miktarlar1 kasim ayinda yiiksek bulunurken (p<0.05), trigliserid miktarlar1 kasim
ayinda en dustk dizeyde tespit edildi. Diger yandan spermatozoa DNA hasari ile sperma miktari (r: 0.18) ve anormal spermatozoa orant
(r: 0.30) arasinda pozitif yondeki, sperma viskozitesi (r: -0.32) ile negatif yondeki iliskiler 6nemli bulundu (p<0.01). Sonug¢ olarak
koglarda morfometrik testis Glgtimleri, spermatolojik 6zellikler, spermatozoa DNA hasart, bazt kan serumu biyokimyasal parametreleri ve
hormon diizeylerinin mevsimlerden 6nemli duzeyde etkilendigi gértldi ve optimum degerlerin elde edildigi asim sezonunun Agustos
ayinin ikinci yarisindan itibaren baglaylp Kasim ayr ortalarina kadar devam ettigi ve morfometrik testis Slgiimleri ile spermatolojik
Szellikler arasindaki korelasyon bulgularinin damizlik se¢iminde kullaniabilecegi kanisina varilds.

Anahtar Kelimeler: DNA hasari, kan serumu, kog, mevsim, sperma

Some Andrological Parameters and Biochemical Properties in Relation to Season in Rams
ABSTRACT

In this study averagely 18-20 months aged total ten head rams were used to evaluate the testicle morphometric measurements, semen
characteristics, spermatozoon DNA damage, some blood biochemical properties and blood hormonal levels were monthly assessed
together with climatic data. While the morphometric testes measurements of the rams were greater (p<0.05) in the period between
August and October than other months, the lowest values were obtained in the period between January and April. The highest values of
volume, mass activity, motility and density levels, as to the spermatological features were found in the period between August and
October and the highest values of the plasma membrane integrity just were found in November (p<0.05). Nevertheless, abnormal and
dead sperm ratios were found to be significantly lower (p<0.05) in September and October than other months. The lowest DNA
damage was determined on September in semen. Blood testosterone levels were found greater September and October than the other
months. The lowest values of trilodothyronine levels were obtained in August, November and December (p<<0.05). While total protein,
albumin and globulin levels were found to be significantly high (p<0.05) in November, the lowest triglyceride level was obtained in
November. Nevertheless, the positively correlation among sperm DNA damage, sperm volume (r: 0.18) and abnormal sperm ratio (1:
0.30), the negatively correlation between sperm DNA damage and semen viscosity (r: -0.32) (p<0.01) were found to be significant. In
conclusion that the morphometric testes measurements, semen characteristics, spermatozoon DNA damage, certain blood sera
biochemical properties and hormonal levels were affected by the season at a significant level and optimum values were obtained in
breeding season which started from the second half of August until mid of the November and the correlation between findings of
morphometric testes measurements and spermatological features can be used for selection of stud animals.

Key words: DNA damage, blood sera, ram, season, sperm
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GIRIS

Koyun yetistiriciligi, tiim dinya ilkelerinde oldugu
gibi Turkiye’de de hayvancilik sektSriinin temel
alanlarindan biridir. Ulkemiz sosyo-ekonomik yapi
ve ekonomik sartlar geregi basta Dogu, Giineydogu
ve I¢ Anadolu bolgelerinde koyun yetistiriciligi
yogun olarak yapilsa da diger bolgelerde de 6nemli
bir yere sahiptit.

Koyunlar mevsimsel poliostrik hayvanlar olup
koyunlarda reprodiksiyonu etkileyen en Onemli
faktér mevsimdir. Mevsim ise temelde giin 15131
stresi ile iligkilidir. Koyunlarda hem Giiney hem de
Kuzey yarimkirede giinlerin kisalmaya basladig
mevsimlerde treme aktiviteleri baglar. Bu 6zellik
laktasyondaki annenin ve yavrusunun yasamini
giivence altina almak amaciyla dogumun gin
uzunlugunun ve yem temininin artt@1 ilkbahar ve
yaz mevsimi basinda meydana  gelmesini
saglamaktadir (Foster ve ark.1989).

Koglarin giin 15181na olan hassasiyetleri koyunlardan
farklidir. Bazt 1tk koclarda sekstiel aktivite yilboyu
devam etmekle birlikte koyunlarda siklik aktivite
basladiginda koglarin sekstiel aktivitesinin yiiksek
olmasini gerektirir. Biyiik ¢caph follikilerin varlig
nedeniyle  andstriisteki  koyunlar  hormonal
stimulasyondan sonraki birkag giin igerisinde
ovulasyon gosterebilirken, koclar spermatogenez
siresinin tamamlanmasi icin yaklastk 45 giine
ihtiyag¢ duyatlar (Rosa ve Bryant, 1989, Gundogan
ve ark. 2003).

Koglarin genetik yapilarint tastyan
spermatozoonlarin Uretim agamasindan kapasite
olabilecek agamaya kadar gecen siireg testislerde
gerceklesmektedir. Koglarin testislerinde meydana
gelen  morfolojik  veya  fizyolojik  treme
bozukluklari, bu koglarin kullanidigi siirtniin dél
verimlerini  6nemli  6lciide  etkileyebilmektedir.
Bundan dolayt asim sezonunda veya oncesinde,
strtlerin tohumlamasinda kullanilacak koclardan
kaynaklanabilecek sorunlarin ¢6ziimi icin koglarin
testis ve spermatolojik 6zelliklerinin - 6nceden
belitflenmesi  6nemlidir.  Yapilan  ¢alismalarda
(Gindogan ve Demirci 2003, Tiurk ve Demirci
2005, Kaya ve ark. 1999) koglarda sperma
tretiminin yil boyu devam ettigi, mevsimlere bagh
olarak spermatolojik 6zelliklerin degistigi ve bu
degerlerin yazin dismeye basladigi sonbaharda ise
arttgt bildirilmektedir.

Spermatolojik ozelliklerin belirlenmesinde
kullanilan klasik yontemlere ilave olarak son yillarda
yaygin olarak kullanilmaya baslayan sperma kalite
testlerinden olan HOS (hipo-ozmotik sisme) testi,
hiicre i¢ci ve dist arasinda ozmotik basing
dengeleninceye  kadar fonksiyonel biutinligl
bozulmamis aktif hiicte membranindan suyun
gecisi esasina dayanmaktadir (Jeyendran ve ark.
1992). Bunun vyaninda spermatozoon DNA
butinliginin korunmus olmasi basarilt bir gebelik

ve genetik materyalin sonraki kusaklara tasimnmast
acisindan biyik Onem tasir. Bircok ¢alismada
tremeye yardimct tekniklerin kullaniminin ardindan
tekrarlayan  bagarisizliklarda  erkek  faktSriiniin
o6nemine dikkat ¢cekmektedir (Evenson ve ark 1999,
Spano ve ark. 2000, Twigg ve ark. 1998, Agarwal ve
ark. 2003, Sakkas ve ark. 2003). Spermatozoon
DNA hasarinin infertilitedeki 6nemi in vitro ve in
vivo gerceklestirilen ¢alismalarda belirtilmekte olup
hasarli DNA tastyan spermatozoonun fertilizasyon
kabiliyetinin azaldigi ve DNA hasarli spermatozoon
orant artttkca dogal yolla gebe kalma oranin da
azalabilecegi bildirilmektedir. Bu yiizden ejakulatta
DNA  hasarli spermatozoon oraninin bilinmesi
gerek fertilizasyonun 6nceden tahmin edilmesinde
gerekse embriyonun maruz kalabilecegi durumlarin
belirlenmesinde 6nem kazanmaktadir (Lopes ve
ark. 1998, Ahmadi ve Ng 1999).

Suni tohumlama uygulamalarinda  spermanin
degerlendirilmesinde  spermatolojik  karakterlerin
disinda kan serumunun biyokimyasal ézellikleri gibi
parametreler de kullanilmakta ancak koc¢ kan
serumunun  biyokimyasal muayenesi ve bunun
spermatolojik Gzellikler ile iliskisi tam anlamiyla
bilinmemektedir. Daha 6nce farklt irklardaki koglar
tizerinde sperma kalitesini, kan serum biyokimyasal
ve enzimatik O6zelliklerin belitlenmesi amactyla
bircok aragtirma yapildigi, koyunlarda  tiroid
hormonlarinin néroendokrin lreme aktivitesinin
gerceklesmesinde 6nemli rol oynadigs belirlenmistir
(Gindogan ve ark. 2004, Hafez 2009).

Diger taraftan koglarda reprodiksiyonu etkileyen
faktorlerin baginda iklimsel verilerdeki degisimler,
bakim ve beslenme sartlart ve sosyal etkilesimler
gibi faktorler gelmektedir (Gindogan ve Tekerli
2004). Koglarda dolverimini etkileyen faktotler
bircok ¢alismada degerlendirilmis olmasina ragmen
tim faktorlerin  ayrintlt  etkileri actkga ortaya
konamamistir.  Bu  amacgla  bu  ¢aligmada
Afyonkarahisar’da yetistirilen 18-20 aylik 10 bas
Pirlak kog¢ tzerinde, 1 yi siire ile aylik olarak
morfometrik  testis  Olclimleri,  spermatolojik
Ozellikler, spermatozoa DNA  hasar, baz
biyokimyasal parametreler ve hormon
duizeylerindeki degisimler ile birlikte aralarindaki
iligkiler degerlendirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Hayvan Materyali

Calisma  siresince  hayvanlara  yapilan  tim
miidahaleler Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Etik  Kurulu tarafindan  bildirilen  kurallar
dogrultusunda 15/01/2008 tarihli, (AKUHEK 41-
07) referans no’lu ve 123 sayih etik kurul onayr ile
gerceklestirildi.  Arastirmada hayvan  materyali
olarak Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik
Uygulama ve Arastirma Merkezi binyesinde
bulunan 18-20 aylik yasta on bas Pirlak irki kog
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kullaniddi.  Koglar yart  acgtk  besi  sartlarinda
yetistirilen damuzlik hayvanlar arasindan Demirci
(2002)’nin  bildirdigi  yontemlerle  androlojik
muayeneleri yapilarak secildi. Hayvanlarin  her
birinden ocak ile aralik aylari arasinda ayda bir kez
spermatolojik muayeneler, bir kez de spermatozoon
DNA hasarinin belitlenmesi amact ile olmak tzere
iki kez sperma alindi. Ayda bir kez morfometrik
testis Olculeri ve bir kez de kan serumunda
biyokimyasal ~ ve  hormonal  parametrelerin
degerlendirilmesi icin Vena Jugularis’den kan
ornekleri alindi. Arastirma sliresince morfometrik
testis Olctimleri, spermatolojik muayeneler ve kan
serum Ornekleri ayni giin icinde erken saatlerde
alindi ve Orneklerin es zamanh alinmasina 6zen
gosterildi. Koglarin bakim ve beslenmesi icin Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Arastirma  Merkezi'nin  bakim  ve  besleme
kosullarindan yararlanildi. Hayvanlarin beslenmesi
icin hazirlanan rasyondan gunliik olarak kog¢ basina
sabah 500 gr aksam 500 gr olmak tzere 1 kg
konsantre yem karmasi ile sabah 750 gr aksam 750
gr kuru yonca verildi. Su ihtiyaglar1 icin ise
onlerindeki suluklar siirekli dolu ve temiz tutuldu.

Morfometrik Testis Olgiiletinin Alinmasi

Testis Olculeri alinmadan 6nce scrotum Uzerinde
bulunan yabanct maddeler ve yapagt bir makas
yardimi ile kesilerek yikanip kurulandi Testis
uzunlugu, testis kalinligi, scrotum gevresi, scrotum
kalinligr ve relatif testis hacmi degerleri usultine
uygun olarak belitlendi (Evans ve Maxwell 1987,
Tekin 1994, Demirci 2002).

Reaksiyon Siiresi

Koglarin koyunlarin perineal bolgelerini koklamaya
baslamalarindan  itibaren  agim  girisiminde
bulunmalarina kadar g6sterdikleri davraniglarin
gbzlenip bu sirenin kaydedilmesi ile belirlendi
(Tekin 1994).

Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi
Koglardan sun’i vajen yardimi ile sperma alma
esnasinda fantom olarak kizginligi tespit edilmis
koyun, bulunamadigt dénemlerde ise kizginlk
gostermeyen  koyunlar  kullanidi.  Spermanin
miktari, viskozitesi ve pH’st usuliine uygun olarak
Tekin  (1994)in  bildirdigi  yontemlere — gore
belirlendi. Spermatozoonlarin kitle hareketi ve
spermatozoa motilitesi 1sitma tablall faz konrast
mikroskopta (Olympus CX31, Olympus Optical
Co., Ltd., Japan), spermatozoa yogunlugu
hemositometrik yontemle, 6li-canli spermatozoa
orant eosin-nigrosin boyama yontemi ile anormal
spermatozoa orant sivi fikzasyon yontemi ile hipo-
ozmotik sisme testi (HOS Testi) 100 mOsm’luk
HOST soliisyonu ile gerceklestirildi (Jeyendran ve
ark.1992, Tekin 1994).

Spermatozoon DNA Hasarinin Belirlenmesi
Spermatozoon DNA  hasarinin  belirlenmesinde
Hughes ve ark.(1997)’nin bildirdigi sekilde Alkaline
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) (Comet
Assay) yontemi kullanildi. Degerlendirmede gorsel
skorlama (AU) teknigi kullanildi (Collins 2004).

