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TESEKKUR

Bu caligmay1 degerli katkilartyla yonlendiren ve yardimlarini esirgemeyen
danisman hocam Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi i¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
Ogretim Uyesi Prof. Dr. Omer KIZIL’a tesekkiir ederim.

Ayrica ¢alismalarim sirasinda bana yardimer olan Erzincan i1 Gida Tarim ve
Hayvancilik Midiirliigii personeli Veteriner Hekimi Yunus KOC ve Veteriner Saglik

Teknisyeni Emre KUTUK e de yardimlarindan dolay tesekkiir ederim.
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1.0ZET

Bu calisma, tiiberkiilozisli sigirlarda antioksidan parametrelerdeki degisimi
belirlemek amaciyla yapilmistir. Calismada 15 tiiberkiilozisli ve 15 saglikli toplam 30
adet inek kullanilmistir. Tiiberkiilozisin teshisinde deri i¢i PPD mamalian tiiberkiilin
testi kullanilmistir. Calismada kullanilan pozitif kan Ornekleri tek tiiberkiilin
uygulamasindan 72 saat sonra deri kalinlig1 4mm’den kalin olan hayvanlardan, kontrol
grubunu olusturan kan ornekleri ise deri kalmligin 2 mm’den fazla olmayan
hayvanlardan alinan orneklerden olusmaktadir. Hem tiiberkiilozisli hem de kontrol
grubundaki hayvanlarin V. jugularislerinden kan o6rnekleri alinmig, 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra oOrnekler epandorf tiiplere alinarak, -20 °C'de
dondurularak en kisa siirede analizleri yaptirilmistir. Lipid peroksidasyonu (MDA)
tayininde Placer, GSH-Px tayininde Lawrence, GSH tayininde Sedlak ve katalaz
enzim aktivitesinin tayininde ise Goth’un tanimladigi yontemler kullanilmistir.
Vitamin E ile vitamin A diizeyleri ticari test kitleri yardimiyla HPLC cihazinda
belirlenmistir. Vitamin C diizeyleri ise kolorimetrik olarak belirlenmistir. Gruplar
arasinda malondialdehid (MDA), glutatiyon peroksidaz (GSHPx), glutatiyon (GSH),
vitamin E ve vitamin C bakimindan istatistiksel 6nem saptanmasina ragmen, katalaz
ve vitamin A yoOnlinden herhangi bir Onem saptanmamustir. Sonug¢ olarak
tiiberkiilozisli sigirlarda lipid peroksidasyon ve antioksidan parametrelerde Onemli
degisimler belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, lipid peroksidasyon, sigir, tiiberkiilozis.
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2.ABSTRACT

THE CHANGES OF ANTIOXIDANT PARAMETERS IN THE
CATTLE WITH TUBERCULOSIS

The study was conducted to detect the changes of antioxidan parameters in cattle
with tuberculosis. The study was conducted on 30 cattle consist of 15 cattle with
tuberculosis and 15 healthy cattle. Intradermal PPD mamalian tuberculin test was used
for diagnosis of tuberculosis. Positive blood samples used in the study of a single
tuberculin application 72 hours after the skin thickness is 4 mm thick with animals, the
control group, blood samples forming the skin thickness is comprised of samples from
animals of not more than 2 mm. Blood samples were taken from the jugular vein of
both tuberculosis and control animals, centrifuged at 3000 rpm for 5 minutes, after
taking the samples in the epandorf tubes was frozen at -20°C and as soon as the
analysis has been done. Lipid peroxidation (MDA), GSH-Px, GSH, and catalase were
determined to Placer, Lawrence, Sedlak and Goth, respectivelly. Vitamin E and
vitamin A levels were determined by HPLC unit using commercially available test
kits. The vitamin C levels were determined colorimetrically. Although the significant
differences were determined in malondialdehide (MDA), glutathion peroxidase (GSH-
Px), glutatione (GSH), vitamin E and vitamin C levels between groups, the
significantly changes wasn’t determined in the catalase and vitamin A levels. In
conclusion, an important changes was determined in the lipid peroxidation and
antioxidan parameters in the cattle with tuberculosis.

Key words: Antioxidant, lipid peroxidation, cattle, tuberculosis.

VI



3. GIRIS

3.1.Tuberkiilozis

Mycobacterium’lar Mycobacteriaceaec familyasinda ve Mycobacteria
cinsinde smiflandirilmistir (1). Mycobacterim tuberculosis kompleks (MTBC),
genetik ve bakteriyolojik olarak birbirleriyle iliskili degisik tiirlerinin olusturdugu
grubu verilen isim olup (2), bu grup igerisinde M. tuberculosis, M. africanum, M.
bovis, M. microti, M. bovis BCG (3), M. canetti (4) ve M. caprae (5)’1 yer
almaktadir. MTBC igerisindeki tiirler insan ve memeli hayvanlar etkileyerek
kronik graniilamatéz bir hastalik olan tiiberkiiloza neden olmaktadirlar. Bu
kompleks igerisinde en genis konak¢i dagilimina sahip olan1 M. bovis olup hem

insanlarda hem de ¢ok sayida memelide hastaliga neden olabilmektedir (6).

Sigirlarda hastaligin etkeni gram (+), aerobik ve sporlu olmayan
Mycobacterium bovis’tir. M. bovis igin sigirlar baslica konak¢1 olmasina ragmen
diger evcil ve yabani memelilerde de hastalik olusturabilir. Kuslarin her ne kadar
M. bovis’e direngli olduklar1 diisiiniilse de, kuslarinda duyarli olduklar1 hakkinda

biraz da olsa bilgi mevcuttur (7,8).

M. bovis oncelikle sigirlar1 enfekte etmekle birlikte bunun yaninda degisik
ciftlik hayvanlarin1 (domuz, koyun, ke¢i, at ve kanathlar), etcilleri (kedi, kopek)
ve bazi yabani tiirleri (geyik, tilki ve ferret’ler) etkileyen zoonotik bir tiirdiir (6,9).
Hastaligin meydana gelisinde degisik faktorler etkili olup bunlar arasinda

hayvanin yasi, ¢evre ve iklim sartlarinin da etkisi vardir (10).



