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AFLATOKSIN VE AFLATOKSIN BAGLAVYICISI OLAN
POLIVINILPOLIPIROLIDON (PVPP) VERILEN BROILERLERDE PERITONEAL
MAKROFAJLARIN FAGOSITIK VE MiKROBISIDAL AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI *

ilhami Celik! Omer Demet2 Hasan Hiseyin Ddnmez3
Hatis Oguz2 Murat Boydak!

Determination of Phagocytic and Candidacidal Activities of Peritoneal Macrophages
Isolated from Chickens Fed with Aflatoxin and an Aflatoxin Adsorbing Agent,
Polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) Containing Feed

Summary : in this study effects of afiatoxicosis. which was experimentalty induced by giving mixed aflatoxins in feed
(2. 5 mgrkg) for 21 days. on phagocytic and Candidacidal activities of chicken peritoneal macrophages and pre-
ventive action ol polyvinylpolypyrrolidone {PVPP) supplementation {3g/kg) were investigated. Feeding experiments
were performed on totally 200 male one-day-old chicks of Avian strain. The animals were divided into four groups
each containing 50 chickens and feed with different diets as tallows: First group, with commercial broiler feed. Se-
cond group, with mixed aflatoxins containing (2.5 mg/kg) commercial broiler feed. Third group, with PVPP (0.3 %)
supplemented commercial broiler feed. Fourth group, with both PVPP {0.3 %) and mixed aflatoxins (2.5 mg/kg) con-
taining feed. At the end of the feeding experiment, peritoneal macrophages were isolated. The phagocytic and int-
racellular Candidacidal indices were determined. The data were analysed statistically. The results have revealed that
aflatoxicosis depressed both phagocytic and Candidacidal potential of peritoneal macrophages. PVPP addition pre-
vented the animais from deppressive elfects caused by aflatoxins on peritoneal macrophage functions.

Key words : Afiatoxicosis, peritoneal macrophages, polyvinylpolypyrrolidone addition.

Ozet : Bu galigmada yemle 21 giin sireyle 2, 5 mg/kg yem diizeyinde karistk aflatoksin verilerek olusturulan deneysel
allatoksikoziste etlik civcivlerin peritoneal makrofajiarinin fagositik ve Candidasidal etkinlikleri ile yeme 3 g/kg dii-
zeyinde ilave edien polivinil polipirolidon {PVPP)'un koruyucu etkisi aragtirildi.Yedirme denemeleri 200 adet Avian irki,
gunlik erkek etgi civcivde gergeklestirildi. Hayvanlar, herbirinde 50'ser civciv bulunan 4 gruba ayrildi ve agagidaki
yemlerie beslendi: Birinci grup ticari etlik pili¢ yemiyle, ikinci grup 2.5 mg/kg dizeyinde aflatoksin igeren ticari etlik
pili¢ yemiyle, Uginct grup % 0.3 oraminda PVPP ilave edilen ticari etlik pili¢ yemiyle, dérdunci grup % 0., 3 oraninda
PVPP ve 2.5 mg/kg dizeyinde aflatoksin igeren ticari etlik pili¢ yemiyle. Yedirme denemesi sonunda, peritoneal mak-
rofajlar elde edildi. Fagositik ve Candidasidal indeksler belirlendi. Sonuglar istatistikse! metodiarta analiz edildi. So-
nuglar, aflatoksikozisin makrofajlarin hem fagositoz ve hem de Candidasidal gug¢ierini baskiladigini ortaya koy-
maktadir. PVPP ilavesi hayvaniar. aflatoksinterin peritoneal makrofajlarin gorevlerinde neden oldugu baskilamadan
korumaktadir.

Anantar kelimeler : Aflatoksikozis, peritoneal makrofajlar, polivinilpolipirolidon ilavesi.