Kan Orneklerinin Toplanmast

Koclardan kan o6rnekleri ayda bir kez sabah
saatlerinde Vena Jugularis’den steril igne ve
enjektor yardimi ile 8-10 ml alinip 3000 RPM’de 15
dk. santrifiij edilerek elde edilen kan serumlar
ependorf  tiplere  aktarildi Orneklemeler
tamamlanincaya kadar kan serumlart -20°C’de
depoland: (Mehmetoglu 2002).

Biyokimyasal Ozellikler

Biyokimyasal =~ 6zelliklerden kan serum Total
Protein, Albumin, Globulin, A/G oranlari,
Kolesterol ve Trigiserid miktarlart 6l¢tlda. Tim
biyokimyasal degerlendirmeler Roche Diagnostics
GmbH (D-68298, Mannheim, Germany)’den temin
edilen  kitler  kullamlarak  Afyon  Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi
binyesinde bulunan Roche Diagnostic cobas c-111
otoanalizatorde gerceklestirildi. Total kan serum
protein miktarlart, bitiret metodu ve TP Gen.2
monochromatic (Kat. No. 04657586 190 ) kit
yardimi ile 6l¢ildi. Albumin miktarlars, Albumin
Gen.2 (Kat. No. 04657357 190) kit kullanidarak
Olcildi.  Globulin  miktatlart kan serum total
protein miktarindan albumin miktarinin ¢ikartilmasi
sonucu elde edildi. A/G Orant elde edilen kan
serum albumin miktarlarinin globulin miktarlarina
bélinmesi suretiyle belirlendi. Trigliserid miktarlari,
enzimatik-kolorimetrik metot ile Triglycerides (Kat.
No. 04657594 190) kit kullanilarak 6lcildd.
Kolesterol miktarlar1 ise Trigliserid miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilan enzimatik-kolorimetrik
metot ile Cholesterol Gen.2 (Kat. No. 04718917
190) kit yardimiyla 6l¢tldi. Enzim aktivitesi ile ilgili
olarak Aspartate aminotransferase (AST) (Kat. No.
04657543 190) Alanine aminotransferase (ALT)
IFCC (Kat. No. 04718569 190) kitleri yardimiyla
olctldii. AST/ALT orant  belitlenen  AST
degerlerinin ALT degetlerine bélinmesi sonucunda
elde edildi (Mehmetoglu 2002, Doumas 1985).

Kan Serum Hormon Tayini

Kan serumu Total Testosteron ve triiodothyronine
(T5) dizeylerinin belitlenmesi Dtzen hormon
laboratuvarinda  gerceklestirildi. Testosteron
Olcimleri  Coated Tube RIA  (Kapal-Tip
Radioimmunoassay)  metodu  ile  Active®
Testosterone RIA DSL-400 (Diagnostic System
Laboratoties Inc. Webster, Texas, USA) kit ile 1470
Wizard Automatic Gamma Counter (Wallac,
Turku, Finland) kullanilarak yapildr.
Triiodothyronine (T5) miktarlart
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Electrochemiluminescence Immunoassay (ECLIA)
yontemi ile Roche Diagnostic Modular Analytics
E170 Immunoassay System otoanalizator ve Roche
Diagnostics  GmbH  (D-68298,  Mannheim,
Germany)’den temin edilen Roche Cobas Tj;
(Triiodothyronine) kit kullanilarak belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degetlendirilmeleri
icin  SYSTAT 5.0 istatisttk  programindan
yararlanildi. Degiskenler arasinda farkin
o6nemliliginin  belirlenmesinde normal dagilmayan
degiskenler icin Wilcoxon ve Friedman testi ve
normal dagilan degiskenler icin student t-testinden

yararlanddr.  Elde edilen morfometrik testis
Olctimleri, spermatolojik 6zellikler, kan serumu
biyokimyasal ve hormonal 6zellikler arasindaki
iligkilerin ~ belirlenmesinde Pearson Korelasyon
katsayilart kullanildi. Onemlilik diizeyleri p<0.05
olarak degerlendirildi (Zar 1984).

BULGULAR

Iklimsel Veriler

Arastirma  stiresince Afyonkarahisar Meteoroloji
Bolge Mudurliginden temin edilen Afyonkarahisar
ili iklimsel vetileri Tablo 1’de sunulmustur.

Tablo 1. Arastirma siiresince Afyonkarahisar ili meteorolojik verilerinin aylik ortalamalari.
Table 1. The monthly mean meteorological data of Afyonkarahisar province during study.

Sicaklik (°C) ?h"‘lf;‘;‘i Nispi Nem (%) g;‘;esfl(esr:;; Giin (E::t‘;l“g“
Ocak -1.80 902.30 71.10 4.90 9.49
Subat -0.40 903.40 65.60 6.20 10.46
Mart 9.20 894.10 56.40 6.40 11.59
Nisan 12.30 896.40 56.70 7.10 13.15
May1s 13.90 897.60 54.60 8.40 14.18
Haziran 21.40 897.50 41.90 10.20 14.50
Temmuz 23.50 895.70 36.10 11.40 14.33
Agustos 24.80 895.90 37.60 11.50 13.37
Eyliil 18.30 897.40 54.50 7.90 12.25
Ekim 12.00 902.60 67.00 7.00 11.10
Kasim 8.20 901.80 74.60 4.10 10.04
Aralik 2.00 902.00 57.70 3.60 9.30
* Hektopaskal
Morfometrik Testis Olgiimleri Spermatolojik Ozellikler

Koclarin morfometrik testis Olgiilerine ait aylik
degisimleri Sekil 1°de verilmis olup yapilan istatistiki
degerlendirmede  koclarin  morfometrik  testis
Olcimlerindeki aylik degisimler arasindaki farklar
6nemli bulunmus ve en yitksek degerlerin elde
edildigi aylar 6lciim kriterlerine baglt olarak
degismekle birlikte genel olarak mayis ile kasim
aylar1 arasinda oldugu gozlenmistir  (p<<0.05).
Bunun yaninda testis uzunluklart i¢in mayis ve
haziran aylarindaki testis kalinliklart icin ise nisan,
haziran, temmuz ve kasim aylarindaki sag ve sol
degerler arasindaki farklar istatistiki yonden 6nemli
(p<0.05) bulunmustur.

Calisma siresince koglarin  reaksiyon strelert,
sperma miktatlar, viskoziteleri ve pH’lari ile
spermatozoon kitle hareketleri motiliteleri ve
yogunluklari, 6l ve anormal spermatozoon oranlart
HOS test ve DNA hasarina iliskin aylik degisimler
Sekil. 2 ve 3’te verilmis olup aralarindaki farklar
istatistiki  olarak 6nemli bulunmus ve ideal
degerlerin  Agustos ve Kasim aylar1 arasindaki
dénemde oldugu gézlenmistir (p<<0.05).
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Sekil 1. Koglarin morfometrik testis Slctilerine ait aylik degisimler

Figure 1. The monthly changes in morphometric testes measurements of rams
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Sekil 2. Koclarda spermanin makroskobik muayenelerinin aylik degisimleri
Figure 2. Monthly alterations in macroscopic semen evaluation of rams
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Sekil 3. Koclarda spermanin mikroskobik muayenelerinin ayltk degisimleri
Figure 3. Monthly alterations in microscopic semen evaluation of rams

Biyokimyasal Ozellikler

Arastirma stresince koclarin kan serumu total
protein, albumin (A), globulin (G), A/G oran,
trigliserid, kolesterol, Aspartat Aminotransferaz
(AST), Alanin  Aminotransferaz  (ALT) ve

AST/ALT oranlarina ait aylik degisimler Sekil 4’te
verilmis olup yapilan istatistiki degerlendirmede
koglarin kan serumu biyokimyasal 6zelliklerindeki
aylik degisimler arasindaki farkin 6nemli oldugu
gozlenmistir (p<0.05).
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Sekil 4. Koglarin kan serumu biyokimyasal 6zelliklerine ait aylik degisimler
Figure 4. Monthly fluctuation in blood sera certain biochemical features of rams

76



Hormonal Ozellikler
Arastirma  siiresince  koclarin kan  serumu
testesteron ve triilodothyronine (T3) miktatrlarina ait

aylik degisimler Sekil 5’te verilmis olup hormonal
Ozelliklerdeki aylik degisimler arasindaki farklar
istatistiki yonden 6nemli bulunmustur (p<0.05).

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00

== Testosteron

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

Testosteron (ng/mL)

0,00

T; (ng/mL)
rooNN
8

[

k=]
W
=}

Aylar

o
8

O $ M N M H T A E E K A

3,00 - —rT3
00
50 A
00 +
[e] S M N M H T A E E K A
Aylar

Sekil 5. Koglarin kan serumu testosteron ve triiodothyronine (T'3) miktarlarina ait aylik degisimler
Figure 5. Monthly changes in blood sera testosterone and triiodothyronine (T3) levels of rams

Korelasyon Bulgular:

Arastirma  siiresince  koclarn kan  serumu
biyokimyasal &zellikleri ve hormon miktarlart ile
spermatolojik  6zellikleri arasindaki  korelasyon
bulgulart tablo 2’de verilmistir. Buna gére 6zellikle
kitle hareketi (r: 0.33), motilite (r: 0.41) ve yogunluk
(r: 0.37) ile HOS testi degerleri arasinda pozitif
(p<0.01) yondeki, reaksiyon sireleri (r: -0.31) ve
Oli  spermatozoon oranlart (r: -0.29) arasinda
negatif yondeki korelasyonlar 6nemli (p<0.05)
bulunmustur. Bunun yaninda spermatozoon DNA
hasart ile sperma miktart (r: 0.18) ve anormal
spermatozoon orant (r: 0.30) arasinda pozitif
(p<0.05), sperma viskozitesi (r: -0.32) ile ise negatif
(p<0.01) yonde gobzlenen iliskiler Onemli
bulunmustur. Oli  spermatozoon oranlart ile
scrotum c¢evreleri (r: -0.49) ve relatif testis hacimleri
(r: -0.38), testis uzunluklart (1:-0.36 ve -0.34) ve
kalinliklart (r: -0.44 ve -0.42) arasinda yiksek
dizeyde o6nemli (p< 0.01) korelasyonlar elde
edilmistir. Ayrica morfometrik testis Olctleri ile
HOS testi degerleri arasindaki iliskilerde 6nemli
(p<0.05) bulumustur. Koclarin scrotum g¢evreleri ile
kan serumu total protein (r: 0.18) ve albumin (r:
0.18) miktarlari arasinda arasinda pozitif yondeki
(p<0.05) korelasyonlarin ve yine koglarin relatif
testis hacimleri ile kan serumu AST aktiviteleri (r: -

0.33) arasinda negatif yondeki yiksek diizeyde
6nemli (p<0.01) korelasyonlarin varlhklart dikkat
cekicidir. Ayrica koclarin kan serumu testosteron
miktarlari ile scrotum cevreleri (r: 0.35), relatif testis
hacimleri (1: 0.30), testis uzunluklari (r: 0.29), testis
kalinliklart (r: 0.28 ve 0.23) arasinda pozitif yonde
korelasyonlar da o6nemli (p<0.05) bulunmustur.
Ozellikle koglarin  kan serumu total protein
miktarlart  ile sperma miktart (rz 0.18) ve
spermatozoon motilitesi (r: 0.28) yogunlugu (r:
0.27) ve HOS testi degetleri (r: 0.22) arasinda
pozitif yondeki korelasyonlar 6nemli (p<0.05)
bulunmugtur. Ayrica koglarin kan serumu AST
aktiviteleri ile spermatozoonlarin kitle hareketleri (r:
-0.25), motiliteleri (r: -0.29), yogunluklar (r: -0.19)
ve HOS testi degerleri (r: -0.18) arasinda negatif
(p<0.05) ol spermatozoon oranlart (r: 0.34)
arasinda ise pozitif (p<0.01) yonde korelasyonlar
gozlenmistir.  Bununla  birlikte kan  serumu
testosteron miktarlart ile spermatozoon motilitesi
(r: 0.18) ve kitle hareketleri (r: 0.18) arasinda pozitif
yonde, 6li spermatozoon orant (r: -0.19) arasinda
ise negatif yonde 6nemli (p<0.05) korelasyonlar
bulunmustur. Koglardaki spermatozoon DNA
hasarlart ile kan serumu T3 (r: -0.30) seviyeleri
arasinda da negatif yondeki korelasyonlar 6nemlilik
(p<0.05) arz etmektedir.
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Tablo 2. Aragtirma stresince koglarin kan serumu biyokimyasal 6zellikleri ve hormon
miktatlart ile spermatolojik 6zellikleri arasindaki korelasyon bulgulati

Table 2. Correlations between blood sera certain biochemical features, hormone levels and
spermatological characteristics of rams during the study

Z - g g -
co0F 0§ L 0T £ 2 B 5% &
=3 %ﬂ‘ £ =& = g 5o g ofF B8 =
g7 G Q o
- < = = Z.
E ~ V. ~ 2 2 T A
m w w
Total Protein * * * * * *
Albumin (A) * ok
Globulin (G) * * * * *
A/G * *
Trigliserid
Kolesterol
ALT * *
AST/ALT ok * *
Testosteron * * *
’:[‘3 * *
*p < 0.05 *xp < 0.01
TARTISMA degistigi gézlenmis olup spermatolojik degerlerden

Kalitim derecesinin yiiksek olmasindan dolay
testisin morfometrik  Gzelliklerinin  belirlenmesi
dolverimine  yonelik 1slah  calismalarina  hiz
kazandirabilecek 6nemli bir faktérdir (Hafez 1987,
Falla-Rad ve ark. 2001). Bu c¢alismadan elde edilen
morfometrik testis Ol¢imleri ile ilgili istenilen
verilerin genellikle eylill-ekim aylarinda goérildigi
belirlenmis olup ocak-subat aylarinda bu degerlerin
istenen degerlerden uzaklastigi tespit edilmistir.
Sunulan calismada elde edilen morfometrik testis
Olcimleri ile ilgili bulgularin literatiir bilgileriyle
paralellik arz etmesi bu c¢alisgmanin benzer
calismalarla uyum icerisinde oldugunun
gostergesidir (Gundogan ve ark. 2003, Taha ve ark.
2000, Aksoy ve ark. 1994). Bunun yaninda elde
edilen bulgularin bazilarmnin literatiir bulgularindan
farklilik g6stermesi ise kullanilan koglarin 1kt ve
viicut kondisyonlart basta olmak tizere genetik yap,
yas, bakim ve beslenme, Olctimleri yapan kisi,
kullanilan degerlendirme teknigi, cografi konum ve
iklim 6zellikleri gibi faktorlerin  etkisine baglt
olabilir (Ataman ve ark. 1996, Zamiri ve Khoaedei
2005).

