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KAZEOZ LENFADENITISE KARSI ASILANAN KUZULARDA E VITAMINI
VE SELENYUM KOMBINASYONUNUN OKSIiDATIF CEVAP UZERINE
ETKILERI

Kayacan SEYRANOGLU
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dah
Doktora Tezi, Ocak 2015
Damisman: Dog. Dr. Oznur ASLAN
OZET

Calismada, kazedz lenfadenitise (KLA) karsi asilanan kuzularda E vitamini ve
selenyum (Se) kombinasyonunun oksidatif cevap iizerine etkilerinin belirlenmesi
amaclandi. Bu amagla, 40 adet, saglikli, 2 aylik, disi, KLA’ya kars1 asilanmamis
Akkaraman 1rki kuzu kullanildi. Kuzular rastgele dort esit gruba ayrildi: Grup I:
Kontrol, Grup II: Asi, Grup Ill: E vitamini+Se, Grup IV: Asi+E vitamini+Se.
Gruplardan uygulamadan hemen 6nce ve uygulamadan 21 giin sonra kan numuneleri
alindi. Oksidatif cevabin tespit edilmesi amaciyla malondialdehit (MDA), siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GSH-Px) ve nitrik oksit (NO)
Olgtimleri yapildi. Asilama Oncesi ve asilamadan 21 sonra Corynebacterium

pseudotuberculosis’e karsi olugan IgG diizeyleri ELISA ile 6lgiildii.

Giinler aras1 degerler karsilastirildiginda: MDA ve 1gG seviyeleri degismedi (P>0,05);
GSH-Px (P<0,05) ve NO (P<0,001) tiim gruplarda diistii; CAT Grup [, II ve IV’de diistii
(P<0,001), SOD Grup I’de diger gruplara gore yiikselme gosterdi (P<0,05).

Giin i¢i degerler karsilagtirildiginda: MDA, GSH-Px, NO ve IgG degerlerinde fark
tespit edilmedi (P>0,05). 0.giinde CAT degerleri bakimindan, Grup Il ile Grup I, II, IV

arasindaki fark 6nemli bulundu (P<0,05). 21.giinde diger gruplara gore, Grup I'de SOD
degeri daha yiiksek (P<0,05), CAT degeri ise daha diisiik (P<0,05) bulundu.

Sonug¢ olarak; kazedz lenfadenitise karsi asilanan Akkaraman irki kuzularda, E
vitamini+Se kombinasyonunun MDA, SOD, CAT, GSH-Px ve NO parametreleri

tizerinde 6nemli bir etkisinin olmadigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: E vitamini, Kazeoz Lenfadenitis, Kuzu, Oksidatif cevap, Selenyum
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EFFECTS OF VITAMIN E AND SELENIUM COMBINATION ON OXIDATIVE
RESPONSE IN LAMBS VACCINATED AGAINST CASEOUS
LYMPHADENITIS

Kayacan SEYRANOGLU
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Internal Medicine
Doctorate Thesis, January 2015
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Oznur ASLAN
ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the effects of vitamin E and selenium (Se)
combination on oxidative response in lambs vaccinated against caseous lymphadenitis
(CLA). For this purpose; 40, two-month-old female, clinically healthy, Akkaraman
lambs unvaccinated against CLA were used. Lambs were randomly divided into 4 equal
groups. Group I: Control, Group II: Vaccine; Group Ill: Vitamin E+Se; Group IV:
Vaccine + Vitamin E+Se. Blood samples were collected on 0™ and 21% days. In order to
determine oxidative response, malondialdehyde (MDA), catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and nitric oxide (NO) parameters
were measured. Immunoglobulin G (1gG) against Corynebacterium pseudotuberculosis
on day 0" and day 21 was measured by ELISA.

When values between day 0" and day 21 compared: MDA and 1gG showed no change
(P>0,05); GSH-Px (P<0,05) and NO (P<0,001) decreased in all groups; SOD increased
in Group I (P<0,05) and CAT decreased in Group I, Il and IV (P<0,001).

When values within the same day compared: MDA, GSH-Px, NO and IgG values
showed no difference (P>0,05). On day 0", CAT values showed significant difference
between Group 11 and Group 1, 11, IV (P<0,05). On day 21%, Group | SOD level was
higher (P<0,05) and CAT was lower (P<0,05) than other groups.

In conclusion; in Akkaraman lambs vaccinated against caseous lymphadenitis
administration of vitamin E+Se combination had no significant effect on the MDA,
SOD, CAT GSH-Px and NO parameters.

Keywords: Caseous Lymphadenitis, Vitamin E, Oxidative Response, Lamb, Selenium
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1. GIRIS VE AMAC

Corynebacterium pseudotuberculosis koyunlarda kazeoz lenfadenitis (KLA) hastaligin
etkenidir (1, 2). Kazeoz lenfadenitis pek ¢ok iilkede koyunculuk endiistrisinde onemli
kayiplara neden olmaktadir. Deride olusan apseler deri kalitesini ve yapagi verimini
olumsuz etkilemekte, i¢ organlarda olusan lezyonlar hayvanlarda veriminin azalmasina

yol agmaktadir (3-5).