M. bovis 6zellikle soguk, karanlik ve nemli ¢evre sartlarinda uzun siireler
canli kalabilir. Sicakligin 12-24°C oldugu sartlarda giines 1s131ina maruz kalma
siiresiyle baglantili olarak 18-322 giin arasinda canli kalabilir. Ozellikle yabani

tastyicilar sigirlar igin hastalik kaynagini olusturmaktadirlar (7,8).

M. bovis baslica aerosollerin inhalasyonu, sindirim veya hasarli deriden
bulasabilir. Bulagsma yollarmin 6nemi etkilenen tiirler arasinda degisik olup,
sigirlar etkenleri baslica solunum akintilari, gayta ve siit yoluyla, bazen de
vaginal akintilar veya semen yoluyla sacarlar (11). Ozellikle ilerlemis hastalik
donemlerinde sacilan etken orani oldukga fazladir. Sigirlarda ortaya ¢ikan ¢ogu
olayda hastalik etkeni hayvanlarin yakin temas: sebebiyle aerosoller yoluyla
bulasir. Baz1 vakalarda etkenlerin yenilmesi sonucunda da enfeksiyon olusabilir ki
bu yol oOzellikle hastalikli sigirlardan siitle beslenen buzagilar igin Onem
arzetmektedir. Hastalik siirecinde deride, genital kanalda lezyonlar ile kongenital
belirtiler nadiren de olsa goriilebilir. Etkilenen sigirlarin tiimii hastaligin

yayiliminda etkili degildir (11,12).

M. bovis’in dzellikle pastorize edilmemis siit driinlerinin alinmasi yoluyla,
ayrica havadaki aerosoller ve deride olusan hasarlar yoluyla insanlara
nakledilebilir. Cig veya tam pismemis et iriinleri de organizmanin kaynagi
olabilir (11). Hastaliga kars1 bagisik duruma gelmis insanlar arasinda etkenlerin
yayilmasi pek gozlenmez, ancak immun sistemi baski altinda olan (HIV pozitif)
insanlarda ve alkol tiiketenlerde etkenlerin bulasmasi miimkiin olabilir. Insanlar
cok az oranda da olsa hastalikli sigirlarin aerosolleri ve idrarlar1 araciligr ile

hastaliga yakalanabilirler (13).



Tiiberkiilozis sigirlarda genellikle kronik zayiflatici bir siireg izler. Ancak
arada sirada da hastalik hizla ilerleyerek akut sekilde gelisim gosterebilir.
Hastaliga 6zgii belirtilerin sekillenmesi ve saptanabilmesi ig¢in genellikle uzun
zamanlar gereklidir. Genellikle hastalik yillarca gizli seyreder ve degisik

durumlara bagli olarak (yaslilik veya stres gibi) yeniden aktive olabilir (9).

Hastaligin baglangi¢ donemleri genellikle gizli seyreder. Enfeksiyonun
ilerledigi donemlerde ise yaygin klinik semptomlar arasinda zayifllik, ytliksek
olmayan dalgali ates, takatsizlik ve istah azalmasi yer alir. Akcigerlerin
etkilendigi hastalik vakalarinda 6zellikle sabah saatlerinde veya soguk havalardaki
egzersizler esnasinda koétiilesen balgamli oksiiriik, solunum gii¢liigii ve solunum
frekansinda artiglar saptanabilir. Hastaligin iyice ilerledigi donemlerde ise
hastalarda ileri derecede zayiflama ve solunum stresi gelistigi saptanabilir. Bazi
vakalarda retrofarengeal veya diger lenf yumrularinda biiyiime fiziki muayenede
belirlenebilir. Biiyiimiis olan lenf yumrularinin yapmis oldugu baskiya baglh
olarak kan damarlar1, solunum yollar1 veya sindirim kanali etkilenebilir. Ozellikle
sindirim kanali bu baskidan etkilenirse aralikli ishal veya konstipasyon

gozlenebilir (11,14).

Sigir tliberkiilozu baglica etkenlerin yerlestigi granulomlarin (tiiberkel)
olusumuyla karakterizedir. Bu granulomlar genel olarak sarimsi renkte olup, ya
kazeoz, kazeo-kalkaroz ya da kalsifiye oOzelliktedir. Lezyonlar genellikle
kapsiillenmis olup, geyik gibi baz tiirlerde tipik tiiberkiillerden ziyade apselere
benzemektedir. Bazi vakalarda tiiberkiiller ¢ok kiigiik olup ¢iplak gozle

goriilemeyebilirler (9).



Sigirlarda hastaligin karakteristigi olan tiiberkeller 6zellikle bas ve toraks
bolgesindeki lenf bezlerinde gelisir. Bu tip lezyonlara ayni1 zamanda akcigerler,
dalak, karaciger ve viicut bosluklarinin yiizeylerinde de rastlanilabilir. Hastaligin
birgok sisteme yayildigi vakalarda ¢ok sayida kiiglik granulomlar organlarda
bulunabilir. Hastalikla alakali lezyonlar bazen disi iireme organlarinda
saptanabilmekle beraber, erkek hayvanlarda nadiren ortaya ¢ikarlar. Hastalikla
ilgili olarak siki kontrol programlarinin uygulandig1 bolgelerde hastaliktan 6len
sigirlarin nekropsilerinde oldukga az miktarda tipik hastalik lezyonuna rastlanir ve
bu lezyonlar biiyiik oranda solunum sistemiyle ilgili lenf yumrularina yerlesmistir

(6,7,10).

