A. U. Veteriner Fakiiltesi
Dogum ve finekolojr Kiirsiisu
Do¢. Dr. Cetin Kilygoglu
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SERUM KALSIUM ORANININ SAPTANMASI UZERINE
CALISMALAR
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Research on the estimation of the serum calcium levels of
cows by a test suitable for field use,

Summary: A Quaniitative laboratory iest for the estimation of the
serum calcium level by using different concentrations of disodium ethylenedi-
amine ‘etraacetate (EDTA) were used in a field trial.

To compare this field test to a standart laboratory method, blood samples
Srom 41 cows 23 of which had parturient paresis were taken simultaneously
Jor laboratory analysis.

The results of the corresponding laboratory analysis fell in the appropiate
range as determined by the field test in 36 and in an adjoining range to the la-
boratory analysis while 2 were lower.

A more rapid and a safer treatment can be achieved and the risk of intra-
venous calcium therapy can be avoided with the help of this test.

Ozet: Bu galigmamizda gegitli konsantrasyonlarda Disodium ethylene-
diamine tetraacetate (EDTA) kullanmak suretiyle serumdaki kalsiyum oramn:
hesaplamak esasina dayanan laboratuvar lestint saha wygulamasinda kullandik.

Kurkbir olgunun 36’sinda saha ¢alismalar: ile elde edilen sonuglar, la-
boratuvar sonuglary ile uyum gostermig, 5 tanesinde ise sonuglar farkly bulun-
mugtur. Bunlarin 3 tanesinde laboratuvar sonuglarindan diigiik, 2 tanesinde ise
yiiksek sonuglar saptanmugtir,

Dog. Dr. A.U. Veteriner Fakiiltesi Dogum Bilgisi ve Jinekoloji Kiirsiisii Ankara Tiir-
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Bu test yardimiyla sag“ztzmzr} daha cabuk ve bilingli yaplabilmesi yaminda
intra vendz kalsiyum uygulamasimn tehlikesi de ortadan kalkmaktadsr,

Girig
Ginilimiiz yetistiriciliginde agir1 besleme, bagarih seleksiyon, pro-
diiktiviteye yonelik tohumlamalar yardimiyla siit prodiiksiyonu ¢ok
yiiksek ‘diizeye ulagmis ve bunun dogal sonucu olarak insan yapisi
hastaliklar gériilmege baglanmstir,

. Bunlann baginda siit hummasi, {ievre vitulaire, hypocalcemia,
hypocalcemic dogum felci adini verdigimiz hastalik gelmektedir.

Hypocalcemia yiiksek verimli ineklerde gebeligin sonuna dogru,
dogum aninda veya biiyiik bir olasibkla laktasyonun baglangicinda
goriliir. Siitteki kalsiyum iskelet ve besin maddelerinden saglanan kan
kalsiyumundan olugur. Kan kalsiyumu iskelet kalsiyumu' ile denge’
igersindedir. Bu nedenle siitteki kalsiyum miktarini, yemdeki kalsiyum
oranm ‘artirmak suretiyle fazlalagtirmak miimkiin degildir (10).

Hypocalcemia’nin doku sivilarinda iyonize olmusg kalsiyum se-
viyesinin diiymesi sonucu sekillendigi kabul edilmektedir. Normal
sartlarda ineklerde 100 ml. kan serumundaki kalsiyum oram 8-12 mgr.
dir ve bu oran hypocalcemia’li ineklerde 8 mgr. in altina diiser (2, 9,
10). Bununla beraber bu dcgerin ¢ok altindaki durumlarda da inekler-
de paresis veya sendromun diger semptomlar1 gériilmiyebilir (2, 7).

Mayer ve arkadaslart (7) 32 adet yeni dofum yapmus, 3 adet lak-
tasyonda ve uzun siire disodium ethylenediamine tetraacetate (EDTA)
verilmis 4 inek olmak iizere toplam 39 inekte 8 mgr /100 ml. nin altin-
da paresis gormemislerdir. Paresis gencllikle 5 mgr/100 ml. seviyesi-
nin altinda olusmustur.

