
 
 

 

 

 
 

BRUSELLOZİSLİ SIĞIRLARDA SERBEST RADİKAL HASARI VE ANTİOKSİDAN 
AKTİVİTE İLE MİNERAL MADDE DÜZEYLERİNDEKİ DEĞİŞİKLİKLER 

ÖZET  
Bu çalışmanın amacı brusella ile enfekte sığır serumunda reaktif 

oksijen ve reaktif nitrojen türleri, bazı antioksidanlar ile bazı 
mineral madde düzeylerini ölçmektir. Kontrol ve brusellozisli 
gruplardaki sırasıyla malondialdehit (MDA) düzeyi 2.09±0.18 ve 
4.69±0.09 nmol/ml; glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi 32.02±2.34 
ve 28.38±2.69 IU/g protein; paraoksonaz (PON1) aktivitesi 274.53±11.10 
ve 200±21.11 IU/L; Vitamin E seviyesi 7.58±0.83 ve 8.90±0,62 µmol/L; 
Vitamin A seviyesi 0.47±0.09 ve 0.93±0,11 µmol/L; β-karoten düzeyi 
0.33±0.09 ve 0.25±0.06 µmol/L; Fe konsantrasyonu 188.33±7.90 ve 
150±7.07 µg/dl; Cu konsantrasyonu 78.10±1.48 ve 95.56±2.07 µg/dl 
olarak bulunmuştur. Brusellalı sığırlarda serum MDA, vitamin A ve Cu 
düzeyleri kontrole göre artmış (p<0.05), serum PON1 aktivitesi ile Fe 
konsantrasyonu kontrole göre düşmüş (p<0.05), GSH-Px, NO, vitamin E ve 
β-karoten düzeyleri ise değişmemiştir (p>0.05). Sonuç olarak brusella 
enfeksiyonu, sığır serumundaki serbest radikal düzeyinde, mineral 
madde konsantrasyonunda ve antioksidan aktivitede değişiklikler 
meydana getirmiştir.  
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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 brucellosis. 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 (PON1) activity 274.53±11.10 and 
200±21.11 IU/L; Vitamin E level 7.58±0.83 and 8.90±0,62 µmol/L; 
Vitamin A level 0.47±0.09 and 0.93±0,11 µmol/L; β-karoten level 
0.33±0.09 and 0.25±0.06 µmol/L; Fe concentration 188.33±7.90 and 
150±7.07 µg/dl; Cu concentration 78.10±1.48 and 95.56±2.07 µg/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 β-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. GİRİŞ (INTRODUCTION)  
Brusellozis, hem insan hem de hayvan sağlığını yakından 

ilgilendiren ve hayvansal üretim üzerine önemli etkileri olan 
bulaşıcı, akut, subakut veya kronik seyirli zoonoz bir enfeksiyondur 
[20]. Brusellozis, hayvanlarda ekonomik kayıplara neden olmasıyla 
birlikte enfekte hayvanların süt ve süt ürünleri ile tüketicileri de 
etkilemesi sebebiyle halk sağlığı açısından da önemli bir hastalıktır 
[49]. 

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu oluşan süperoksit, 
hidrojen peroksit, hidroksil ve peroksit radikalleri gibi serbest 
radikaller birçok değişik reaksiyonlarla hücre ve dokularda meydana 
gelirler. Normal koşullar altında serbest radikallerin oluşumunu ve 
bunların meydana getirdiği hasarı önlemek için vücutta enzimatik [Zn, 
Cu-süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz 
(GSH-Px) gibi] ve enzimatik olmayan [glutatyon (GSH), A ve E gibi 
vitaminler] savunma mekanizmaları gelişmiştir ki bunlar antioksidanlar 
olarak bilinirler [11]. Hücre ve dokuların yapısal bütünlüğünün 
korunmasında ve normal fonksiyonlarını yerine getirmelerinde oksidan 
ve antioksidan sistemler arasındaki mevcut dengenin korunması büyük 
önem taşımaktadır. Bu dengenin bozulması organizmada oksidatif strese 
neden olur, bu oksidatif strese bağlı olarak oluşan serbest radikaller 
proteinler, lipitler, karbonhidratlar ve nükleik asitler gibi 
vücudumuzun temel yapısal moleküllerinin oksidatif hasarlanmasına 
neden olurlar [1 ve 43]. 