Hastaliga yakalanan sigirlarin  ¢ogunlugu klinik olarak normal
goriintistedir. Yaygin milier tiiberkiiloz lezyonlarina sahip bazi sigirlar dahi klinik
olarak normaldirler. Ozellikle diger bulgularla alakali olmayan ileri derecedeki
zayiflama hastalik siiphesini artirir (14). Dalgali ates durumu da g¢ogunlukla
hastalikla iligkilidir (14,15). Olusan akciger tiiberkiilozu solunum giigliigii ve hafif
pnémoni semptomlar ile birlikte, kronik seyirli oksiiriikle karakterizedir (14).
Hastaliga yakalanan hayvanlar pek hareket etmezler (16). Hastaligi uzun siire
tasiyan sigirlarin nekropsilerinde ise primer lezyonlarin akcigerler ve iligkili

oldugu lenf yumrularinda saptandig: belirtilmektedir (17).

Sigirlarda enfeksiyon genellikle sadece hastaligin ilerlemis evrelerinde
klinik olarak teshis edilebilmektedir. Tiiberkiilin deri testi hastaligin ilk
donemlerinde kullanilan bir testtir. Bunun yani sira, hastalifin pek goriilmedigi
veya degisik kontrol programlari nedeniyle hastaliktan arindirilmis bolgelerde et

muayenesi yapilarak ta hastalik teshis edilebilir (14).



Tiiberkiiloz yalmizca fiziksel klinik muayeneler dikkate alindiginda
saptanabilmesi zor olan bir hastaliktir. Cogu olay pratikte kullanilan tarama
testleri veya mezbahalarda vakalarmm dikkati ¢ekmesiyle ortaya konur.
Histopatolojik olarak veya asido rezistans bakterilerin mikroskobik olarak ortaya
konmasiyla da ihtimali teshis konabilir. Klinik 6rnekler veya dokulardan alinan
direk yaymalar 6zel boyalarla (Ziehl/Nielsen) boyanabilir. Teshisi dogrulamak
adina spesifik kiiltiir ortamlarinda M. bovis’in izolasyonu gereklidir. Bunun yani
sira PCR yontemi ile elde edilen 6rneklerde dogrudan etken belirlenebilir. Son
zamanlarda lenfosit proliferasyonu ve gamma interferon testleri hiicresel
bagisikligi olgen kan testleri olarak uygulamada yerini almaya baglamistir.

Bunlardan lenfosit proliferasyon testi sigirlarda pek kullanilmamaktadir (9,18-20).

Diinyada sigirlardaki tiiberkiilozun teshisinde standart uygulama yontemi
deri i¢i tiiberkiilin testidir. Bu yontem {iilkemiz dahil bir¢ok iilkede saha
sartlarindaki  tiiberkiiloz ~ vakalarinin ~ belirlenmesinde  yaygin  olarak
kullanilmaktadir (21). Deri igi tiiberkulin testi basit ve pahali olmayan bir
yontemdir. Testin uygulanmasiyla ilgili baz1 degisimler olmasina ragmen yaklagik
100 yildir testin prensibi degismemistir (22). Ulkemiz dahil bir ¢ok iilkede
Mycobacterium bovis ANS kiiltiiriinden hazirlanan purifiye protein derivati (PPD)
deri i¢i tiiberkiilin testi amaciyla kullanilmaktadir. Bu sus 1948 yilinda
Ingiltere'deki saha susundan izole edilmistir (23). Deri ici tiiberkiilin testi
hastaliga kars1 olusan hiicresel duyarliligi ortaya ¢ikarmak icin yapilmakta ve
hiicreye bagl gelisen asir1 duyarlilik reaksiyonlari igerisinde yer almaktadir (24).
Deri igi tiiberkulin testi uygulanirken 0.1 ml PPD mamalian tiiberkulin deri igi

yolla verilir. Deri i¢i uygulama genel olarak boyun veya kuyruk bolgesi



derisinden yapilmasina ragmen, boyun bolgesi derisi tiiberkulin testine ¢ok daha
duyarhdir (25). Bu test sadece sigir tiiberkiilini veya hem avian ve hem de sigir
tiberkilinleri kullanilarak karsilastirmali sekilde uygulanabilir (9). Deri igi
uygulamadan sonraki 72 saat igerisinde uygulama bolgesindeki gecikmis tip asiri
duyarhiligin gostergesi olarak deri siskinligi artar ve bu siskinlik Olgiilerek
degerlendirme yapilir (26-28). Uygulama bolgesindeki yaygin siskinlik pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilir ve bu bulgu enjeksiyon bélgesine monositik
hiicreler ile duyarli T-lenfositlerin gegisiyle alakali gecikmis tip hipersensitiviteye

yorumlanir (25-27).

Bununla birlikte deri i¢i tiiberkiilin uygulamasinda da yanlis pozitiflik ve
negatiflik durumlariyla karsilagilabilmektedir. Bu test yeterince spesifite ve
duyarliliga sahip degildir (24). Yeni dogum yapmis olan hayvanlarda da test
sonuglar1 hatali degerlendirmelere neden olabilir (29-32). Ozellikle bir siiriide
hastalar varsa ve bu hayvanlarla temas oldugundan siipheleniliyorsa testin
kullanilmas: pek tavsiye edilmez. Sayet uygulanirsa yanlis negatif sonuglar ve
testin duyarliliginda azalma meydana gelebilir. Eger teshis amaciyla sadece tek bir
tiiberkiilin testi yapilirsa gercek anlamli eradikasyon zor olur, ¢linkii hastaligin
erken sathasinda ve ileri derecede hasta hayvanlarda yanlis negatif sonuglar

meydana gelebilir (9).

Deri ici tiiberkiilin testinin belli bazi olumsuzluklari nedeniyle hastaligin
teshisinde bu testin yani sira, gerek elde edilen sonuglar1 dogrulamak gerekse olasi
hatalar1 diizeltmek i¢in bazi yardimci kan testleri de kullanilmaktadir (9).
Enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA) ve gama-interferon (IFN-vy) testi

gibi testler son yillarda hastaligi saptamada kullanilmaktadirlar (12). Bununla



birlikte sigir veya diger hayvanlarda tiiberkiiloz i¢in yaygin olarak kabul goren
diagnostik kan testi bulunmamaktadir. Hastaligin belirlenmesinde genellikle M.
bovis’in izolasyon ve identifikasyonuna giivenilmektedir. Ayni zamanda humoral
bagisiklik testleri de sigirlarda sinirli kullanim imkanina sahiptir. Ciinkii hastalik
esnasindaki titreler tutarsizlik gostererek sadece hastaligin son doénemlerinde

yiikselmektedir (9).