Mayer ve arkadaglar: (8) idrarda kalsiyum oranmi saptamada
yararlanilan Sulkowitch testiyle bulunan oramin, serum kalsiyum se-
viyesinin ortaya konmasinda inanibir bir indikatér olamiyacagim be-
lirtmislerdir. '

Bu nedenle antikoagulan olan disodium ethylenediamine tetraace-
tate’ts (EDTA) serumdaki kalsiyum oranim, diger bir deyisle koagu-
lasyonu énleyccek gesitli oranlardaki EDTA kullanmak suretiyle kan-
daki kalsiyum konsantrasyonunu hesapliyabilmek esasina dayanan
laboratuvar testini saha uygulamasinda klinik ve subklinik hypocal-
cemia’nin diger hastaliklardan ayirmada kullamlmasinin yararl ola-
cagmma inandigimiz igin bu g¢aligmay: yaptik.
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Materyal ve Metot

Cah§mamlz 9.12.1977 tarihinde baslad: 29, 12, 1978 tarihinde
sona erdi. Bu tarihler arasindaki materyalimizi 23 adet hypocalcemia’ly,
18 adet normal cesitli yaslarda ineklerden alinan kan meydana getirdi.

Test, kan damardan almir alinmaz hig bir igleme tabi tutulmak-
sizin uygulandi. Bu nedenle hemotikrit deger ortalama %, 33.3 (6,7)
olarak kabul edildikten sonra gesitli serum seviyelerinde kandaki kal-
siyum konsantrasyonu ve buna csdeger disodium ethylenediamine
tetraacetate (EDTA) degerleri saptandi. Bu durumda, 6 mgr/100 ml.
serum kalsiyumu bulunmast halinde 1 ml kan 40 g kalsiyum igerip
bunun 1 M/ml yogunlugun karsihigi oldugu ve 1 ml. kana 0.001 M
EDTA ¢ozeltisinden 1 ml. ilave cdildiginde bu miktar kan igersinde
bulunan kalsiyumun tamamm bagladig, daha biiyiik kalsiyum oran-
lariun baglanabilmesi igin ise EDTA ¢ozeltisinin daha biiyiik molar
konsantrasyonda olmas (6) esasina dayamlarak 0.1 molar EDTA so-
lusyonunu hazirlamak igin 37.2 gr. EDTA 1 litrelik bir kapta 900 ml.
distile suda eritildi ve bu miktar 1000 ml.’ye tamamlandi. Daha son-
ra EDTA’mun ana solusyonundan tablo 1 de belirtilen oranlarda 100
ml.’lik balonlara kondu ve distile su ile 100 ml.’ye tamamland.

Tablo I

Kandaki Ca konsantrasyonu (Hemotokrit | Her bir 100 ml. balonlara EDTA (O.1
deger % 33.3) M) ana solusyonundan konulan miktar

6 1.00 ml

7 1.175 ml

8 1.325 ml,

9 1.50 ml.

10 1.675 ml.

Her bir 100 ml.’lik balondan aym: rakami tagiyan vidal kapakh
tiiplere (10 x5 x1.7 cm.) I’er ml. kondu, hazrlanan tiipler 105 G de-
recede, elektrikli sterilizatérde evaporasyona birakildi. Bu suretle
her bir seri, kan serumundaki 6, 7, 8, 9, 10 mg/100 ml. kalsiyuma es-
deger EDTA miktarlarini igeren 5 tiip ve bir de iginde hig bir sey bu-
lunmayan kontrol olmak iizere 6 tiipten meydana geldi.

Her bir inegin vena jugularisinden ahnan (distile su ile yrkanmig
ve sterilize edilmis enjektor ile) toplam 6 cc. kan her bir tiipe 1 ml.
olacak sekilde dagitildi. EDTA ile kangimin saglanabilmesi igin tiip-
ler hafif hafif sallandi. Tiipleri elle sikica tutmak veya 37 C derecelik
su banyosuna koymak suretiyle, viicut 1sisina yakin derece saglamakla
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15 dakikada test sonuglari okunabildi, bununla beraber oda isisinda
18-20 C derecede tutulan tiipler kan alindiktan sonra 25-30-45 daki-
kalarda ve onu takip eden her saat baginda kontrol edildi. Bu arada
hangi EDTA konsantrasyonunda kan pihtilagmasimin gérildiigi ve
hangisinde pihtilagmanin goériilmedigi saptandi. Kan serumundaki
kalsiyum orani pthtilagmanin olugtugu ilk tiipiin iistiindeki rakam ola-
rak belirlendi. Ornegin; 6-7 nolu tiiplerde pthtilasmamn gériilmesi
8,9,10 nolu tiiplerde gériilmemesi serum kalsiyum oramimn 7-8 ara-
sinda oldugunu goésterdi (Resim I, II).