Lipit peroksidasyonu, organizmada oluşan bir serbest radikal 
etkisi sonucu membran yapısında bulunan poliansatüre yağ asidi 
zincirinden bir hidrojen atomu uzaklaştırılması ile başlar [1 ve 9]. 
Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerin aldehitler, hidrokarbonlar 
ve hidroperoksitler gibi istenmeyen ürünlere dönüşmesi ile sona 
ermektedir. Lipit peroksidasyonunun aldehit ürünlerinden biri olan 
malondialdehit, lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin bir 
göstergesi olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır [1]. 

Paraoksonaz(PON1)enzimi, karaciğer, böbrek, ince bağırsak başta 
olmak üzere birçok dokuda ve serumda bulunur [3 ve 34]. PON1 
enziminin, LDL-kolesterolü bakır (Cu) iyonunun ve serbest radikallerin 
indüklediği oksidasyondan korumak suretiyle antioksidan özellik 
gösterdiği bildirilmektedir [6, 19 ve 24]. Ateroskleroz gelisiminde, 
oksidatif stres altında oluşan hidrojen peroksiti %25 oranında 
hidroliz eder. Bu özellik PON1’in peroksidaz aktivitesine sahip 
olduğunu da göstermektedir [7 ve 44]. 

Makrofajlarda nitrik oksit (NO) sentezlenmesi, bakteriyel 
enfeksiyonlara ilk yanıttır. Bakteri endotoksinleri, protozoa ve 
parazit antijenleri ile uyarılan makrofajlar NO üreterek bakteri, 
tümör ve virüs hücreleri üzerine öldürücü sitotoksik etki yapar, yani 
NO spesifik olmayan immunitede rol oynar [25 ve 36].  

Metal iyonlarının serbest radikal reaksiyonlarındaki asıl 
önemleri lipid peroksidasyonundaki etkileridir. Geçiş metalleri lipid 
peroksidasyonu başlatmaktan ziyade sentezlenmiş olan lipid 
hidroperoksitlerinin parçalanmalarını ve lipid peroksidasyonunun 
zincir reaksiyonlarını katalize ederek serbest radikallerin 
zararlarını artırırlar [1]. 

 
2. ARAŞTIRMANIN ÖNEMİ (RESEARCH SIGNIFICATION) 
Bu çalışmada Brusella abortus (B.abortus) ile enfekte sığırların 

serumundaki serbest radikal hasarı, antioksidan aktivite ve mineral 
madde değişiminin ölçülmesi amaçlanmıştır. Araştırma kullanılan yöntem 
ve elde edilen bulgular bu konu çerçevesinde yapılacak çalışmalara 
ışık tutması açısından önem arz etmektedir. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM (MATERIAL AND METHOD) 
Bu çalışmada; çeşitli köy ve işletmelerden gelen 15 adet 

sağlıklı 15 adet brusellalı olmak üzere toplam 30 adet kan örneği 
kullanılmıştır. Alınan kan serumu örnekleri kullanılıncaya kadar –
20

o
C`de saklandı.  

Rose Bengal Plate Test (RBPT): Pendik Veteriner Kontrol ve 
Araştırma Enstitüsünden temin edilen RBPT antijeninin 0.03ml`si aynı 
miktar kan serumu ile lam üzerinde karıştırıldı ve sonuçlar 4 dakika 
içinde değerlendirildi. Serum Aglütinasyon Testi (SAT): Bu testte 
kullanılan antijen Pendik Veteriner Kontrol ve Araştırma Enstitüsünden 
temin edildi. Serum örnekleri fenollü fizyolojik tuzlu su ile (pH 7.2) 
1/10`dan başlayarak 1/640`a kadar sulandırıldıktan sonra tüplere, 0.5 
ml SAT antijeni ilave edilerek 16-18 saat 37°C`de inkübe edildi. 
İnkübasyon sonrası sonuçlar, pozitif ve negatif kontrol örnekleri ile 
karşılaştırılarak gözle değerlendirildi. Değerlendirmede 1/40 ve üzeri 
serum dilüsyonlarındaki ++’lık reaksiyonlar pozitif olarak kabul 
edildi [4]. 

