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BRUSELLOZISLI SIGIRLARDA SERBEST RADIKAL HASARI VE ANTIOKSIDAN
AKTIVITE ILE MINERAL MADDE DUZEYLERINDEKI DEGISIKLIKLER

OZET

Bu c¢alismanin amaci brusella ile enfekte sidir serumunda reaktif
oksijen ve reaktif nitrojen tirleri, bazi antioksidanlar ile bazi
mineral madde dizeylerini O0lcmektir. Kontrol ve brusellozisli
gruplardaki sirasiyla malondialdehit (MDA) diizeyi 2.094+0.18 wve
4.69+0.09 nmol/ml; glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi 32.02+2.34
ve 28.38%2.69 IU/g protein; paraoksonaz (PON1l) aktivitesi 274.53+£11.10
ve 200421.11 IU/L; Vitamin E seviyesi 7.58+0.83 ve 8.90+0,62 pmol/L;
Vitamin A seviyesi 0.4720.09 wve 0.9340,11 upmol/L; PB-karoten diizeyi
0.33£0.09 wve 0.25%#0.06 wpmol/L; Fe konsantrasyonu 188.33+£7.90 ve
150+7.07 mng/dl; Cu konsantrasyonu 78.10+1.48 wve 95.56+2.07 pg/dl
olarak bulunmustur. Brusellali sigirlarda serum MDA, vitamin A ve Cu
dizeyleri kontrole gbre artmis (p<0.05), serum PON1 aktivitesi ile Fe
konsantrasyonu kontrole gdre dismis (p<0.05), GSH-Px, NO, vitamin E ve
B-karoten dlzeyleri ise degismemistir (p>0.05). Sonuc¢ olarak brusella
enfeksiyonu, sigir serumundaki serbest radikal diizeyinde, mineral
madde konsantrasyonunda ve antioksidan aktivitede degisiklikler
meydana getirmistir.

Anahtar Kelimeler: SiJir, Brusellozis, Lipid Peroksidasyon,

Mineral Madde, Antioksidant

ALTERATIONS IN ANTIOXIDANT ACTIVITY AND MINERAL LEVELS AND FREE
RADICAL DAMAGE IN CATTLE INFECTED WITH BRUCELLOSIS

ABSTRACT

The objective of this study was to determine levels of serum
reactive oxygen and nitrogen species, some antioxidant and mineral
levels in cattle infected with Dbrucellosis. In infected group and
control group, malondialdehyde (MDA) level was 2.09+0.18 and 4.69+0.09
nmol/ml; glutathione peroxidase (GSH-Px) activity 32.02+2.34 and
28.38+2.69 IU/g protein; paraoxonase (PON1l) activity 274.53%#11.10 and
200421.11 1IU/L; Vitamin E level 7.58+0.83 and 8.90+0,62 umol/L;
Vitamin A level 0.47+0.09 and 0.934#0,11 upmol/L; R-karoten level
0.3340.09 and 0.25+0.06 wpmol/L; Fe concentration 188.33+7.90 and
150+7.07 mug/dl; Cu concentration 78.10+1.48 and 95.56+2.07 mnug/dl,
respectively. Serum MDA, vitamin A and Cu levels in cattle infected
with brucellosis were higher than control animals (p<0.05); serum PON1
activity and Fe concentration decreased in infected group (p<0.05);
GSH-Px, NO, vitamin E and Pf-karoten levels didn’t change (p>0.05). In
conclusion, brucellosis infection caused the changes in free radical
level, some mineral concentration and antioxidant activity in cattle.

Keywords: Cattle, Brucellosis, Lipid Peroxidation,

Minerals, Antioxidant
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1. GiRis (INTRODUCTION)

Brusellozis, hem insan hem de hayvan sagligini vyakindan
ilgilendiren ve hayvansal {retim {zerine ©Onemli etkileri olan
bulasici, akut, subakut veya kronik seyirli zoonoz bir enfeksiyondur
[20]. Brusellozis, hayvanlarda ekonomik kayiplara neden olmasiyla
birlikte enfekte hayvanlarin siit ve siit drtnleri ile tiketicileri de
etkilemesi sebebiyle halk saglidi acisindan da onemli bir hastaliktir
[49].