Diger taraftan ayn iki tiipe abnan 10 ml. kanin serum kalsiyum
oranimin saptanmasi igin Fakiiltemiz Biyokimya Kiirsiisiinde labo-
ratuvar incelemeleri yapildi. Cahgmalanmiza paralel olarak génde-
rilen bu kan serumlarinda kalsiyum oramimin belirlenmesi laboratu-
varda Kramer-Tisdall yontemi (3) ile ortaya kondu.

Bu metoda gore; serum kalsiyumu amonyum okzalat ile kalsi-
yum okzalat halinde g¢oktiriildii. Tortu sulu amonyak ilc yikandiktan
sonra siilfirik asit ilavesi ile serbest hale gecirilen okzalik asit, potas-
yum permanganat ile titre edildi.

Kan hiicrelerinde kalsiyum bulunmamast ve kan serumundan
hiicrelere dogru kalsiyum diffiizyonunu énlemek amaci ile, laboratu-
var incelemelerinin yapilacag: tiiplerde serumun hiicrelerden miimkiin
oldugu kadar gabuk ayirt cdilmesine (1) gereken dikkat gosterildi.

Bulgular

Bu c¢aliymada 23 tanesini hypocalcemic semptomlar gésteren
ineklerden, 18 tanesini ise her hangi bir klinik semptom géstermeyen
yeni dogurmug ineklerden alinan toplam 41 adet kanin incelenmesin-
de su sonuglar elde edildi.

Tablo IT’deki toplu komparatif sonuglardan da anlasilacag: iize-
re 41 olgunun 36’sinda saha ¢aliymalar ile elde edilen sonuglar labo-
ratuvarda Kramer-Tisdall yontemi ile varilan sonuglarla uyum gos-
termektedir. 5 tanesinde ise sonuglar farkll bulunmustur. Bunlardan
3 tanesinde laboratuvarda elde edilenlerden diisiik, 2 tanesinde ise
yiiksek bulunmugtur. 16-19 nolu érncklerde saha bulgulan ile labo-
ratuvar bulgular: arasindaki farkin 2 birim deger oldugu saptanmigtir.

9 ve 10 nolu o6rnckler 16.3.1978 giinii hypocalcemia tanis1 kon-
duktan sonra ve uygulanan sagitimin ertesi giinii 17.3.1978 de¢ aym
inekten alinan kandan yapilan testlerin sonucunu vermektedir,
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Tablo II
Materyal Saha Testi Lab. Testi Hayvanin Materyalin
No. Su Sonuglart Sonuglan Durumu al. tarih

1 6 mg/100 ml. 4 mg/100 ml. | Hypocalcemia 20.12.1977
2 7-8 mg/100 ml. 9 mg/100 ml. [ Hypocalcecmia 20.12.1977
3 6-7 mg/100 ml. 6 mg/100 ml. | Hypocalcemia 26.12.1977
4 6-7 mg/100 ml. 6 mg/100 ml. | Hypocalcemia 3. 1.1978
5 6-7 mg/100 ml. 7 mg/100 ml. | Hypocalcemia 10. 1.1978
.6 6 mg/100 ml. 6 mg/100 ml. { Hypocalcemia 10. 1.1978
7 6 mg/100 ml. 4 mg/100 ml. | Hypocalcemia 10. 1.1978
8 6-7 mg/100 ml. 6 mg/100 ml. | Hypocalcemia 14, 3.1978
9 6 mg/100 ml. 2 mg /100 ml. | Hypocalcemia 16. 3.1978
10 10 mg/100 ml. | Il mg/100 ml. | Tedavi sonu 17. 3.1978
11 6 mg/100 ml. 5 mg/100 ml. | Hypocalcemia 31. 3.1978
12 8-9 mg/100 ml. 9 mg/100 ml. | Hypocalcemia 9. 5.1978
13 6-7 mg/100 ml. 7 mg/100 ml. | Hypocelcemia 25. 5.1978
14 6 mg/100 ml. 3 mg/100 ml. | Hypocalcemia 5. 6.1978
15 6 mg/100 ml. 3 mg/100 ml.’| Hypocalcemia 12. 6.1978
16 10 mg/100 ml. 8 mg/100 ml. | Hypocalcemia 13. 6.1978
17 8-9 mg/100 ml. 9 mg/100 ml. | Hypocalcemia 14. 6.1978
18 -10 mg/100 ml. 9 mg/100 ml. | Hypocalcemia 13. 7.1978
19 6-7 mg/100 ml. 4 mg/100 ml.{ Hypocalcemia 17. 7.1978
20 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml. ! Hypocalcemia 12. 9.1978
21 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml | Hypocalcemia 27. 9.1978
22: 6-7 mg/100 ml. 7 mg/100 ml. | Hypocalcemia 13.10.1978
23 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml.| Normal 16.10.1978
24 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml.| Normal 17.10.1978
25 8-9 mg/100 ml. 8 mg/100 ml. | Normal 24.11.1978
26 10 mg/100 ml. | 11 mg/100 ml. | Normal 4.12.1978
27 8-9 ml/100 ml. 10 mg/100 ml. | Normal 20.12.1978
28 10 mg/100 ml. | 11 mg/100 ml. [ Normal 20.12.1978
29 10 mg/100 ml. | 12 mg/1G0 ml. [ Normal 20.12.1978
30 10 mg/100 ml. { 11 mg/100 ml. | Normal 20.12.1978
31 8-9 mg/100 ml. 8 mg/100 mi. [ Normal 20.12.1978
32 10 mg/100 ml. | 10 mg/100 ml. | Normal 20.12.1978
33 9-10mg/100 ml. | 10 mg/100 ml. | Normal 20.12.1978
34 8-9 mg/100 ml. 9 mg/100 ml.| Normal 20.12.1978
35 10 mg/100 ml. | 13 mg/100 ml. | Normal 28.12.1978
36 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml. | Normal 28.12.1978
37 10 mg/100 ml. | 13 mg/100 ml. | Normal 28.12.1978
38 10 mg/100 ml. | 11 mg/l100 ml. § Normal 28.12.1978
39 10 mg/100 ml. | 11 mg/100 ml. | Normal 28.12.1978
40 10 mg/100 ml. | 12 mg/100 ml. | Normal 29.12.1978
41 6 mg/100 ml. 5 mg/100 ml. | Hypocalcemia 29.12.1978

