Kafkas Univ Vet Fak Derg
13 (1): 75-85, 2007

Kronik Aflatoksikozis Olusturulan Bildircinlarda (Coturnix coturnix
Jjaponica) L-Karnitinin, Biyokimyasal, Hematolojik ve Patolojik
Parametreler Uzerine Etkilerinin Arastiriimasi

Mehmet CITIL* Mahmut KARAPEHLIVAN* Mehmet TUZCU**  Abdullah DOGAN****
Erdogan UZLU* Emine ATAKISI* Ayse KANICI™* Metehan UZUN"™***

*  Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, ig Hastaliklar1 Anabilim Dali, Kars -TURKIYE

*  Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dal1, Kars -TURKIYE

** Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Adana - TURKIYE

=+ Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali, Kars -TURKIYE
=k Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali, Kars -TURKIYE

Yayin Kodu: 2007/11-A

Ozet

Bu calisma, bildircin yemlerine aflatoksin (AF) (60 pg/kg yem) ilavesiyle deneysel olarak olusturulan kronik
aflatoksikoziste, icme suyuna 200 mg/l dozda L-karnitin verilmesinin etkilerinin arastirilmasi amaciyla yapildi.
Arastirmada 8 haftalik yasta 80 adet bildircin kullanildi. Hayvanlar doért esit gruba (n=20) ayrildi. Grup IT'teki
hayvanlara 200 mg/l icme suyu dozunda L-karnitin (Carbitol, DIF-istanbul), grup III'teki hayvanlara 60 pg/kg yem
dozunda AF yeme katilarak ve grup IV’teki hayvanlara 60 pg/kg yem dozunda AF ile 200 mg/l i¢me suyu dozunda L-
karnitin oral olarak 60 giin boyunca verildi.

Yemlere diisiik diizeyde AF (60 pg/kg yem) ilavesinin toplam bilirubin diizeyleri (p<0.001) ile AST enzim
aktivitelerinde 6nemli (p<0.001) bir artisa neden oldugu; glikoz (p<0.05), toplam kolesterol (p<0.05), VLDL (p<0.001),
trigliserit (p<0.001), albiimin (p<0.001) ve kalsiyum (p<0.001) degerlerinde ise kontrol grubuna kiyasla 6nemli diistigler
oldugu belirlendi. Yeme katilan AF’nin (60 ppb) koagulasyon zamaninda anlamli derecede uzamalar (p<0.001) ile PCV
(p<0.01) ve RBC (p<0.001) degerlerinde ise anlaml diisiislere neden oldugu tespit edildi.

AF+L-karnitin (grup IV) verilen grupta yalnizca AF (grup III) verilen gruba gore istatistik olarak AST enzim
aktiviteleri (p<0.001) ve toplam bilirubin diizeylerinde (p<0.001) 6nemli distisler ile glikoz (p<0.05), albiimin
(p<0.001), hematokrit degerleri (p<0.01) ve eritrosit sayisinda (p<0.001) 6nemli artiglar belirlenirken, pihtilagma
zamaninda ise 6nemli bir kisalma (p<0.001) tespit edildi. Caligmada L-karnitin ilavesinin, glikoz, toplam bilirubin,
albimin diizeyleri, eritrosit sayis1 ve koagulasyon zamani tizerinde AF'nin olumsuz etkilerini kismen 6nledigi, AST
enzim aktivitesi ve hematokrit deger iizerinde ise bu koruyucu etkinin tam olarak ortaya ¢iktig1 gézlendi.

Sonug olarak, yemlere diisiik diizeyde AF (60 ppb) ilavesinin hayvanlarda biyokimyasal ve hematolojik degerler
tizerine 6nemli etkilere sahip oldugu, 60 ppb diizeyinde AF ile 200 mg/l icme suyu dozunda L-karnitinin birlikte
verilmesinin AF’'nin biyokimyasal ve hematolojik toksik etkilerini kismen engelleyerek AF nedeniyle olusan
degisiklikleri olumlu y6nde etkiledigi ortaya konuldu. Buradan hareketle, kanatl: yemlerindeki AF konta-
minasyonunda i¢me suyuna L-karnitin ilavesinin énemli bir koruyucu role sahip olabilecegi kanisina varildi.
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Effect of L-Carnitine Supplementation on Biochemical, Haematological and
Pathological Parameters of Quails (Coturnix coturnig japonica) during Chronic
Aflatoricosis

Summary

The aim of this study was to evaluate the protective efficacy of L-carnitine administration in the prevention of
toxic effects of experimental chronic aflatoxicosis. A total of 80 and eight weeks old Japanese quail (Coturnix coturnix
japonica) were used in this experiment. They were divided into one control and three treatment group each
containing 20 quails Ogroup II L-carnitine 200 mg/l via drinking water, group III aflatoxin (AF) 60 pg/kg feed, group
IV AF (60 pg/kg feed) plus L-carnitine (200 mg/l via drinking water)l. The experimental period lasted 60 days.
Control group was fed with unsupplemented basal diet and water.

The low dose of AF (60 pg/kg feed) significantly increased the level of total bilirubin (p<0.001) and AST enzyme
activity (p<0.001); and significantly decreased the levels of glucose (p<0.05), total cholesterol (p<0.05), VLDL
(p<0.001), triglyceride (p<0.001), albumin (p<0.001) and calcium (p<0.001). The low dose of AF (60 pg/kg feed)
significantly decreased the count of PCV (p<0.01) and RBC (p<0.001) and significantly prolonged the coagulation time
(p<0.001) when compared with control group.

AST enzyme activity and bilirubin concentrations statistically decreased in AF+L-carnitine (group IV) when
compared to AF (group III) (p<0.001) while glucose (p<0.05), albumin (p<0.001) haemotocrit (p<0.01) and RBC
(p<0.001) increased and coagulation time shortened (p<0.001). L-carnitine supplementation was shown to partially
protect on glucose, albumin, bilirubin concentrations, RBC and coagulation time and to fully protect haemotocrit
level and AST enzyme activity against adverse effect of AF.