Hastaligin ilaglarla etkin bir tedavisinin olmamasi, etkenin doga sartlarmma dayanikli
olmasi, Vetistiricilerin hastaligin 6nemi ve kontrolii hakkinda yeterli bilgiye sahip
olmamasi, subklinik hastalarin tespitinin zorlugu, asilamanin her yil tekrar edilmesine
yeterince Onem verilmemesi hastalifin kontrol stratejilerinin  basarisint  ve
sirdiiriilebilirligini sinirlayan baslica faktorlerdir. Hastaligin kontrol edilmesinde
asilamayla birlikte, klinik belirti gosteren hayvanlarin ve testlerle klinik belirti
gostermeyen tasiyicilarin  belirlenerek siirtiden ¢ikarilmasi  6nemli bir kontrol

stratejisidir (2, 3, 6-10).

Calismanin amaci, saha sartlarinda, KLA’ya kars1 bakterin ve toksoid koékenli bir
monovalan asiyla asilanan kuzulara, asilamayla birlikte tek doz deri alt1 E vitamini ve
Se kombinasyonunun (100 IU E Vitamini + 1,03 mg Se) oksidatif cevap tizerindeki
etkisini incelemektir. Bu amagla malondialdehit (MDA), katalaz (CAT), siiperoksit
dismutaz (SOD), glutasyon peroksidaz (GSH-Px) ve nitrik oksit (NO) 6l¢timleri yapildi.
Calismada ayrica KLA asilamasina kars1 olusan immunglobulin seviyeleri de 6l¢iildii.
Calismada KL A, oksidatif cevap, Se ve E vitamininin oksidatif cevap tlizerindeki etkileri
hakkinda genel bilgiler verildikten sonra, elde edilen bulgular 1s1ginda g¢alismanin

sonuglar1 tartigildi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. KAZEOZ LENFADENIT

2.1.1. ETIYOLOJi

Kazeoz lenfadenitis C. pseudotuberculosis isimli bakterinin neden oldugu, lenf
diigiimleri ve i¢ organlarda apse olusumuyla karakterize koyun ve kegilerin bulasict bir
hastaligidir (1, 2). C. pseudotuberculosis etkeninin sigirlarda tilseratif lenfangitise (11,
12) atlarda tilseratif lenfangitis, pektoral apse, folikiilitis ve frunkloza (13), manda (14),
lama ve alpakalarda (15) gesitli lezyonlara yol agtigi bildirilmistir. Etkenin insanlarda

aksiler ve inguinal lenfadenitise neden oldugu cesitli vakalar da kaydedilmistir (16).

Kazeoz lenfadenitis koyunculuk endiistrisinde Onemli kayiplara neden olmaktadir.
Deride olusan apselerin deri kalitesini ve yapagi verimini olumsuz etkiledigi, i¢
organlarda olusan yangilarin zayiflamaya dolayisiyla veriminin azalmasina yol agtigi
bildirilmistir (4, 5). KLA enfeksiyonunda fertilitenin azaldigi hatta bazi koyunlarda

yavru atmanin da goriildiigi bildirilmistir (17).
2.1.1.1. Smiflandirma

C. pseudotuberculosis; Mycobacterium, Nocardia ve Rhodococcus (CMN) tiirlerini
igeren Actinomycetes grubuna dahildir. CMN tiirleri Mycobacterium tuberculosis, M.
bovis ve M. leprae gibi insanlar ve hayvanlarda 6nemli hastaliklara yol agan bakterileri
de kapsamaktadir (18-20). Bu gruptaki bakterilerin ortak &zellikleri hiicre duvarinda
fazla miktarda peptidoglikan, arabinoglikan ve mikolik asit igeren biiyiikk polimer

zincirleri bulunmasidir (21-23).



2.1.1.2. Mikrobiyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

C. pseudotuberculosis, gram-pozitif, fakiiltatif, anaerob bir bakteri olup mikroskopta
genellikle tek, comak, mekik veya oval sekilde goriiliir. Bakterinin spor olusturmadigi,
kapsiilsiiz ve hareketsiz oldugu ve en iyi 37°C sicaklikta ve 7,0-7,2 pH degerlerinin
saglandig sartlarda iiredigi bildirilmistir (18, 19, 21-25).

Bakteri genetik olarak, koyun ve kegileri enfekte eden nitrat-negatif biyotip (19, 26, 27)
ve atlar1 enfekte eden nitrat pozitif biyotip (28, 29) olmak iizere iki alt biyotipe
ayrilmaktadir. Koyun ve kegileri etkileyen biyotipin atlar1 etkilemedigi tespit edilmistir.
Diger taraftan, atlardan alinan suslar kecilere enjekte edildiginde, enjeksiyon alaninda
apse olusumu, lenf yumrularinda akinti tespit edilmis, ancak i¢ organlarda lezyon tespit
edilmemistir (29). Bakteri, kanlh triptoz besi yerinde 37°C sicaklikta, 48 saat
inkiibasyondan sonra, yavas biliylime gosteren, acik krem rengi ve etrafinda ince bir -
hemoliz alani bulunan bir koloni olusturur. Meydana gelen koloniler graniiler, opak,

mat yiizeyli ve besi yerine yapismayan 6zelliktedir (23, 25).