Serumda lipit peroksit ölçümü Satoh [41] ve Yagi [51]’den 
modifiye edilen yönteme göre spektrofotometrik olarak yapılmıştır. Bu 
yöntem üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin 
peroksidasyonunda son ürün olarak oluşan MDA’nın tiyobarbitürik asit 
ile reaksiyona girerek oluşturduğu kompleksin pembe renginin 532 nm’de 
okunması esasına dayanır. MDA, yağ asidi oksidasyonunun spesifik ya da 
kantitatif bir indikatörü olmamasına karşın, lipid peroksidasyonunun 
derecesiyle iyi bir korelasyon gösterir.  

GSH-Px aktivitesinin ölçümleri Lawrence ve Burk [27] tarafından 
tanımlanan şekilde gerçekleştirildi. Spesifik aktivite IU/g protein 
olarak hesaplandı. Plazma PON1 aktivitesi ölçümü substrat olarak 
kulanılan paraoksonun enzimatik hidrolizi sonucu oluşan 4-nitrofenolün 
ölçümü esasına dayanan Eckerson ve ark. [13]’larının metodu ile 
ölçüldü. NO düzeyinin ölçümü ise enzimatik Greiss [33] yöntemine göre, 
total nitrit düzeylerinin endojen NO üretiminin göstergesi olarak 
kabul edilmesi nedeniyle total nitrit olarak ölçüldü.  

Mineral madde ölçümlerinde standart stok solüsyonlardan her bir 
element için standart çözeltiler hazırlanmış, kör olarak distile su 
kullanılmıştır. Alette her elemente ait dalga boyunda ışık veren 
Hallow Cathod lambaları (HCL) ile yine her elemente uygun hava-
asetilen gaz karışımı, slit aralığı HCL ve Back Ground Correction 
(BGC) modları seçilmiştir. Bu şartlarda kör ve standart çözeltiler 
alete (Shimadzu AA-660, Flame Fotometre) verilerek kalibrasyon 
eğrileri çizdirilmiş ve alınan örneklerin ölçümü yapılmıştır.  

Plazma A vitamini ve β-karoten düzeylerinin belirlenmesi için, 
askorbik asitle presipite edilen plazma lipoproteinlerinden hekzan 
ilavesi ile A vitamini ve β-karoten’in ayrılması esasına dayalı Suzuki 
ve Katoh  [46]’un tanımladığı spektrofotometrik yöntem kullanıldı. 
Plazma E vitamini düzeyleri, Kayden [23]’ının belirttiği Emmeria-Engel 
reaksiyonu esasına dayalı spektrofotometrik metot kullanılarak 
ölçüldü. 

Veriler Windows ile uyumlu SPSS 10.0 programı kullanılarak 
değerlendirildi. İki grup arasındaki farklılıklar “bağımsız t testi” 
[12] kullanılarak karşılaştırıldı. Sonuçlar ortalama ± standart hata 
olarak belirtildi ve p<0.05 değeri anlamlı kabul edildi. 
 

4. BULGULAR (FINDINGS) 
Brusellalı sığırlarda serum MDA, vitamin A ve Cu düzeyleri 

kontrole göre artmış (p<0.05), serum PON1 aktivitesi ile Fe 
konsantrasyonu kontrole göre düşmüş (p<0.05),  GSH-Px, NO, vitamin E 
ve β-karoten düzeyleri ise değişmemiştir (p>0.05) (Tablo 1).  
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Tablo 1. B.abortus ile enfekte sığırlarda serumdaki bazı biyokimyasal 
parametrelerdeki değişiklikler. 

