Karma Yemlerde Hayvansal Proteinlerin Kemik Dokusunun Morfolojik
Ozelliklerine Gore Isik Mikroskop ile Belirlenmesi
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Ozet: Sigirlarda bovine spongiform encephalopathy (BSE) olarak bilinen hastaligin en olasi
bulagma yolunun, diisikk diizeyde hayvansal protein igeren yemler oldugu ve enfekte olmus
materyalin gevis getiren hayvanlar tarafindan tiiketilmesinin, BSE’nin yayilmasim hizlandirdig:
kabul edilmistir. Bu durum Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde hayvansal proteinlerin kullanimi ile
ilgili pek ¢ok yasaklamaya ve ayrica bazi tespit tekniklerinin aragtirilmasina yol agmustir.
Hayvansal proteinler g¢esitli yontemlerle tespit edilebilmekle birlikte 151k mikroskobu AB’de
yemlerdeki hayvansal proteinlerin tespitine yoOnelik onaylanmis tek resmi yontemdir. Bu
yontemde, karma yemlerde hayvansal proteinlere 6zgii dokularin morfolojik o6zellikleri g¢esitli
boyama reaktifleri kullanilarak tanimlanmaktadir. Y 6ntem esas olarak hayvan yemlerinde bulunan
kemik parcalarinin karakteristik 6zelliklerine dayanmaktadir. Bu arastirmada; karma yemlerde
hayvansal protein olarak kullanilan et-kemik unu, domuz unu, tavuk unu, balik unu ve hamsi
ununa ait kemik dokusunun alizarin kirmizisi ve fenol-gliserin boyama ile 1stk mikroskobunda
tanimlanmasi amaglanmigtir. Memelilere (gevis getiren hayvanlar ve domuz) ait kemik lakunalari
yiiksek biiyiitme seviyelerinde benzer sekle sahip olmus; her ikisi de daha yiiksek biiyiitme
seviyelerinde eliptikten neredeyse kiiresel oyuklarla birlikte daha belirgin bir kiiresel goriiniim
sergilemistir. Kiimes hayvanlarindan (tavuk) elde edilen kemik pargaciklarinda lakunalar daha
kiiresel ve yogunluklart memeli kemik parcgaciklarina gore daha yiiksek olmustur. Balik kilgigi
tamamen farkli bir desen gostermis, genellikle paralel kenarli ve tiip seklinde lakunalar
gbzlemlenmistir. Sonug olarak boyama yonteminin kemik pargalarinin morfolojik 6zelliklerini
etkilemedigi, ancak kemiklerde alizarin kirmizis1 boyama ile daha iyi bir tespitin saglanabilecegi
kanitlanmistir. Meveut uygulamada memeli kokenli kemikleri kiimes hayvani kokenli
kemiklerden ayirmanin zor oldugu ortaya konmustur.
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Determination of Animal Proteins in Compound Feeds Using Light
Microscopy Based on Morphological Characteristics of Bone Tissue

Abstract: The most likely transmission route of bovine spongiform encephalopathy (BSE) in
cattle is considered to be through feed containing low levels of animal protein, and the
consumption of infected material by ruminant animals is acknowledged to accelerate the spread
of BSE. This situation has led to numerous bans on the use of animal proteins in European Union
(EU) countries and the exploration of various detection techniques. While various methods exist
for detecting animal proteins, light microscopy is the only officially approved method for detecting
animal proteins in feeds in the EU. In this method, the morphological features of tissues specific
to animal proteins in compound feeds are identified using various staining reagents. The method
primarily relies on the characteristic features of bone fragments present in animal feeds. This
research aimed to identify the bone tissue of meat and bone meal, pork meal, chicken meal, fish
meal, and anchovy meal as sources of animal protein in compound feeds using alizarin red and
phenol-glycerin staining under light microscopy. Bone lacunae from mammals (ruminant animals
and pigs) exhibited similar shapes at high magnification levels, both showing a more distinct
spherical appearance with elliptical indentations at even higher magnification levels. Bone
particles from poultry (chicken) had more spherical lacunae, and their densities were higher
compared to mammalian bone particles. Fish bones displayed a completely different pattern, often
with parallel-edged and tubular lacunae. As a result, it has been demonstrated that the staining
method does not affect the morphological features of bone particles, but alizarin red staining
provides better detection of bones. The study highlights the difficulty in distinguishing
mammalian-origin bones from poultry-origin bones with current practices.
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Avrupa Birligi (AB) iilkelerinde bovine spongiform encephalopathy (BSE) olarak bilinen
hastaligin varligi hayvansal gida {iretim zincirinde biyiik bir risk olusturmus [1,2] ve 1 Ocak
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2001’den bu yana, gida {iretimi i¢in yetistirilen hayvanlarin yemlerinde hayvansal proteinlerin
kullanimina yasaklama getirilmistir [3]. Diinyada BSE 6nlemlerine yonelik pek ¢ok yem yasagi
beraberinde alternatif ve tamamlayici tespit tekniklerinin aragtirilmasina yol agmistir. Bu konu ile
ilgili olarak, AB’ye uyum cergevesinde Tiirkiye’de de mevzuatlar degistirilmistir. Yemlerin
Piyasaya Arzi ve Kullanimi Hakkinda Yonetmelik’te hayvan besleme amaciyla kullanimi ve
piyasaya sunumu yasaklanan ve kisitlanan maddeler listesinde, ‘hayvansal proteinlerin (et-kemik
unu, kemik unu, kan unu ve diger kan {irtinleri, tavuk unu, balik unu, hidrolize protein ve benzeri)
s11r, koyun, kegi gibi ruminant hayvanlarda kullanilmasi ve yemlerine katilmasi yasaktir’ seklinde
diizenleme yapilmistir [4].