Sigir tiiberkiilozunda en etkili kontrol stratejisi hasta hayvanlarin
belirlenmesi ve siiriiden uzaklastirilmasidir. Bu agidan enfeksiyonun erken
donemlerde taninmasi ¢cok onemlidir. Antikor yaniti gelisiminden dnce genellikle
hiicresel immun yanitlar saptanabilir (33). Deri igi tiiberkiilin testinin uygulanmasi
ve test sonucu pozitif olan hayvanlarin siiriiden ¢ikartilmasi Avustralya, bir¢ok

Avrupa lilkesi, Kanada ve Amerika’nin birgok bolgesinde uygulanmaktadir (34).

Geligsmis Tllkelerde eradikasyon programlar1 ile sigirlardaki hastalik
vakalar1 azaltilmis ve insanlardaki vakalar nadir gézlenmeye baglanmistir. Ancak
vahsi  yasamdaki  rezervuarlar  hastalifin  tamamen  eradikasyonunu
zorlagtirmaktadir. Daha az gelismis iilkelerde ise hastalik halen yaygin olup,

ciftlik hayvanlari arasinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (35).

3.2. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Neden Olduklar1 Bozukluklar

Reaktif oksijen Tiirleri (ROS), dis katmanlarinda serbest halde en az bir
veya daha ¢ok sayida eslesmemis elektron bulunduran, reaktif 6zellikteki atom
veya molekiillerdir (36-39). ROS organizmada fizyolojik metabolik reaksiyonlarin

mutlak yan driinleridir. Organizmada bu tiir fonksiyonlar sirasinda olugmalarinin



yam sira, degisik eksternal faktorler nedeniyle de (¢evre kirliligi, ilaglar,
radyasyon, vs) ortaya ¢ikabilirler. Bu tiir radikallerin ortamda bulunma siireleri
cok kisa olmasina ragmen, ¢ok reaktif bir yapiya sahip olmalarindan dolay1 bir
cok biyomolekiille kolayca reaksiyona girerek birtakim seri reaksiyonlarin
baslamasina neden olurlar. Ortaya ¢ikan ROS’larin  organizmada damar
hastaliklari, dejeneratif norolojik hastaliklar, hipertansiyon, bobrek hastaliklari,
pulmonel, deri ve otoimmun hastaliklar ile géz hastaliklarinin ortaya ¢ikisiyla

alakali olduklar1 bulunmustur (40).

ROS igerisinde en aktif olan1 ve organizmadaki yapilarla reaksiyona
girerek en fazla zarar verici etki olusturani hidroksil (OH") radikalidir (41). Olusan
diger radikallerden siiperoksit (O,) ve hidrojen peroksit (H,O,) radikalleri ise
hidroksil radikaline gore daha az zarar verici Ozelliktedir. Stperoksit radikali
meydana geldigi boliimlerde lipit zarlara niifus etme yeteneginde olmadigi igin
olustugu kisimlarda tutulur. Ortamlarda bulunan siiperoksit radikalleri siiper oksit
dismutaz (SOD) adi verilen bir enzimle reaksiyona girerek hizla hidrojen

peroksite (H,0,)’e doniisiirler (42).

ROS’larla reaksiyona giren atom veya molekiiller bu reaksiyon sirasinda
bir elektronunu kaybettiklerinden dolay1, ¢evrelerindeki molekiillerden eksik
kalan bir elektronunu alacak derecede reaktif duruma gelirler. Bu sebeplerden
dolayr ROS’lar zincir reaksiyonu seklinde ¢ogalmaya devam ederler (43). Bu tiir
zincirleme devam eden reaksiyonlarin sonlandirilmasi ve eslesmemis haldeki
elektronunun ortadan kaldirilmasinda, ya olusan radikal bir baska radikalle ya da
ROS etkisini ortadan kaldiran zincir kiran bir antioksidanla reaksiyona girmelidir

(44). Normal sartlarda viicutta olusan ROS diizeyleri ile bunlar etkisizlestiren



antioksidan yapilar denge halinde olup, ROS’larin olumsuz etkileri bu antioksidan

yapilar tarafindan kontrol altinda tutulur (44,45).

3.3. Lipit Peroksidasyonu (LPO)

LPO, organizmada olusan ROS’larin  6zellikle hiicre zarlarindaki
doymamis yag asitleriyle reaksiyona girmesi sonucunda bir takim yan iirlinlere
(peroksit, alkol, aldehid, hidroksi yag asitleri, etan ve pentan gibi) yikimlanmasi
olayidir. Bu yikimlanma siireci basladiktan sonra kendi kendini katalizleyerek
birbirini takip eden zincir reaksiyonlar: seklinde devam eder. Serbest ROS’larin
dokularda meydana getirdigi en 6nemli hasar LPO’dur. Bu reaksiyonlarin son
asamasinda li¢ ve daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu
toksik bir iiriin olan malondialdehid (MDA) olusur ki, MDA diizeyleri LPO’un

gostergesi olarak kabul edilir (46).

3.4. Antioksidan Sistemler

Organizma ¢ok cesitli etkenler sonucu ortaya ¢ikan ROS’larin meydana
getirebilecegi olumsuzluklardan, sahip oldugu antioksidan sistemler araciligiyla
korunmaktadir (45). Antioksidasyon ifadesi ROS’larin olusumunu geciktiren veya
meydana gelen radikallerin etkisizlestirildigi islemlere verilen isimdir. ROS’larin
etkisizlestirilmesinde etkili olan, organizmanin sahip oldugu bu sistemin temel iki
ozelligi olup, birincisi ROS’larla kisa siirede reaksiyona girerek yeni bir radikal
olusturmasi, ikincisi ise olusan yeni radikale reaktif olmayan 6zellik

kazandirmasidir (38).