It is concluded that the supplementation of the low dose AF (60 pg/kg feed) had significantly alterations and
toxic effects on pathological, biochemical and haematological parameters and L-carnitine administration (200 mg/1 via
drinking water) had partial protective effect against the toxic effects of AF on pathological, biochemical and
haematological parameters of quails (Coturnix coturnix japonica) during experimental chronic aflatoxicosis.

Keywords: Aflatoxin, L-carnitine, Biochemistry, Haematology, Pathology, Quail



GIRIS

Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus tara-
findan Uretilen aflatoksinler (AF), yem maddelerinin
dogal kontaminasyonuna neden olarak kanath sekt6-
rinde 6nemli ekonomik kayiplara yol acarlar *. Ka-
natlilarin kontamine yemleri tiketmesi ile yaygin ola-
rak ortaya cikan aflatoksikozis, durgunluk, anoreksi,
gelisme geriligi *°, anemi 7%, hemoraji **° yemden ya-
rarlanma, canli agirlik kazanimi ve yumurta veriminde
dusts ¥ hepatotoksikozis ¥ ve immun sistemin
baskilanmasi ¥* sonucu kanatlilarda ylksek mortalite
orani ¥ jle seyreder.

Kanathlarda, aflatoksikozisin klinik tanisinda biyo-
kimyasal ve hematolojik parametre degisikliklerinin
belirlenmesi olduk¢a énemlidir ve bu konuda bir ¢ok
¢alisma mevcuttur *#2° Bu c¢alismalarda aflatoksi-
kozisin serum toplam protein, albiimin, kolesterol,
trigliserit ve glikoz ****, fosfor ve kalsiyum % diizeyle-
rinde disusler ile AST ve ALT gibi karaciger enzim
aktivitelerinde artislara *# neden oldugu rapor edil-

mistir.

Kiguk molekil agirlikta ve suda kolayca eriyebilen
bir amin olan L-karnitin, canli organizmalar igin hayati
oneme sahip dogal bir maddedir *. L-karnitin lizin ve
metionin gibi amino asitlerden endojen olarak iskelet
kasi, kalp, karaciger, bobrek ve beyinde sentezlenir.
Mitokondrilerde 3-oksidasyon yolu ile uzun zincirli yag
asitlerinden enerji tGretiminde énemli bir rol oynar.
Fazla miktarlarda asetil-CoA Uretilmesi hiicreler igin
toksik etkili olabilir >**. L-karnitinin fazla miktarda tre-
tilen serbest veya bagh asetil gruplarinin detoksifiye
edilmesinde 6nemli rol oynadigi ve boylece hiicre
membranlarinin korunmasini sagladigi bildirilmistir 2.

Toksik etkenlere karsi L-karnitinin doku ve hiicre-
lerde koruyucu etkileri Gzerine yapilan bir¢ok ¢alisma-
da, L-karnitin ve derivelerinin peroksidasyon olayla-
rinda serbest radikallerin olusumunu engelleyerek
hiicreleri peroksidatif stresten koruduklari bildiril-
mistir 2. Atroshi ve ark.2 AFB1 toksinleri ile
yaptiklari bir ¢alismada antioksidan olarak L-karnitin
ile birlikte koenzim Q10 kullanilmasinin serbest
radikallere karsi hiicrelerde belirgin bir koruyucu etki
sagladigini ortaya koymuslardir. Sachan ve Yatim *
ratlarda 6 hafta streyle diyete L-karnitin ilave edilme-
sinin, AFB1 toksinlerinin karaciger hiicre DNA ve
RNA’larina baglanmalarini belirgin bir sekilde azalt-
tigini rapor etmislerdir. Yine benzer bir ¢alismada
Yatim ve Sachan # L-karnitinin, AFB1’in plazma pro-
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teinleri tarafindan tutulmasini arttirarak AFB1’in he-
patosit DNA’larina baglanma oranini azalttigl ve ser-
best AFB1’in karaciger hiicreleri tarafindan metaboli-
ze edilmesini sagladigini bildirmislerdir.

Yemlerden AF’nin uzaklastirilmasi veya toksik
etkilerinin azaltilmasi amaciyla farkl dogal ve sentetik
adsorban maddeler ile bircok ¢alisma yapilmistir ##24
213 Bu ¢alismada ise, kronik aflatoksikosiz olusturulan
bildircinlarda karnitinin hiicre koruyucu ozelligi goz
onune alinarak, AF’in karaciger, biyokimyasal ve he-
matolojik toksik etkilerinin hangi 6lcllerde 6nlenebi-
leceginin ortaya konulmasi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT
Hayvanlar ve Beslenme

Bu calismada 8 haftalik 80 adet bildircin kullanildi.
Hayvanlar kontrol (Grup 1), L-karnitin verilen (Grup Il),
sadece AF verilen (Grup lll) ve AF+L-karnitin verilen
(Grup 1V) olmak lzere 4 esit gruba (n=20) ayrildi.
Grup II'teki hayvanlara 200 mg/l dozunda L-karnitin
(Carbitol, DiF-istanbul) icme suyuna ve grup lll’teki

Tablo 1. Rasyon igerigi ve kompozisyonu (%).
Table 1. The composition and integrants of ration (%).