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusan superoksit,
hidrojen peroksit, hidroksil ve peroksit radikalleri gibi serbest
radikaller bircok dedisik reaksiyonlarla hiicre ve dokularda meydana
gelirler. Normal kosullar altinda serbest radikallerin olusumunu ve
bunlarin meydana getirdigi hasari oOnlemek i¢in vicutta enzimatik [Zn,
Cu-stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) gibi] wve enzimatik olmayan [glutatyon (GSH), A ve E gibi
vitaminler] savunma mekanizmalari gelismistir ki bunlar antioksidanlar
olarak bilinirler [11]. Hicre ve dokularin vyapisal biutinliginin
korunmasinda ve normal fonksiyonlarini yerine getirmelerinde oksidan
ve antioksidan sistemler arasindaki mevcut dengenin korunmasi bluyik
onem tasimaktadir. Bu dengenin bozulmasi organizmada oksidatif strese
neden olur, bu oksidatif strese bagli olarak olusan serbest radikaller
proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve niikleik asitler gibi
vicudumuzun temel vyapisal molekiillerinin oksidatif hasarlanmasina
neden olurlar [1 ve 43].

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan bir serbest radikal
etkisi sonucu membran yapisinda bulunan poliansatiire vyag asidi
zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi ile baslar [1 ve 9].
Lipit peroksidasyonu, 1lipit peroksitlerin aldehitler, hidrokarbonlar
ve hidroperoksitler gibi istenmeyen {rinlere doéniismesi ile sona
ermektedir. Lipit peroksidasyonunun aldehit {driinlerinden Dbiri olan
malondialdehit, 1lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin Dbir
gdstergesi olarak yaygin sekilde kullanilmaktadir [1].

Paraoksonaz (PON1l)enzimi, karaciger, bobrek, ince bagirsak basta
olmak 1iizere Dbircok dokuda ve serumda bulunur [3 wve 34]. PON1
enziminin, LDL-kolesterolii bakir (Cu) iyonunun ve serbest radikallerin
indikledigi oksidasyondan korumak  suretiyle antioksidan 6zellik

gbsterdigi bildirilmektedir [6, 19 ve 24]. Ateroskleroz gelisiminde,
oksidatif stres altinda olusan hidrojen peroksiti %25 oraninda
hidroliz eder. Bu 06zellik PON1l’in peroksidaz aktivitesine sahip
oldugunu da gbdstermektedir [7 ve 44].

Makrofajlarda nitrik oksit (NO) sentezlenmesi, bakteriyel
enfeksiyonlara 1ilk vyanittir. Bakteri endotoksinleri, ©protozoa ve

parazit antijenleri ile wuyarilan makrofajlar NO {dreterek bakteri,
timdér ve virls hlicreleri {izerine 0Oldiurici sitotoksik etki yapar, yani
NO spesifik olmayan immunitede rol oynar [25 ve 36].

Metal iyonlarinin serbest radikal reaksiyonlarindaki asil
6nemleri lipid peroksidasyonundaki etkileridir. Gec¢is metalleri lipid

peroksidasyonu baslatmaktan ziyade sentezlenmis olan lipid
hidroperoksitlerinin parcalanmalarini ve lipid peroksidasyonunun
zincir reaksiyonlarini katalize ederek serbest radikallerin

zararlarini artirairlar [1].

2. ARASTIRMANIN ONEMI (RESEARCH SIGNIFICATION)

Bu calismada Brusella abortus (B.abortus) ile enfekte sigirlarin
serumundaki serbest radikal hasari, antioksidan aktivite wve mineral
madde dedisiminin O6l¢iilmesi amac¢lanmistir. Arastirma kullanilan ydntem
ve elde edilen bulgular bu konu c¢ergevesinde yapilacak c¢alismalara
1s1k tutmasi agisindan Onem arz etmektedir.
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3. GEREGC VE YONTEM (MATERIAL AND METHOD)

Bu c¢alismada; c¢esitli kOy ve isletmelerden gelen 15 adet
saglikli 15 adet brusellalili olmak izere toplam 30 adet kan Ornegi
kullanilmistir. Alinan kan serumu Ornekleri kullanilincaya kadar -

20°C*de saklandi.