Organizmada mevcut olan bu savunma sistemleri degisik radikal tutucular
ile baz1 enzimlerden olusmaktadir. Siiperoksit dismiitaz, katalaz ve glutathion
peroksidaz olusan ROS’larin ortamlarda ¢ogalmasini ve LPO’nun baslamasini
onleyen 6nemli enzimlerdir. Mevcut enzim sisteminin ROS’lar etkisizlestirmede
yetersiz kaldigi durumlarda ise diisiik molekiil agirlikli ve enzimsel ozellikte
olmayan serbest radikal tutucular1 zincir reaksiyonlarinin ilerlemesini 6nlemeye
calisirlar. Bu sistem igerisinde de tokoferoller, karotenler, askorbik asit ve

glutatyon yer almaktadir (39,45).

Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit radikalini, hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene ayristirir (47). Katalaz hidrojen peroksitin oksijen ve suya
ayrigsmasint saglar ve Ozellikle hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene
katalizlendigi yer olan peroksizomlarda bulunur (44). Glutation peroksidaz,
hidroperoksitlerin alkollere indirgenmesini saglayarak hidroksil radikallerinin
meydana gelisini azaltir. Glutation peroksidaz enzimi organizmada eritrositlerin
icerisinde yer alir ve hidroperoksitlerin  hemoglobini methemoglobine
doniistiirmesini  Onleyen sistemin Onemli bir pargasidir. Bu enzim hiicre
membranlarindaki lipit peroksitleri zarar verici etkileri ortaya ¢ikmadan oOnce

yikimlayan bir enzimdir (48).

Enzimsel olmayan antioksidan sistem igerisinde yer alan E vitamini,
organizmanin sahip oldugu miikemmel bir dogal antioksidandir. Vitamin E’nin
aktif formu ve antioksidan ozelligi en fazla olan1 a-tocopheroldiir. E vitamininin
antioksidan 6zelligi yapisinda buluna fenolik hidroksil grubundan kaynaklanir

(49-51).
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E vitamini oldukga etkili bir antioksidan ozellige sahip olup, hiicre
zarindaki mevcut fosfolipid tabakadaki doymamis yag asitlerinin ROS’un
(siiperoksit, lipid peroksit, hidroksil, singlet oksijen) zararli etkisinden
korunmasinda oldukea etkilidir (52, 53). Viicudun sahip oldugu enzimsel olmayan
antioksidan sistem igerisinde, E vitamini ¢ok daha fazla bulundugundan dolay1
plazma ve diisiik molekiillii lipoproteinlerdeki en 6nemli antioksidan olarak kabul
edilmektedir (48,54). E vitamini ile bir antioksidan enzim olan glutatyon
peroksidaz arasinda ROS etkilerine karsi sinerjik etki mevcuttur. Bu etki
icerisinde glutation peroksidaz enzimi peroksitleri ortadan kaldirirken, E vitamini
peroksitlerin sentezini engellemektedir (53). E vitaminin antioksidan etkisinde
sahip oldugu fenolik grubu (TOH) ortamdaki peroksil radikali (ROO) ile
reaksiyona girerek, hidrojen atomunu peroksil radikaline gegirir ve sonug¢ olarak
bir a-tocopheroxyl radikali (TO) meydana gelir (38,47). Meydana gelen bu
radikal ise glukoronik asitle konjuge edilerek safra yoluyla atilir (48). Boylece
peroksil radikallerinin hiicre zarlarindaki doymamis yag asitleriyle reaksiyonu
onlenmis olur ve zincir reaksiyonlarinin yayilmasi durdurulur (55). Ayrica E
vitamininin nd&trofil aktivitesini, prostoglandin sentezini ve hiicresel/humoral
bagisiklig giiclendirdigi ifade edilmektedir (51,56).

Viicutta bulunan ve enzimsel olmayan antioksidan sistemin diger 6nemli
bir iyesi ise vitamin C’dir. Bu vitamin hiicre disi sivilardaki en etKkili
antioksidandir. Askorbik asitin ortamdaki birgok ROS tiiriinii (siiperoksit, hidrojen
peroksit, hidroksil, peroksil, vs) etkili sekilde ortadan kaldirdig: ifade edilmektedir
(57,58). Bu 6nemli etki igerisinde vitamin C’nin iki 6zelligi olduk¢a 6nemli olup,

birincisi olusan ROS tiirleri ile etkili sekilde reaksiyona girmesi ve bu etkilesimde
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olusan askorbil radikalinin diistik etkinlige sahip olmasi, ikincisi ise ortaya ¢ikan
yeni {rtiniin kolayca askorbat ve dehidroaskorbik asite ayrisabilmesidir (59).
Bunun yani sira vitamin C’nin antioksidan etkide tokoferollere yardimci oldugu
ve olusan tokoferoksil radikalinden bir oksijen atomunu alarak bu iiriinii yeniden
aktif tokoferol haline dontstiirdiigii ileri siiriilmektedir. Vitamin C’nin bu etkisi
sonucunda, tokoferollerin ROS’lar1 etkisizlestirme 6zelligi de yenilenmis olur
(51). Bu reaksiyon sirasinda olusan yeni ancak etkisi az olan radikal (askorbil

radikali) tekrardan okside olmaz (38).

Bu grup igerisinde yer alan antioksidanlardan bir digeri olan karotenler
yagda ¢oOziinen antioksidanlarin degisik bir tipidirler. Beta karotenin antioksidan
etkisi reaksiyona girdigi alkil yapi iginde bulunan karbon merkezli radikalleri
stabilize etme yeteneginden kaynaklanir. Karotenler diisik oksijen
konsantrasyonlarinda etkili olduklarindan, yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda

etkili olan vitamin E’nin antioksidan etkisine katkida bulunurlar (48).