R Ba;!anglg Bﬁy.li]me
periyodu periyodu
Misir 58.20 49.90
Soya kispesi 32.10 25.00
Balik unu 7.50 4.00
Arpa - 18.70
Kireg tasi 1.10 1.20
Dikalsiyum 0.50 0.60
Fosfat 0.25 0.25
Tuz 0.35 0.35
Vitamin mineral premiksi*
Kimyasal analiz
Kuru madde 92.40 91.45
......... Kuru Madde % ........
ME** kcal/kg 2895 2850
Ham protein 24.12 20.16
Eter ekstrakti 4.14 3.79
Kaba lif 4.27 4.58
Kal 6.02 5.11

* 1 kg yem igin saglanan ilave igerik: Vitamin A, 21 000 IU;
Vitamin D3, 4 200 IU; Vitamin E, 52.5 mg; Vitamin K3, 4.38 mg;
Vitamin B1, 5.25 mg; Vitamin B2, 12.25 mg; Vitamin B6, 7 mg;
Vitamin B12, 0.03 mg; Folik asit, 1.75 mg; D-Biotin, 0.08 mg;
Vitamin C, 87.5 mg; Niasin, 70 mg; Cal-D-Pantothenat, 14 mg;
Kolin chloride 218.75 mg, Fe, 140 mg; Zn, 105 mg; Cu, 14 mg;
Co, 0.35mg; I, 1.75 mg; Se, 0.26 mg; Mn, 140 mg.

** Yemden hesapla ile elde edilen metabolik enerji (NRC, 1984).
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hayvanlara 60 pg/kg yem dozunda AF yeme katilarak
verildi. Grup IV’teki hayvanlara 60 pg/kg yem dozun-
da AF ile 200 mg/| icme suyu dozunda L-karnitin oral
olarak 60 giin boyunca verildi. Kontrol ve deneme
gruplarina National Research Council tarafindan bil-
dircinlar igin 6nerilen rasyon ¥ kullanildi. Yem ve su
tiim galisma periyodu boyunca ad libitum olarak sag-
landi. Yem ve su tiiketimi yem icin g/hayvan/glin ve
su icin ml/hayvan/gin formilu ile glinlik olarak he-
saplandi.

Aflatoksin Uretimi

Aflatoksin Uretimi Shotwell ve ark.® tarafindan
bildirilen metot kullanilarak yapildi. Bu amacgla USA
‘dan (Agricultural Research Service, Peoria, IL) temin
edilen liyofilize Aspergillus parasiticus NRRL 2999
susu kullanildi *°. Otoklavda sterilize edilen piringlerin
her birinin tGzerine 2’ser ml (yaklasik 2.000.000)
Aspergillus parasiticus sporu ilave edilerek 28°C etiiv-
de fermentasyona birakildi. Daha sonra basarili sekil-
de fermente olan piringler otoklavda sterilize edilerek
mantarlarin yikimlanmasi saglandi. Piringler kurutul-
duktan sonra 6gltlllp toksin analizi igin hazir hale
getirilip, Shotwell ve ark.”nin ¥ bildirdigi sekilde kloro-
form ile ekstraksiyon islemi tamamlandiktan sonra
toplam aflatoksin dizeyleri ince tabaka kromato-
grafisi (I.T.K.) ile yari kantitatif olarak belirlendi.
Aspergillus parasiticus NRRL 2999 susu ile kiflen-
dirilen piringlerde i.T.K ile yapilan élgiimlerde toplam
62 ppm aflatoksin Uredigi, Greyen aflatoksinin yakla-
stk %45’inin AFB1, %13’nin AFB2, %24’linliin AFG1,
%18’inin AFG2 oldugu belirlendi.

Biyokimyasal ve Hematolojik analizler

Biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnekleri 60 glinlik
deneme siresinin sonunda kanat venasindan tiiplere
alindi. Kan alma isleminden sonra alinan érnekler oda
Isisinda 1 saat bekletildikten sonra 3000 rpm’de 10
dakika santriflij edildi. Elde edilen serum ve plazmalar
analiz edilene kadar -20°C’de saklandi.

Serum toplam protein (TP), albumin, glikoz, trigli-
serit, VLDL, kolesterol, toplam bilirubin, kalsiyum, fos-
for ve magnezyum duzeyleri (Ektachem DT II, Kodak,
USA) ve aspartat amino transferaz (AST) enzim aktivi-
teleri 37°C’de otoanalizor ile (DTSC II, Kodak, USA)
belirlendi.

Hematolojik analizler 60 glinliik deneme sliresi so-
nunda alinan taze kan orneklerinde yapildi. Eritrosit

sayilari Natt—Herrick ¢ozeltisi kullanilarak hemosto-
metrik yontemle, hematokrit degerleri ise mikrohe-
matokrit yontemle belirlendi. Hemoglobin miktari
spektrofotometrede 578 nm dalga boyunda syano-
methemoglobin yontemi kullanilarak ortaya konuldu.
Pihtilasma siresi ise, antikoagulansiz mikrokapiller
tupler kullanilarak hesaplandi .

Histopatolojik analizler

Calismanin 60. glini bltlin deneklerin agirliklari
tartilarak eter anestezisi altinda servikal dekapitasyon
ile 6tenazi edildi. Makroskobik olarak incelenen hay-
vanlarin karaciger, dalak, boébrek, bursa fabricius ve
timislerinden doku 6rnekleri alinip %10’luk tamponlu
formaldehit ¢ozeltisinde tespit edildi. Tespit edilen
dokular, daha sonra rutin islemlerden gecirilerek
parafin bloklari hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklar-
dan 6 mikron kalinhginda kesitler alinarak Hematok-
silen&Eozin ile boyanip olusan lezyonlar degerlen-
dirildi. Karacigerdeki yaglanmayi ortaya koyabilmek
icin kalsiyum-formolde tespit edilen dokulardan don-
durma mikrotomunda 10 mikron kalinliginda kesitler
alinarak laboratuvarda Sudan Black ile boyandi.

[statistiksel analizler

Sonuglar ortalama + standart hata ile gosterildi ve
SPSS istatistik programinda degerlendirildi. Gruplar
arasindaki farkliik ANOVA ile Duncan Testi kullanila-
rak tespit edildi.

BULGULAR

Aflatoksin igeren rasyona L-karnitin ilavesinin bazi
kan serumu biyokimyasal parametreler ve enzim akti-
viteleri Gzerine etkisi Tablo 2’de, hematolojik para-
metreler izerine etkisi Tablo 3’te gosterilmistir.