Erkek hayvanlarda  spermatolojik  Ozelliklerin
belitlenmesi hem koglarin fertilitesi hem de kiiciik
ruminantlar icin sturi fertilitesi acisindan 6nemli bir
yer tutmaktadir. Bu calismada materyal olarak
kullanilan koglarin spermatolojik 6zelliklerine ait
dagilimlar Sekil 2 ve 3’te verilmistir. Buna gore
spermatolojik 6zelliklerle ilgili tim degerlerin aylik

spermatozoon membran butinligi yil boyunca
ortalama % 66.34 * 0.81 olarak bulunurken aylik
degisimler arasindaki farklar istatistiki y6nden
6nemli bulundu. Plazma membran bitinligl ile
ilgili bulunan degerler Aisen ve ark.(2002)’nin agim
mevsiminde Pampinta koglarda yaptiklart calismada
bildirdikleri degerlerden ve Bucak ve Tekin
(2007)’in Sakiz koglarda asim mevsiminde +5 °C’de
saklanan spermada bildirdikleri degerlerden digitk
bulunurken, Ollero ve ark. (1997)’nin Salz koglarda
bildirdikleri degetlerle, Giindogan (2009)’1n Pirlak
koclarda astm mevsiminde bildirdikleri degerlerle ve
Bucak ve ark. (2007)’nin Akkaraman koglarda Agim
mevsiminde +5 9Cde saklanan  spermada
bildirdikleri degetlere yakin bulundu.

Giunimiizde erkeklerin  fertilitelerinin =~ tahmin
edilmesinde ve fertilitenin ~ stirddrtlebilitliginde
spermatolojik = 6zelliklerinin  belitlenmesinin  yani
sira spermatozoon DNA hasarinin tespit edilmesi
o6nemli bir yere sahiptir. Chan ve ark. (2001) distk
DNA hasart ile spermatozoonun hiperaktivasyonu
ve oosit penetrasyonu arasinda iliski oldugunu
bildirmektedirler. Kasimanickam ve ark. (2000)
Polled Dorset, Hampshire ve Suffolk 1rk1 6-11 aylik
erkek kuzularda DNA hasarint SCSA yoéntemi ile
belirlemisler ve klasik sperma parametreleri ile
DNA  hasart arasinda negatif bir korelasyon
bulundugunu bildirmekteditler. Garcia-Macias ve
ark. (2006) Churra koglarda yine SCSA yoéntemi ile
belirledikleri ~ spermatozoon DNA  hasarindaki
mevsimsel farkin o6nemli oldugunu
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belirtmektedirler (p<0.05). Spermatozoon DNA
hasar dizeyleri yil boyunca ortalama 30.15%+1.17
AU olarak bulunmus ve aylik degisimler gézlenmis
olup en yiiksek deger Temmuz ayinda 42.40%2.88
AU olarak ve en dustik deger ise Mart ayinda 21.30
t+ 3.05 AU olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte
koclarda yil boyunca aylar arasinda spermatozoon
DNA hasar diizeyleri yontinden gbzlenen farkin
istatistiksel 6neme sahip oldugu gbzlenmis olup
anormal spermatozoon orant ile pozitif yonde
iliskiler 6nemli bulunmustur (p<<0.05). Bu bulgular
spermatozoon ~ DNA  hasarinda  mevsimsel
degisimlerin gbrildiigi ve ¢evre sicakliginin etkin
bir rol oynadigt ve ayrica anormal spermatozoon
orant ile iligkili oldugu yéntindeki bulgular ile uyum
icerisindedir (Ding ve ark. 2004, Fraser ve Strzezek
2004, Gliozzi ve ark. 2006, Lopez-Fernandez ve
ark. 2008).

Bu calismada elde edilen spermatolojik degetler ile
literatiir degerleri arasinda paralellik g6zlenmesinin
yani  sira  kimi  literatir  bilgileri  arasindaki
farkliliklarin  sebepleri arasinda 1rk, yas, bakim
yontemi, beslenme kosullari, arastirmanin yapildig
bolgenin  cografi  konumu, iklim  kosullar,
degerlendirmeyi  yapan kisi kullamlan metot,
techizat ve kimyasal maddeler sayilabilir.

Koglarin kan serumlarinda total protein miktarlar
ile 1igili buldugumuz degerler, Giindogan ve
Serteser  (2005)’in astm mevsiminde Akkaraman
koclarda ve Giindogan ve ark. (2004)’nin Sakiz ve
Daglic koclarda astm mevsiminde bildirdikleri
degerlerden yiksek, Marai ve ark. (2009)’nin
Suffolk koglarda kis ve yaz mevsiminde ve Hafez
(2009Yin  Rahmani koglarda kan plazmasinda
bildirdikleri degerlerden distk oldugu gézlenmistir.
Albumin degerleri ise Marai ve ark. (2009)’nin
Suffolk koglarda kis ve yaz mevsimlerinde
bildirdikleri degerden dusiik, Giindogan ve Serteser
(2005)in astm mevsiminde Akkaraman ve Ivesi
koglarda ve Gundogan ve ark. (2004)’nin asim
mevsiminde Sakiz ve Daglic koclarda bildirdikleri
degerlerden yiiksek, Zamiri ve Rezaei-Roodbari
(2004)’nin Gazel ve Mehreban koglarda ve Hafez
(2009y’in Rahmani koglarda bildirdikleri degerden
ise dasik bulundu. Globulin  miktatlarida
Giindogan ve Serteser (2005)’in astm mevsiminde
Akkaraman koglarda bildirdikleri degere yakin, Tvesi
koglarda  bildirdikleri ~ degerden ise  distk,
Gindogan ve ark. (2004)nin asim mevsiminde
Sakiz ve Daglic koglarda ve Marai ve ark. (2009)’nin
Suffolk koglarda kis ve yaz mevsimlerinde
bildirdikleri degerlerden yiksek, Hafez (2009)’in
Rahmani koglarda kan plazmasinda bildirdigi
degerden disik bulundu. Bu calismada ortalama
1.0510.07 olarak bulunan Albumin/Globulin orant
Giindogan ve Serteser (2005)’in astm mevsiminde
Akkaraman koglarda bildirdikleri degere yakin, Ivesi
koclarda bildirdikleri degerden yiiksek ve Hafez
(2009y’in - Rahmani koglarda kan plazmasinda

bildirdigi degerden de diisiik olmustur. Kan serumu
trigiliserid miktarlart ortalama 21.02+0.82 mg/dL
olarak bulunan bu c¢alismada yiksek deger
30.60+4.06 mg/dL ile Eylil ayinda, en dusuk deger
ise 10.70£0.62 mg/dL ile Aralik ayinda tespit
edildi. Bulunan bu degerler, Gabryszuk ve ark.
(2007) erkek Merinos kuzularda, Zamiri ve Rezaei-
Roodbari (2004)’nin Gazel ve Mehreban koglarda
ve Hafez (2009)in Rahmani koglarda kan plazma
trigliserid ~ diizeylerini  bildirdikleri  degerlerden
disik ve Lough ve ark. (1991) Hampshire ve
Suffolk kuzularda ve Yur ve ark. (1998) ile Gundiiz
ve Mert (1997)’in koyunlarda bildirdikleri degerler
ile paralellik arz etmektedir. Yil boyunca ortalama
kan serumu kolesterol miktarlart 47.81 £ 0.97
mg/dL olarak bulunan bu calismada en yuksek
deger 63.70£3.58 mg/dL olarak Mayis ayinda ve en
dusik deger de 39.50%£2.49 mg/dL olarak Eylil
ayinda elde edildi. Kolesterol diizeyleri ile ilgili
bulunan degerler, Nisbet ve ark. (20006)nin
Karayaka koglarda bildirdikleri degere yakin,
Giindogan ve Serteser (2005)’in asim mevsiminde
Akkaraman ve lIvesi koglarda, Giindogan ve ark.
(2004’nin  Sakiz  ve Daglic koclarda asim
mevsiminde  bildirdikleri  degetlerden  yuksek,
Raghuvansi ve ark. (2007)’nin Malpura koglarda ve
Zamiri ve Khodaei (2005)nin  Ghezel and
Mehraban koglarda bildirdikleri degerlerden ise
diustk olmustur. Bu calismada elde edilen AST
aktivitesi, Marai ve ark. (2009)’un Suffolk koglarda
kis ve yaz mevsimlerinde bildirdikleri degerlere
yakin, Gundogan ve Serteser  (2005)in agim
mevsiminde ~ Akkaraman ve Ivesi koclarda,
Gindogan ve ark. (2004)’un agim mevsiminde
Sakiz ve Daglic koclarda bildirdikleri degerlerden
disik, Hafez (2009)in Rahmani koglarda kan
plazmasinda  bildirdigi  degerden ise yiiksek
bulundu. ALT aktivitesi ile ilgili degetler, Marai ve
ark. (2009)min  Suffolk koglarda kis ve yaz
mevsimlerinde  bildirdikleri ~ degetlere  yakin,
Giindogan ve Serteser (2005)’in astm mevsiminde
Akkaraman ve Ivesi koglarda  bildirdikleri
degerlerden yiiksek, Gindogan ve ark. (2004)’nin
astm mevsiminde Sakiz koglarda bildirdikleri degere
yakin ve Daglic koclarda bildirdikleri degerden
yuksek, Hafez (2009)in Rahmani koglarin kan
plazmasinda bildirdigi degerden ise diisiik bulundu.
Bulunan AST/ALT orani Gindogan ve Serteser
(2005)in asim mevsiminde Akkaraman ve Ivesi
koglarda bildirdikleri degerlerden diisiik ve Hafez
(2009yin  Rahmani koglarda kan plazmasinda
bildirdigi degerden ise yiiksek bulundu.

Bu arastirmada kan serumu Testosteron miktarlart
yil boyunca ortalama 5.24 + 0.42 ng/ml olarak
bulundu. Bulunan bu deger farkli irklara ait
koclarda bildirilen degerlerin bazilar1 (Giindogan ve
ark. 2003, Duofour ve ark. 1984) ile paralellik arz
ederken bazilarindan (Taha ve ark. 2000, Marai ve
ark 2009) dusiik ve kimilerinden (Gundogan ve
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Serteser 2005, Glundogan ve Demirci 2003, Turk ve
Demirci 2005) de yiksek bulunmustur. Elde edilen
koglarin kan serumundaki T3 miktarlart ile ilgili
degetler, Tajangookeh ve ark. (2007)'nin Shall,
Afshari ve Zandi koglarda yil boyu, Souza ve ark.
(2002)’nin Polwarth—Ideal koglarda yillik ortalama,
Taha ve ark. (2000)’nin ithal ve yerli Ivesi ve Barki
koglarda yillik ortalama sirastyla, Marai ve ark.
(2009ynmin  Suffolk  koglarda ki ve  yaz
mevsimlerinde, Zamiri ve Khodaei (2005)nin
Ghezel and Mehraban koglarda ve Karahan ve ark.
(2002)’nin Akkaraman  kocglarda  bildirdikleri
degerlerden yiiksek, Giindogan (2007)1n Sakiz ve
Dagli¢ koglarda yil boyu bildirdikleri degerlerden de
distk olmustur. Calisma sonucunda bulunan kan
serumu biyokimyasal ve hormonal degerlerin
literatiir degerlerinden yiiksek veya disiik olmasinin
nedenleri arasinda materyal olarak kullanilan
koclarin 1rki, yast, bakim ve 6zellikle yliksek enerjili
beslenme, yasadiklart bolgenin iklim sartlar, kan
alma zamant ve yeri degerlendirmede kullamilan
metot, serum veya plazmada tayin edilmesi gibi
faktorler sayilabilir.