Rose Bengal Plate Test (RBPT): Pendik Veteriner Kontrol ve
Arastirma Enstitisiinden temin edilen RBPT antijeninin 0.03ml si ayni
miktar kan serumu ile lam f{izerinde karistirildi ve sonuclar 4 dakika
iginde degerlendirildi. Serum Agliitinasyon Testi (SAT): Bu testte
kullanilan antijen Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitisiinden
temin edildi. Serum O6rnekleri fenollli fizyolojik tuzlu su ile (pH 7.2)
1/10°dan baslayarak 1/640°a kadar sulandirildiktan sonra tuplere, 0.5
ml SAT antijeni ilave edilerek 16-18 saat 37°C de inkiilbe edildi.
Inkiibasyon sonrasi sonuclar, pozitif ve negatif kontrol o6rnekleri ile
karsilastirilarak gbdzle dederlendirildi. Dederlendirmede 1/40 ve {izeri
serum dillisyonlarindaki ++’1i1k reaksiyonlar pozitif olarak kabul
edildi [4].

Serumda lipit ©peroksit olgumi Satoh [41] ve Yagi [51]’den
modifiye edilen ydnteme gdre spektrofotometrik olarak yapilmistir. Bu
yontem d¢ veya daha fazla ¢ift bagd igeren vyag asitlerinin
peroksidasyonunda son {irin olarak olusan MDA’nin tiyobarbitiirik asit
ile reaksiyona girerek olusturdugu kompleksin pembe renginin 532 nm’de
okunmasi esasina dayanir. MDA, yad asidi oksidasyonunun spesifik ya da
kantitatif bir indikatdérti olmamasina karsin, lipid peroksidasyonunun
derecesiyle iyi bir korelasyon gdsterir.

GSH-Px aktivitesinin o6lcimleri Lawrence ve Burk [27] tarafindan
tanimlanan sekilde gerceklestirildi. Spesifik aktivite 1IU/g protein

olarak hesaplandi. Plazma PON1 aktivitesi 0Ol¢imii substrat olarak
kulanilan paraoksonun enzimatik hidrolizi sonucu olusan 4-nitrofenoliin
O0lcimi esasina dayanan Eckerson ve ark. [13]"larinin metodu ile

0lclildii. NO diizeyinin Olclimi ise enzimatik Greiss [33] ydntemine gore,
total nitrit diizeylerinin endojen NO {retiminin gdstergesi olarak
kabul edilmesi nedeniyle total nitrit olarak 6lciildi.

Mineral madde Olg¢imlerinde standart stok soliisyonlardan her bir
element i¢in standart ¢ozeltiler hazirlanmis, k&r olarak distile su
kullanilmistir. Alette her elemente ait dalga boyunda 1sik veren
Hallow Cathod lambalari (HCL) ile yine her elemente uygun hava-
asetilen gaz karisimi, slit araligi HCL ve Back Ground Correction
(BGC) modlari sec¢ilmistir. Bu sartlarda koér ve standart c¢ozeltiler
alete (Shimadzu AA-660, Flame Fotometre) verilerek kalibrasyon
egrileri ¢izdirilmis ve alinan orneklerin Olc¢imi yapilmistir.

Plazma A vitamini ve p-karoten diizeylerinin belirlenmesi ic¢in,
askorbik asitle presipite edilen plazma lipoproteinlerinden hekzan
ilavesi ile A vitamini ve PB-karoten’in ayrilmasi esasina dayali Suzuki
ve Katoh [46]"un tanimladidi spektrofotometrik yontem kullanildi.
Plazma E vitamini dizeyleri, Kayden [23]’1inin belirttidi Emmeria-Engel
reaksiyonu esasina dayali spektrofotometrik metot kullanilarak
6lcgildi.