Bu calismada yemlere disiik AF (60 ppb) (grup 1lI)
ilavesinin toplam protein, fosfor ve magnezyum
degerleri Uzerinde 6nemli etkisi bulunmadigi tespit
edildi. Ancak total bilirubin dizeyleri (p<0.001) ile AST
enzim aktivitelerinde (p<0.001) istatistik olarak 6-
nemli bir artisa neden oldugu, glikoz (p<0.05), top-
lam kolesterol (p<0.05), VLDL (p<0.001), trigliserit
(p<0.001), alblimin (p<0.001) ve kalsiyum (p<0.001)
degerlerinde diger gruplara gore istatistik olarak
onemli dlsusler oldugu belirlendi (Tablo 2).

AF+L-karnitin (grup IV) verilen grupta yalnizca AF
(grup 1) verilen gruba gore istatistik olarak AST
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Tablo 2. Altmis giin sureyle AF (60 ppb) iceren yem ve L-karnitin (200 mg/I su) ile
beslenen bildircinlarda serum biyokimyasal parametreler (mean+SE)
Table 2. Serum biochemical parameters in quials fed on a diet containing AF (60 ppb) and
L-carnitine (200 mg/l water) for 60 days (mean%SE)

Parameter Kontrol Karnitin Aflatoksin Afl + Karnitin P

Glikoz (mg/dl) 267.43t4.11a  264.75+7.194a  230.7849.99b 253.50£11.33a,b P<0.05
Kolesterol (mg/dl) 196.43£12.94a  176.38%3.57 b 169.10+1.98 b 175.29+4.46 b P<0.05
Trigliserit (mg/dl) 79.75%+2.23 a 83.43+4.24 a 64.30+1.64 b 68.86+1.44 b P<0.001
VLDL (mg/dl) 15.50+0.43 b 21.5742.43a  11.14:0.88b-  14.29+0.94 b P<0.001
T. Bilirubin (mg/dl) 0.24+0.51 b,c 0.17+0.42 c 0.95+0.15 a 0.61+0.12 a,b P<0.001
AST (U/1) 193.83£17.39b 191.17£13.37b  323.83+14.73a 240.00+20.11 b P<0.001
T. Protein (g/dl) 2.56+0.48 2.52+0.75 2.29+0.15 2.39+0.11 P<0.05
Albumin (g/dl) 1.57+0.57 a,b 1.69+0.86 a 1.20+0.63 ¢ 1.38+0.70 b,c P<0.001
Kalsiyum (mg/dl) 8.52+0.23 a 8.40+0.22 a 7.060.16 b 7.53+0.34 b P<0.001
Fosfor (mg/dl) 6.63+0.56 6.78+0.33 5.33+0.73 5.67+0.24 P<0.05
Magnezyum (mg/dl) 4.24+0.39 4.0610.42 3.33+0.17 3.48+0.26 P<0.05

enzim aktiviteleri (p<0.001) ve toplam bilirubin
dizeylerinde (p<0.001) 6nemli dususler ile glikoz
(p<0.05) ve alblimin (p<0.001) degerlerinde 6nemli
artislar tespit edilmekle birlikte toplam protein,
toplam kolesterol, trigliserit, VLDL, kalsiyum, fosfor ve
magnezyum diizeylerinde rakamsal olarak tespit
edilen artislarin istatistik olarak énemli olmadigi
belirlendi. Calismada L-karnitin ilavesinin, glikoz,
toplam bilirubin ve alblimin diizeyleri Gzerinde AF’'nin
olumsuz etkilerini kismen onledigi, AST enzim aktivi-
tesi lizerinde ise bu koruyucu etkinin tam olarak orta-
ya ciktig1 gozlendi (Tablo 2).

AF+L-karnitin (grup IV) verilen grupta yalnizca AF
(grup 1) verilen gruba gore hematokrit degerde
(p<0.01)ve eritrosit sayisinda (p<0.001) istatistik
olarak 6nemli artislara belirlenirken, pihtilasma
zamaninda ise 6nemli bir kisalma (p<0.001) tespit
edildi. Yapilan bu ¢alisma L-karnitin ilavesinin, hema-
tokrit deger Gzerine AF’'nin olumsuz etkilerini tam
olarak onledigi, ancak eritrosit sayisi ve pihtilasma
slresinde ise bu koruyucu etkinin kismi olarak ortaya
ciktig1 gozlendi (Tablo 3).

Tablo 3. Altmis giin sureyle AF (60 ppb) iceren yem ve L-karnitin (200 mg/| su) ile
beslenen bildircinlarda hematolojik parametreler (mean%SE)

Table 3. Haematological parameters in quials fed on a diet containing AF (60 ppb) and L-
carnitine (200 mg/I water) for 60 days (mean+SE)

Grup / Deger Kontrol Karnitin Aflatoksin Afl + Karnitin P

Hematokrit (%) 46.90+1.22 a 46.40+1.14 a 39.40£1.05 b 44.40+1.86 a P<0.01

Hemoglobin (g/dl) 12.44+0.16 12.43+0.16 11.38+0.40 12.08+0.42 P>0.05

Eritrosit (10°/mm?) 3398.9+3.60 3237.0+£99.7 2357.0+53.0 2677.8+77.8 P<0.001

Pihtilasma Zamani (sn) 129.0+8.1 ¢ 130.0+7.7 ¢ 330.5+32.7 a 190.0+9.5 b P<0.001
Kullanilan diigiik AF seviyesinin (60 ppb) hemoglo- Makroskobik Bulgular

bin degerlerinde kontrol grubuna gore istatistik ola-
rak 6nemli degisikliklere neden olmadigi, ancak
hematokrit deger (p<0.01) ile alyuvar sayilarinda
(p<0.001) anlamli azalmalara neden oldugu belirlendi.
Yine pthtilasma zamaninin AF uygulanan grupta
anlamli diizeyde uzadigi gozlendi (p<0.001) (Tablo 3).