Giris arettigi T-2 toksin, oOzellikle etlik piliclerde neden
Yemlerde Greyen Aspergillus tara kuflerin me- olduklan kronik mikotoksikozisler nedeniyle. dnem-
tabolitleri olan aflatoksin- B(AFB+), aflatoksin- By |i maddi kayiplara neden olmaktadilar (Gerberick

(AFB ), allatoksin-G; (AFG4), allatoksin -Gp ve Sorenson, 1983; Kaya, 1984; Giambrone
(AFGy) ve okratoksin-A (OA) ile Fusarium tdrlerinin 1985a; Singh ve ark., 1990).
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Kronik alflatoksikozisli hayvanlarda antikor ya-
niti zayiflamakta (Thaxton ve ark., 1974; Ozcan,
1984: Slowik ve ark., 1985; Ozer ve ark., 1989),
hacresel bagisiklik tepkimesinde dastsler onaya
¢tkmakla (Giambrone ve ark, 1985b) ve hay-
vanlarin yemden yararlanma yetenekleri ile bo-
yame hizlarn dismektedir (Gerberick ve Sorenson ,
1983; Giambrone ve ark., 1985b). Imman sistemde
olusan gorevsel yetmezliklerin, bursa Fabricii ve ti-
musta meydana gelen atrofi sonucu perifer kan
lenfositlerinin say: ve gorevlerinde orlaya ¢ikan di-
stsler (Thaxton ve ark.. 1974: Slowik ve ark.,
1985) ile fagositik hicrelerin gorevlerinde olusan
kayiplara (Ortiz-Neldon ve Qureshi , 1992) bagl ol-
dugu ortaya konmustur. Immian sistemin za-
yiflamasi sonucu hayvanlar bakteriyel, viral ve pa-
raziter hastaliklara daha duyarli hale gelmektedir
(Giambrone ve ark., 1985b).

En tehlikeli ve biyolojik etkinligi en yiksek da-
zeyde olan AFB4, zararli etkileri ve etki me-
kanizmasi en iyi anlagiimis olan aflatoksindir. Ya-
pilan ¢alismalarda bu toksinin, karacigerde karma
gorevli oksidaz (MFO) enzim sistemi tarafindan
etkin metabolitine donastirdldiukien sonra  six
totoksik. mutajenik, karsinojenik 6zellik kazandigi
ortaya konmustur (Korenlampi,1977; Ortiz-Netdon
ve Qureshi, 1992). MFO enzim sistemi tarafindan
etkinlestirlen AFB:'in kanalli peritoneal mak-
rofajlarnnnda onemli  morfolojik dejenerasyonlara
neden oldugu ve bu hicrelerin koyun alyuvarlarini
fagosite etme kapasiteleri ile cama tutunma ye-
teneklerini zayiflati@ bildirilmigtir (Ortiz-Neldon ve
Qureshi, 1992).

Aflatoksinlerle bulasik yemlerin de-
gerlendirilmesi amaciyla, temiz yemlerle ka-
nstirimak suretiyle toksin dazeylerinin dusardlmesi
(Sanh , 1980), toksinlerin etkinsizlestiriimesi (Park
ve ark., 1988), yeme ylzeyde tutucu ilave ederek
toksinlerin emitiminin . engellenmesi (Carson ve
Smith, 1983., Bonna ve ark., 1991; Harvey ve
ark., 1991) gibi yontemler uygulanmakiadir. En
yaygin olarak kullanilan yuzeyde tutucular zeolit,
bentonil, aluminyum silikal, etkin karbon, po-
livinilpolipirolidon (PVPP) ve bunlarin karisimlandir
(Carson ve Smith, 1983; Harvey ve ark, 1991).
Bu yGzeyde tutuculardan PVPP'nin, yeme %0.5
oraninda ilave edildiginde, yemdeki aflatoksinlerin
emilimini  %79-91 oraninda azalug: ileri sa-
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rdlmektedir (Interpremix Ges. M.B.H. SPB., 199I).
Bu madde, yemde bulunan vitaminler gibi yaksek
elektriksel yukli molekullerin emilimini de azalt-
tigindan, bu o6zelligi kullaniminda onemli bir sa-
kinca olusturmaktadir.Bu galismada, yeme 2, 5
mg/ kg dazeyinde ilave edilen aflatoksin kangiminin
kanatli peritoneal makrofajlarinin fagositoz ve Can-
didasidal kapasiteleri Gzerindeki etkilerinin ve yeme
%0, 3 oraninda, aflatoksinlerle birlikte eklenen
PVPP'nin makrofa) fonksiyonlan Gzerindeki et-
kilerinin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

A. Hayvan Materyali : Bu ¢alismada 200 adet
Avian irki, ganlik erkek et¢i civciv kullanildi, Hay-
vanlar her birinde 50 civciv bulunan 4 gruba ayrildi.