Veriler Windows ile wuyumlu SPSS 10.0 programi kullanilarak
deJerlendirildi. Iki grup arasindaki farkliliklar “badimsiz t testi”
[12] kullanilarak karsilastirildi. Sonucg¢lar ortalama + standart hata
olarak belirtildi ve p<0.05 dederi anlamli kabul edildi.

4. BULGULAR (FINDINGS)

Brusellali sigirlarda serum MDA, vitamin A ve Cu diizeyleri
kontrole gbre artmis (p<0.05), serum PON1 aktivitesi ile Fe
konsantrasyonu kontrole godre dismis (p<0.05), GSH-Px, NO, vitamin E
ve B-karoten diizeyleri ise degismemistir (p>0.05) (Tablo 1).

17



e-Journal of New World Sciences Academy
Veterinary Sciences, 3B0003, 4, (2), 15-23.
Benzer, F., Kili¢c, A., Erisir, M., Ozcelik, M.,
Simsek H. and Temirer Ozan, P.S.

Tablo 1. B.abortus ile enfekte sidirlarda serumdaki bazi biyokimyasal
parametrelerdeki degisiklikler.
(Table 1. Changes in some serum biochemical parameters in cattle
infected with B.abortus)

Biyokimyasal

Parametreler Kontrol Brusellozis P
MDA (nmol/ml) 2.09+0.18° 4.69+0.09° | <0.05
GSH-Px (IU/g protein) 32.02+2.34 28.38+£2.69 >0.05
PON1 (IU/L) 274.53+11.10" 2004£21.11°% <0.05
Nitrit (pmol/L) 57.58+0.46 58.45+0.12 >0.05
Vit E (pmol/L) 7.58+40.83 8.90+0, 62 >0.05
Vit A (pmol/L) 0.47+0.09° 0.93+0,11° <0.05
B-karoten (umol/L) 0.3340.09 0.25+0.06 >0.05
Fe (pg/dl) 188.33+7.90° 150+7.07% | <0.05
Cu (pg/dl) 78.10+1.48°% 95.56+2.07" <0.05

5. TARTISMA (DISCUSSION)

B.abortus, fakiiltatif, hlicre ici gram negatif bir bakteridir.
Biitiin aerobik organizmalar oksidatif Dbilesiklere karsi koruyucu
mekanizmalara sahiptir. Bununla birlikte fagositik hiicreler
bakterileri vyok etmek i¢in serbest radikallerini kullanirlar [1].
Lipit peroksidasyon, serbest radikaller tarafindan baslatilan ve zar
yapisindaki yad asitlerinin oksidasyonunu iceren kimyasal bir olaydir.
Olay otokatalitik olarak bir kez basladiginda zincirleme olarak devam
eder [9]. Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerin aldehitler,
hidrokarbonlar ve hidroperoksitler gibi istenmeyen {Uriinlere donltsmesi
ile sona ermektedir. Lipit peroksidasyonunun aldehit {riinlerinden biri
olan malondialdehit, lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin bir

gdstergesi olarak vyaygin sekilde kullanilmaktadir [1]. Calismamizda
brusellali si1dir serum MDA seviyesinin kontrole goére ylksek bulunmasi
lipid peroksidasyonunun artmis oldugunu gOstermektedir. Lipid

peroksidasyonundaki artis siklikla serbest radikal aktivitesinin fazla
olmasi ile aciklanmaktadir ([45].

Reaktif oksijen tilirlerinin organizmada neden oldugu doku
hasarlari, bir ya da birka¢ basamakta antioksidan savunma sistemleri

ile engellenebilir [1]. GSH-Px hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumlu bir enzimdir. GSH-Px' in, fagositik hiicrelerde 6nemli
fonksiyonlari vardir. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en
etkili antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen
peroksidin artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol acar [1]. Ratlara
7 gliin boyunca tek doz Brusella melitensis inokiilasyonu yapilarak
olusturulan deneysel calismada, brusellozis sonucu lipid
peroksidasyonda artis, GSH-Px ve SOD aktivitesinde ise azalma oldugu
gdzlenmistir [15]. Calismamizda GSH-Px aktivitesinde istatistiksel

olarak anlamli olmayan bir disltis gdzlenmistir. GSH-Px aktivitesinin
kontrole gore bir degisiklik gOstermemesi enfeksiyonun kronik
olmasindan kaynaklanmis olabilir.