Korelasyon bulgulari dikkate alindiginda yil buyu
scrotum kalinliklart  disinda morfometrik testis
Olcimlerinin ~ kendi  aralarinda  korelasyonlar
gbzlenmistir. Scrotum cevresi ile testis kalinhklart
ve testis hacmi arasinda buldugumuz pozitif
korelasyon Aksoy ve ark. (1994)nin Merinos
koclarda yaptiklart ¢alisma ile uyumludur. Ataman
ve ark. (1996)’nin Merinos toklularda asim mevsimi
ici ve disinda testis uzunluklart ve testis kalinliklar
ile scrotum cevresi, testis kalinliklart ve uzunluklart
arasinda bulduklari porzitif korelasyonlar (p<<0.05)
bu calismada ki bulgular (p<0.01) ile paraleldir.
Gindogan ve ark. (2003)nin  Daglg, Sakiz,
Akkaraman ve Ivesi koglarda asim sezonu éncesi
sag testis uzunlugu ile sol testis uzunlugu arasinda
(p<0.05), sag testis kalinlgy ile sol testis kalinlg:
arasinda (p<<0.01) ve scrotum hacmi ile scrotum
cevresi arasinda  (p<<0.01), asim sezonu esnasinda
sag ve sol testis uzunluklar arasinda (p<<0.01), sag
ve sol testis kalinliklart arasinda (p<<0.01), sag testis
kalinhgt ile sol testis uzunlugu arasinda (p<<0.05),
scrotum hacmi ile scrotum cevresi arasinda
(p<0.01) ve asim sezonu sonrasinda sag testis
uzunlugu ile sol testis uzunlugu arasinda (p<0.05),
sag testis kalinlig ile sol testis kalinligi arasinda
(p<0.05) ve scrotum hacmi ile scrotum gevresi
arasinda (p<<0.01) bildirdikleri pozitif korelasyonlar
bu ¢alismanin bulgulart ile uyum icindedir. Mert ve
ark. (2009)’nin Norduz, Karakas ve Ile de France x
Akkaraman melezi koglarda testis kalinligi ile
scrotum  ¢evresi arasinda  bulduklart  pozitif
korelasyon  yaptugimiz ¢alismada da  Onemli
bulunmugtur (p<0.01). Koyuncu ve ark. (2000)’nin
Karayaka koglarda testis kalinlig1 ile testis uzunlugu
arasinda (p<<0.01) ve scrotum cevresi ile testis
kalinhgr ve uzunlugu arasinda bulduklar pozitif

korelasyonlar (p<0.01) bu c¢alismada da tespit
edilmistit. Koyuncu ve ark. (2005)’nin Kivircik
kuzularda testis kalinlig, testis uzunlugu ve scrotum
cevresi aralarinda bulduklart pozitif korelasyonlar
(p<0.01) yine bu c¢alisgmada da gozlenmistir.
Gindogan ve Serteser (2005)in Akkaraman ve
Ivesi koclarda relatif testis hacmi ile motilite
(p<0.05) ve yogunluk (p<0.01) arasinda
bildirdikleri negatif korelasyon bu ¢alisgmada
(p<0.01) pozitif olarak bulunmustur.

Kishk (2008)’in Rahmani koglarda reaksiyon stiresi
ile motilite (p<<0.01) ve yogunluk (p<0.01) arasinda
bildirdigi negatif korelasyon ve motilite ile sperma
miktart (p<<0.05) ve yogunluk (p<0.01) arasindaki
pozitif korelasyon, Karagiannidis ve ark. (2000)
Sakiz ve Fresian koclarda motilite ve anormal
spermatozoon orani arasinda bildirdikleri negatif
korelasyon, Kaya ve ark. (1999)nin Merinos
koclarda sperma miktart ile yogunluk ve motilite
arasinda bildirdikleri pozitif korelasyon ile 6l
spermatozoon orant ve anormal spermatozoon
orant arasinda bildirdikleri negatif korelasyon,
yogunluk ile motilites ve 6li spermatozoon orant
arasinda bildirdikleri negatif korelasyon ve motilite
ile oli  spermatozoon orant ve anormal
spermatozoon orani arasinda bildirdikleri negatif
korelasyon, Mert ve ark. (2009)nin Norduz,
Karakas ve Ile de France x Akkaraman melezi
koglarda viskozite ile kitle hareketi ve motilite
arasinda bildirdikleri pozitif korelasyon, motilite ile
kitle hareketi arasinda pozitif korelasyon ve sperma
miktart ile yogunluk arasinda bildirdikleri pozitif
korelasyon, Giindogan ve Serteser (2005)’in
Akkaraman ~ ve  lIvesi  koglarda  anormal
spermatozoon  orant ile  motilite  arasinda
bildirdikleri negatif korelasyon, Salhab ve atk.
(2003ynin  Ivesi koglarda miktar, motilite ve
yogunluk arasinda bildirdikleri pozitif korelayon,
Yimaz ve Cengiz (2006)in Norduz koglarda
sperma miktart ile motilite, kitle hareketi ve
yogunluk arasinda pozitif anormal spermatozoon
arasinda ise negatif korelasyon, viskozite ile kitle
hareketi, motilite ve yogunluk arasinda pozitif
anormal spermatozoon arasinda ise negatif
korelasyon, kitle hareketi ile motilite ve yogunluk
arsinda pozitif anormal spermatozoon arasinda ise
negatif korelasyon, motilite ile yogunluk arsinda
pozitif anormal spermatozoon arasinda bildirdikleri
negatif korelasyon, Ataman ve ark. (1996) Merinos
koglarda sperma miktart ile kitle hareketi, motilite
ve yogunluk arasindaki, motilite ile yogunluk ve
kitle hareketi arasindaki, yogunluk ile kitle hareketi
arasindaki  pozitif ~ korelasyon ve  anormal
spermatozoon orant ile miktar, yogunluk ve kitle
hareketi  arasindaki negatif  korelasyon  bu
aragtirmada da gézlenmistir.

Giindogan  (2009) Pirlak  koglarda  farkl
sulandiricilarla kisa  streli  saklanan  spermada
membran butinligld ile motilite arasinda pozitif,
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anormal ve Oli spermatozoon oranlari arasinda
negatif korelasyon bu c¢alismada da elde edilmis
ancak anormal spermatozoon orani ile aralarinda
bulunan negatif korelasyon 6nemsiz bulunmustur.
Fukui ve ark. (2004)’nin South Down ve Merinos x
Dorset koglarda plazma membran biitiinligi ile
motilite arasinda bulduklar1 pozitif korelasyon bu
calismada da 6nemli bulunmustur. Bunun yaninda,
Kasimanickam ve ark. (2006) 6-11 aylik Dorset,
Hampshire ve Suffolk koglarda SCSA yontemi ile
belirledikleri DNA hasari ile primer spermatozoon
defekti arasinda bildirdikleri pozitif (p<<0.01)
korelasyon  bu  calisma ile  Srtismektedir.
Moskovtsev  ve  ark.  (2005)  insanlarda
spermatozoon DNA hasarini flow cytometre ile
belitledikleri ¢alismada DNA hasart ile normal
morfolojiye sahip spermatozoonlar arasinda negatif
korelasyon bulgulart bu calisma ile paralellik arz
edertken DNA hasart ile yogunluk ve motilite
arasitnda elde edilen negatif korelasyon bu
calismada 6nemli bulunamamustir. Smith ve ark.
(2006) wvarikoselli hastalarda SCSA  yontemi ile
belirledikleri DNA hasart ile normal morfoloji
arasinda  bildirdikleri negatif korelasyon bu
calismaninda bulgulart arasindadir. Bu da infertil
erkeklerde anormal spermatozoon morfolojisinin
yiksek DNA hasarina neden olduguna dikkat
ceken bircok arastirmact (Cebesoy ve ark. 2000,
Song ve ark. 2006, Huang ve ark. 2005)’y1 destekler
niteliktedir.

Arastirmada kullanilan koclarin morfometrik testis
Olgiimleri ile spermatolojik 6zellikler arasindaki
korelasyona bakildiginda Aksoy ve ark. (1994)nin
Merinos koglardaki c¢alismada testis uzunlugu ve
yogunluk arasindaki pozitif korelasyon
calismamizda da bulunmustur (p<<0.01). Gindogan
ve ark. (2003)nin Daglg, Ivesi, Sakiz ve
Akkaraman koclarda astm sezonu esnasinda
koglarin  testis kalnliklart ile sperma miktar
arasinda bulduklart pozitif ve scrotum kalinligr ile
reaksiyon stiresi arasindaki negatif korelasyon bu
calisma ile uyum icerisindedir. Elmaz ve ark. (2007)
Kivircik kuzularin 7-8 aylik dénemdeki motilite,
sperma miktart ve yogunluk ile scrotum cevresi,
testis kalinligi ve testis uzunlugu arasinda bildirdigi
porzitif korelasyon bu c¢alismada da gérilmektedir.
Giindogan ve ark. (2003)’nin Daglic, Ivesi, Sakiz ve
Akkaraman koglarda asim sezonu Oncesinde
koclarin  scrotum ¢evresi ile reaksiyon = siiresi
arasinda  bildirdikleri ~ pozitif ~korelasyon  bu
calismada negatif yonde gozlenmistir. Ataman ve
ark. (1996)nin astm mevsimi disinda Merinos
koglarda Oli spermatozoon orant ile scrotum
cevresi, testis uzunlugu ve testis kalinligi arasinda
bildirdigi korelasyonlar bu ¢alismada da tespit
edilmistir. Gundogan (1999) Akkaraman koglarda
scrotum ¢evresi ile sperma pH’st ve viskozitesi
arasinda korelasyonlar pozitif yonde bildirilmis
ancak bu calismada negatif yénde bulunmustur

(p<0.05). Gundogan ve Elitok (2004)’nin Sakiz ve
Daglic  koclarda total protein ile motilite ve
yogunluk arasinda, globulin ile motilite, AST/ALT
oranlart ile anormal spermatozoon orani arasinda
bildirdikleri pozitif korelasyon ile AST ile yogunluk
arasinda bildirdikleri negatif korelasyon bu ¢alisma
ile uyumlu iken A/G orant ile anormal
spermatozoon orani arasinda bildirdikleri negatif
kotrelasyon bu calisgmada pozitif olarak bulundu.
Tiurk ve Demirci (2005)’nin Akkaraman koglarda
testosteron diizeyleri ile sperma miktari ve motilite
arasinda bildirdikleri pozitif korelasyon, Giindogan
(2006) Akkaraman ve Ivesi koclarda seminal
plazma AST miktari ile yogunluk arasinda bildirdigi
negatif korelasyon ve Kishk (2008)’in Rahmani
koclarda testosteron miktart ile motilite arasinda
buldugu pozitif korelayonlar bu ¢alisma ile
uyumludur. Gundogan ve Serteser (2005)’in
Akkaraman ve Ivesi koclarda kan serum total
protein miktarlari ile albumin ve globulin miktarlar
arasinda bildirdikleri pozitif korelasyon ile AST
miktarlart arasinda bildirdikleri negatif korelasyon
bu calisma ile uyumlu iken total protein ile ALT
miktarlart arasinda bildirdikleri pozitif ve kolesterol
miktarlar1 arasinda bildirdikleri negatif korelasyon
ile farkli korelasyonlar bulundu.

SONUC

Pirlak 1rkit kocglarda morfometrik testis Slcumleri,
spermatolojik  6zellikler ve  kan  serumu
biyokimyasal ve hormonal ézelliklerinin aragtirildig
bu calismada elde edilen bulgularin diger yerli
iwklarimiza  yakin  degerlerde  oldugu ve bu
Ozelliklerin -~ mevsimlerden ~ 6nemli  derecede
ctkilendigi, optimum degetlerin elde edildigi asim
sezonunun agustos ayinin yarisinda baglayip kasim
ayl ortalarina kadar strdigi ve dolayisiyla bu
dénem icerisinde kullanilan koglarin d6l verim
parametrelerinin  daha iyi olacagt ve Ozellikle
morfometrik testis Olgimleri ile spermatolojik
Ozellikler arasindaki korelasyon bulgulart birlikte
degerlendirildiginde koglarin délverimi giiclerinden
daha ylksek oranda vyararlanilabilecegi kanisina
varildi.

Bununla birlikte bir kogtan elde edilen yavru sayist
disiye oranla ¢ok daha yitksek oldugundan tizerinde
durulan verim Gzelligi bakimindan yiiksek degere
sahip genotiplerin olusturulmasinda kullanilacak
erkek materyalin seciminde 6zellikle spermatozoon
DNA hasart dizeyinde arastirmalarin yapilmasinin
o6nemli oldugu ve Ozellikle halk elindeki koyunlarin
Haziran ve Temmuz aylarinda baglanan ko¢ katimi
mevsiminde artan spermatozoon DNA Thasar
nedeniyle délverimi kayiplarinin olup olmadigiin
daha kapsamli arastirmalar ile desteklenmesinin
yararli olacagl, spermatozoon DNA hasarinin
belirlenmesinde  kullandlan  yontemlerin  klinik
kullaniminin yayginlastirilmast ve 6zellikle COMET
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analiz yonteminin daha pratik kullaniabilirligi icin
yontemin modifiye calismalarinin strdiiriilmesi ile
elde edilecek gelismeler daha sonraki calismalara
1stk tutacaktit.
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Oz

Nikleik asit amplifikasyonu, enfeksiyonlarin, timérlerin, genetik anormalliklerin tanisinda ve adli tipta
en fazla kullanilan yontemlerdendir. Izotermal amplifikasyon yoéntemleri, Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) metoduna gore sabit sicaklikta yapilmasiyla karmasikligt azaltir. Bu yéntemler, kullanilan enzim
gesitliligi, primerler, duyarliliklart ile 6zgiilliikleri bakimindan farkliliklar géstermektedir. Bu derlemede
izotermal amplifikasyon yontemlerinden en stk kullanilanlari, prensipleri, kullanim alanlari ve
getirdikleri yenilikler ele alinmistir,

Anahtar kelimeler: Izotermal Amplifikasyon, LAMP, NASBA, SDA, EXPAR

Isothermal Amplification Methods Most Used in the Diagnosis of Infections

ABSTRACT

Isothermal amplification of nucleic acid is one of the most commonly used methods to identify the
infections, tumors, genetic abnormalities, and in forensic medicine. As isothermal amplification
methods can be performed at one reaction temperature under simple conditions they are less complex
in comparison to Polymerase Chain Reaction (PCR). These methods differ from each other with the
diversity of enzymes, primers used, sensitivity and specificity. In this review, the most commonly used
isothermal amplification methods, their principles, areas of use and innovations brought about are
discussed.
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GIRIS

DNA genetik bilgileri depolayan, RNA ise hiicre
fonksiyonlar1 icin gerekli proteinlerin aminoasit
dizisini kodlayan hiicreler icin hayati éneme sahip
ntkleik asitlerdir (Zhao ve ark. 2015). PCR pek ¢ok
alanda  kullanillir  ve amplifikasyon icin  1st
sikluslarina ihtiyag duyuldugundan, thermocycler
gibi pahali cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir (Unal ve
Cinar 2012, Zhao ve ark. 2015). Izotermal
amplifikasyon yontemleriyle, PCR i¢in gerekli olan
1s1 sikluslarina ihtiya¢ duyulmadan sabit 1sida (su
banyosu ile saglanabilen) etkili ve hizli bir sekilde
ntkleik asit amlifikasyonu  yapilabilmektedir.
Izotermal amplifikasyon yontemleri ve
nanoteknoloji kombinasyonlarina ilgi artmis olup
bu metotlarla proteinlerin, hiicrelerin, ki¢tk
molekiillerin ve iyonlarin tespiti yapilabilmektedir.
Il yillarda test tipiinde yapilan izotermal
amplifikasyon metotlari, glinimiizde mikro akiskan
kanallar, kilcal kanallar ve test kagitlarinda
yapilabilmektedir (Zhao ve ark. 2015).