1. Gruba 0-4 hafta ficari etlik pili¢ yemi verildi.

2. Gruba 2.5mg /kg dizeyinde Aspergillus pa-
rasiticus NRRL 2999 susu kullanularak fer-
mentasyon yontemiyle (Shotwell ve ark.,, 1966;
Demet ve ark., 1995) piringte Uretilen aftatoksin ka-
risimi (%83,06 AFB1 ., %12.98 AFB2, %2.84 AFG1.

%1,12 AFG,) ilave edilen ticari etlik pili¢ yemi ve-
rildi.

3. Gruba %0.3 oraninda PVPP ilave edilen ti-
cari ellik pili¢ yemi verildi.

4, Gruba %0.3 oraninda PVPP ve 2, 5 mg/kg
duzeyinde aflatoksin karigimi ilave edilen ticari etlik
pilic yemi verildi.

Butdn gruplara yem ve su, 21 gin siareyle ad-
libitum verildi,

B_Pentoneal Makrofajlarin [zolosyonu ve Bu
Hucrelerin Fagositoz Kapasiteleri ile Candidasidal
Aktivitelerinin Belilenmesi :

Peritoneal makrofajtar, Oniz-Netdon ve Qu-
reshi'nin (1992) bildirdigi yontemle izole edildi. Bu
amagla yedirme saresinin sonunda her gruptan
6'sar hayvana serum fizyolojiklte (%0.9 NaCl) si-
sirilmis %3'luk Sephadex G-50 (Pharmacia), 1 mV
100 g vlicut agifigi dozunda periton bosluguna en-
jekie edildi. Kirksekiz saat sonra hayvanlar 6l
durdlerek; periton bosluklan, 30 ml heparin'li (10
IU/ml heparin, Liquemine, Roche) serum fiz-
yolojikle ytkandi® Elde edilen eksudat, plastik tip-
lere alinarak 285 G'de 15 dakika sareyle + 4*C'de
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santrifuj edildi. Olusan pelet, %10 oraninda fotal
sigir serumu (Gibco) iceren 2 ml RPMI 1640
(Sigma) ile resuspanse edildi. Suspansiyondaki
canli makrofaj orani, trypan blue metodu (Phillips,
1979) ile belirlenerek canh makrofaj orant 2 x106
hacre/mi'ye ayarlandi.Makrofaj bagina 8 adet Can-
dida albicans (M 51) ilave edilen tapler, 37°C'deki
benmaride 4 rpm'de ¢alkalanarak 1 saat inkibe
edildi. inkibasyon sonunda her ornekten 2'ser
lama 500 pl suspansiyon altnarak Uzerine 125 pl
acridine orange (Sigma) solisyonu (14 mg acridine
orange/100 ml RPMI 1640) ilave edildi ve 1 dakika
beklendikten sonra floresan mikroskopta (Leitz Ort-
holux-1l) incelendi. Nukleuslarn yesil-sar floresans
veren makrofajlarla Candidalar canli, portakal sa-
nsi-kirmizi floresans verenler 610 olarak kabul edildi
(Bertalanffy, 1962). Aynica her Ornekten. May
Griinwald- Giemsa yontemiyle boyanarak (Culling
ve ark.. 1985) hazirlanan 2'ser preparat, 11k mik-
roskobunda incelendi. Gerekli goralen bdlgelerin fo-
tograflan g¢ekldi.

Her preparatta 200 makrofaj sayilarak fa-
gositoz ve Candidasidal indeksler (fagositoz yapan
ve Candidasidal aktivite gosteren makrofaj yuz-
deleri) hesapland:. {sik mikroskopik incelemelerde
makrofajlardaki morfolojik dejenerasyonlar da be-
firlendi. '

Elde edilen sayisal veriler analiz edilerek,
gruplarin ortalama degerleri arasindaki farklanin
onem dereceleri tespit edildi (Kutsal ve ark., 1990).

Bulgular

Kontrol grubundan izole edilen peritoneal mak-
rolajlar, n, g¢ekirdekleri ¢entikli ve kromatin da-
gilimr monositlerinkine benzeyen hicreler seklinde
gozlendi (Sekil1). Fagositoz yapmis olan hacrelerin
sitoplazmalannda 1-7 arasinda degisen sayida
Candida' ya rastiandi (Sekil 3 ve 4} .