Doku hasarina yol acan en Onemli mekanizmalardan birisi reaktif

oksijen tlrlerinin asiri iretimi olarak tanimlanan oksidatif strestir
1+ 2+
[18]. Oksidatif sistemdeki Cu /Cu iyonlarinin oksidasyon esnasinda,

PON1’in paraoksonaz/ arilesteraz aktivitesi ig¢in gerekli olan Ca
iyonunun yerine geg¢mesinin PON1’in kismen inaktive etmektedir. Ayrica
hidrojen peroksitin PON1’in glicld inaktivatdérii oldudu gbsterilmistir
[7]. H. Pylori enfeksiyonunda serum PON1 aktivitesiyle ilgili yapilan
arastirmada H. pylori pozitif gruptaki serum PON1 aktivitesi H. Pylori
negatif gruptaki PON1 aktivitesine gdre anlamli derecede disiik
bulunmustur [5]. Serum PON1l enzim aktivitesinin diisiik olmasinin sebebi
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kesin olarak bilinmemesine radmen, iki 6nemli gorus ileri
stirilmektedir. Bunlardan birincisi, disiik PON1 aktivitesinin, HDL
kolesterol ile 1iliskili Dbir enzim olmasindan dolayi, azalmis HDL-
kolesterol seviyeleri ile iliskili olabilecedi, diger bir goriis ise,
antioksidan bir enzim olan PONl aktivitesinin serum lipoproteinlerini
oksidasyona karsi korumakta ve Dbunun sonucu olarak da bu enzim
aktivitesinin azalmis olabilecedidir [5 wve 7]. Yapilan bu calismada
PON1 aktivitesinin distst, Cu konsantrasyonu ve lipid
peroksidasyondaki artistan kaynaklanmis olabilir.

Bakteriyel enfeksiyonlara bagli olarak NO salinimini bildiren
calismalar mevcuttur [22, 37 ve 39]. NO bakteri, parazit gibi bircok
patojenin ve timdér hilicrelerinin ATP i{reten oksidatif fosforilosyonun
(ubikinon redtktaz’1), glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat
dehidrojenez’1), TCA siklusunun (Cis—akonitaz’1) Fe iceren bazi
enzimlerini inhibe etmekte ve sonucta Dbakteri, parazit, timor
hilcrelerini o&ldirmektedir. NO hedef hiicrelerde (bakteri, parazit,
timoér hiicresi) DNA sentezinin hiz kisitlayica enzimi olan
ribonlikleotid rediiktazi bloke eder ve hiicre DNA’sinin deaminasyonu ile
bu hiicrelerin blUylimesine engel olur [28, 47 ve 52].

Farmakolojik bir ¢calismada, makrofajlarin antibrusella
aktivitelerinde NO’in rolii oldugunun bildirilmesine radmen [217,
brusella enfeksiyonlarinda NO’in rolii tam olarak belli degildir [42],
ve bazi yazarlar reaktif oksijen tlirlerinin antibrusella aktivitesinde
major rol oynadiginzi, NO’ in ise mindr role sahip oldugunu

bildirmislerdir [21 ve 26]. Buna ilaveten yiiksek miktardaki NO tretimi
enfeksiyonun erken fazinda brusella etkeninin Oldiriilmesi ac¢isindan
konakg¢inin faydasinadair. Bununla birlikte enfeksiyonun ileri

asamasinda NO brusellanin eliminasyonunda rol oynamayabilir wve
bakterinin c¢oalmasinin lehine olabilir [39].

Brusella tirleri insanlar dahil olmak f{izere DblUtin memelilerde
kronik hale déniismeye meyillidir. Melek ve ark.[35]’lari tarafindan
yapilan calismada ratlarda B. melitensis ile enfeksiyon olusturulmus
ve enfeksiyonun 7., 15., 30., 45. wve 60. glnlerinde hayvanlar
o0ldirtlerek plazma, karaciger ve dalak dokularindaki MDA ve NO
diizeylerine Dbakilmistir. MDA ve NO konsantrasyonunun 45. gilinden
itibaren plazma, karaciger ve dalakta bazal seviyeye diismeye basladigi
gorilmistir. Calismamizda brusellali sigir serumlarinda NO
diizeylerinin kontrollerden farkli olmamasinin sebebi enfeksiyonun
kronik olmasindan kaynaklanmis olabilecedi fikrini akla getirmektedir.