Koyun ve kegilerden elde edilen izolatlar arasinda antijenik veya biyokimyasal bir fark
bulunmadigi, izolatlar arasinda salgilanan toksin tipleri ve miktarlar1 agisindan ise
farkliliklar s6z konusu oldugu bildirilmistir (1). C. pseudotuberculosis suslari bakterinin
viriilensliginde 6nemli rol oynayan fosfolipaz D (FLD) egzotoksinini salgilamaktadir
(30, 31). C. pseudotuberculosis’in katalaz pozitif, oksidaz negatif ve beta-hemolitik
ozellikte oldugu bildirilmistir (19, 24, 31).

2.1.1.3. Antimikrobiyel Maddelere Duyarhhk

C. pseudotuberculosis suslarimin antimikrobiyel maddelere duyarliliklart farklilik
gostermektedir. Muckle ve Gyles (31), kegilerdeki KLA lezyonlarindan izole ettikleri
26 susun tamaminin ampisilin, kloramfenikol, linkomisin, gentamisin, tetrasiklin,
penisilin G ve sulfametoksazol-trimetoprim antibiyotiklerine kars1 in vitro olarak hassas
olduklarin1 bildirmislerdir. Bunlardan ¢ tiiriin, neomisine karsi duyarli oldugu
belirlenirken, biitiin tiirlerin streptomisine direngli oldugu belirlenmistir. Garg ve ark.
(32), penisiline son derece direngli, ancak neomisine duyarli C. pseudotuberculosis
suslar1 tespit etmislerdir. C. pseudotuberculosis iizerinde 39 farkli antimikrobiyel ajanin
in vitro etkinliklerinin incelendigi baska bir ¢alismada suslarin ¢ogunun, penislin,
makrolit, tetrasiklin, sefalosporin, linkomisin, kloramfenikol ve rifampisine duyarli

olduklari, ¢cogu izolatin ise aminoglikozitlere, nitrofuranlara, polimiksin, nalidiksik asit



ve sikloheksimide karsi direngli olduklar1 tespit edilmistir (33). Amikasin agisindan
degerlendirildiginde, koyun ve kegilerden elde edilen izolatlarin at ve sigirdan elde

edilen izolatlardan daha yiiksek minimum inhibe edici konsantrasyona sahip oldugu

bildirilmistir (34).
2.1.1.4. Viriilenslik Faktorleri
2.1.1.4.1. Fosfolipaz D Egzotoksini

Fosfolipaz D, C. pseudotuberculosis tarafindan salgilanan, bakterinin viriilensliginde
onemli bir rol oynayan ekzotoksindir (1, 2, 35, 36). FLD geni mutasyona ugratilan C.
pseudotuberculosis susunun viriilensliginde azalma meydana geldigi bildirilmistir (36).
Hodgson ve ark. (35), FLD toksin geni silinen C. pseudotuberculosis susundan
hazirlanan asinin etkili bir koruma meydana getirdigini tespit etmislerdir. Aragtirmacilar
bu sonuca dayanarak FLD antijeni disinda baska antijenlerin de bagisiklikta 6nemli rol

oynadiklarini ileri stirmiislerdir.
2.1.1.4.2. Hiicre Duvar Lipidleri

C. pseudotuberculosis bakterisinin hiicre duvarinda bulunan korinomikolik asit isimli
lipidin M. tuberculosis hiicre duvarindaki mikolik asitlerin benzeri oldugu, bu lipidin
bakteri virlilensliginde 6nemli bir rol oynadigi, bakteriyi enzim ve lizozomlardan
korudugu, makrofajlarin iginde canli kalmasini sagladigi ve bu sekilde hastaligin
kroniklesmesinde rol aldig: tespit edilmistir (18-20, 37).Bakteri hiicre duvarindaki bu
toksik lipidin immunojen 6zelliklerinin olmadig1 ve daha ¢ok piyojen 6zellikte oldugu
bildirilmistir (37). C. pseudotuberculosis’in lipid igerigi fazla olan suslarinin fareye
inokiilasyonu sonucu daha fazla apse olustugu gézlenmistir (38). Bakterideki bu lipid
tabakanin fagositozdaki proteolitik enzimlere karsi koruma sagladigi da bildirilmigtir
(38).

2.1.1.4.3. Fag A, B, C ve D Genleri

Bakterinin viriilensliginde rol onayan baslica iki antijen FLD ve toksik hiicre zari
lipidlerine ilaveten, son zamanlarda bakterinin demir tutma metabolizmasinda gorev
alan Fag A, B, C ve D genlerinin de viriilenslikte 6nemli rol oynadig tespit edilmistir.
Fag B mutasyona ugratildiginda demir kullannominin degismedigi, ancak, bakterinin

yasama ve apse olusturma 6zelliklerinde azalma meydana getirdigi bildirilmistir (39).