Giintimiizde yasakli hayvansal proteinler 1s1tk mikroskobu, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
enzim bagl immiin sorbent testi (ELISA), yakin kizil6tesi spektroskopisi (NIRS) ve yakin
kizil6tesi mikroskopisi (NIRM) gibi cesitli yontemlerle tespit edilebilmektedir [2]. Bu yontemler
arasida 151k mikroskobu, yemlerde hayvansal proteinlerin olasi varligini tespit etmek i¢in AB
tarafindan onaylanan ve kabul edilen tek resmi yontemdir [5,6]. Ydntem, yemlerde hayvansal
proteinlerin tespiti ig¢in doku kalintilarinin analizine dayanmaktadir. Hem kaba pargalarin
morfolojik yapilarinin stereo mikroskopla gézlemlenmesini hem de ince pargaciklarm histolojik
yapilarinin 151k mikroskobu ile incelenmesini i¢cermektedir [7]. Mikroskopik analiz yontemi
Ozellikle kemik ve diger sert anatomik pargalarin tespiti i¢in kullanmighdir [8] ve et ve kemik unu
formundaki hayvansal proteinleri yeterince diisik seviyelerde (<%0.1) neredeyse hi¢ yanlig
negatiflik olmadan tespit edebilmektedir [9,1]. Yemlerde bulunan hayvansal kokenli pargaciklarin
ana kategorisi kemikler ve kas lifleridir. Kikirdak, kil, tiiy filamentleri, yumurta kabuklari, balik
pullar1 ve solungaglar1 gibi ilave pargaciklar da mevcut olabilir. Organlardan, deriden ve diger
yumusak dokulardan alinan pargalar genellikle bulunmaz veya varsa bile zorlukla tespit edilebilir.
Killar kaynak olarak memelileri, tliy iplik¢ikleri ve yumurta kabuklar1 kus materyalini ve balik
pullar1 da baliklar1 isaret etmektedir. Ancak bu pargalardan birinin varligi, birden fazla hayvan
kokenli karigim olasiligini ortadan kaldirmaz [1]. Karma yemlerde et ve kemik unlarinin varligina
yonelik kontrollerde en iyi sonu¢ kemik lakunalarinin belirlenmesi ile alinmaktadir [10]. Liu ve
ark. [1] tarafindan bildirildigine gore tipik uzun kemikler, genellikle merkezi bir kanal veya
Haversian kanali ¢evresinde dairesel lamel kiimeleri halinde diizenlenmis, kemik hiicrelerini
igeren bir lakuna modeli gosterir. Lakunalar birbirine ve merkezi kanala ¢ok ince kanalikiil agiyla
baglanir. Kikirdakta hiicreler daha kiiresel delikler olusturur ve kanalikiil yoktur. Nikolovska ve
ark. [11] memeli, kus ve balik kemiklerine ait lakunalarin morfolojik olarak biiyiik farkliliklar
gosterdigini bildirmislerdir. Gizzi ve ark. [12] lakunalarin kanalikiilleri olmayan kemikler
iizerinde uzunlamasina gizgiler gibi goriinebildigini veya uzun kanalikiillere sahip belirgin sekilde
uzamis, ig benzeri lakunalara sahip olabildiklerini ortaya koymustur. Domenis ve ark. [13] kus
lakunalarini, yazilim kullanilarak zorlukla gézlemlenebilen kanalikiillere sahip, yogun sekilde
dagilmis olarak tanimlamaktadirlar. Kuslardan farkli olarak, kara memelilerinin kemikleri,
nispeten iyi goriilebilen kanalikiillere sahip eliptik bosluklara sahiptir. Domuz kemikleri daha
yogun dagilmis olmalar1 ve kus kemiklerine benzemeleri nedeniyle bu tanmimlamadan farklilik
gostermektedir [13]. Balik kemikleri belirgin bigimde uzun, ig benzeri bosluklara ve uzun dall
kanalikiillere sahiptir [11].