Izotermal amplifikasyon metotlar

Belirlenmis sabit bir 1sida amplifikasyonun yapildigi
izotermal amplifikasyon metotlari, kullanilan enzim,
primer, hedef niikleik asit ya da trline goére cok
sayida  gelistirilmis olup bu derlemenin amact
sahada en c¢ok kullanim alant bulunanlarin
prensipleri ile kullanim alanlarinin ele alinmasidur.
Nikleik Asit Dizi Baz Amplifikasyonu (Nucleic
Acid Sequence Base Amplification:NASBA)
Iplik¢ik Yer Degistirme Amplifikasyonu (Strand
Displacement Amplification:SDA)

Yuvarlanan Cember Amplifikasyonu (Rolling Circle
Amplification: RCA)

llmige Dayali Izotermal Amplifikasyon (Loop
Mediated Isothermal Amplification: LAMP)

Helikaz ~ Bagimli  Amplifikasyon  (Helicase
Dependent Amplification:HDA)
Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyonu

(Recombinase Polymerase Amplification: RPA)
Ustel Amplifikasyon Reaksiyonu (Exponential
Amplification Reaction: EXPAR)

Niikleik Asit Dizi Baz Amplifikasyonu
(NASBA)

Orneklerdeki bakteriyel ve viral tek iplikgikli
RNA’nin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir (Ge ve
ark. 2010, Mader ve ark. 2010, Won ve Min 2010,
Won ve ark. 2010). Amplifikasyon icin karisima
RNA’dan  DNA  sentezini  saglayan  kanatl
Myeloblastosis virtistine ait reverse transkriptaz

(AMV-RT), RNA-DNA hibridi olustugunda bu
iplikcikteki RNA’yt pargalayan E.cofi RnazH ve
DNA’dan RNA sentezi saglayan faj kokenli RNA
polimeraz (I7 RNA polimeraz) olmak iizere g
farkll enzim ve ayrica gicli promotor bélgesine
sahip iki primer ilave edilmektedir. Bu yontemde
kalip RNA, tzerindeki hedef dizilerin karsiligi olan
ve polimeraz promotor dizisi igeren primer I’le
baglanir ve reverse transkriptaz  enzimiyle
RNA/komplementer DNA (RNA/cDNA) elde
edilir (Sekil 1). Daha sonra RnazH enzimiyle RNA
parcalanarak cDNA dretilir. cDNA’nin promotor
bélgesine primer I baglanir ve reverse transkriptaz
enzimi  yardimiyla  uzatllarak  cift  iplikeikli
komplementer DNA (dscDNA) retilir.  Cift
iplikcikli DNA zincirindeki yeni dretilen iplik¢ik
kalip RNA’nin homologudur. Ugiincii enzim olan
T7 RNA polimeraz da giicli promotor etkisiyle
yiizlerce kopya RNA iiretebilir. Uretilen her bir yeni
RNA molekilii reverse transkriptaz icin kalip
goérevi yaparak bir sonraki turu baslatilmis olur.
Tim amplifikasyon ~ reaksiyonu  6nceden
tamimlanmis 41 °C  sicakhkta gergeklestirilir
(Compton 1991).

NASBA insan ve hayvanlarda virtslerin tespitinde
yogun bir bicimde kullandmistir. Kanatlilarda;
Newcastle hastaliginin  izlenmesi ve siirveyans
calismalarinda (Cui ve ark. 2007), Influenza
viristinin (Lau ve ark. 2004) tespiti i¢in, insanlarda;
hepatitis C virtis (Damen ve ark. 1999) ve SARS
Coronavirtis (Keightley ve ark. 2005) tespitinde
kullaniddig1 bilinmektedir.

Iplikgik Yer Degistirme Amplifikasyonu (SDA)
Bu yontemde, kullanilan primerin 5 ucunda bir
restriksiyon enzim icin 6zel bolge Hincll (5%-
GTT// GAC-3°) ve hedefi tamamlayict bolge
olmak tizere iki bélge bulunmaktadir. DNA
polimeraz primeri uzatir ve deoksiadenosin 5- [a-
tiyo| trifosfat’s (dATP[as]) bilnyesine katar (Sekil
1.). Daha sonra restiriksiyon endontikleaz Hincll
enzimi  tiyofosfat  modifikasyonlarini  igeren
iplikgikleri ayiramadigindan primer iplik¢iginde
Hincll tanima boélgesinde ¢entik  olusturarak
iplik¢igi uzaklastirir. Endoniikleazin etkisiyle 3-OH
ac1ga ctkar ve DNA polimeraz tarafindan uzatilir.
Yeni olusturulmus iplikcik, Hincll icin bir ¢entik
bélgesi icermeye devam etmekte olup DNA
polimeraz bu islemi takip eden her sentez igin
ardistk bir izotermal amplifikasyonuna neden olur

(Walker 1993).
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Sekil 1. A: NASBA (Chang ve ark. 2012), B: EXPAR (Qian ve ark. 2012), C: SDA (Walker ve ark. 1992).
Figure 1. A: NASBA (Chang et al. 2012), B: EXPAR (Qian et al. 2012), C: SDA (Walker et al. 1992).

Yuvarlanan Cember Amplifikasyonu (RCA)
Phi29 bakteriyofaj polimerazinin hedef molekiller
tzerindeki  iplikcik  uzaklastirma — Gzelliginden
yararlanir (Banér ve ark. 1998, Dean ve ark. 2001).
Reaksiyonun gergeklestirilmesi i¢in ¢ok farklh
yaklagimlar séz konusu olup lineer DNA’lar icin
basartyla kullanilan asma kilit sekilli (padlock)
problarin oldugu yéntem esas alinmustir (Zhao ve
ark. 2008, Johne ve ark. 2009, Conze ve ark. 2010).
Bu problar hibridizasyon ve ligasyonun sonrasinda
dairesel hale gelmeleri i¢in tasarlanmis ve iki hedef
spesifik sekansi iceren lineer oligoniikleotidlerdir
(Sekil 3.). Ligasyon reaksiyonunda ¢ift tanima
yerinin var olmasiyla olduk¢a 6zgtldiir. Asma kilit
sekilli prob, uriinii stirekli uzatarak iplikciklerin
yerini degistiren polimeraz icin sablon gbrevi goriir
(Chang ve ark. 2012).

Cesitli 6rneklerde Salmonella enterica dizilerinin tespit
edilebilmesi amagclt kati faz RCA tanimlanmis olup,
ligasyon sonrasinda lineer iplikciklerin dretilip
floresan problarla hibridize edilmesi sonucunda
tespitin gerceklestigi  bildirilmistir (Sato ve ark.
2010). Optimize edilmis RCA sistemleriyle Listeria
monocytogenes’den  yaklastk 60 molekil genomik
DNA’nin  tespit edilebildigi rapor edilmistir
(Murakami ve ark. 2009).

Ilmige Dayali izotermal Amplifikasyon
(LAMP)

Son yillarda tzerinde en ¢ok arastirma yapilan
izotermal amplifikasyon yontemidir. Umut veren
bir yontem olmasindan dolayt ¢alismalar en ¢ok
yontemin  basitlestirilmesi  ve sahaya yoOnelik
kullanimi alanlarindadir (Mori ve ark. 2013).
Reaksiyonda hedef bolgeye 6zgt F3, F2, F1, Blc,
B2c¢ ve B3 olarak isaretlenmis kalip DNA’daki alt1

ayirt  edici  bolgeyi  taniyabilen 4 primer
kullanilmaktadir. Bu primerler biri ileri i¢ primer
(FIP-Forward Inner Primer I2 ve Flc bolgelerini
tagtyan) ve biri geri i¢ primer (BIP-Back Inner
Primer B2 ve Blc bolgelerini tastyan), iki tanede dis
primer (outer primers- F3 ve B3)’ler olmak tzere
toplam 4 adettir (Notomi ve ark. 2000). Reaksiyon
stiresinin ortalama 60 dakika olup sadece bir 1st
blogu veya termos benzeri bir 1sitict yardimuyla 60-
65 °C 1sida yapilabildigi ve ¢iplak gozle sonuglarin
gorilebilecegi son derece 6zgin ve duyarlt bir
yontem oldugu rapor edilmistir (Parida ve ark.
2008).

Primer tasarimi dikkate alindiginda (Sekil 2), FIP ve
BIP’in LAMP reaksiyonunda ana rolii oynadigi
gorilmektedir. “c” tamamlayict bir sekansi temsil
ettiginden dolayr, Flc dizisi F1 sekansina
tamamlayicidir. FIP, Flc ve F2 dizilerinden, BIP,
primeri de Blc ve B2 dizilerini tastyan hibrid
primerlerdir.  Yapilanma agamasinda, FIP’den
baslatilan DNA sentezi su sekilde iletler: F2
bélgesi, hedef DNA’nin F2¢ bolgesiyle baglanir ve
uzamayl baslatir. Benzer bir sekilde, BIP ile de
DNA amplifikasyonu devam eder. F3 primeri
hedef DNA’nin F3c boélgesiyle kaynasir ve iplik¢ik
uzaklastirma DNA sentezi gerceklesir. FIP’den
gelen uzamis DNA iplikcigi yer degistirerek serbest
birakilir. Serbest tek iplikli formlar 5' ucunda
(sekildeki yapt 4) ilmige benzer bir déngi yapist
olusturur (Tomita ve ark. 2008).

Ayni sekilde; tek iplikcikli DNA, BIP ve B3
primerleri bir sablon olarak gorev alir ve Sekil
2’deki gibi her iki ucta halter benzeri ilmek yapi
(sekildeki yapt 5) olusturmak icin DNA sentezi
devam eder.
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LAMP metodu bir reverse transkripsiyon asamasi
(RT-LAMP) cklenerek sadece DNA’nin  degil
RNA’nin tespitinde de kullanilabilmektedir (Parida
ve ark. 2008). Reaksiyonun kontaminasyona neden
olan faktérlerden PCR’a gore daha az etkilendigi ve
bu ylizden de klinik O6rneklerin  6zel bir
saflastirmaya  gidilmeden bile kullanilabilecegi
bildirilmistir (Kaneko ve ark. 2007). LAMP ve RT-
LAMP1n yiksek sicaklik kullanilarak proteinleri
parcalayacak bir DNA ve RNA ekstraksiyonu
asamasini da iceren pek ¢ok modifikasyonu mevcut
olup tim modifiye metotlar bir tip icinde
gerceklestiginden  kontaminasyon riskinin  son
derece disik oldugu bilinmektedir (Notomi ve ark.
2015).

Tim olumlu yonlerine karsin modifiye LAMP ve
RT-LAMP metotlarinin cesitli viriis titlerine gére
reaksiyonun sicakltk ve sire ihtiyaclarinin farkl
olmast nedeniyle 6zellikle de saflastirilmis nikleik
asit kullanildiginda  sinirlamalart  mevcut  olup;
herpes viris tespiti i¢in 96 °C de 5 dakika (Nemoto
ve ark. 2011), enteroviriis tespiti icin 95 °C de 30
saniye (Nie ve ark. 2012), Avian influenza viris
tespiti icin 98-99 9C de 10 dakika (Mahony ve ark.
2013) bu sinirlamalara 6rnek olarak verilebilecek
calismalardir. Olusabilecek sorunlarin = 6zellikle
RNA viriislerinin  tespitinde  gézlendigi rapor
edilmistir (Jayawardena ve ark. 2007, Nie ve ark.
2012).

LAMP amplifikasyon driinleri gercek zamanlt
olarak bir turbiditemetre kullantip bulanikligin
Olciilmesiyle tespit edilebilir. Bulamkhk, DNA
sentezi sirasinda ortaya ¢ikan ve c¢dziinmeyen
buyitk miktardaki pirofosfat’tan kaynaklanmaktadir
(Mori ve ark. 2004) . Pirofosfatlar, serbest kalsiyum
iyonlarini baglayan floresan bir metal indikatorii
olan kalseinin kullanimiyla LAMP reaksiyonu
esnasinda gercek zamanli olarak da tespit
edilebilmektedir (Tomita ve ark. 2008). SYBR
Green gibi DNA boyalarinin reaksiyona eklenmesi
yoluyla tespit edilebildigi rapor edilmistir (Soliman
ve El-Matbouli 2005).