Yemlerine 2, 5 mg /kg duzeyinde aflatoksin ka-
nsimi tlave edilen hayvanlardan elde edilen pe-
ritoneal makrofajlanin 6nemli bir kisminda iri si-
toplazmik  vakuoller ve piknotik ¢ekirdekle
karaktenze morfolojik dejenerasyonlara rastland
(Sekil 2). Bu hicreler cama tutunmadiklarindan,
daha dadzgun ve yuvarlak sekilliydiler.
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Yemlerine tek basina PVPP ve PVPP'nin af-
latoksinle birlikte ilave edildigi gruplardan izole edi-
len makrofaitarda moifolojik dejenerasyonlar goz-
lenmedi.

Floresan mikroskopik incelemelerde canli
makrofaj ve Candidalanin yesil-sar (Sekil 3), 6l0
olanlarin ise portakal sarisi-kirmizi (Sekil 4) flo-
resans verdi-leri gozlend:.

Giuplann fagositik ve Candidasidal indeksleri
ile sayisal verilerin analiz sonuglan Tablo 1'de ve-
rilmigtir.

N
®

Sekil 1. Kontrol grubundan izole edilen peritoneal mak-
rolaj {(m) ve fagosite edilmemis Candidalar (c). May
Grunwald-Giemsa. x1400.

Sekil 2. Yemlenne aflatoksin kasigimi ilave editen gruptan
izole edilmig pertoneal makrofaj (m) ve fagosile edil-
memis Candidalar {c) gorilmekte. Iri sitoplazmik va-
kuoller (oklar) ve piknolik nikleus (n) belirgin. May
Griunwald-Giemsa, x1200.
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Tablo 1.Peritoneal
didasidial indeksleri*

Hayvan Fagositoz Candidasidal
No  _lIndeksi __Indeks
(%) (%)
1.Grup 1 46.3 63.3
2 48.6 61.6
3 458 64.2
4 49.2 58.4
5 47.8 62.8
6 45.6 63.4

X = 47.22+ 1.53a X = 62.28 +2.09a

2.Grup 1 24.2 323
2 23.8 31.8
3 25.6 34.8
4 24.6 33.6
5 22.9 34.2
6 248 30.8

X = 24.32 + 0.92¢ X =32.92+ 1.53b

3.Grup 1 45.6 62.5
2 44.8 61.8
3 46.2 63.4
4 44.6 60.5
5 43.8 59.6
6 42.2 62.3
X=4453+1.41b X =6168+1.40a
4.Grup 1 438 60.3
2 456 59.8
3 42.4 62.4
4 45.2 61.6
5 438 57.8
6 44.6 58.8

X=4423+1.16b X=60.12+1.71a

*Ayni sltunda farkl harf tagiyan ortalama degerler ara-
sindaki farklar énemli (P < 0.01) bulunmustur.

Makrofajlarin Fagositoz ve Can-
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Sekil 3. Kontrol grubundan izole edilen fagositoz yapmis
canli makrofajlar (m) ile fagosite edilmemis canh Can-
didalar (c) gérulmekte. Acridine orange, x1100.

Sekil 4. Cok sayida candida (c) fagosite etmig canli bir
makrofaj (m) gdrilmekte. Oli olan Candidalar kirmizi fio-
resans vermektedir. Acridine orange, x1100.

Tartisma ve Sonug¢

Cok dusuk dazeylerde aflatoksin igeren yem-
lerin uzun sire yedirilmesi sonucu olusan kronik af-
latoksikozisler, tavukguluk sektériinde 6nemli ka-
yiplara neden olmaktadir. Kronik aflatoksikozislerin
daha sik ortaya ¢ikmasinin énemli bir sebebi, bu
maddelerin OD 50 degerlerinin ¢ok daha altindaki
duzeylerde alindiklarinda bile immun sistemde bas-
kiya neden olmalaridir. AFB4'in gunlik 6rdek pa-
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lazlarindaki OD50 degeri 0,3-0,6 mg /kg iken, 1,5
mg'lik tek dozu, bu hayvanlarin timus ve bursa Fab-
rici'lerinde kugilme ile bagisiklik sisteminin gé-
revlerinde 6nemii yetmezlikler olusturmaktadir (Slo-
wik ve ark., 1985). Thaxton ve ark. (1974), yemde
0.625 mg/kg duzeyinde AFB; bulundugunda ta-
vuklarin antikor yanitinda 6nemli dastsler olus-
tugunu bildirmislerdir.Giambrone ve ark. (1985a)
ise, yemdeki 200 pg/kg diizeyindeki AFB+'in hiic-
resel bagisikhgr baskilamakla birlikte, hayvanlann
New Castle ve kanatl kolerasina duyarliliklarini ar-
tirmadigini ileri sirmuslerdir.