4] olgunun 14 tanesinde serum kalsiyum seviyesi normalin al-
tinda veya ¢ok altinda bulunmugstur.

Yine bu 41 olgudan klinigimizde hypocalcemia tanisi konarak
ve bu yénde tedavi uygulanan 23 olgunun 8’inde laboratuvar ve saha
testi sonuglarina goére hypocalcemia’min s6z konusu olmadigi ancak
detayli laboratuvar kontrollerinde hypophosphatemi’nin varhig sap-

tanmugtir.
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Tartigma

Sahada hypocalcemic sendromun erken tanisimn, sagitimdan
once hemen hastanin bulundugu yerde saptanmasindaki yarar dii-
suniilerek yapilan bu ¢aliymada, 23 tanesinde klinikman hypocalcemia
semptomlarinin gérildigi, 41 inekten kan alinarak saha ve laboratu-
var ¢aligmalar1 komparatif olarak ortaya konmugtur. Bu 41 olgudan
36’sinda tam bir uyum saglanmakla birlikte 5 olguda yakin degerler
elde edilmigtir. Bu 5 olgudan 3’tinde laboratuvarda elde cdilenlerden
diisiik, 2 tanesinde isc yiiksek degerler bulunmugtur. 16 ve 19 nolu
orneklerde saha bulgulari ile laboratuvar bulgular1 arasindaki fark-
hligin iki birim deger oldugu goriilmisgtiir.

Mayer ve arkadaglan (8) 5°i hypocalcemia’li olan 37 inekten ali-
nan 118 adet kan 6rnegini serumdaki kalsiyum oranim saptamak igin
laboratuvarda hem saha testi ve hemde laboratuvar titrasyon ydnte-
mi ile kontrollu olarak incelemisler, saha testi ile laboratuvar yénte-
minin 94 6rnekte tam bir uyum sagladigini bulmuglar, 24’linde 1se
yakin sonuglar elde etmuglerdir.

Martig ve arkadaglar (6) 50 inek iizerinde yaptiklar1 kompara-
tif galismada 39 inekte sonuglarin birbirini tuttu§unu, 9 adedinin nor-
malden yiiksek, 5 adedinin de normalin altinda kalsiyum icerdigini
bildirmiglerdir. Bununla beraber gerek diger arastiricilarin, gerekse
bizim elde ettifimiz sonuglara gére hi¢ bir zaman ne normokalsemik
bir hayvan hypocalcemic, ne de hypocalcemic bir hayvan hypercal-
cemic olarak degerlendirilmistir. Bu nedenle her ne kadar ¢ok diisiik
diizeyde bazi sapmalar s6z konusu ise de bu testin giivenilirliginin
devami i¢in bazi hususlara dikkat etmek gerekmektedir.