2.1.2. EPIDEMIYOLOJI
2.1.2.1. Dogada ve Konak¢ida Canh Kalabilme

Pek ¢ok stres sartlarina kars1 dayanikli olan C. pseudotuberculosis’in, ahir sartlarinda
giinlerce, daha diisiik 1silarda aylarca canli kaldigi, organik olarak zengin toprakta da
yasayabildigi, ancak bdyle topraklarda g¢ogalip c¢ogalmadiginin bilinmedigi ifade
edilmistir (9). Etkenin oda sicakligindaki yas giibrede 10 giin (40), daha diisiik sicaklik
kosullarinda ahir zeminindeki kuru ot gibi altlik materyalinde birkag¢ ay hatta bir yildan
daha uzun siire canli kalabildigi bildirilmistir (9). Etkenin banyo suyunda 24 saat canli
kalabildigi belirtilmistir (41). Etkenin, besi yerinde, 37°C sicaklikta 27 saat, 22°C
sicaklikta 72 saat ve 4°C’de yaklasik 10 saat canli kalabildigi bildirilmistir (9, 42).
Sutherland ve ark. (43), apselerden aldiklar1 drnekleri 14 giin siire ile -20°C 1sida
muhafaza etmis, daha sonra ¢ozdiirdiikleri bu apse O6rneklerini, koyunlarin omuz ve
g0giis bolgelerinde olusturulan yaralara 2 gr miktarinda stirmiiglerdir. Dondurulmus ve
¢cozdiiriilmiis bu irin drneklerinin taze irin ile ayni siddette enfeksiyon olusturdugunu

tespit etmislerdir.

Etken, konakg1 hiicrede fagosite olduktan sonra, konakg hiicrelerinin, reaktif oksijen ve
nitrojen tiirevleri ile bakteri iizerinde antimikrobiyel etki meydana getirmeye calistigi
bildirilmistir. Ancak bu saldirinin, bakterideki bu tiir antimikrobiyel etkilere karsi
koruma mekanizmalarini harekete geciren genlerin regiilasyonunu aktive ettigi, bu
genlerin regiilasyonu neticesinde olusturulan anti-stres cevapla, bakterinin hiicre iginde
fagositoz mekanizmasindan korunarak canli kalmayr basardigi ve intraseliiler parazit

haline geldigi belirtilmistir (44).
2.1.2.2. Yetistirme ve Irk

Hastaligin epidemiyolojisinin ekstansif ve entansif iiretim sistemine gore degisebildigi
ifade edilmistir. Ekstansif iiretim siteminde KLA’nin erginlerde yaygin ve kuzularda
daha az goziiktiigii; entansif iretim sisteminde kuzularda ve erginlerde daha hafif
seyrederken, eriskinlerde kroniklesme egilimi gosterdigi  bildirilmistir  (45).
Avustralya’da merinoslarda diger irklara gore hastalifin daha yiiksek seyrettigi
bildirilmistir (6, 45). Ancak, Pépin (46), Fransa’da bazi siit¢ii irklarda hastaligin

prevalansinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.



2.1.2.3 Konakg¢ida Yayilma ve Bulagsma

Hastaligin bulasmasinda, bronsiyal apselerden ve yiizeysel patlamis ylizeysel lenf
yumrusu apselerinin, otlaklari, barinak ve yetistirme araglarim1 kontamine etmesinin
onemli rol oynadig1 bildirilmistir (47, 48). Akcigerlerde olusan apselerin, burun ve salya
akintilarina drene olmasinin da 6nemli bir bulagsma yolu oldugu belirtilmistir (48, 49).
Akciger apsesi bulunan koyunlarin nefes borusundan yapilan ekimler sonucunda
akcigerde bulunan apselerin trakeye bosaldigi gosterilmistir (49). Japonya’da KLA ile
ilgili yapilan bir ¢alismada, kirkimdan sonra deride olusan kesik ve siyriklarin hastaligin
bulagmasinda 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir (50). Bazi ¢alismalarda (6, 51),
kirkim sonrasit bakim kosullarinin da KLA prevalansi iizerinde onemli etkisi oldugu
bildirilmistir.

2.1.2.4. Prevalans

Avustralya’da yapilan prevalans calismasinda hastaligin ortalama prevalansinin % 26
oldugu tespit edilmistir (51). Avustralya’da 1987-88 yillarinda KLA tarafindan, yiin
kaybi1 ve kesim esnasindaki imhalardan dolayr meydana gelen maddi kaybin 25 milyon
dolar oldugu bildirilmistir (6). Bati Amerika’da yapilan bir ¢alismada koyunlarda KLA
prevalansinin % 42,4 oldugu bildirilmistir (5). Tebriz'de yapilan bir ¢alismada KLA
sikligi bakteriyolojik incelemeye gore % 12,60, histopatolojiye gore % 20,08 olarak
tespit edilmistir (52).

Tiirkiye’de hastaligin, iilke, bolgeler ve wrklar bazindaki epidemiyolojik durumu
hakkinda yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Ulkemizde isletmelerin ¢ogunun kiigiik
Olcekli aile yetistiriciligi seklinde olmasi, hayvan hareketlerinin yogunlugu, bu hastalik
hakkinda yetistiricilerin biyogiivenlik ve koruma yontemlerini tam olarak bilmemeleri,
hastaligin yayilmasinda onemli faktorler arasindadir. Cetinkaya ve ark, (53) Elazig
yoresinde, Et ve Balik Kurumunda kesilen koyunlarda preskapular lenf yumrusu
apseleri lizerinde yaptiklar1 ¢alismada, mezbahada kesilen 2046 bas koyunun 89’unda,
2262 keginin ise 29’unda apse tespit edildigi bildirmislerdir. Mezbahada Kkesilen
hayvanlarin preskapular lenf yumrusunda tespit edilen bu apselerin % 84’{iniin C.

pseudotuberculosis kaynakli oldugu belirlenmistir.