Denemenin sonunda 6tenazi edilerek nekropsileri
yapilan bildircinlarda gérilen makroskobik patolojik
bulgular tablo 4’de verildi.

incelenen aflatoksin grubu bildircinlarin karaciger-
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lerin tamaminin keskin kenarlarinin kitlestigi, bliyuk
¢ogunlugunun renginin solgun veya sarimtirak oldugu
ve bazi olgularda ise kanamalarin varligi tespit edildi.
Bobreklerin bliyimus, kesit ylziiniin taskinca ve islak
gorindligi ve tamaminin solgun renkte oldugu ve iki
bildircinda da deri altinda kanama alanlarinin varhgi
belirlendi. Bursa fabriciuslarin tamamina yakininin
aflatoksin+karnitin ve karnitin grubuna kiyasla kiiglik
oldugu dikkati ¢cekti (Tablo 4).

Aflatoksin+karnitin grubundaki bildircinlarin kara-
cigerlerinin bazilarinin renginin solgun oldugu, solgun
renkte gorilen bobreklerin kesit ylizinin taskinca ve
1slak goriindtgi belirlendi. Bursa fabriciuslarin tama-

daha yogun olmak lizere lobcugun her yerinde iri
vakuollere rastlandi. Ayrica karaciger paransimine
dagilmis olarak gorilen multifokal nekrozlar da
belirlendi. Ozellikle intermedier bdlgedeki
hepatositlerin sitoplazmasinda iri yag vakuollerin
bulundugu, yer yer de bir kag vakuolin birleserek
kicik yaglanma alanlari yaptiklari dikkati ¢ekti.
Yapilan Sudan Black boyamalarda bu vakuollerin yag
vakuolleri oldugu ve bu degisikliklerle ilgili olarak lob-
cuklardaki Remark Kordonlari’nin dizilisinin de bozul-
dugu belirlendi. Aflatoksin grubundaki bildircinlarin
karacigerlerinde bazofilik sitoplazmali daha kugik
cekirdekli rejenere hepatositlere de rastlandi. Bu
grupta, safra kanallarinin genellikle genisledigi, safra

Tablo 4. Altmis giin suireyle AF (60 ppb) iceren yem ve L-karnitin (200 mg/I su) ile beslenenbildircinlarda ¢alisma
sonunda nekropside belirlenen makroskobik patolojik bulgular
Table 4. Macroscopic pathologic evidences by necropsy at the end of study in quials fed on a diet containing AF

(60 ppb) and L-carnitine (200 mg/l water) for 60 days

Grup
Makroskobik Bulgu
Kontrol Karnitin Aflatoksin  Afl + Karnitin

BARSAKLAR

Mukozada 6dem ve hiperemi - 20/20* 18/20*

Kanama - 4/20 -
BOBREK

Solgun renk - 18/20 2/20
BURSA FABRICiUS

Atrofi - 18/20 12/20

Kanama - 1/20 -
DERi ALTINDA KANAMA - 2/20 -
KARACIGER

Kenarlarda Kitlesme 19/20 14/20

Koyu kirmizi renk 7/20- 1/20- 6/20

Solgun renk - 19/20 14/20

Sarimtirak renk 5/20- 14/20 1/20

Kanama 4/20 -

* Lezyonlu b 1d rc n say s /incelenen b 1d rc n say s

mina yakininin kontrol ve karnitin grubuna kiyasla
kiguk oldugu dikkati cekti (Tablo 4).

Mikroskobik Bulgular

Denemenin sonunda 6tenazi edilerek nekropsileri
yapilan bildircinlarda goérilen mikroskobik patolojik
bulgular tablo 5 ve 6‘da verildi.

Calismada aflatoksin ve aflatoksin+karnitin verilen
bitln bildircinlarin karacigerlerinde belirgin bir
hipereminin  gelistigi ve hepatositlerin
sitoplazmalarinin bulaniklastigl gorulda. Aflatoksin
gurubunda daha yogun olmak lzere dejeneratif
degisiklikler ile birlikte ozellikle intermedier bolgede

kanallarinin sayisinda artis oldugu ve epitellerinde
hiperplazi gelistigi dikkati ¢ekti. Bu bulgulara ilave ola-
rak cogunlukla V. sentralislerin etrafinda olmak lzere
karaciger paransimine yayillmis olarak izlenen fokal
mononikleer hicre infiltrasyonlari da belirlendi
(Tablo 5).

Calismada karacigerlerde gorilen mikroskobik
degisikliklerin aflatoksin+karnitin grubunda siddetinin
azaldigi nekrozlarin ve kanamalarin bu gurupta goril-
medigi dikkati cekti. Yine karnitin verilen guruptaki
bildircinlardan 3 tanesinin karacigerlerinde dejeneras-
yonla ilgili degisiklikler belirlendi (Tablo 5).

Aflatoksin alan bitidn bildircinlarin dalaklarinin
mikroskobik incelemesinde kirmizi pulpanin normal
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Tablo 5. Altmis giin streyle AF (60 ppb) iceren yem ve L-karnitin (200 mg/I su) ile beslenen bildircinlarda ¢alisma
sonunda nekropside belirlenen mikroskobik patolojik bulgular

Table 5. Microscopic pathologic evidences by necropsy at the end of study in quials fed on a diet containing AF
(60 ppb) and L-carnitine (200 mg/I water) for 60 days

Mikroskobik Bulgu

KARACIGER
Hiperemi
Kanama
Hidropik dejenerasyon
Bliylik damlal yaglanma
Kiguk damlali yaglanma
Remark kordonlarinda disesiasyon
Anizonukleozis
Fokal nekroz
Multifokal nekroz
Monontkleer hiicre infiltrasyonu
Safra kanali proliferasyonu
Safra kanali epitellerinde hiperplazi