Gram negatif bakterilerle olusan enfeksiyonlara Dbagli olarak
serumda mineral madde diizeyini arastiran c¢alismalar mevcuttur [16, 29,
30 ve 31]. Lohuis wve ark.[30]’lari meme ig¢ine wverilen E. Coli
infuzyonuna bagli olarak plazmadaki Fe ve Zn’nun distigini, benzer
sekilde Erskine ve Bartlett [16] meme icine minimum dozda verilen
E.coli’nin serumdaki Zn, Fe ve Cu konsantrasyonunun azalttidini, ancak
Cu’daki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigini
bildirmistir. Serumdaki Zn ve Fe konsantrasyonlarinin azalmasi
bakteriyel enfeksiyona karsi konak¢inin spesifik olmayan savunmasi ile
ilgili olabilir. Lohuis ve ark.’larzi [31] plazmadaki Fe ve Zn
konsantrasyonlari 1ile E.coli sayisi arasinda bir oranti oldugunu
gbstermislerdir. Mikrobial enfeksiyon sirasinda Fe’in Dbarsaklardan
emiliminin azalmasi, Fe’in makrofajlardan saliniminin azalmasi, Fe
baglayan bir glikoprotein olan laktoferrinin notrofil wve Dbarsak
epitelyum hiicrelerinden saliniminin artmasi ve idrarla Fe atiliminin
artmasi serumdaki Fe azalmasinin sebeplerinden olabilecegi ileri
sUrtlmistir [50].

Gram negatif bakterilere vya da endotoksin kullanimina bagli
olarak serum Cu konsantrasyonlarinda dedisim oldudu bildirilmistir [8,
16 ve 17]. Rat ve hamsterlerde parenteral endotoksin verilmesinin
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ardindan serum Cu konsantrasyonunda artis oldugu gbézlenmis ve bu
artisin karaciger tarafindan seruloplazmin sentezinin artisindan
kaynaklanabilecedi ©6ne strilmistir [8 wve 17]. Brusella ile ilgili
olarak insan [10] wve koyun [14] serumlarinda Cu konsantrasyonu
yuksek bulunmustur. Calismamizda brusella enfeksiyonuna bagli olarak
serum Cu konsantrasyonunda artis, Fe konsantrasyonunda ise azalma
goriilmesi bazi calismalar ile uyum igerisindedir.

Arastirmalar hem humoral hem de immun cevabin E, A vitaminleri
ile P-karotenin antioksidan etkinlidi sayesinde artirilabilecedini
bildirmektedir [38 wve 48]. Cesitli c¢alismalarda [2, 32 ve 40] A
vitamininin brusella enfeksiyonuna karsi periferal monosit
fonksiyonunu ve monosit-makrofaj sistemini desteklemek suretiyle etkin
bir cevap olusturdugu bildirilmistir. Bu c¢alismada da bruselloziste E
vitamini ve p-karoten diizeylerinin dedismemesine radmen, A vitamininin
belirgin artis gdsterdigi tespit edilmistir. Bu artis bruselloziste
olusan oksidatif hasara karsi diger vitaminlerden ziyade A vitaminin
daha etkin bir rol oynayabilecedi seklinde yorumlanabilir.

6. SONUC VE ONERILER (CONCLUSSION AND SUGGESTS)

Sonu¢ olarak, brusella enfeksiyonu sigirlarin serumlarinda
serbest radikal Thasari, antioksidan aktivite +ve mineral madde
diizeylerinde degisikliklere sebep olmustur. Brusellozisli sigirlarda
serbest radikal hasarini oOnlemek ve antioksidan sistemi desteklemek
amaciyla tedavi eslidinde vitaminlerin verilmesinin uygun olacagi
kanaatine varilmistair.
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