2.1.3. PATOGENEZ

Koyunlarda KLA primer yara enfeksiyonu seklinde baslar, bu yaradan FLD toksini
yardimiyla lenf sistemine ve kan dolagimina dahil olarak, lenf yumrularinda ve gesitli i¢
organlarda sekonder enfeksiyon meydana gelmesine yol acar. Bu asamada hastalik ya
durdurulur, ya da konakg¢iya iyice yerlesir ve karakteristik KLLA lezyonlar1 meydana
gelir (1). Etken konakgiya girdikten sonra gii¢lii bir lokal reaksiyon baslatarak 1-4 giin
igerisinde notrofillerin inokiilasyon boélgesine gogiine neden olur. Bakteri, inokiilasyon
bolgesine go¢ eden makrofajlar tarafindan fagosite edilir ve makrofajlar iginde lenf
diiglimlerine tagmir. Lenf diigiimlerinde, 5-10 giin icerisinde piyograniilom tarzinda
mikro lezyonlar olusur. Daha sonraki asamada olusan piyograniilomlar olgunlasir ve
hastalik persiste hale gelir (54-57). Bakterinin, makrofajlarda apoptozis veya otofaji
siireclerini  tetiklememesine ragmen, makrofajlarin 6liimiine nasil yol agtigi
aydinlatilamamistir (58). Bakterinin, makrofajlarin igerisinde, bakteriyel hiicre zari
lipidlerinin 6zelligi ve bakteriye ait bazi antijenik elemanlarin makrofajlarin nitrik oksit

tiretimini engellemesi yoluyla canli kaldig1 ifade edilmistir (59).

Hiicre duvart lipidlerinin ve FLD’nin, KLA’nin patogenezinde 6nemli rol oynadigi
belirtilmistir (1, 60). FLD egzotoksini bakterinin konak¢1 hiicreye girmesinde, konakgi
hiicrede hasar olusturulmasinda, konakg¢i bagisiklik sisteminin mekanizmalarinin
bozulmasinda gorev aldigi belirtilmistir (6, 20, 61, 62). C. pseudotuberculosis
tarafindan salgilanan FLD’nin lenf damarlari endotel hiicrelerinde sfingomyelinin
erimesine neden oldugu, bakterinin boylelikle gecirgen hale gelen lenf damarlarindan
lenf sistemine daha rahat gectigi ifade edilmistir (52). Etkenle enfekte olan lenf
yumrularmin % 60-80’inde apse meydana geldigi ve etkenin hiicre duvarinda yliksek
miktarda lipid bulunmasindan dolayr bagisiklik sistemin fagositik etkilerine karsi
dayandig1 bildirilmistir (62). Ayrica, FLD ve sitotoksik hiicre duvari lipidlerinin
makrofajlarin 6liimiine neden oldugu ve bu sekilde kronik enfeksiyonun olusmasinda
onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (38, 63). Farelerde bakterinin hiicre zari lipid
orantyla apse olusumu arasinda dogrudan bir baglant1 tespit edilmis, diger taraftan lipid

igerigi ile 6liim orani arasinda dogrudan bir bag kurulamamustir (38).

Fosfolipaz D egzotoksini, endotel hiicrelerinin gegirgenliklerinin artmasina, bu yolla
etkenin deri katmanlarindan kan damarlarina gegmesine ve sonugta lenf damarlarina

ulagmalarina yardime1 olur (1, 20, 30, 64, 65 ). Derideki yaralar ve mukozadan girdikten



sonra makrofajlar tarafindan fagosite edilen bakteriler lenf yumrularina tasinir;
fagozomlar lizozomlarla birlesir, ancak fagolizozom igerisindeki yikic1 etkilerden
korunan bakteri bu fagolizozomlar igerinde c¢ogalmaya devam eder, olusan
fagolizozomlar ¢abucak parcalanir ve bakteriler serbest kalir. Basta makrofaj
dejenerasyonu sekillenir ve bunun sonucunda nekrotik lezyon olusur (1, 6, 18, 55).
Konak¢1 bu reaksiyona etrafi giliclii bir kapsiille c¢evrili piyograniilomatéz apse
olusturarak cevap verir (55, 56). Lezyonlarin biiyiikliigii ve siddeti konaga giren bakteri
sayisina, viriilensligine, cogalma kabiliyetine ve konagin etkene karst savunma

mekanizmalarina baglidir (1).