DALAK
Hiperemi ve 6dem
Lenfois foliklllerde bosalma

BURSA FABRICIUS
Lenfois folikillerde bosalmaLenfois
Hiperemi ve 6dem

Grup
Kontrol Karnitin Aflatoksin  Afl + Karnitin
=+ 2/20 20/20* 20/20*
- - 11/20 =
= 3/20 20/20 17/20
- - 18/20 1/20
= 2/20 20/20 16/20
= 3/20 20/20 20/20
- - 20/20 16/20
- - 4/20 3/20
= = 16/20 =
- 2/20 20/20 -20/20
- - 16/20 3/20
= = 20/20 6/20
- - 20/20 12/20
- - 20/20 12/20
- - 20/20 12/20
- - 20/20 12/20

* Lezyonlu b 1d rc n say s /incelenen b 1d rc n say s

Tablo 6. Altmis gtin stireyle AF (60 ppb) iceren yem ve L-karnitin (200 mg/I su) ile beslenen bildircinlarda galisma
sonunda nekropside belirlenen mikroskobik patolojik bulgular

Table 6. Microscopic pathologic evidences by necropsy at the end of study in quials fed on a diet containing AF
(60 ppb) and L-carnitine (200 mg/l water) for 60 days

Mikroskobik Bulgu

AKCIGER
Hiperemi ve 6dem

BARSAKLAR
Mukozada 6dem ve hiperemi
Barsak epitellerinde deskuamasyon
Kanama

BEYiN VE BEYINCIK
Hiperemi ve 6dem
Gliozis
néron dejenerasyonu
BOBREKLER
intertubliiler kanama
Tubul epitellerinde dejenerasyon
Tubullerde genisleme
Glomeruluslarda hiperselilarite
Glomerular boslukta genisleme
Bowman kapsuliinde genisleme
Tubul [imenlerinde kitle

Grup
Kontrol Karnitin Aflatoksin  Afl + Karnitin

¥ -¥ 16/20* 2/20*
- - 20/20 18/20
- - 18/20 12/20
- - 5/20 1/20
- - 20/20 18/20
- - 16/20 2/20
- - 16/20 2/20
- - 12/20 -

- 6/20 - -

- 6/20 - -

* Lezyonlu b 1d rc n say s /incelenen b 1d rc n say s

histolojik yapisini korudugu, fakat beyaz pulpadaki
periarterioler lenfoid dokunun bosalmis oldugu gorul-
di. Aflatoksin+karnitin alan grup bildircinlarda bu
degisikliklerin daha az sekillendigi, kontrol ve karnitin

grubunda ise dalagin normal histolojik yapisini
korudugu belirlendi. Benzer sekilde yemlerine afla-
toksin verilen grupta ve aflatoksin+karnitin alanlarda
daha az olmak lizere bursa fabriciuslarda lenf foli-
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killerinde bosalma, lenfosit sayisinda azalma
belirlendi (Tablo 5).

Aflatoksin+L-karnitin verilen bitln bildircinlarin
bobrek tubuluslarinin limenlerinin eozinofilik homo-
jen bir materyal ile dolu oldugu, tubuluslari déseyen
epitellerin siskin ve sitoplazmasinin bulanik gorildigi
cekirdeklerinin yogun boyandigi ve farkh blyuklikte
olduklari belirlendi. Yemleriyle 60 ppb aflatoksin alan
gruptaki bildircinlarda ise, yukaridaki bulgulara ek
olarak glomeruluslarda mezensiyal hiicrelerde artis ve
bowman kapsilinin parietal yapraginin kalinlagsmasi
ile bazi bildircinlarin boébreklerinde intertubuler alan-
larda kanamalarin oldugu belirlendi. Aflatoksin alan
bildircinlarin bébreklerinde bazi tubuluslarin yassi
epitelle doseli oldugu ve bununla ilgili olarak da
[imenlerinin degisen derecelerde genisledigi dikkati
cekti. Bazi bildircinlarda ise tubulus epitellerinde PAS
pozitif hiyalin damlaciklarina ve limenlerinde de
hiyalin silindirlerine rastlandi. Ayrica ¢alismada karni-
tin verilen grupta bulunan bildircinlardan 6 tanesinde
tubul epitellerinde dejenerasyonlarla birlikte limen-
lerinde pembe homojen kitlelerin bulundugu
belirlendi (Tablo 6).

Aflatoksin iceren diyetle beslenen bildircinlarin
beyinlerinin mikroskobik incelemesinde butin bildir-
cinlarda dikkati ceken en énemli bulgunun hiperemi
ve perivaskiler boslukta genislemenin oldugu bu de-
gisikliklerin aflatoksin+L-karnitin grubunda hafifledigi
hatta bazi bildircinlarda ise goriilmedigi karnitin guru-
bunda ise her hangi bir degisiklige rastlanmadigi
belirlendi (Tablo 6).

Calismada akcigerlerle ilgili belirlenen lezyonlar,
aflatoksin alan gruptaki 16 bildircin ile aflatoksin+L-
karnitin grubunda 2 bildircinda interalveolar kapillar-
larin hiperemik olusu ile alveol limenlerinin pembe
homojen bir sivi ile dolu olarak gériinmesiydi (Tablo 6).

TARTISMA ve SONUC

Kanatli sektériinde ciddi ekonomik kayiplara ve
saglhk problemlerine neden olan aflatoksikozis, AF
Ureten mantarlar ile yemlerin kontaminasyonu sonu-
cu ortaya cikan subklinik, akut veya kronik seyirli bir
hastaliktir . AF ile kontamine yemlerin kanath beslen-
mesindeki zararl etkilerinin ortadan kaldirilmasi icin
bircok adsorban veya antagonist maddeler &4%
kullanilmaktadir. Ancak basarili bir detoksifikasyon
strecinin ekonomik olmasi, zararl kalintilar birak-

madan AF toksinlerinin tamamini elimine etmesi,
beslenme ve Urin kalitesini olumsuz yénde etkileme-
mesi temel amagtir **''. Bu arastirmada ise, bildircin-
larda 60 ppb miktarinda aflatoksin iceren rasyonla
olusturulan kronik aflatoksikozisin etkilerini nlemek
amaciyla yukarida belirtilen adsorban ve antagonist
maddelere bir alternatif olarak icme suyuna 200 mg/I
dozda L-karnitinin ilavesinin, serum biyokimyasal ve
hematolojik parametreler (izerine etkileri
incelenmistir.