AB'de yem maddelerinde hayvansal proteinlerin tespitine yonelik tek resmi yontem olan 1s1k
mikroskobu ile uygulamada memeli kokenli kemikleri kiimes hayvanmi kokenli kemiklerden
ayirmanin zor oldugu, kara hayvanlari ile baliklar arasindaki ayrimin ise sorun yaratmadigi [14]
belirlenmigtir. Herhangi bir hayvansal protein icermemesi gereken gevig getiren yemlerin kontrolii
icin tespit yontemi yeterlidir. AB mevzuati farkli kara hayvanlari arasinda ayrim yapmamaktadir
ve bu nedenle su anda yalnizca kemik pargaciklarinin varligi giivenilir bir sonuca varmak igin
yeterlidir. Ancak halihazirda 6nerilen tiirler arasi yasak [15], tanimlama i¢in daha yeni bir yontem
gerektirmektedir.

Bu arastirmada; karma yemlerde hayvansal protein kaynagi et-kemik unu, domuz unu, tavuk unu,
balik unu ve hamsi ununa 6zgii kemik dokusunun alizarin kirmizist ve fenol-gliserin boyama
yontemleri ile 151k mikroskobunda belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Yem Materyali: Arastirmada her birinden yaklasik 2’ser kg olmak iizere 5’er adet sigir siit yemi,
sigir besi yemi, yumurta tavuk yemi ve hindi besi yemi ile 1’er adet et-kemik unu, domuz unu
tavuk unu, balik unu ve hamsi unu 6rnek olarak Bursa Bolgesinde faaliyet gosteren karma yem
fabrikalarindan 2023 yilinda temin edilmigstir. Yem materyalleri Fritsch Pulverisette 14 (ldar-
Oberstein, Almanya) laboratuvar degirmeninde 1 mm elek c¢apinda &giitiilmiis ve cam
kavanozlarda laboratuvar sartlarinda saklanmistir. Hayvansal proteinli karma yem karisimlari;
karma yemlerin her birisi hayvansal proteinlerin her birisini %1 diizeyinde igerecek ve 500 g analiz
numunesi elde edilecek sekilde hazirlanmistir. Homojen bir karisim elde etmek i¢in Waring 8011



EB SET2 blender kullanilmis ve 5 dakika karistirma islemi uygulanmistir. Bu sekilde toplam 100
adet hayvansal proteinli karma yem karigimi hazirlanmstir.

Mikroskopik Analiz Yontemi: Hayvansal proteinli karma yem karigimlarindaki kemik dokusunun
mikroskopik olarak tanimlanmasi alizarin kirmizist ve fenol-gliserin indikatorleri ile boyanmis
sedimentlerde lakuna ve kanilikiiller goriintiilenerek belirlenmistir. Mikroskopik incelemelerde,
50-500X biiyilitme yapabilen Leica DM 750 P polarizan 151k mikroskobu kullanilmig ve LASX
5.03 programi ile veri aktarimi saglanmistir. Mikroskopik incelemelerde; her bir boyama
yonteminde sedimentten en az 2 preparat hazirlanmis, her bir preparatta da en az 20 alanda
inceleme yapilmistir. Mikroskopik inceleme sonucunda en az 10 adet mikrograf elde edilmis ve
kemik dokusundaki lakuna ve kanikiilleri tanimlayan en iyi 5 adet mikrograf secilmistir.
Mikroskopik inceleme icin yaklasik 50 g analiz numunesine EC 51/2013 [16]’da agiklanan
yonteme uygun flotasyon islemi uygulanmistir. Analiz numunesinden 5 g’lik kism1 250 ml’lik
ayirma hunisine alinmis ve 50 ml tetrakloroetilen eklenmistir. Karigim kuvvetli bir sekilde en az
30 saniye kadar g¢alkalanmistir. Calkalama esnasinda huninin i¢ yiizeyine yapisan pargaciklar
sonradan eklenen en az 50 ml tetrakloroetilen ile sivi i¢ine indirilmistir. Karigimdan sedimentin
ayrilmasi i¢in ayirma hunisinin kapagi agilmadan en az 5 dakika beklemeye birakilmistir. Bu siire
sonunda analiz numunesi sediment ve flotat olmak iizere 2 fraksiyona ayrilirmistir: Sediment
(ayirma hunisinin dip kismina ¢oken kisim) teflon musluk agilarak tiip igerisine aktarilmistir. Tiip
igerisine ayrilan sediment etiivde kurutulmustur. Analiz numunelerinin flotasyonu ile elde edilmis
sedimentin alizarin kirmizisi indikatorii ile boyanmasinda Frick ve ark. [17], fenol-gliserin ile
boyanmasinda ise Frick ve ark. [18] tarafindan bildirilen yontem kullanilmustir.