At orijinli dort farkli C. pseudotuberculosis susunun (yavas ve hizli biiyliyen suslar)
farelerdeki etkilerin incelenmesini amaclayan bir ¢aligmada karaciger, dalak, akciger ve
mezenterik lenf yumrularma karsi yerlesme isteginin her sus i¢in farkli oldugu
gosterilmistir. Cok hizli gelisim gosteren suslarin karaciger dokusunda fokal yerlesimli,
kapsiilsiiz, akut ve yogun hepatosit koagiilasyon nekrozlariyla karakterize lezyonlar
meydana getirdigi bildirilmistir. Bu lezyon alanlarinda mononiikleer ve polimorf yangi
hiicrelerinin birikimiyle karakterize hepatitis olusumu gozlenmistir. Aksine, yavas
gelisim gosteren suslarla inokiile edilen farelerin karacigerinde, ¢oklu, rastgele dagilim
gosteren, birbirinden ayri yerlesimli hepatoseliiler nekroz odaklari tespit edilmistir.
Hizli gelisen suslarla inokiile edilen farelerin karacigerindeki nétrofilik hepatitisin,
yavas gelisim gosteren suslarla inokiile edilen farelerdekine gore daha siddetli seyir

gosterdigi belirlenmistir (66).
2.1.4. SEMPTOMLAR

Koyunlarda KLA lezyonlar ilerleyici ve kronik ozellikte olup, biiyiikk ve ¢ok sayida
degilse veya organin normal fonksiyonunu engellemiyorsa agik bir belirtiye neden
olmamaktadir. Normal goriiniimlii hayvanlarda organlarda yerlesmis cesitli
biiyiikliiklerde ve yapida apseler mevcut olabilir. Apseler akcigerde lokalize oldugunda
hayvanda hirilti ve oksiiriik goriilebilir. I¢ organlarda apse sayis1 fazla oldugunda,
hayvanlarda literatiirde ‘thin ewe syndrome’ olarak adlandirilan, siirekli bir
zayiflamanin  goriilebildigi bildirilmistir.  Yiizeysel olarak koyunlarda en ¢ok
preskapular ve mandibular lenf yumrularinin etkilendigi bildirilmistir (6, 68, 69).
Hastaligin baslangicinda lenf yumrulart biiyiir, yumusak veya hamur kivamindadir, bu

lenf yumrular {izerindeki tiiyler dokiilmiis olabilir, apselerin lizerinde krem rengi veya



acik yesil renkli irin sizan drenaj fistiilii mevcut olabilir. Apse genelde bir kapsiil i¢inde
bulunur, bu kapsiil zamanla nekroze olur ve tekrar gelisir; birbirini takip eden bu siirecte

apse katmanli bir hal alabilir ve mineralize olabilir (69, 70).

Ic organlardan mediastinal lenf yumrulari, akciger ve karaciger en fazla tutulan
organlardir (6). Mediastinumdaki biiyilk apseler yemek borusuna baski yaparak
fonksiyon bozukluguna yol agabilir. KLA, bazen karaciger, dalak, bobrek, beyin, kalp,
g0z, diyafram, omurilik, meme kemik ve eklemlerde apselere neden olabilir (6, 69, 70).
Bazi koyunlarda KLA hastaliinin, yavru atmalara, 6li dogum ve neonatal
enfeksiyonlara yol agtig1 bildirilmistir (17).

Amerika’da kesimhanelerde yapilan bir ¢alismada apse lezyonlarin yerlestigi bolgeye
gore dagiliminin; bronsiyal lenf yumrusunda % 89, mediastinal lenf yumrusunda % 81,
akcigerde % 76, preskapular lenf yumrusunda % 24, prefemoral lenf yumrusunda % 15,
hepatik lenf yumrularinda % 14, Kkaracigerde % 12, yiizeysel inguinal-meme lenf
yumrularinda % 9, bobrekte % 5, kastre skrotumda % 8, dalak ve kas % 4, popliteal lenf
yumrusunda % 2 oldugu bildirilmistir (71). Kegilerde akciger apselerinin koyunlara
gore daha az, deri alt1 lenf yumrular1 apselerinin ise daha fazla goriildiigi bildirilmistir
(6, 67, 72, 73). Zaitoun ve ark. (74), 1107 bas koyunu kazedz lenfadenitis agisindan
muayene etmisler ve hayvanlarin % 30,17 sinin enfeksiyona 6zgii klinik semptomlar
gosterdigini tespit etmislerdir. S6z konusu ¢alismada apselerin en ¢ok % 61,53 oraninda
superfisial servikal ve % 50,89 oraninda subiliak lenf diiglimlerinde yerlestigini, en az
ise % 5,24 oraninda paratoid ve retrofarengeyal lenf diigiimlerinde yerlestiklerini

saptamislardir.
2.1.5. LABORATUVAR BULGULARI
2.1.5.1. Patoloji ve Histopatoloji

Hastalanan hayvanlarda apseler genelde preskapular, popliteal, bronsiyal, mandibular ve
mediastinal lenf yumrularinda yerlesmekte, bazen i¢ organlarin parensim dokuzunda da
goriilmektedir (70, 75). Klinik incelemede kazedz lenfadenitis tanist konan 115
koyunun kesimini takiben yapilan incelemede 72 (% 62,6) olguda hastaligin yiizeysel
lenf yumrularinda, 22 (% 19,13) adet olguda viseral formda lokalize olduklari, 21
olguda (% 18,26) ise hem yiizeysel hem de viseral formda lokalize olduklar1 tespit
edilmistir (70). Bu hayvanlarda apselerin, cogunlukla mandibular ve preskapular, daha

az oranda ise retrofarengiyal, parotid, femoral ve retrofarengiyal lenf yumrularinda