Uzun zincirli yag asitlerinin mitokondrilerde oksi-
dasyon yoluyla enerji kazaniminda kofaktor olan L-
karnitinin ayni zamanda hicrelerin yasayabilmesi icin
karbonhidrat metabolizmasinda da 6nemli bir roli
vardir. Bununla birlikte L-karnitin serbest radikal olu-
sumunu o6nleyebilen glicli bir antioksidandir %. Birgok
calisma bulgulari L-karnitinin paraquat, doksorubicin,
adriamycin gibi antikanserojenik ajanlarin toksik
etkilerine karsi oldukc¢a etkili oldugunu da
gostermistir **. Mikotoksinlerin sebep oldugu
Membran hasarlarina karsi vitamin A, E, C ve Selen-
yum gibi bir ¢cok antioksidan kullanilmaktadir. Son za-
manlarda L-karnitinin de icinde bulundugu diger
antioksidanlarin (tamoksifen, melatonin ve koenzim
Q10) oksidatif hasara karsi olan etkileri sebebiyle bu
amagla kullanilabilecegi 6nerilmektedir . L-karnitin
membran yapisi igin gerekli fosfolipitlerin sentezini
artirir ve fosfolipitlerin yeniden agillenmesiyle memb-
ran yapisinin batinlGginin saglanmasi veya hasar-
larinin diizeltilmesinde énemli bir role sahiptir *.

Calismamizda yalnizca AF verilen grupta diger
gruplara gore toplam kolesterol (p<0.05), VLDL
(p<0.001), trigliserit (p<0.001), glikoz (p<0.05) ve
toplam bilirubin diizeylerinde (p<0.001) istatistik
olarak énemli diistsler belirlendi. Calisma bulgular
kanatlilarda aflatoksikozisin bir gostergesi olarak se-
rum kolesterol ve glikoz diizeylerinde disUslerin orta-
ya konuldugu calisma bulgulari 22 jle uygunluk gos-
termektedir. Bu dislslerin sebebi olarak AF toksik
etkileri sonucu karacigerde protein, karbonhidrat ve
lipit metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar-
dan #22 kaynaklandigi distiniilmektedir. Ozellikle
kolesterol diizeylerindeki énemli disuslerin lipoge-
nezisin genel olarak azalmasi ¥ ve lipit transport
bozukluklarina ¥ bagh olarak gelisen spesifik hepatik
kolesterol biyosentezinin inhibisyonu % sonucu ortaya
ctkmaktadir. Calismada elde edilen biyokimyasal
parametrelerdeki istatistiksel dnemli degisiklerin
aflatoksikozisin tanisinda 6nemli bir gosterge
olabilecegi gorisini #2 desteklemektedir.



Sunulan bu ¢alismada, yemlere diisiik AF (60 ppb)
(grup IlI1) ilavesinin AST enzim aktivitelerinde
(p<0.001) 6nemli bir artisa neden oldugu tespit edildi.
Bu sonug kanatlilarda daha 6nceleri yapilmis ¢alisma
24 bulgulariyla uyum goéstermektedir. Serum enzim
aktivitelerinin belirlenmesi aflatoksikozis durum-
larinda klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan 6nce toksikas-
yonun tanisinda yardimci olabilecegi bildirilmistir .
ClnkU AST ve ALT aktivitelerinin artmis olmasi
hepatoselliler hasar veya fonksiyon yetmezligi,
karaciger yangisi ve lezyonu veya safra kanallari
tikanikhklarinin teshisinde olduk¢a duyarli bir indikator
oldugu # ve bu nedenle karaciger hasarina bagh olarak
AST aktivitesinin artmis oldugu dusinulmektedir.

Calismamizda yalnizca AF verilen grupta toplam
protein degerlerinde 6nemli olmayan ve albimin
degerlerinde ise 6nemli olan (p<0.001) disusler
(Tablo 2), daha 6nceki yillarda farkl kanatli tiirlerinde
aflatoksikozisin toplam protein ve alblimin diizey-
lerinde dususlerin bildirildigi calisma bulgulariyla
uyum gostermektedir #22*°, Protein fraksiyon-
larindaki bu distslerin AF’'nin hepatotoksik etkilerinin
karakteristik bir gostergesi olan hepatik protein
sentezinin inhibisyonundan 2 kaynaklandigini disu-
nilmektedir. Ayrica AF DNA’a bagli RNA polimerazi
inhibe ettigi ve boylece niklear DNA kalibinda bozul-
malara bagh olarak genel protein sentezinin inhibe
edildigi rapor edilmistir ***'. Yine ratlarda yapilan bir
baska calismada albliminin AFB1’i baglayan ve kanda
tasinmasinda gorevli olan dnemli bir protein oldugu
bildirilmistir *.