Taginabilir mini cihazlarin tespit amaglt kullanimiyla
lgili  caligmalar yapilmis ve  elektrokimyasal
sensorlerin entegre edildigi bir LAMP cihazi mikro
akiskanlarda kullanilmis olup cihaz; elektrokimyasal
olarak DNA baglayict 6zellige sahip metilen
mavisinin baglayict 6zelligini kullanmaktadir (Hsieh
ve ark. 2012).

Clostridium botulinum tip A ve B tespitinde de duyarlt
bir hizli test olarak kullanimina dair arastirmalar
mevcuttur (Sakuma ve ark. 2009). Ozellikle et
orneklerinde  Clostridium  perfringens  tespitinde
(Kaneko ve ark. 2011), Salmonella serotiplerinin
tespitinde (Zhang ve ark. 2011, Bulut ve ark. 20106),
Enterohemorajik E. w/i (EHEC) enfeksiyonlarinin
sebebi olan O157, O26 ve O111 serotiplerinin

(Hara-Kudo ve ark. 2008a, Hara-Kudo ve ark.
2008b), yine Shiga toksin ireten E. /i (STEC)
026, 045, 0103, O111, 0121 ve O145
serotiplerinin  (Wang ve ark. 2012), Melioidosis
etkeni olan Burkholderia pseudomallernin (Chantratita
ve ark. 2008), Brucella spp.’nin (Ohtsuki ve ark.
2008), Streptococeus pyogenesin (Alundis ve ark. 2017)
LAMP kullanilarak hizli ve etkin tespitine yonelik
arastirmalar bulunmaktadir.

Kanatlilarda Infeksiyéz Bursal Hastaltk Virusunun
(IBDV) (Chen ve ark. 2010, Tsai ve ark. 2012),
Marek hastaligi serotip 1’inin (Angamuthu ve ark.
2012), Infeksiyéz laryngotracheitis  virusunun
(ILTV) (Xie ve ark. 2010), Newcastle Hastaligi
virusunun (NDV) (Li ve ark. 2009), Mycoplasma
gynoviagnin - (Kursa  ve ark. 2015), Mycoplasma
gallisepticunrun  (Zhang ve ark. 2015), tavuklar
infekte eden Eimeria tirlerinin (Barkway ve ark.
2015) belirlenmesinde sahada givenilir bir metot
olarak kullanilabilecegi bildirilmistir.

Helikaz Bagimli Amplifikasyon (HDA)

DNA helikaz, DNA polimeraz ve birden ¢ok
ssDNA binding proteinin uyum i¢inde ¢aligmasini
gerektiren bir amplifikasyon tiradir.  Birinci
asamada helikaz enzimi sablonun Uzerine ytiklenir
ve hedef DNA boyunca ilerleyerek iki iplicigi
birbirine baglayan hidrojen baglarini ayirip tek
iplikcikli yapiyr ortaya cikartir (Sekil 3). Tek
iplikcikli DNA’ya baglanan (ssDNA  binding)
proteinler  hibridizasyonu  &nleyerek,  helikaz
tarafindan agiga ¢ikartian tek iplikcik yapilara
primerlerin  baglanmasina yardimct olur. Ikinci
asamada DNA polimeraz her primerin 3’ ucunu
serbest  deoksintkleotidleri  (ANTP)  kullanip
uzatarak iki DNA kopyast olusturur. Ugilincii
agamada kopyalanmis olan DNA’lar bir 6ncekinden
bagimsiz olarak bir sonraki HDA déngiisiine katilip
tstel amplifikasyona sebep olurlar (Cao ve ark.
2013).

Burun sivabt 6rneklerinde Staphyloccoccns aurensun
DNA gen dizisini yakalamak icin hibridize edilmis
problarla HDA teknigi kullanilarak tespitine iliskin
aragtirmalar mevcuttur (Frech ve ark. 2012).

Ayrica, Herpes simplex virus 1 ve 2’nin tespitinde
(Kim ve ark. 2011, Tong ve ark. 2012). Clostridinm
difficile  kaynakli ishallerin etiyolojik analizinde
(Chow ve ark. 2008), Metisilin Direncli
Staphylococcus  anreusan  (MRSA)  mec A ve nue
genlerinin tespitinde (Goldmeyer ve ark. 2007).
Chlamydia  trachomatis ve Neisseria gonorrhoeae gibi
cinsel yolla bulasan ¢ok Onemli iki hastalik
etkeninin miltipleks HDA yardimiryla
belirlenmesinde  kullanimina  yonelik calismalar
vardir (Doseeva ve ark. 2011).
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tekniktir. Bu filamentler homolog dizileri aramak

Rekombinaz Polimeraz Amplifikasyonu (RPA) tzere ¢ift iplikeikli DNA (dsDNA) hedeflerini

RPA teknigi, rekombinazlar, primer ve problarin

kullanilarak, nitkleoprotein filamentlerinin tarar. Homolog bulundugunda, filament tek
olusturuldugu ve bu filamentlerin aracilik ettigi bir iplikgikli DNA’yt  baglayan protein tarafindan
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stabilize edilmis c¢ift iplik¢iki DNA’da D sekilli
ilmek yapisini olusturur (Sekil 3). ATP hidrolizi ile
rekombinazin ntikleoprotein tilamentinden
ayrilmast ve boylece polimeraz enziminin primerle
baglanmasi ve uzamasi saglanir. Olugan dubleksler
RPA donglsinin bagka bir turu icin kullanilir.
Sonug olarak bu amplifikasyon metoduyla sinirsiz
olarak kendini devam ettirebilen RPA dongisi
gerceklestirilir (Piepenburg ve ark. 2000).

Klinik 6rneklerde Leptosirosis’in teshisine yonelik
hizli RPA testi lzerinde calismalar mevcuttur
(Ahmed ve ark. 2014). Yine sap hastali1 etkeni
olan Picornaviridae ailesinin Aphthovirus tirine ait
sap virlstinin (FMDYV) tespiti amach reverse
transkripsiyon RPA gelistirilmis olup tasinabilir bir
real time tarayictyla sadece 10 dakikada teshis
yapilabildigi rapor edilmistir (E1 Wahed ve ark.
2013). Yine Middle Eastern Respiratory Syndrome
(MERS) etkeni olan Coronavirus tespiti amaghh RPA
bazlt kitler hakkinda ¢alismalar mevcuttur (Sharma
ve ark. 2014).

Ustel Amplifikasyon Reaksiyonu (EXPAR)

Kisa oligoniikleotidlerin 55 °C’de amplifikasyonu
esasina dayanan EXPAR metodunda (Van Ness ve
ark. 2003) hedef genomik DNA’nin spesifik
bélgelerinden enzimatik olarak olusturulmus ve
tetikleyici X olarak adlandirilan oligoniikleotidler

reaksiyonu baglatir (Tan ve ark. 2007). Tetikleyici X
oligontikleotidinin amplifikasyonunu, reaksiyonda
olusan EXPAR amplifikasyon sablonu kolaylastirir.
Tetikleyici X oligoniikleotidi ~ amplifikasyon
sablonunun 3’ ucundaki tanima dizisine gegici
olarak baglanir ve sekans DNA polimeraz
tarafindan en ustteki iplikcikte 5-GAGTCNNNN-
3’ centik atan enzim tanima alant olusturularak
uzatilir (Sekil 1). En dstteki iplik¢ik centik atan
endoniikleaz ~ NtBstNBI  yardimiyla  ayrilir.
Reaksiyonun gerceklestigi 55 °C’de amplifikasyon
sablonundan yeni olusan tetikleyiciler salinir.
Tetikleyici  Ureten  sablon  yeniden lineer
amplifikasyon déngiisiine katilarak dubleks uzatma,
centik atma ve salinma agamalariyla yeni tetikleyici
oligontikleotidler olusturulut. Olusan bu
oligontikleotidler de ilave sablonlarin olusmasina
yardimet olarak tetikleyici X oligoniikleotidinde bir
cogalma meydana getirir (Tan ve ark. 2008).

Simdilik EXPAR metodunun en uygun kullanim
alant mikroRNA’larin  tespiti olarak goriilmekte
olup cesitli gelistirmeler yapilarak  biyolojik
orneklerdeki genomik DNA’nin tespiti yapilarak
mutasyonlar, genotiplendirme ve patolojen etken
belitleme gibi alanlarda daha yaygin olarak
kullanimimnin hedeflendigi bildirilmistir (Jia ve ark.
2010).

Tablo 1. Onemli {zotermal Amplifikasyon Yéntemleri (Zhao ve ark. 2015)
Table 1. Important Isothermal Amplification Methods (Zhao et al. 2015)

Metod  Gerekli enzimler Primer Is1 Reaksiyo Hedef Amplikon Verim
(OC) n zamani
NASBA Reverstranskriptaz ve 2 41 1.5-2 RNA RNA, 106109
RNA polmeraz (RNaz H) (ONA)  DNA
SDA DNA polimeraz, NEaz 2veyad 37 2 DNA dsDNA 107
RCA DNA polimeraz, NEaz 0 60 1-3 DNA DNA Genomik DNA’nin
(RNA) yakla§1k 60 kopyasl
LAMP DNA polimeraz 4 60-65 <1 DNA DNA 10°
HDA DNA polimeraz, helikaz 2 37-65  0.5-2 DNA DNA 107
RPA DNA polimeraz, 2 37-42  0.5-1,5 DNA DNA Genomik DNA’nin
Rekombinaz yaklasik 10 kopyast
EXPAR DNA polimeraz, NEaz 0 ~60 <0.5 DNA/ DNA 106-108
RNA

SONUGC

Son yirmi yilda; nikleik asitlerin basit ve hizli bir
sekilde ve oldukca yiiksek bir hassasiyetle tespit
edilmesi amactyla cesitli izotermal niikleik asit
amplifikasyon teknikleri ardi ardina gelistirilmistir.
Biyoteknoloji, kimya ve nanoteknolojideki hizh
gelismelerden yararlanan bu izotermal yontemler
hedefleri genisletilerek DNA ve RNA kadar

hiicreler, proteinler, kiiciitk molekiller ve hatta
iyonlart tespit etmek icin de kullanilabilir olmustur.
Bu uygulamalarin sekanslama, in situ ya da hiicre i¢i
biyogbruntilemede kullanilabilirligi de fazlasiyla
gOsterilmistir. Ayrica, izotermal amplifikasyonun
mikro  sistemlere tasinabilir  cihazlara
entegrasyonu nukleik asit bazli saha teshislerinin
yuksek hassasiyetle yapilmasini kolaylagtirmistir.

ve
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Son yillarda izotermal amplifikasyon yontemlerinde
o6nemli gelisme ve iyilesmeler saglanmasina ragmen,
hala bu teknolojilerin  gelistirilebilecegi alanlar
mevcuttur. Izotermal  reaksiyonlarin  baslangic
noktasint  ayarlamak icin kontrol islemlerinin
yapilmasi (Ornegin, bir 1st aktivasyonu agamast) test
performanst ve kantitatif potansiyelini artirmak icin
o6nemli bir etkiye sahiptir. Sonug olarak, izotermal
amplifikasyon teknolojilerinin  molekiiler taninin
geleceginde 6nemli ve buylyen bir role sahip
oldugu aciktir.
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(074

Granzimler (grantl enzimler), degisime ugramis hicreler ve viriis enfeksiyonlarindan memelileri korumak icin
hedef hiicreler igerisine sitotoksik lenfositlerin grantllerinden salinan proteazlardir. Hedef hiicre
sitoplazmalarinin igerisine salinan granzimler bu hiicrelerin Slimind gergeklestirmek amactyla bazi spesifik
yollart harekete gecirirler. Hedef hiicrenin 6limiiniin gerceklestirilmesi bu proteazlarin esas fonksiyonlart olarak
degerlendirilse de elde edilen bulgular hiicre Slumii disinda bagka fonksiyonlara da sahip olduklarin
gostermektedir. Granzimler, viruslarin konake¢ida hayat sikluslarini devam  ettirebilmeleri igin kodladiklari
proteinleri parcalamak suretiyle dogrudan antiviral aktivite de gosterebilmektedirler. Cesitli yangisal streclerde
dolagimdaki granzimlerin seviyelerinin artmasi ve ckstraseliller substratlarin granzimlerce pargalanmasi bu
proteazlarin  kronik inflamatuar hastaliklarin  patogenezisi, timor hucrelerinin - rejeksiyonu  ve  viral
enfeksiyonlarla ilgili ekstraseliiler etkilere sahip olabilecegini de géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Granzim, Granzim A, Granzim B, Perforin, Apoptozis

Apoptotic and Non-Apoptotic Effects of Granzyme

ABSTRACT

Granzymes (granule enzymes) are proteases that are released from the granules of cytotoxic lymphocytes into
target cells to protect mammals from altered cells and virus infections. Granzymes released into the target cell
cytoplasm activate some specific pathways to effect the death of these cells. Although the realization of death
of the target cell is regarded as the main function of these proteases, the findings show that they have other
functions besides cell death. Granzymes can display antiviral activity directly by breaking down the proteins
they encode so that the virus can survive life cycles in the host. The increased levels of circulating granzymes
and disintegration of extracellular substrates into granules in various inflammatory processes indicate that these
proteases may have extracellular effects on pathogenesis of chronic inflammatory diseases, rejection of tumor
cells and viral infections.