(Table 1. Changes in some serum biochemical parameters in cattle 
infected with B.abortus) 

 
5. TARTIŞMA (DISCUSSION) 
B.abortus, fakültatif, hücre içi gram negatif bir bakteridir. 

Bütün aerobik organizmalar oksidatif bileşiklere karşı koruyucu 
mekanizmalara sahiptir. Bununla birlikte fagositik hücreler 
bakterileri yok etmek için serbest radikallerini kullanırlar [1]. 
Lipit peroksidasyon, serbest radikaller tarafından başlatılan ve zar 
yapısındaki yağ asitlerinin oksidasyonunu içeren kimyasal bir olaydır. 
Olay otokatalitik olarak bir kez başladığında zincirleme olarak devam 
eder [9]. Lipit peroksidasyonu, lipit peroksitlerin aldehitler, 
hidrokarbonlar ve hidroperoksitler gibi istenmeyen ürünlere dönüşmesi 
ile sona ermektedir. Lipit peroksidasyonunun aldehit ürünlerinden biri 
olan malondialdehit, lipit peroksidasyonunun ve oksidatif stresin bir 
göstergesi olarak yaygın şekilde kullanılmaktadır [1]. Çalışmamızda 
brusellalı sığır serum MDA seviyesinin kontrole göre yüksek bulunması 
lipid peroksidasyonunun artmış olduğunu göstermektedir. Lipid 
peroksidasyonundaki artış sıklıkla serbest radikal aktivitesinin fazla 
olması ile açıklanmaktadır [45]. 

Reaktif oksijen türlerinin organizmada neden olduğu doku 
hasarları, bir ya da birkaç basamakta antioksidan savunma sistemleri 
ile engellenebilir [1]. GSH-Px hidroperoksitlerin indirgenmesinden 
sorumlu bir enzimdir. GSH-Px’in, fagositik hücrelerde önemli 
fonksiyonları vardır. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karşı en 
etkili antioksidandır. GSH-Px aktivitesindeki azalma, hidrojen 
peroksidin artmasına ve şiddetli hücre hasarına yol açar [1]. Ratlara 
7 gün boyunca tek doz Brusella melitensis inokülasyonu yapılarak 
oluşturulan deneysel çalışmada, brusellozis sonucu lipid 
peroksidasyonda artış, GSH-Px ve SOD  aktivitesinde ise azalma olduğu 
gözlenmiştir [15]. Çalışmamızda GSH-Px aktivitesinde istatistiksel 
olarak anlamlı olmayan bir düşüş gözlenmiştir. GSH-Px aktivitesinin 
kontrole göre bir değişiklik göstermemesi enfeksiyonun kronik 
olmasından kaynaklanmış olabilir.  

Doku hasarına yol açan en önemli mekanizmalardan birisi reaktif 
oksijen türlerinin aşırı üretimi olarak tanımlanan oksidatif strestir 

[18]. Oksidatif sistemdeki Cu
1+
/Cu

2+ 
iyonlarının oksidasyon esnasında, 

PON1’in paraoksonaz/ arilesteraz aktivitesi için gerekli olan Ca 
iyonunun yerine geçmesinin PON1’in kısmen inaktive etmektedir. Ayrıca 
hidrojen peroksitin PON1’in güçlü inaktivatörü olduğu gösterilmiştir 
[7]. H. Pylori enfeksiyonunda serum PON1 aktivitesiyle ilgili yapılan 
araştırmada H. pylori pozitif gruptaki serum PON1 aktivitesi H. Pylori 
negatif gruptaki PON1 aktivitesine göre anlamlı derecede düşük 
bulunmuştur [5]. Serum PON1 enzim aktivitesinin düşük olmasının sebebi 