Bu calismada yemlere dusiik AF (60 ppb)
(grup Ill) ilavesinin fosfor ve magnezyum degerleri
Uzerinde istatistik olarak dnemli etkisi bulunmadigi,
kalsiyum (p<0.001) degerleri diger gruplara gore
istatistik olarak 6nemli diistislerin daha 6nceki yapilan
calismalar ile kismen uyum gostermektedir 2%, Clinkii
daha onceki ¢calismalarda AF hem kalsiyum hem de
fosfor diizeylerinde 6nemli degisikliklere neden
oldugu bildiriimektedir. Glahn ve ark. * yaptiklari bir
calismada AF’in kalsiyum ve fosfor metabolizmasinda
degisikliklere neden olabilecegini ortaya
koymuslardir. Boylece aflatoksikozisin kalsiyum ve
fosforun bobrek, bagirsak ve paratiroit bezi
tarafindan diizenlenmesinde direk degisikler meyda-
na gelebilecegi ve buna bagli olarak ta serum kalsi-
yum ve fosfor diizeylerinde dususlerin olabilecegi
goristint paylasmaktayiz. Aflatoksin+L-karnitin grubu
bildircinlarda aflatoksin grubuna gére daha yliksek
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kalsiyum ve fosfor diizeylerinin elde edilmesi, L-karni-
tin ilavesinin AF’in nefrotoksik etkilerini #* kismen
onlediginin bir gostergesi olabilir.

Bildircinlara AF ile L-karnitinin birlikte verildigi
grupta sadece AF verilen gruba gore anlamli derecede
daha yuksek kolesterol, trigliserit, glikoz, alblimin,
kalsiyum, fosfor ile daha disilik AST (p<0.001) ve top-
lam bilirubin degerleri elde edilmistir. Bu durumun, L-
karnitinin hiicre yapisini koruyucu, karaciger fonk-
siyonlarini destekleyici etkileri ile lipit metabolizmasi
ve detoksifikasyonda oynadigi roliin £% bir gostergesi
olabilecegi kabul edilmektedir. Sachan ve Yatim #
ratlarda yaptiklari bir galismada karnitin uygulama-
sinin AFB1’in neden oldugu hepatik stazis ile hipolipi-
demilerde faydali etkilere sahip oldugunu, AFB1’in
hepatik DNA, RNA ve plazma proteinlerine kovalent
baglarla baglanmasini azalttigini ve AFB1 kokenli
karaciger yaglanmasini baskilayarak hepatik fonk-
siyonlari destekledigini bildirmislerdir.

Bu arastirmada, aflatoksin uygulanan bildircinlarin
alyuvar sayilari ve hematokrit degerleri kontrol ve
diger deneme gruplarina gore anlamli diizeyde
azalmisken hemoglobin degerlerindeki azalmanin an-
lamh olmadigi belirlendi (Tablo 3). Bu bulgular AF'nin
hematopoezis lzerindeki baskilayici etkilerini bildiren
bircok calisma bulgulari ile uyumludur 32 Koruyu-
cu olarak L-karnitin verilen grupta alyuvar sayilarin-
daki azalmanin ortadan kalkmadigi ancak hematokrit
degerin ise kontrol grubuna yakin dizeye ulastigl
(p<0.001) gorilmektedir. Yapilan birgcok ¢alismada L-
karnitin uygulamalarinin eritrositlerin membran sta-
bilizasyonunu koruyarak yasam siirelerini ve miktarini
arttirdigl, hemoglobin seviyesi ile hematokrit degerini
yukselttigi bildirilmistir **’. Bu bulgular aflatoksinin
hemapoetik sistem lzerindeki baskilayici etkisini
karnitinin kismen diizeltebildigi kanaatini uyandir-
maktadir.

Aflatoksin uygulanan grupta ayrica pthtilasma
zamaninin anlamli derecede uzadigl da gozlendi
(Tablo 3). Aflatoksin karaciger dokusunda hasar olus-
turarak pihtilasma faktoérlerinin sentezlenmesini en-
gelleyerek yol actigi dustinilmektedir. Nitekim hem
AST sonuglari hem de mikroskobik bulgular karaciger-
de boyle bir hasarin olustugunu goéstermektedir.
Fernandez ve ark. # yaptiklari bir calismada afla-
toksikozisin pihtilasma zamaninda artisa sebep olabi-
lecegini ve bu artisin aflatoksinden etkilenen kanat-
lilarda 6nemli bir indikator oldugunu bildirmislerdir.
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Koruyucu olarak L-karnitin verilen grupta pihtilasma
suresinin AF verilen gruba gore kisalmasinin L-karni-
tinin karaciger ve hemapoetik sistem Gzerindeki kismi
koruyucu etkisinden kaynaklandigini diisinmekteyiz.

Kanathlarda daha 6nce yapilan ¢ok sayida galisma-
da aflatoksikozisin hemapoetik, immiin ve retikulo-
endotelyal sistemde histolojik olarak olumsuz etki-
lerinin oldugu ortaya konulmustur **>*%_ By calis-
mada da, daha 6nce bildirilen ¢alismalarla uyumlu
olan, farkli organlarda (karaciger, bobrek, dalak,
timis, Bursa Fabricius, beyin ve akciger) hafiften sid-
detliye kadar degisik seviyelerde bircok patolojik
bulgularla karsilasildi (Tablo 4-6). Karacigerde belir-
lenen bliyime, solgunluk, mononikleer hicre infilt-
rasyonu, safra kanallarinda hiperplazi, nodiiler lenfo-
id hicre birikimi, fokal ve multifokal nekroz gibi bul-
gular AF'in hepatotoksik etkilerinden kaynaklanmak-
tadir. Bu bulgular daha 6nce yapilan galimalarda
karakteristik olarak nitelenen genisleme, gevreklesme
ve yaglanma bulgulari ile uyum gosterdi 22,

Sonug olarak, bu calisma ile yemlere 60 ppb do-
zunda AF ilavesinin serumda biyokimyasal ve hema-
tolojik parametreler lzerine 6nemli etkilerinin oldu-
gu, ancak icme suyuna 200 mg/| dozda L-karnitin ila-
vesinin AF’in toksik etkilerinin azaltilmasinda dnemli
bir role sahip olabilecegi ortaya konulmustur. L-karni-
tinin hicre yapisini koruyucu, karaciger fonksiyon-
larini destekleyici ve detoksifikasyonda gorev almasi
nedeniyle AF kontaminasyon riski olan isletmelerde
koruyucu olarak kullaniimasinin faydali olabilecegi
kanisina varilmistir.
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