Key Words: Grazyme, Grazyme A, Grazyme B, Perforin, Apoptozis
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GIRIS

Granzimler (granil enzimler), degisime ugramis
hiicreler ve virlis enfeksiyonlarindan memelileri
korumak icin hedef hiicreler icerisine sitotoksik
lenfositlerin grantillerinden salinan proteazlardir.
Hedef hicre sitoplazmalarinin igerisine salinan
granzimler bu hicrelerin Slimini gerceklestirmek
amaciyla bazt 6zel yollart harekete gecirirler. Hedef
hiicrenin ~ Oliminiin ~ gerceklestirilmesi  bu
proteazlarin esas fonksiyonlari olarak
degerlendirilse de elde edilen bulgular hiicre Slimi
disinda baska fonksiyonlara da sahip olduklariu
gostermektedir. Granzimler, viruslarin konake¢ida
hayat sikluslarint  devam  ettirebilmeleri  icin
kodladiklart  proteinleri  parcalamak  suretiyle
dogrudan antiviral etkinlik gosterebilmektedirler.
Cesitli yangisal siireclerde dolasimdaki granzimlerin
seviyelerinin artmast ve eckstraselller substratlarin
granzimlerce parcalanmast bu proteazlarin kronik
inflamatuar  hastaliklarin ~ patojenezisi,  timor
hicrelerinin  rejeksiyonu ve viral enfeksiyonlarla
ilgili  ekstraseliller etkilere sahip olabilecegini
gostermektedir (Romero ve Andrade 2008).

Granzimler biyiik cogunlukla sitotoksik lenfositler
tarafindan  ckspre  edilen  serin  proteaz
subfamilyasina ait enzimlerdir. Granzim (Gzm) A
ve B tanimlanan ve klonlanan ilk enzimlerdir.
Granzimlerin ilk olarak hiicresel sitotoksisite ile
ilgili rolleri bilinmesine ragmen, hedef hicre
olimiine dair fonksiyonlarinin tanimlanmast daha
sonralart olmustur (Romero ve Andrade 2008).
Granzimler icin ilk  molekiiler  hedeflerin
ekstraseliler matriks proteinleri oldugu bulunmakla
birlikte, granzimlerin T lenfositlerin
ckstravazasyonu ve migrasyonu gibi lenfosit
fonksiyonlarina katildigini  g6stermektedir (Simon
ve ark.,, 1988). Ilave olarak, GzmB’nin timér
hicrelerinin ~ gelisimini  azalttg ve  onlarin
ekstraseliiler matriks proteinlerine  yapigmasint
Onledigi bildirilmektedir (Sayers ve ark., 1992).
Bununla birlikte, gzmB’nin effektér kaspazlarin
aktivasyonu ve direk parcalanmasi yoluyla hedef
hiicre apoptozunu indiikleyebilecegi bildirimler
arasindadir (Darmon ve ark., 1996). Bu nedenle son
yillardaki ¢alismalar granzimlerin hedef hiicre
Sliminit nasil indikledikleri ve bu enzimlerin
antithmor ve antipatojen etkilerinin altinda yatan
mekanizmalar tizerinde yogunlagsmustir (Andrade ve
ark., 2004, Kelly ve ark., 2004,).

Granzimler  sitotoksik  hiicrelerden  bir  kez
salindiginda ekstraseliiler ve hedef hiicre igerisinde
olmak tzere konak¢inin farkli iki kompartmaninda
bulunabilmektedirler (Romero ve Andrade 2008).
Iki senaryoda da GzmB diger enzimler gibi
kaspazlar, BH3-interacting domain death agonist
(Bid) ve Inhibitor of Caspase Activated DNAse
(ICAD) ile timér yasamuyla ilgili yiizey reseptdrleri

(Loeb ve atk., 2006) ve ckstraseliler matriks
proteinlerinin  parcalanmasi  dahil farkli Slim
effektor yollarint kullanarak hedef hiicre Slimini
indtkleyebilmektedir (Andrade ve ark., 2004).
Granzimlerin hedef hticre Slimiintin
indliksiyonuna dair rollerine ilave olarak diger
onemli fonksiyonlara da sahip olduguna dair
bulgular s6z konusudur (Buzza ve Bird 20006). Son
yillardaki calismalar insan, fare ve rat GzmB’lerinin
fonksiyonel ve vyapisal olarak farkli oldugunu
gOstermistir (Andrade ve ark., 2003, Kaiserman ve
ark., 2006, Casciola-Rosen ve ark., 2007).

Granzimler

Granzimler katalitik alanda korunan gl ana yapiya
(His57, Asp102 ve Ser195) sahip kemotripsin ile
yakindan iliskili bir serin proteaz subfamilyasidir.
Insan sitotoksik lenfositleri substrat spesifikligi
actsindan farkli bes granzim igerir. Her ne kadar ilk
tanimlanan GzmA olmasmna ragmen GzmB'den
daha az bilgi mevcuttur. GzmA, apoptozdan
morfolojik  olarak farklt olmayan kaspazdan
bagimsiz hticre 6limiint indiikleyen bir triptazdir
(Beresford ve ark., 1999, Shresta ve ark., 1999).
GzmA, ECM proteinlerinden kollajen, fibronektin
ve bazal membran proteoglikanlart da dahil bir¢ok
substrati pargalama 6zelligine sahiptir. Hedef hiicre
Olimiine ilaveten GzmA  dokular arasinda
sitotoksik lenfositlerin migrasyonu veya damar
disina ¢itkmalarinda rol oynamaktadir (Buzza ve
Bird 2000). GzmA'nin fibrin pihtilar1  yoluyla
sitotoksik lenfositlerin migrasyonunu kolaylastirdig:
ve pro-iirokinazi aktive etme Ozelligine sahip
oldugu bildirilmektedir (Brunner ve ark., 1990).
Bununla ilgili olarak GzmA'min sinir hicreleri
tzerinde bulunan trombin reseptdriini parcalayarak
akson ve astrositlerde morfolojik degisikliklere yol
act1f1 gbzlemlenmistir (Suidan ve ark., 1996). Ayrica
GzmA ekstraseliler olarak monosit, fibroblast ve
epitel hiicreleri tarafindan sitokin Uretiminin
indiksiyonu  gibi  diger  biyolojik  tepkileri
dizenleyebilmektedir. GzmB, serin proteazlar
arasinda 6zglin bir yaptya sahip olup, kaspazlar gibi
aspartik asit uzantilarini pargalamaktadir (Lord ve
ark., 2003, Trapani ve Sutton 2003). Kaspazlar,
Ozellikle hiicre 6limiinde kilit rol oynayan kaspaz-
3 aktive ederek hedef hicre apoptozunu
indikleyen bir proteazdir (Darmon ve ark., 1995,
Adrain ve ark.,, 2005). Insan GzmB’si kaspaz
substratlarini, Bid’i ve ICAD'"t par¢alamak suretiyle
kaspazlar ile ayni mitokondriyal ve DNA yikim
yollarint aktive ederek hiicre Slimint indikler
(Casciola-Rosen ve ark., 2007). Birbiri ile yakindan
iliskili olan GzmB ve H’yi kodlayan genler insan
kromozom 14q11.2 bélgesinde toplanmistir. GzmB
aspartik asitten sonraki spesifik zinciri parcalarken,
GzmH hidrofobik, aromatik aminoasit
kalintilarindan  sonra  parcalanmadan  sorumlu
kemotripsin benzeri tiyoester aktivitesine sahiptir.
GzmB’nin hiicre dist substratlart parcalamasi ile
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ilgili yapidan c¢alismalarda GzmA gibi ECM
proteoglikanlarini  parcalayabildigi ~ gOsterilmistir
(Sayers ve ark.,, 1992). GzmB kondrositler
tarafindan sentezlenen proteoglikanlar ile 6zellikle
kikirdakta bol olarak bulunan ve bir proteoglikan
olan aggrekani da parcalamaktadir (Froelich ve ark.,
1993, Ronday ve ark., 2001). GzmB’nin aggrekan,
fibronektin ve laminin’deki bélinme bélgeleri
hentz tanimlanmamakla bitlikte, vitronektin icin
primer bélinme boélgesinin Arg-Gly-Aspx (RGD)
integrin baglama bolgesi oldugu tespit edilmistir
(Buzza ve ark., 2005). Bu da GzmB'nin aspartaz
aktivitesi ile tutathidir (Buzza ve Bird 2006). Fare
GzmC’sinin  ve insan GzmH'sinin  homolog
granzimler oldugu, kimotriptik aktiviteye sahip
oldugu ve aromatik artiklardan sonra substratlat
parcaladigi belirtilmektedir. Bu granzimlerin her
ikisi de programlanmis hiicre Slimi-reaktif oksijen
tirleri Gretimi, mitokondriyal membran potansiyeli
dagilimi, kromatin yogunlasmast ve niikleer
parcalanma Ozellikleriyle kaspazdan bagimsiz hiicre
olimine neden olabildikleri 6ne siriilmektedir.
GzmC ve GzmH’nin farkli mitokondrial yollar
kullanabilecegi ifade edilmektedir; GzmC'nin
sitokrom ¢ salmumint  tetikledigi, GzmH'nin ise
sitokrom c salinmasina neden olmadig: bildirilmigtir
(Johnson ve ark., 2003, Fellows ve ark., 2007).
Insan kromozomu 5q11-12 bolgesinde lokalize
olmus bir gen tarafindan kodlanan GzmA ve K
tripsin  benzeri etkinlige sahiptir. Fare, sican ve
insanlarda bulunan ve Gzm3 olarak da bilinen
GzmK, GzmA'nin kodlandigt yerlere yakin
genlerde kodlanan bir triptazdir (Chowdhury ve
Lieberman 2008). GzmK, GzmA’ya benzer olarak
mitokondriyal disfonksiyon ile karakterize ve
kaspazdan bagimsiz hiicre Olimiini etkin bir
sekilde indikleyebilmektedir. Bununla birlikte,
GzmA'dan farkll olarak Onceden asir1 B-cell
lymphoma-2 (Bcl-2) ekspresyonuna maruz kalan
hicrelerde sican GzmK'st tarafindan indiklenen
hiicre Slimuntin  inhibe edildigi  bildirilmistir
(MacDonald ve ark., 1999). GzmM’nin O6ncelikle
dogustan gelen bagsiklikta islev gbrdigi one
strtlmektedir (Sayers ve ark., 2001).

Farelerde 10 granzim, ratlarda 7 granzim
tanimlanmustir.  Fare granzim C-G’sinin  insan
granzimlerinden farkli oldugu bilinmektedir ve
GzmH insana spesifik olarak gbrulmektedir
(Fellows ve ark., 2007). Bes insan granziminin
parcalama Ozellikleri bu proteazlarin her biri icin
farklidir ve hiicre Olimiini gerceklestirmek igin
farklt effektér yollart kullanmalart muhtemeldir
(Andrade ve ark., 2004, Kelly ve ark., 2004,
Martinvalet ve ark., 2005, Lu ve ark., 2006, Fellows
ve ark., 2007, Zhao ve ark., 2007, Hou ve ark.,
2008). Bu granzimler farkli parcalama spesifitelerine
sahip olmakla birlikte ekspre edildikleri sitotoksik
hiicre popiilasyonlar1 da farkhdir. GzmH ve M,
yiksek oranda dogal katil hiicrelerinde (INK) ekspre

edilirken, GzmM istirahat halindeki ve aktive olmus
CD4 ve CDS8 hicrelerde ya distk seviyelerde
ekspre edilmekte ya da belirlenemeyecek diizeyde
bulunmaktadir (Sedelies ve ark., 2004). Bunun
aksine GzmB ve K, NK hiicrelerde ekspre
edilmezken, GzmB uyarlmis CD4 ve CDS§
hicrelerde ¢ok  dusik  seviyelerden  yiiksek
seviyelere kadar bulunmaktadir. GzmK ise CD3+,
CD8+ hicreler, NK T hicreler, T hicreler ve
CD56’nin kiciik bir alt grubu dahil T hicre
hattinin ~ lenfosit  subpopiilasyonunda  ekspre
edilmektedir. Sonucta, karistk bir dagilm gdsteren
GzmA ise istirahat halindeki NK hiicreler ile CD4
ve CDS8 fenotipleri olmak tzere uyarlmis T
hiicrelerinde de belitlenebilmektir (Bade ve ark.,
2005). Neden memeliler farkli sitotoksik hiicre
tiplerinde dagilmis bu kadar genis proteolitik
etkilere sahip granzim cesitlerine gereksinim
duymaktadirlar? Bunlarin hiicresel ekspresyonlarina
dayanarak GzmH ve M’nin muhtemelen immun
yanitin  baslangicinda  rol  oynayabilecekleri,
GzmB’nin ise adaptif immun sitotoksiste icin daha
spesifik oldugu soylenebilir. GzmA aksine hem
baslangic hem de adaptif immun yanit agisindan
genis etkinlige sahipken, GzmK diger enzimlerle
kombine olarak muhtemelen spesifik T lenfosit
subpopiilasyonlarinda 6nemli gérevlere sahiptir. Bu
baglamda bitin insan granzimleri hedef hiicre
olimini  indiikleyebilmelerine  ragmen, farkls
hiicrelerde ekspresyonlart bu granzimlerin ilave
spesifik aktivitelere sahip olabilecegini
gostermektedir (Andrade ve ark., 2004, Kelly ve
ark., 2004, Martinvalet ve ark., 2005,). Granzimlerin
bu etkileri dogrudan bu enzimleri kodlayan
hiicrelerin  spesifik fonksiyonlarina baghdir. Bu
nedenle granzimlerin hicrelere spesifik
fonksiyonlari biitlin granzimlerin tek bir effektor
hiicre tipi tarafindan ekspre edilmedigi ve farkls
olarak dizenlendikleri ile actklanabilir. Farklt hiicre
poptlasyonlart  tarafindan  farkli  parcalama
Ozellikleri ve 6zgunliigi ile birden fazla granzimin
mevcudiyeti timéral olusum ve viral enfeksiyonlara
karst savunmada konakctya sinerjik fonksiyon
yapma imkant saglar (Romero ve Andrade 2008).