Aflatoksinlerin bagisiklik sisteminin gorevlerini
baskilayici etkileri yemdeki toksin duzeyleri ile ye-
dirme surelerine bagl olarak degisiklik gos-
termektedir (Thaxton ve ark, . 1974). Farkl af-
latoksinler arasinda sinerjik etki bulunmasi
nedeniyle, bir kagi ayni anda alindiklannda tek
baslarina alindiklarinda etkili olduklar duzeylerin
¢ok daha altinda da etkili olabilmektedirler (Gi-
ambrone ve ark., 1985b).

Aflatoksikozisli kanatlilarin mononukleer fa-
gositik sistemlerinin kandaki karbon pargaciklarini
temizleme ve kan heterofillerinin Staphylococcus
aureus'u fagosite etme yeteneklerinin, normal hay-
vanlardan daha dusuk oldugu tespit edilmistir (Mic-
hael ve ark., 1973; Chang ve Hamilton, 1979; Gi-
ambrone ve ark.,1985b).

Aflatoksinlerin, rat alveoler makrofajlarinin fa-
gositoz yeteneklerinde de 6nemli kayiplara neden
oldugu bildiriimektedir (Roberts, 1979). OA 'nin ise
dalak makrofajlarinin nitroblue tetrazolium'u (NBT)
indirgeme kapasitelerini  azalttigi  gosterilmistir
(Singh ve ark., 1990).

Bu ¢alismada, 21 giin sureyle , yemle 2, 5
mg/kg dizeyinde karigik aflatoksin yedirilerek de-
neysel aflatoksikozis olusturulan etlik piliclerin pe-
ritoneal makrofajlarinin hem fagositik ve hem de
Candidasidal indekslerinin,  kontrol grubundan
onemli derecede (P<0.01) diistk oldugu tespit edil-
di (Tablo 1). Oniz-Neldon ve Qureshi (1992), in
vitro kosullarda AFB{'e maruz biraktiklari kanatli
peritoneal makrofajlarinin  koyun alyuvarlarini fa-
gosite etme kapasitelerinin, AFB;'in karaciger epi-
tel hacrelerindeki karma gérevli oksidaz (MFO)
enzim sistemiyle etkinlestiriimesi halinde, 6nemli
oranda baskilandigini  gdéstermislerdir.  Mak-
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rofajlarda bu enzim sistemi bulunmamaktadir. Bi-
yokimyasal ¢alisma sonuglar (Koser ve ark., 1988)
AFB;'in molekuler oksijen ve NADPH varliginda si-
tokrom P-450 bagimli karaciger MFO enzim sistemi
tarafindan etkin metaboliti olan AFB-2-3-oksite do-
nastaraldagant ve oldukga etkin olan bu me-
tabolitin deoksiribontikleik asitteki N7-guanin'e bag-
lanarak etkisini gosterdigini ortaya koymustur.
Ortamda 5 pg/ml yogunlugunda bulunan AFBj;,
MFO enzim sistemiyle etkinlestirildiginde, pe-
ritoneal makrofajlarin cama tutunma ve koyun al-
yuvarlarini fagosite etme kapasitelerini &nemli oran-
da baskilamaktadir (Ortiz-Neldon ve Qureshi ,
1992). Makrofajlarda olusan  morfolojik  de-
jenerasyonlar, bu hicrelerin cama tutunma ve fa-
gositoz yeteneklerinde dislslere neden olmaktadir.
Bilindigi gibi psédopodyumlar, makrofajlarin fa-
gositoz ve cama tutunma yeteneklerini 6nemli oran-
da etkileyen hicre zarn 6zellesmeleridir.