Bu calisma, iilkemizdeki sigirlarda da goriilen tiiberkiiloz hastaliginda

antioksidan parametrelerdeki degisimi belirlemek amaciyla yapilmaistir.
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4. GEREC ve YONTEM

Bu calisma Erzincan yoresinde bulunan Tiirkvet Kayit Sistemine kayith
isletmelerden (A,B,C,D,E,F) saglanan ve Prufiye Protein Derivatt (PPD)
mammalian tiiberkiilin testine pozitif yanit veren 15 adet tiiberkiilozisli inek ile,
PPD mammalian tiiberkiilin testine negatif yanit veren 15 inekten olusan, g¢esitli

yas gruplarindaki (4 — 7 yas) toplam 30 adet inek tizerinde yiirtitiilmiistir.

PPD mamalian tiiberkiilin testinde, Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanlig1
Etlik Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitlisii tarafindan iretilen
Mycrobacterium bovis’in lireme ve lizis iiriinlerinin 1s1 ile islem gormesi ile elde
edilen ve ayni tiirden mikroorganizmalara kars1 hassas hale getirilen bir hayvanda
gecikmis tip hipersensitivite olusturma yetenegine sahip 3ml’lik Etlik Bovine
Tiiberkiilin  PPD mamalian preparatt kullamilmistir (Sekil 1). Bakanlikga
belirlenen yonetmelige gore sigir i¢in enjekte edilecek tiiberkiilin 2000 UI’den az
olamaz, her bir enjeksiyon dozu 0,2 ml’yi gegemez. Buradan hareketle, boynun
orta ti¢te birlik kisminin sol tarafindaki killar kirpilmis ve temizlenmistir. Kirpilan
bolge bir deri kivrimi yapilarak kompas ile dl¢iiliip kaydedilmis ve PPD mamalian
tiiberkiilin deri i¢i olarak 0,1 ml dozunda temizlenen bolgeye enjekte edilmistir.
Enjeksiyondan 72 saat (+ 4 saat) sonra her bir enjeksiyon bolgesinin kalinlig:
Olgiilerek yeniden kayit edilmistir. Bakanlik¢a belirlenen yonetmelige gore
degerlendirme yapilarak tiiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif hayvanlar
belirlenmigtir. Calismada kullanilan pozitif kan 06rnekleri tek tiiberkiilin
uygulamasindan 72 saat sonra kompasla olciilen deri kalinligt 4 mm’den kalin

olan hayvanlardan alinan 6rneklerden olusmaktadir. Kontrol grubunu olusturan
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kan ornekleri ise tliberkiilin uygulamasindan 72 saat sonra kompasla olgiilen deri
kalinlig1 2 mm’den fazla olmayan hayvanlardan alinan 6rneklerden olusmaktadir.
Pozitif test orneklerinin alindigi isletmeler ve alinan 6rnek sayilart su sekildedir:
A (TR241845) isletmesinden 1, B (TR243557) isletmesinden 2, C (TR244316)
isletmesinden 4, D (TR245088) isletmesinden 3, E (TR24246538) isletmesinden 1
ve F (TR24491) isletmesinden 4 pozitif 6rnek alinmistir. Kontrol grubu serumlar
ise yine Erzincan yoresinde Tirkvet kayit sistemine kayitli ayni isletmelerden
(A,B,C,D,E,F) PPD mamalian tiiberkiilin testi bakanlik¢a belirlenen yonetmelige

gore negatif olan hayvanlardan alinmistir.

Hem calisma hem de kontrol grubundaki hayvanlarin V. jugularislerinden
antikoagulanli ve antikoagulansiz tiiplere kan 6rnekleri alinmig, 3000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra ornekler epandorf tiiplere almarak -20 °C'de
dondurularak en kisa siirede analizleri yaptirtlmistir. Ayrica plazmalar alindiktan
sonra geriye kalan eritrosit kism1 3 kez % 0.9’luk NaCl ¢ozeltisiyle yikanarak, 1
kisim eritrosit siispansiyonu 9 kisim distile su ile karistirilmis, sonunda % 10’luk
eritrosit hemolizat1 elde edilerek hemolizat glutation peroksidaz belirlenmesinde

kullanilmistir.
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Sekil 1. Deri ici tiiberkiilin testinde kullanilan kompas, enjektér ve PPD

mamalian preparati.

Lipid peroksidasyonu (MDA) tayini Placer ve ark. (60)’nin tanimladigi
yonteme gore spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Prensip: pH’in 3,4 oldugu
aerobik bir ortamda TBA ile plazmanin 100 °C’de inkubasyonu, lipid
peroksidasyonun  sekunder bir {riinii  olan Malondialdehiti (MDA)
olusturmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks olusturur.
Pembe rengin 532 nm’de spektrofotometrik olarak dl¢iimii ile lipid peroksidasyon
saptanir. Belirlenen absorbans degeri MDA standart egrisinden yada yine standart
egriden hesaplanan 0,0092 sabit rakamia bdliinerek plazma MDA degeri

nmol/ml olarak hesaplanmistir.

GSH-Px tayini: Hemolizatta GSH-Px aktivitesi Lawrence ve ark. (61)’nin
belirttigi sekilde belirlenmistir. Hemolizatta GSH-Px, GSH Cumene hidroperoksit
(CHPO,) ile oksidasyona ugratilmistir. Renk ajani olarak 5,5-ditiyo-bis[2-

nitrobenzoik asit] (DTNB) solusyonu ile karigtirilmast sonucu hem kor ve hem de

15



orneklerde meydana gelen sar1 renk kompleksinin 412 nm’de spektrofotometre ile
okunmasi sonucu belirlenmistir.

GSH tayininde Sedlak (62)’1n, katalaz enzim aktivitesinin tayininde ise
Goth (63)’un tanimladigi yontem kullanilmustir.

Antioksidan vitaminlerden olan vitamin E ile vitamin A diizeyleri F.U.
Merkez Laboratuvarinda teknigine uygun olarak ticari test kitleri yardimiyla
HPLC cihazinda belirlenmistir. Vitamin C diizeyleri ise F.U. Veteriner Fakiiltesi
Ic Hastaliklari ABD Laboratuvarinda fosfotungunstik asit metodu kullanilarak

kolorimetrik olarak teknigine uygun yontemle (64) belirlenmistir.