10

yerlestigi tespit edilmistir. S6z konusu arastirmada 39 hayvanda apselerin gogiis
boslugunda (akciger dokusu ve/veya lenf yumrular1), 7 hayvanda ise karin boslugunda
(karaciger ve/veya lenf yumrulari) lokalize oldugu tespit edilmistir (70). Unanian ve
ark. (76), etkilenen hayvanlarda apselerin % 41,6’smin yiizeysel lenf yumrularinda
tespit edildigini bildirmislerdir. Bagka bir ¢alismada apseler hayvanlarin % 49,3 oranda
bas bolgesinde, % 46,7 viicut bolgesinde ve % 12,3 oranda i¢ organlarda tespit
edilmistir (72). Stoops ve ark. (75), lezyonlarin toraks bolgesinde daha ¢ok akciger
parensiminde, mediastinal ve bronsiyal lenf yumrularinda yerlestigini, akciger ve

bobreklerin en fazla etkilenen i¢ organlar oldugunu bildirmistir.

Histopatolojik bakimdan her apsenin bir igerik ve kapsiilden olustugu ifade edilmis
olup, igerigin ozelligine gore yumusak igerikli ve lamelli apseler olarak 2 gruba
ayrilmistir. Hastalikta koyun ve kecilerde enfeksiyonun baslangicinda lenf yumrularinda
mikro apseler olusur, bu apselere yogun noétrofil ve az miktarda eozinofil infiltrasyonu
gocii meydana gelir. Lezyon alaninda noétrofil, makrofaj, epitel hiicreleri ve
lenfositlerden olusan yangi reaksiyonu gelisir, daha sonra lezyonun etrafi, epitel
hiicrelerin, makrofaj, lenfosit ve nétrofillerin infiltre oldugu fibroéz bir bag doku ile
cevrilir (70). Kapsiil zamanla nekroze olur, yeniden yapilanir, art arda gelisen bu
lezyon, distrofik mineralizasyona ugrar ve lamelli bir apse yapisi olusur (70, 77).
Nekrotik odagin merkezinde hiicre enkazi ve canli C. pseudotuberculosis bakterileri
bulunur (77). Akcigerde apse etrafindaki parensim dokusuna baski yapar, yangi
hiicreleri infiltre olur ve farkli derecelerde pnomoni gelisir (6, 70, 78). Bronslarda ve
peribronsiyal lenf yumrularinda apse seklinde lezyonlar, fibr6z ve bronsiyal epitel
hiicrelerinde hiperplazi gelisir. Kollojen kapsiille ¢evrili bu piyograniilomlar yavas
yavas geliserek hayvanlarda herhangi bir bulgu olusturmadan 10 ¢cm ¢apindan fazla
biiyiiyebilir (78).

2.1.5.2. Mikrobiyoloji

Etkilenen lenf yumrularindan alinan oOrneklerde C. pseudotuberculosis ile birlikte
genelde Staphylococcus, Streptococcus, E. coli, Micrococcus (70) suslari da izole
edilmistir. Izgiir ve ark. (42), apselerden aldiklar1 materyalden yapiklar kiiltiirlerde
temel olarak 35 farkli C. pseudotuberculosis ile birlikte Micrococcus, Staphylococcus
aureus, Streptococcus epidermidis ve Pseudomonas aeruginosa gibi patojenleri de izole

ettiklerini bildirmislerdir. Aragtirmacilar suslar arasinda egzotoksin olusturma, beyaz
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farelerde Oliim orant ve hemolitik aktivite acisindan farkliliklar oldugunu tespit
etmislerdir. Erganis ve ark. (79), kronik apseli 100 koyunun 16'sindan (% 16), Muz ve
ark. (80) ise Elaz1ig Et ve Balik Kurumu Mezbahasinda kesilen koyunlarin preskapular
lenf yumrularindan aldiklar1 55 numunenin 35’inden (% 63,3) C. pseudotuberculosis
izole ettiklerini bildirmislerdir. Ayers (67), klinik olarak hastalik belirtilerini gdsteren
koyun ve kegilerden aldig1 44 6rnegin 31'inde C. pseudotuberculosis saptarken 13'inde

patojen olmayan bakterileri izole etmistir.

Izgiir ve ark. (42), apselerden aldiklar1 numunelerde en ¢ok izole edilen organizmalarin
C. pseudotuberculosis (% 46,3) ve Micrococcus (% 19,5) oldugunu, bu iki bakterinin

birlikte hastaligin etiyolojisinde 6nemli rol oynadigini bildirmislerdir.