Bu sapmalarimin nedenlerinin baginda 9%, 33.3 olarak kabul edi-
len (6,7) hemotokrit degerin serum kalsiyum iizerine etkisi gelmekte-
dir. Saha testisinin tizerine kuruldugu hemotokrit degerden yani 9,
33.3 ten daha yiiksek degerlerde saha testisinde laboratuvar titras-
yonuna gére daha digiik serum kalsiyum seviyesi bulunabilecektir,
kald1 ki bu iglemin tersi de he~ zaman s6z konusudur,

Ikinci neden tiiplere alinacak kan miktarmin dikkatli ve hassas
olarak alinmasi, tiiplere tam istenen miktarin konmasi gerekmektedir.
Soyleki serum kalsiyum seviyesi 10 mg/100 ml. oldugu kabul edilirse
0.1 ml. kan ortalama 7 g kalsiyum igerir, tiiplere konan kamn 0.1 ml’
den fazla olmas: halinde ise 1 mg/100 ml. bir oynamaya neden ola-
bilir (8).
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Belirlenmesinde yarar olan diger bir hususta saha ¢aligmas: es-
nasinda alinan kanin EDTA ile tam karisimimin saglanmast igin tiip-
lerin ¢ok iyi ¢alkalanmasidir.

Mayer ve arkadaslar1 (7) paresis bazén de hig hir semptom gé-
rilmeden hypocalcemia’nin olugacagini, yeni dogurmus inekte bi-
linmiyen bir nedenle istahsizhigin gekillenmesi halinde ve baskaca
semptom goériilmediginde bu tasra yontemi uygulanarak hypocalcemia’
mn saptamip hemen sagitimimn yapilabilecegini bildirmcktedirler.
Bundan baska Mayer ve arkadaglan (8) intra venéz kalsiyum sagiti-
minin normal ve hypercalcemic hayvanlarda ¢ok tehlikeli oldugunu
belirterek sagitim 6ncesi serum kalsiyum oraninin saptanmast yoluy-
la bu riskin ortadan kalkabilecegini ifade etmislerdir.

Gergekten arastirmamizda da 23 hypocalcemic semptom goste-
ren 23 hayvandan alinan kanda serum kalsiyum cramimn gerek saha
yontemi ve gerekse laboratuvar yontemiyle yapilan kontrollerinde
2,9, 12, 16, 17, 18, 20, 21 nolu kan dérncklerinde yani 8 adet inekte
hypocalcemia’nin s6z konusu olmadig: saptanmgtir. Bu olgularin da-
ha detaylt laboratuvar kontrolleri bu hayvanlarda hypophosphatemia’
nin sekillendigini ortaya koymustur.

Klinigimizde metabolizma hastaliklarinda ayiriar bir tani yapil-
madan kombine olarak kalsiyum, magnezyum ve fosfor vermck su-
retiyle sagitim yapilmaktadir. Bu nedenle olumlu sonuglar yaninda
kimi olaylarda basanli olunamamakta ve hayvan yitirilmcktedir.
Ayrica hayvan sahibinin 6dedigi daha ¢ok ila¢ parasi ile ekonomik
kayip artmaktadir. Oysa ki ¢absmalarinuzda uyguladigimiz saha tes-
tinin sagitim oncesi denenmesi ile kisa siirede ayirict bir tani yapila-
bilecck ve bu sakincalar ortadan kaldinlabilecektir.

Ulkemizde siit verimi yiiksek hayvanlarin artarak kullanildigs,
metabolizma hastaliklarimin ise bu tiir hayvanlarda daha ¢ok rast-
landig1 (2) goz oniinde tutuldugunda; Sonug olarak denebilir ki, sa-
ha testinin uygulanmasi pratiktc meslektaslara, ekonomik agidan da
hayvan sahiplerine biiyiik yararlar saghyabilecek niteliktedir.

Tegekkiir

Bu ¢abgmamizin laboratuvar incelemelerinde yardimlarim esir-
gemiyen Biyokimya Kiirsiisii elemanlarina, ézellikle Dr. Hilal Ergun’a
sonsuz tegekkiirii bir bor¢ bilirim.
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Resim I. Tagra testi ile inekte kan kalsium oramnin saptanmas: 7-8 mgr./100 m ka
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Resim I1. Tagra testiile inekte kan kalsium oraninin saptanmasi 6 mgr. altinda /100 ml kan,
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