Granzimlerin Apoptotik Fonksiyonlar:

Hedef hicrelerin  taninmasina  yonelik  olarak
sitotoksik effektor hiicreler, membran delici protein
olan perforin ve granzimleri iceren sitotoksik
granilleri salarlar. Perforin granzimlerin hedef
hiicreye kendilerinin ya da sinyallerinin girisine ve
granzimlerin Oldirticii  hamlelerini  yapmalarina
imkan saglar. Granzimlerce indiiklenen 6lim streci
substrat parcalanmasina dayali iki biiytik proteolitik
unsura sahiptir. Birincisi, esas olarak hedef
hiicrenin Slimi ile ilgili sinirh sayida intraseliiler
molekilin parcalanmasina  baghdir. Bu grup
molekiiller hedef hiicrenin apoptotik olarak
oldurtlmesinin farkli seviyelerini idare eden ve
GzmB tarafindan parcalanan kaspaz, Bid ve ICAD
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gibi molekiilleri icerir (Lu ve ark., 2006, Zhao ve
ark., 2007, Hou ve ark., 2008, Romero ve Andrade
2008). Bu baglamda granzimler (GzmM haric)
tarafindan kullanilan ilk adim mitokondriyal hasar
olarak goriilmektedir (Kelly ve ark., 2004). Bununla
birlikte, GzmB ve muhtemelen GzmK tarafindan
Bid’in parcalanmasi yaninda (Zhao ve ark., 2007,
Romero ve Andrade 2008) GzmA ve H aracili
Olim esnasinda mitokondriyal yikim icin sinyal
gecisini  saglayan  Olum  effektér  substratlart
tartismalt  olup  taumlanmayr  beklemektedir
(Fellows ve ark., 2007, Hou ve ark., 2008). Ikincisi
ise hiicre siklusu, hiicre tamiri ve protein sentezinde
esas olan genis bir intraseliler protein grubunun
direk parcalanmast ve inaktivasyonunu kapsar. Bu
substratlar arasinda GzmB ve A tarafindan
parcalananlar en iyi sekilde belirlenmislerdir
(Pasternack ve ark., 1991, Casciola-Rosen ve ark.,
1999, Martinvalet ve ark., 2005, Loeb ve ark., 2000,
Zhu ve ark., 2006, Hostetter ve ark., 2007). 1lging
olarak, granzimlerin Olim effektér molekillerini
pargalamalarina iliskin mantiklt olarak tanimlanmasi
vaninda, Olim  harici  effektér  substratlarin
parcalanmast ve taninmasinin hangi fonksiyona
yonelik olup olmadigi da tam olarak agiklanabilmis
degildir. Granzimler 6zgln ve farkli parcalama
spesifitelerine sahip olmasina ragmen, granzimlerin
bazi ortak 6zellik tastyan molekil gruplarina sahip
substratlart  tanimalart  ve  aynt  substratlart
parcalayabilmeleri de O6nemlidir (Romero ve
Andrade 2008).

Bu gerceklerle granzimler hiicre 6limi stirecinde
intraseliiler patojenlerin  yasamlar1 igin gerekli
esansiyel ~ proteinleri tanima ve parcalama
kabiliyetine sahiptirler. Ilging olarak, granzimler
intraseltiler patojenlerin ortadan kaldirilmasi icin
kritik proteazlar olarak degerlendirilmekle bitlikte
bu enzimlerin Oldirme aktivitelerinin patojenler
tarafindan dogal olarak enfekte olmayan hiicrelerde
de gorilmesi 6nemlidir. Ayrica, virlisler granzimler
tarafindan aktive edilen intraseliler 6lim yollarini
cesitli mekanizmalarla bloke edebildikleri icin (Boya
ve ark., 2004, Andrade ve ark., 2007, Romero ve
Andrade 2008), hedef hiicre 6limlerinin sadece
granzimler tarafindan kullanilan mekanizmalar ya
da intraseliiler patojenlerin ¢ogalmasinin sinirlayan
ilave non-apoptotik fonksiyonlarca gerceklestirilip
gerceklestirilmedigi  belli degildit  (Romero ve
Andrade 2008).

Granzimlerin Non-apoptotik Fonksiyonlar1

Insan adenoviriis tip 5 (Ad5) ve sitotoksik
lenfositlerle ilgili yapilan c¢alismalar virlsler ile
granzimler arasindaki siki iligkiler oldugunu ortaya
koymustur. Ad5 konak¢t immiin sistemi ve
inflamatuar cevaplari kontrol etmeye yonelik bir¢ok
farklt mekanizma gelistirebilen bir patojen olup,
genomunun yaklagik tgte birini bu amag igin
kullanabilmektedir (Romero ve Andrade 2008). Bu

viris, CD81 sitotoksik lenfositler tarafindan
enfekte olmus hiicrelerin taninmasini engelleyen
trtinlerin ~ yani  sira  interferonlar  tarafindan
indiklenen antiviral yolaklar1 bloke eden ve
mitokondriyal 6lim reseptorleri ve p53 de dahil
olmak tizere ¢oklu seviyelerde apoptozu indikleyen
bircok inhibitéri kodlarken (Andrade ve ark,
2007),  belitli bir GzmB inhibitérinia  de
kodlayabilmektedir (Andrade ve ark., 2001).
Adenoviriisin  (ve diger bircok viriisiin) enfekte
olmus hiicredeki apoptotik yolaklari kontrol ettigi
gbz Ontine alindiginda, muhtemelen sitotoksik
hiicreler tarafindan indiklenen diger antiviral
mekanizmalarin  sinirlandirdmasinda  da  6nemli
roller oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Ornek
olarak Ad5 ile enfekte olmus hedef hicrelerin
sitotoksik hiicreler tarafindan oldurtlmesi sirasinda,
gzmH’nin  adenoviris DBP’yi (viral DNA
replikasyonu icin mutlaka gerekli olan viral bir
bilesen) dogrudan pargalayarak enfekte hedef
hiicredeki virtislarin bozulmasina neden oldugu ileri
strilmustiir (Romero ve Andrade 2008).

Ekstraseliiller Non-apoptotik Granzim
Substratlar:

GzmA, B ve K normal saglkh bireylerin
plazmalarinda diisiik diizeylerde tespit edilmistir.
Sitotoksik hticre aracili immun yaniti agiga ¢ikaran
cesitli stireclerde miktatlart artmaktadir (Buzza ve
Bird 2006). Bu bulgular hedef hiicrenin taninmasina
kadar sitotoksik hticrelerden hem intraseliiler hem
de ckstraseliiler olarak salindiklarini géstermektedir
(Romero ve Andrade 2008). Bu bulgular
ckstraseliler alanlarda granzimlerin rol oynadig:
patolojik ve fizyolojik zinciri belirlemeye yonelik
calismalar1 hizlandirmustir. Bu  fizyolojik  zincir;
lenfosit migrasyonunun arttirilmasi, timor hicre
migrasyonunun, hiicre aktivasyonu ile sitokin
Uretiminin inhibisyonu, timoériin yagamast ve
muhtemel antiviral aktivitelerle ilgili  ylizey
reseptOtlerinin  parcalanmast ya da hiicrelerden
ayrilmasi vasitastyla hticre Slimuntn
indiksiyonunu  kapsamaktadir (Buzza ve Bird
2006). Viruslarin hiicreyi enfekte edebilmeleriyle
ilgili viral ya da konake¢i ylzey proteinlerini
parcalaylp parcalamadiklart ya da inaktive edip
edemedikleri konusu hala agiklanmast gereken
noktalardan birisidir. Ekstraseltler —granzimler,
¢Olyak hastaligi, hipersensitiv pnémonitis, kronik
alerjik astim ve artrit gibi otoimmun hastaliklar ya
da kronik alerjik hastaliklarda oldugu gibi vaskiiler
hastaliklarda da yangisal doku hasart ile ilgili
olabilitler (Buzza ve Bird 2006, Mulligan-Kehoe ve
ark., 2007). (Tablo 1)

Non-sitotoksik hiicreler tarafindan granzim
ekspresyonu

Granzimlerin ekspresyonu genellikle  sitotoksik
lenfositlerle siurlt  olmasina ragmen, yapilan
calismalar ~ GzmB’nin  non-sitolittk  hucreler
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tarafindan daha yogun olarak ekspre edildigini
gosterdi (Romero ve Andrade 2008). Ayrica
perforin yoklugunda plazmasitoid dentritik hiicreler
tarafindan da GzmB ekspre edilmektedir (Buzza ve
Bird 2006). 1lging olarak, dogal katil hiicre
Ozelliklerine sahip olabilmeleri icin gerekli olan
interferon-a ile monositlerden tiireyen dentritik
hticreler ayni zamanda GzmB ekspre edetler
(Korthals ve atrk., 2007). Bununla birlikte plasental
trofoblastlarda ve gelismekte olan spermatosit
benzeri reprodiiktif sistem htcrelerinde GzmB
ekspresyonu tanimlanmistir (Buzza ve Bird 2000).
Tlave olarak, primer insan meme kanseri, normal
artikiiler  kondrositler ~ve  romatoid — artritli
hastalardaki kondrositlerde artan

konsantrasyonlarda ~ GzmB  tespit  edilmistir
(Horiuchi ve ark., 2003, Buzza ve Bird 20006). Son
zamanlardaki calismalarda ultraviole B ve ultraviole
A sinlarindan  sonra  keratinositlerde, mast
hiicrelerinde ve bazofillerde GzmB’nin varligs
belirlenmistir (T'schopp ve ark., 2006, Hernandez-
Pigeon ve ark.,, 2007, Strik ve ark, 2007).
Ultraviyole B 1sinlarina maruz kalan keratinositler
ve artikiler kondrositler haric nonsitotoksik
hiicreler tarafindan GzmB ile birlikte perforinin
ekspre edilmemesi bu hiicrelerden  salinan
GzmB’nin daha ¢ok ekstraseliiler aktivitelere sahip
oldugunu akla getirmektedir (Romero ve Andrade

2008). (Tablo 2)

Tablo 1: Granzim A ve B’nin ekstraseltler substratlart ve fonksiyonlatt (Buzza ve Bird 2006, Loeb ve ark.,

20006, Mulligan-Kehoe ve ark., 2007)

Table 1: Extracellular substrates of human gzmA and gzmB (Buzza ve Bird 2006, Loeb ve ark., 20006,

Mulligan-Kehoe ve ark., 2007)

Granzim Fonksiyon
1.Gzm B
e Agrekan Romatoid artritte eklem yikimina katkida

bulunabilir

¢ Vibronektin,Fibronektin,Laminin

Hiicre dis1 matris remodeling aktivitesi.
Endotel hiicrelerinin anoiks indiiksiyonu.
Tiimor hiicresi yayilimi, migrasyon ve istilanin
onlenmesi. Muhtemelen lenfosit gocii.

Viriis bulasiciliginin sinirlandirilmasi.

e NOTCH1/FGFR1

Tiimor sagkalimu ile ilgili ylizey reseptorlerinin
boliinmesiyle hiicre 6liimii

e Plazminojen

Sklerodermada gbzlenen bazi vaskiiler
defektlerden sorumlu tutulabilir.

2. Gzm A

e Pro-iirokinaz plazminojen aktivatorii

Fibrin pihtilan araciligiyla lenfosit gogii.

e Hiicre yiizey respetorii

Fibroblast ve epitel hiicreleri tarafindan monosit
aktivasyonu ve sitokin {iretimi

(FGFR1, Fibroblast biiytime faktorii reseptorii 1; Gzm, granzim)

Tablo 2: Non-sitotoksik hiicreler tarafinadan GrzB’nin ekspresyonu. (Horiuchi ve ark., 2003, Buzza ve Bird

2000, Tschopp ve ark., 2000,).

Table 2: Expression of gzmB by non-cytotoxic cells (Horiuchi ve ark., 2003, Buzza ve Bird 20006, Tschopp ve

ark., 2006,).
Granzim Fonksiyon
e Bazofil Alerjik yangi mediatorii

e Mast hiicreleri

Hiicre 6liimii, vaskiiler gegirgenligin artmasi
Lokosit ekstravazasyonu

e Keratinositler

Sitotoksisite ve hiicre ayrilmasimin indiiksiyonu

e Plasental trafoblastlar

Gelismekte olan germ hiicrelerinin migrasyonunu
kolaylastirmak i¢in hiicre dig1 matris bilesenlerin
hidroliz edilmesi ve dogum sirasinda plasentada
hiicre dig1 matriksin yeniden modellenmesi

e Eklem kikirdaginin kondrositleri

Ekstraseliiler matriksin yeniden modellenmesi

e Monosit tiirevi dentrik hiicreler

Sitotoksisite
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SONUC

Transforme ve enfekte hiicrelerin etkin bir sekilde
sitotoksik  lenfositler tarafindan  temizlenmesi,
konakeinin antipatojen ve antitimor aktivitelerini
bloke edebilen timdr inhibitérleri ve patojenleri
bypass edebilme kabiliyetine baghidir. Patojenler ve
timotler cesitli inhibitér mekanizmalarla apoptozisi
bloke edebildikleri icin, sitotoksik hiicrelerin viriis
ve timor vyayimasini sinirlandirmaya  yonelik
apoptozisden bagimsiz olarak kullandiklari yollarin
varligt katil hiicrelerin antipatojenik ve antitiméral
fonksiyonlarini destekleyici olarak gorilebilir.
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