Biyokimyasal 
Parametreler 

 
Kontrol 

 
Brusellozis 

 
P 

MDA (nmol/ml) 2.09±0.18a 4.69±0.09b <0.05 
GSH-Px (IU/g protein) 32.02±2.34 28.38±2.69 >0.05 
PON1 (IU/L) 274.53±11.10b 200±21.11a <0.05 
Nitrit (µmol/L) 57.58±0.46 58.45±0.12 >0.05 
Vit E (µmol/L) 7.58±0.83 8.90±0,62 >0.05 
Vit A (µmol/L) 0.47±0.09a 0.93±0,11b <0.05 
β-karoten (µmol/L) 0.33±0.09 0.25±0.06 >0.05 
Fe (µg/dl) 188.33±7.90b 150±7.07a <0.05 
Cu (µg/dl) 78.10±1.48a 95.56±2.07b <0.05 
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kesin olarak bilinmemesine rağmen, iki önemli görüş ileri 
sürülmektedir. Bunlardan birincisi, düşük PON1 aktivitesinin, HDL 
kolesterol ile ilişkili bir enzim olmasından dolayı, azalmış HDL-
kolesterol seviyeleri ile ilişkili olabileceği, diğer bir görüş ise, 
antioksidan bir enzim olan PON1 aktivitesinin serum lipoproteinlerini 
oksidasyona karşı korumakta ve bunun sonucu olarak da bu enzim 
aktivitesinin azalmış olabileceğidir [5 ve 7]. Yapılan bu çalışmada 
PON1 aktivitesinin düşüşü, Cu konsantrasyonu ve lipid 
peroksidasyondaki artıştan kaynaklanmış olabilir.  

Bakteriyel enfeksiyonlara bağlı olarak NO salınımını bildiren 
çalışmalar mevcuttur [22, 37 ve 39]. NO bakteri, parazit gibi birçok 
patojenin ve tümör hücrelerinin ATP üreten oksidatif fosforilosyonun 
(ubikinon redüktaz’ı), glikolizin (gliseraldehid-3-fosfat 
dehidrojenez’ı), TCA siklusunun (Cis-akonitaz’ı) Fe içeren bazı 
enzimlerini inhibe etmekte ve sonuçta bakteri, parazit, tümör 
hücrelerini öldürmektedir. NO hedef hücrelerde (bakteri, parazit, 
tümör hücresi) DNA sentezinin hız kısıtlayıcı enzimi olan 
ribonükleotid redüktazı bloke eder ve hücre DNA’sının deaminasyonu ile 
bu hücrelerin büyümesine engel olur [28, 47 ve 52]. 
 Farmakolojik bir çalışmada, makrofajların antibrusella 
aktivitelerinde NO’in rolü olduğunun bildirilmesine rağmen [21], 
brusella enfeksiyonlarında NO’in rolü tam olarak belli değildir [42], 
ve bazı yazarlar reaktif oksijen türlerinin antibrusella aktivitesinde 
major rol oynadığını, NO’in ise minör role sahip olduğunu 
bildirmişlerdir [21 ve 26]. Buna ilaveten yüksek miktardaki NO üretimi 
enfeksiyonun erken fazında brusella etkeninin öldürülmesi açısından 
konakçının faydasınadır. Bununla birlikte enfeksiyonun ileri 
aşamasında NO brusellanın eliminasyonunda rol oynamayabilir ve 
bakterinin çoğalmasının lehine olabilir [39].  

Brusella türleri insanlar dahil olmak üzere bütün memelilerde 
kronik hale dönüşmeye meyillidir. Melek ve ark.[35]’ları tarafından 
yapılan çalışmada ratlarda  B. melitensis ile enfeksiyon oluşturulmuş 
ve enfeksiyonun 7., 15., 30., 45. ve 60. günlerinde hayvanlar 
öldürülerek plazma, karaciğer ve dalak dokularındaki MDA ve NO 
düzeylerine bakılmıştır. MDA ve NO konsantrasyonunun 45. günden 
itibaren plazma, karaciğer ve dalakta bazal seviyeye düşmeye başladığı 
görülmüştür. Çalışmamızda brusellalı sığır serumlarında NO 
düzeylerinin kontrollerden farklı olmamasının sebebi enfeksiyonun 
kronik olmasından kaynaklanmış olabileceği fikrini akla getirmektedir.   