Calismada elde edilen sonuglar vitamin E haric normal dagilim
gostermistir. Gruplarda normal dagilimi bozan bireyler oldugundan istatistiksel
analizlerde SPSS Ms Windows Release 20.0 programinda nonparametrik ‘'Mann-

Whitney U testi" kullanilmigtir.
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5. BULGULAR

Calismada deri i¢i PPD mamalian tiiberkiilin testi uygulanan hayvanlarda
pozitif deri kalinlagmalar1 Sekil 2’de, ayrica tiiberkiiloz hastalig1 yoniinden pozitif
olan ve ilgili yonetmelik geregince kesime sevk edilen hastalara ait kesim sonrasi

organlarda saptanan lezyonlarda Resim 3’te sunulmustur.
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Sekil 2 . PPD mamalian tiiberkiilin uygulandiktan 72 saat sonra saptanan

pozitif deri reaksiyonlart.
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Gerek tiiberkiiloz yoniinden pozitif, gerekse de negatif saptanan ineklerde
belirlenen oksidan ve antioksidan parametrelerin ortalama degerleri ile istatistiksel
onem dereceleri ise Tablo 1’de toplu sekilde sunulmustur. Bu tablo
incelendiginde; gruplar arasinda MDA (P<0.01), GSHPx (P<0.01), GSH
(P<0.05), vitamin E (P<0.001) ve vitamin C (P<0.01) bakimindan istatistiksel
onem oldugu, katalaz ve vitamin A yoniinden ise her ne kadar tiiberkulozisli
sigirlarda degerler diisiik belirlense de, istatistiksel bir onem saptanmadigi

goriilmektedir.

Tablo 1 : Tiberkiiloz yoniinden pozitif ve negatif saptanan ineklerde
oksidan ve antioksidan parametrelerin ortalama degerleri ile istatistiksel dnem

dereceleri.

Parametreler Tiiberkuloz Tiiberkuloz P
Negatif (n=15)  Pozitif (n=15)

MDA (nmol/ml) 2.91+0.48 3.68 £ 0.44 o
GSHPx (1U/L) 27.98 +9.33 19.88 £ 8.94  **
CAT (KU/L) 9436 +£17.90  93.36+£20.95 -
GSH (nmol/ml) 0.22 +0.67 0.16 +£0.30 *
Vitamin E (mg/L) 8.13+ 2.66 2.72+0.76 falaka
Vitamin C (mg/L) 7.39 +0.76% 5.84 +0.94 *x
Vitamin A (mg/L) 0.49 £0.51 0.46+0.16 -

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir.

*:P<0.05, **: P<0.01, ***:P<0.001, -: 6nem yok
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6. TARTISMA

Sigir tiiberkiilozu birgok iilkede ekonomik agidan onemli baslica saglik
problemidir. Tahminen diinyada 50 milyona yakin sigirin tiiberkiilozun etkeni
olan M. bovis ile enfekte oldugu diisiiniilmektedir (65). Deri i¢i tiiberkiilin testi
hem insanlarda hem de veteriner sahada ¢ok sayida mycobacterium tiiriiniin neden
oldugu hastaligin teshisinde kullanilan klasik testlerden biridir. Yasayan
hayvanlarda hastaligin teshisinde ayrica IFN-y testleri de giiniimiizde

kullanilmaktadir (66-68).

Deri ici tuberkiilin testi iilkemiz dahil bircok fiilkede saha sartlarinda
tiilberkulozun teshisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (21). Deri i¢i tiiberkulin
testi basit, pahali olmayan ve yaygin olarak kullanilan bir test olup, yaklasik 100
yildir prensibi degismemistir (22). Deri i¢i tiiberkulin testinde 0.1 ml PPD
mamalian tiiberkulin deri i¢i yolla uygulanir. Uygulama genel olarak boyun veya
kuyruk bolgesi derisinden yapilmasina ragmen, boyun bolgesi derisi tiiberkulin
testine ¢ok daha duyarhidir (25). Uygulama sonrasi 72 saat igerisinde uygulama
bolgesindeki gecikmis asirt duyarliliin gostergesi olan deri siskinligi dlciilerek
degerlendirme yapilir (26-28). Uygulama bolgesindeki diffuz siskinlik pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilir ve bu sigkinlik inokulasyon bdlgesine monositik
hiicreler ve duyarli T lenfositlerin gecisiyle alakali gecikmis tip hipersensitiviteye

isarettir (25-27).

Mevcut ¢alismada Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Etlik Veteriner
Kontrol Merkez Arastirma Enstitiisii tarafindan iiretilen Mycrobacterium bovis’in

tireme ve lizis irlinlerinin 1s1 ile islem goérmesi ile elde edilen ve ayni tiirden
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mikroorganizmalara karsi hassas hale getirilen bir hayvanda gecikmis tip
hipersensitivite olusturma yetenegine sahip 3ml’lik Etlik Bovine Tiiberkiilin PPD
mamalian preparati kullanilarak deri i¢ine 0,1 ml dozunda PPD mamalian
tiiberkiilin enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 72 saat (+ 4 saat) sonra her bir
enjeksiyon boélgesinin kalinlhigi olcililerek deri kalinligt 4 mm’den kalin olan
hayvanlar tiiberkiiloz hastaligi yoniinden pozitif kabul edilirken, deri kalinlig1 2

mm’den fazla olmayan hayvanlar hastalik yoniinden negatif kabul edilmislerdir.

Hastalik bu kadar 6nemli olmasina ragmen, erken déonemde hastaliga isaret
edecek tipik semptomlar siklikla belirsizdir. Ancak hastaligin ilerledigi son
donemlerine dogru organ ve sistemlere ait bulgular dikkati ¢ekmeye

baslamaktadir (69).