Makrofajlar sistemi, viicuda giren yabanci an-
tijenleri fagosite ederek olusturduklan kritik antijenik
determinantlan lenfositlere sunarak bagisiklik sis-
temi tepkimelerinin olusumunda ¢ok énemli bir yer
tutmaktadirlar. Bu hcrelerin fonksiyonlarinda ka-
yiplara neden olan ¢evresel faktérler, canlinin has-
taliklara daha duyarli hale gelmesine neden olur.
Kronik aflatoksikozis sonucu makrofaj fonk-
siyonlarinda olusan yetmezlikler, kanathlar kok-
sidiyoz, salmonelloz ve Marek hastaligina daha du-
yarli hale getirmektedir (Gerberick ve Sorenson,
1983:Boorman ve ark., 1984; Giambrone ve ark.,
1985a; Giambrone ve ark., 1985b; Ortiz-Neldon ve
ark., Qureshi, 1992). Aflatoksinler, kemik iligi Gize-
rinde toksik etki gdstermeleri nedeniyle mo-
nonlkleer fagositik hicrelerin yapim hizlarini da
azaltmaktadir(Boorman ve ark., 1984; Ortiz-
Neldon ve Qureshi, 1992).

In vitro ¢alismalarda piperonil butoksit'in
AFB1'in MFO ko-enzim sisiemiyle etkinlestirilmesini
engelleyerek (Ortiz-Neldon ve Qureshi 1992), alfa-
naftoflavon'un ise kanatll " immin sistem do-
kularindaki P-450 etkinligini bloke ederek (Lom ve
ark., 1990), bu toksinin badisiklik sistemini bas-
kilayici etkilerini otadan kaldirdigi tespit edilmistir.
Ancak, gunimizde bu iki maddenin kullanimi
henuz yaygin degildir. Bu amagla en yaygin olarak
kullanilan maddeler arasinda polivinilpolipirolidon
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(PVPP), zeolitler, bentonitler, diatoma topragi gibi
alominyum silikat bilegiklen, etkin komir ve bun-
lann kangimian dnemli bir yer tutmaktadir {(Carson
ve Smith, 1983, Bonna ve ark.,, 1991). Yeme %0,5
oraninda ilave edilen PVPP'nin yemdek af-
latoksinlerin %79-91 gibi gok 6nemli bir kisminin
emilimini engelledigi bildinimektedir (Interpremix
Ges. M.B.H. SPB, 1991). Bu galismada yemlerine
%0.3 oraninda PVPP ilave edilen grubun pe-
ntoneal makrofajlanmin fagositoz indeksi, yem-
lerinde 25 mg/kg dizeyinde aflatoksin bulunan
grubun fagositoz indeksinden onemli derecede
(P<0.01) yuksek bulunmustur. Ayni zamanda yem-
lerine 2.5 mg/kg dazeyinde aflatoksinle birlikie %
0.3 oraninda PVPP ilave edilen grubun fagositoz
indeksi de sadece aflatoksin ilave edilen gru-
bunkinden 6nemli derecede (P<0.01) yaksek bu-
lunmustur. Bu sonuglar yeme % 0.3 oraninda ilave
edilen PVPP'nin, aflatoksinlerin emilimini 6nemili
oranda azalttigi goérasand (Interpremix Ges. M.B.H.
SPB, 1991) desteklemektedir. Bununla birlikte
yemlerine PVPP'nin tek basgina ilave edildigi gru-
bun fagositoz indeksi, kontrol grubuyla kar-
silastinidiginda 6nemli derecede (P< 0.01) dasuk
bulunmustur.

Sonug olarak yemde 2,5 mg/kg dazeyinde bu-
lunan kangik aflatoksin, kanathlann peritoneal
makrofajlarinda belirgin motfolojik de-
jenerasyonlara neden olmakia ve bu htcrelerin goé-
revienni 6nemli oranda baskilamaktiadir.Yeme %0,
3 duzeyinde PVPP ilavesi, bu bozukluklarin ortaya
¢ikmasini 6nemli oranda engellemekle birlikte, bu
maddenin yeme ilavesinde yemdeki vitaminler gibi
yuksek polanteli maddelerle, aflatoksin ddzeyinin
bilinmesi ve PVPP dazeyinin buna gdére ayar-
lanmas gereklidir,
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