Bulgular

Hayvansal proteinli karma yem karigimlarinda et-kemik unu, domuz unu ve tavuk unu kemik
dokusunun alizarin kirmizisi ve fenol-gliserin indikat6rii boyamalar: ile belirlenen lakunalar1 ve
kanalikiilleri Sekil 1°de, balik unu ve hamsi unundaki kilgik dokularina ait lakuna ve kanalikiilleri
ise Sekil 2’de verilmistir.
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a;: ruminant kemigi
lakunasi alizarin kirmizisi
100X

a,: ruminant kemigi
kanalikiil alizarin
kirmizis1 200X

as:ruminant kemigi lakuna
fenol-gliserin
100X

a4: ruminant kemigi
kanalikiil fenol-gliserin
200X

bi:domuz kemigi lakunasi
alizarin kirmizisi

b,: domuz kemigi
kanalikiil alizarin
kirmizist 200X

bs: domz kemigi lakunasi
fenol-gliserin
100X

bs: domuz kemigi
kanalikiil fenol-gliserin
200X

100X

S e

Cy: tavuk kemigi lakunasi

alizarin kirmizisi
100X

Cy: tavuk kemigi kanalikiil
alizarin kirmizisi
200X

Cs: tavuk kemigi lakunasi
fenol-gliserin
100X

C4: Tavuk kemigi
kanalikiil fenol-gliserin
200X

Sekil 1. Et-kemik unu, domuz unu ve tavuk unu kemik dokusuna ait lakuna ve kanalikiiller

Et-kemik unundaki kemik dokusunda bulunan lakunalar uzun, seyrek ve diizgiin bir eliptik sekle
sahipken; tavuk unu ve domuz unundaki kemik dokusunda yer alan lakunalar yogun, diizenli ve
birbirine ¢ok benzer 6zellikler gostermistir (Sekil 1). Ayrica balik ve hamsi kemiklerinde yer alan
lakunalarin benzer bir goriiniime sahip oldugu ve balik kemik dokusundaki lakunalarin uzun
eliptik sekilde oldugu belirlenmistir (Sekil 2).
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d;: hamsi unu kilgik d,: hamsi unu kilgik d3: hamsi unu kilgik d4: hamsi unu kilgik
lakunas: alizarin kanalikiilleri alizarin lakunasi fenol-gliserin kanalikiilleri fenol-gliserin
kirmizist 100X kirmizist 200X 100X 200X
%
e;: balik unu kilgik €,: balik unu kilgik e3: balik unu kilgtk e4: balik unu kilgik
lakunas: alizarin kanalikiilleri alizarin lakunasi fenol-gliserin kanalikiilleri fenol-gliserin
kirmizist 100X kirmizist 200X 100X 200X

Sekil 2. Balik unu ve hamsi ununda kilgiktaki lakuna ve kanalikiiller

Tartisma

AB’de BSE acgisindan ruminant yemlerinde, hayvansal proteinlerin varligiin belirlenmesi yeterli
olmakta birlikte [2] kanatli yemlerinde tiir kisitlamas1 oldugu i¢in hayvansal proteinin menseinin
tespit edilmesi 6nemlidir. Bu nedenle kanatli yemlerine katilan ruminant, domuz, tavuk ve balik
unlarmin teshis edilmesi gerekmektedir. Domuz ve balik yemlerinde hayvansal proteinlerle ilgili
herhangi bir kisitlama yoktur.