ROS’larin agirt {iretilmesi ve savunmanin yetersiz kalmasi sonucu gelisen
oksidatif stres durumu, sekillenen bazi hastaliklarda ikincil olarak etkiyerek
mevcut hastaligin ilerlemesine neden olan ilave bir faktor olarak etki etmektedir.
Boylesi bir durumda yani antioksidan savunma sisteminin yetersiz kaldigi
durumlarda degisik tipteki hastaliklar veya klinik semptomlart ortaya
cikabilmektedir (70-72). Baslica doymamis yag asitlerinin oksidasyonu esasina
dayanan lipid peroksidasyonunun gostergesi olan malondialdehid (MDA)
diizeylerinin belirlenmesi, organizmada oksidatif stresin gelisip gelismediginin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir metoddur (73-75). Lipid
peroksidasyonu sonucunda olusan degisik yan iriinler hiicre membraninin
yapisim olumsuz etkiler (76,77). Ozellikle eritrosit membran1 doymamis yag
asitlerini biinyesinde fazlaca bulundurur ve lipid peroksidasyona karsi oldukca

duyarlidir (78-80).
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Mevcut c¢alismada, tiiberkiilozisli sigirlarda hastalik esnasinda oksidatif
parametrelerde ne gibi bir degisim oldugu arastirilmistir. Bu aragtirma sonucunda
tiiberkiilozisli sigirlarda kontrollere nazaran saptanan yiiksek MDA diizeyleri
hastalik esnasinda gelisen oksidatif stresin gostergesi olarak kabul edilmistir.
Calismada tiiberkiilozisli sigirlarda katalaz diizeylerinde kontrollere nazaran
disiik degerler saptanmis olmasmma ragmen, bu azalmalar istatistiksel olarak
onemli bulunmamistir. Oysa GSHPx ve GSH diizeylerinde gruplar arasinda
Oonemli azalmalar tespit edilmistir. Her ne kadar katalaz diizeylerindeki azalmalar
onemli bulunmamis olsa da, bu enzim diizeyi ile GSHPx ve GSH diizeylerindeki
tiiberkiilozisli sigirlarda saptanan azalmalarin hastalik esnasinda gelisen oksidatif
strese bagli olarak ortaya cikan radikalleri etkisizlestirmek adina kullanimlarindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Bu calisma planlanmadan once yapilan arastirmalarda tiiberkiilozisli
sigirlarda  oksidatif stres durumunun belirlendigi bir bagka c¢alismaya
rastlanilmamistir.  Bu konuda insanlar iizerinde yiiriitiilen degisik calismalar
mevcut olup, bu calismalarda MDA diizeylerinde artig, glutatiyon ve katalaz
diizeylerinde azalma (81-82) ile vitamin E ve vitamin C diizeylerinde azalmalar

(83) saptanmustir.

Vitamin E viicutta 6zellikle lipoprotein yapilar ve hiicre zarlarinda mevcut
olan yagda eriyen en 6nemli antioksidanlardan biridir (73,84,85). Askorbik asit
ise organizmadaki biyolojik sivilarda bulunan ve suda ¢dziinen zincir kiran
antioksidan olarak gorev yapar ve lipid bolgelerindeki radikallere etkisi yoktur
(86). Lipid peroksidasyonun onlenmesinde askorbik asit ile a-tocopherol

arasindaki sinerjizm olduk¢a iyi bilinmektedir. Vitamin C, vitamin E’nin
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antioksidan etkisini artirirken, ayni zamanda tiiketimini de azaltmaktadir

(84,87,88).

Normal sartlarda eriskin sigirlarin karacigeri tarafindan askorbik asit
sentezlenebilmekte ve bu sentez fizyolojik ihtiyaglar i¢in yeterli olmaktadir
(89,90). Yine de ruminantlar, askorbik asitin rumen mikrofloras: tarafindan
yikimlanmasi nedeniyle eksikliklere kars1 duyarlidirlar. Askorbik asit yetersizligi

de viicudun enfeksiyonlara karsi savunma giiciinii azaltmaktadir (91).

Mevcut caligmada tiiberkiilozisli sigirlarda kontrollerle karsilastirildiginda
vitamin E ve C diizeylerinin 6énemli derecede azalmis oldugu dikkati ¢ekmektedir.
Bu durumun nedeninin hem hastalik esnasinda gelismesi muhtemel olan yem
tilketimi azalmast hem de gelisen oksidatif strese bagli artan kullanimlarindan

kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Vitamin A diizeyleri agisindan ise gruplar arasinda istatiksel Onem
saptanmamistir. Bu durum gelisen oksidatif stres esnasinda oncelikle E ve C gibi

vitaminlerin kullanimiyla alakali olabilir.

Sonug olarak tiiberkiilozisli sigirlarda lipid peroksidasyon ve antioksidan
parametrelerde 6nemli degisimler belirlenmistir. Klinik olarak 6nemli ve hastaliga
isaret edebilecek bulgularin yetersizligi nedeniyle, 6zellikle siipheli durumlarda
oksidatif stres parametrelerindeki degisimlerin belirlenmesinin bu acidan teshise

yardimci bir kriter olarak dikkate alinabilecegi sonucuna varilmigtir.
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8. OZGECMIS

26.07.1986 tarihinde Sivas ili Koyulhisar ilgesinde dogmusum. Ilk ve Orta
egitimimi burada tamamladiktan sonra lise 6grenimimi Sivas Sel¢uk Anadolu
Lisesinde tamamladim. 2006 yilinda F.U. Veteriner Fakiiltesini kazanarak,
2011 yilinda bu fakiilteden mezun oldum. 2012 yilinda Erzincan ili ili¢ ilcesi
Gida Tarmm ve Hayvancilik Ilge Miidiirliigiinde Veteriner Hekim olarak
goreve basladim. Erzincan ili Ili¢ ve Refahiye ilge miidiirliiklerinde 4 yil gorev
yaptiktan sonra Sivas Il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliiiine atandim ve

halen ayn1 birimde gorev yapmaktayim. Askerlik gorevimi yaptim.
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