Gram negatif bakterilerle oluşan enfeksiyonlara bağlı olarak 
serumda mineral madde düzeyini araştıran çalışmalar mevcuttur [16, 29, 
30 ve 31]. Lohuis ve ark.[30]’ları meme içine verilen E. Coli 
infuzyonuna bağlı olarak plazmadaki Fe ve Zn’nun düştüğünü, benzer 
şekilde Erskine ve Bartlett [16] meme içine minimum dozda verilen 
E.coli’nin serumdaki Zn, Fe ve Cu konsantrasyonunun azalttığını, ancak 
Cu’daki azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığını 
bildirmiştir.  Serumdaki Zn ve Fe konsantrasyonlarının azalması 
bakteriyel enfeksiyona karşı konakçının spesifik olmayan savunması ile 
ilgili olabilir. Lohuis ve ark.’ları [31] plazmadaki Fe ve Zn 
konsantrasyonları ile E.coli sayısı arasında bir orantı olduğunu 
göstermişlerdir. Mikrobial enfeksiyon sırasında Fe’in barsaklardan 
emiliminin azalması, Fe’in makrofajlardan salınımının azalması, Fe 
bağlayan bir glikoprotein olan laktoferrinin nötrofil ve barsak 
epitelyum hücrelerinden salınımının artması ve idrarla Fe atılımının 
artması serumdaki Fe azalmasının sebeplerinden olabileceği ileri 
sürülmüştür [50]. 

Gram negatif bakterilere ya da endotoksin kullanımına bağlı 
olarak serum Cu konsantrasyonlarında değişim olduğu bildirilmiştir [8, 
16 ve 17]. Rat ve hamsterlerde parenteral endotoksin verilmesinin 
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ardından serum Cu konsantrasyonunda artış olduğu gözlenmiş ve bu 
artışın karaciğer tarafından seruloplazmin sentezinin artışından 
kaynaklanabileceği öne sürülmüştür [8 ve 17]. Brusella ile ilgili 
olarak insan [10] ve koyun [14] serumlarında  Cu konsantrasyonu  
yüksek bulunmuştur. Çalışmamızda brusella enfeksiyonuna bağlı olarak 
serum Cu konsantrasyonunda artış, Fe konsantrasyonunda ise azalma 
görülmesi bazı çalışmalar ile uyum içerisindedir.  
 Araştırmalar hem humoral hem de immun cevabın E, A vitaminleri 
ile β-karotenin antioksidan etkinliği sayesinde artırılabileceğini 
bildirmektedir [38 ve 48]. Çeşitli çalışmalarda [2, 32 ve 40] A 
vitamininin brusella enfeksiyonuna karşı periferal monosit 
fonksiyonunu ve monosit-makrofaj sistemini desteklemek suretiyle etkin 
bir cevap oluşturduğu bildirilmiştir. Bu çalışmada da bruselloziste E 
vitamini ve β-karoten düzeylerinin değişmemesine rağmen, A vitamininin 
belirgin artış gösterdiği tespit edilmiştir. Bu artış bruselloziste 
oluşan oksidatif hasara karşı diğer vitaminlerden ziyade A vitaminin 
daha etkin bir rol oynayabileceği şeklinde yorumlanabilir. 

 
6. SONUÇ VE ÖNERİLER (CONCLUSSION AND SUGGESTS) 
Sonuç olarak, brusella enfeksiyonu sığırların serumlarında 

serbest radikal hasarı, antioksidan aktivite ve mineral madde 
düzeylerinde değişikliklere sebep olmuştur. Brusellozisli sığırlarda 
serbest radikal hasarını önlemek ve antioksidan sistemi desteklemek 
amacıyla tedavi eşliğinde vitaminlerin verilmesinin uygun olacağı 
kanaatine varılmıştır. 
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