Aragtirmada et-kemik unu igeren karma yem karigimlarinda ruminant kemigine ait lakunalarin
uzun, daha az sayida, diizgiin ve eliptik sekilde oldugu gozlenmistir (Sekil 1; a1, az, as, a).
Lakunalar, ipliksi aglar ile birbirine bagli ve bocegi andiran bir goriiniim sergilemistir. Bu bulgular
Liu ve ark. [1] ve Van Raamsdonk ve ark. [10] tarafindan bildirilen bulgular ile uyumludur. Tavuk
unu igeren karma yem karisimlarinda lakunalarin daha gok sayida, diizgiin ve oval yapili oldugu,
kanakiillerin ise belirgin bir yapisinin olmadigi belirlenmistir (Sekil 1; ¢1, C2, C3, C4). DOmuz unu
iceren yem karisimlarinda ise tavuk unundaki lakuna ve kanakiillere benzer bir goriinim
belirlenmistir (Sekil 1; bl, b2, b3, b4). Nitekim Van Raamsdonk ve ark. [10]’in yapmis oldugu
calismada, memelilerden (gevis getiren hayvanlar ve domuz) alinan kemik pargaciklarinin ayni
sekilde oldugu belirlenmistir. Gizzi ve ark. [12] ise domuz kemiklerinin daha yogun dagilmig
olduklarin ve kus kemiklerine benzediklerini bildirmislerdir. Hamsi unu ve balik unu igerenlerin
kilgik yapilart (Sekil 2) karasal kokenli hayvanlarin (ruminant, domuz ve tavuk) kemik
yapilarindan farkli bir gériiniime sahip olmustur. Lakunalar birbirine paralel, daha az sayida ve
uzatilmig eliptik seklindedir. Hamsi unundaki kil¢ik yapilarinda balik unundakilere gore farkli
tipte lakunalar gézlemlenmistir. Uzatilmis eliptik sekilde birbirine paralel lakunalarin yanisira
yildiz seklinde lakunalara da rastlanmigtir. Calisma bulgularina benzer sekilde Liu ve ark. [1] farkli
balik tiirlerinde farkli desenlere sahip lakunalarin goriildiigiinii belirtmislerdir. Arastirmacilar
balik kilgiginda lakunalarin genellikle paralel kenarl ve tiip seklinde oldugunu, ringa baliginda
uzun ve 1sin  seklinde goriilebilen ipliksi kanalikiillerin bulundugunu bildirmislerdir.
Arastirmamizda hamsi ununda yildiz seklindeki lakunalara daha az siklikta rastlanilmaus,
kanaliikiiller ruminant kemigindekilere benzer ipliksi yapilara sahip olmus ve lakuna sekilleri
birbirinden farkli ve ayirt edici 6zellik gostermistir. Van Raamsdonk ve ark. [10] da ringa balig
ve hamsi baliginda kilgiktaki lakunalarin eliptik veya uzatilmig eliptik seklinde olabilecegini ve
diizensiz kanilikiillere sahip oldugunu bildirmislerdir. Sonug olarak karasal kokenli hayvanlarin
kemik pargalar1 ve balik tiirlerine ait kilgigin alizarin kirmizist ve fenol-gliserin indikatorleri ile
boyanmasinin, morfolojik 6zelliklerini etkilemedigi, ancak kemiklerde alizarin kirmizis1 boyama
ile daha iyi bir tespitin saglanabilecegi sonucuna varilmistir.

Sonug¢

Isik mikroskobu, yemlerde hayvansal proteinleri tespit etmek i¢in giivenilir ve kabul edilen bir
yontemdir. Ancak gelecekteki tiir i¢i geri doniisiim yasagi, yalnizca omurgali siiflar1 (memeli,
kus ve balik) diizeyinde hayvan yemi kokenleri arasinda giivenilir bir ayrim yapilmasini degil,
ayni zamanda O0rnegin si1gir ve domuz gibi daha diisiik taksonomi diizeylerinde de giivenilir bir
ayrim yapilmasini gerektirmektedir. Ayrica karada yasayan hayvan smiflari (memeli ve kus)
arasinda ayrim yapmak i¢in daha fazla bilgi edinilmelidir. Kemik parcalarinin yani sira ¢izgili
kaslar gibi diger pargaciklar i¢in de yeni 6zellikler ve ek aciklamalar gelistirilebilir.
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