2.1.5.3. Biyokimya

Etkilenen hayvanlarda kan parametrelerinde genelde spesifik bir biyokimyasal
degisiklik tespit edilememistir (69). Eckersal ve ark. (81), yaptiklar1 deneysel ¢aligmada
haptoglobulin, serum amiloid A (SAA) ve glikoprotein miktarinin yiikseldigini tespit
etmislerdir. Hastalikta lipid peroksidasyon parametreleri, kan pihtilasma faktorleri,
karaciger enzim degerleri veya diger biyokimyasal parametrelerle ilgili yeterince
kaynak bulunmamistir. Uysal ve ark. (82), saglikli kuzular ve psdydotuberkiilozlu
kuzularda serum sodyum, potasyum, karbondioksit, glikoz, kan iire nitrojeni (BUN),
kreatinin, tirik asit, kalsiyum, fosfor, alkalen fosfotaz, laktat dehidrojenaz (LDH), serum
glutamik oksaloasetik transaminaz (SGOT), serum glutamik piriivik transaminaz
(SGPT), gamma-glutamil transferaz (y-GT), kolesterol ve trigliserit degerleri arasinda
bir fark olup olmadigini inceledikleri ¢aligmalarinda karbondioksit ve fosfor acisindan
farkin P<0.01, irik asit degerleri agisindan P<0.001 diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bulmuslardir. Ayni g¢alismada sodyum, potasyum, glikoz, BUN, kreatinin,
kalsiyum, alkalen fosfotaz, LDH SGOT, SGPT, y-GT, kolesterol ve trigliserit
degerlerinin normal kuzular ve KLA ile enfekte kuzularda normal fizyolojik sinirlar

icerisinde olduklarini tespit etmislerdir.
2.1.6. TESHIS
2.1.6.1. Anamnez ve Klinik Bulgular

Hastaligin teshisi anamnez ve klinik bulgulara gére konulur. i¢ organlarda énemli bir

tutulum yoksa etkilenen hayvanlar genelde hareketli, istah1 yerinde ve normal
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goriinimde olup ates bulunmaz. Mevcut apseler basta serttir ve olgunlastikca yumusar;
koyunlarin apselerinde sogan katmanlarina benzer tabaka olusumu mevcuttur, ancak bu

durum kegilerde goriilmez (69).
2.1.6.2. Mikrobiyoloji

Kesin teshis i¢in bakteriyel kiiltiir yapilmast en onemli yontemdir. Mikrobiyolojik
kiltiir i¢cin numuneler apsenin kenarindan alinmalidir, apse ortasindan alinan bazi
numunelerde biiylime goriilmeyebildigi bildirilmistir (6). Bakteri, kanli triptoz besi
yerinde 37°C sicaklikta, 48 saat inkiibasyondan sonra, yavas bilyiime gosteren, acik
krem rengi ve etrafinda ince bir B-hemoliz alani bulunan bir koloni olusturur. Meydana
gelen koloniler graniiler, opak, mat yiizeyli, krem-turuncu renkte ve besi yerine

yapigsmayan Ozelliktedir (21, 23-25).
2.1.6.3. Diger Laboratuvar ve Tarama Testleri

Yetiskin tasiyict hayvanlar ile etkenin belirgin bir antikor reaksiyonuna yol agmadigi
gen¢ hayvanlarda, pozitif seroloji testlerinin yorumlanmasinin oldukca giic oldugu
bildirilmistir. Yorumlamada diger bir giigliikk ise daha 6nce etkenle karsilasmis ancak
etkenin iistesinden gelmis hayvanlarda persiste antikorlarin mevcudiyetidir (6). Kumar
ve ark. (83), hastaligin insidensi 6l¢mek i¢in seroloji yontemini, klinik teshis ve kiiltiir
yontemleriyle birlikte kullanmistir. Atlarda, bazen biiylik apseler bulunan hayvanlarda
serolojik titre ¢ok diisiikk veya sifir ¢ikabilmistir (84). Ayrica bu testlerin ¢ogunun
bireysel diizeyde spesifikligi ve hassasligi, etken enfeksiyon baslangicindan hemen
sonra intraseliiler hale gectiginden goreceli olarak disiiktir (6, 69, 85-87). M.
pseudotuberculosis ile g¢apraz reaksiyonlar sonucunda da hatali pozitif sonuglarin
meydana gelebilecegi bildirilmistir (6, 57, 88). Seroloji testlerinin dezavantajlarina
ragmen hastalikla ~miicadelede, belirti  gdstermeyen tasiyicilarin  siiriiden
uzaklastirilmasinda seroloji testlerinin 6nemli bir yerinin oldugu ifade edilmistir (85,
86). Stanford ve ark. (89), ve Paton ve ark. (3) tarafindan yapilan agilama ¢aligmalarinda
astyla meydana gelen korumayi Olgmede serolojinin hatali yorumlamalara neden
olabilecegini belirtmislerdir. Arastirmacilar, bu durumun C. pseudotuberculosis
etkenine kars1 konagin verdigi bagisiklik cevabin karmasikligina bagli oldugunu, bu
nedenle sadece tek bir tip bagisiklik cevabin ele alinarak koruma seviyesinin

degerlendirilmesinin dogru olmayacagini ileri siirmislerdir.
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Hastaligin tespit edilmesinde, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) (83, 90), antihemoliz
inhibisyon  (91), indirekt hemagliitinasyon (92), hemoliz inhibisyon (93),
immundifiizyon (94) ve enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testi
kullanilmistir (6, 49).

2.1.6.3.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cetinkaya ve ark. (90), apselerden aldiklar1 materyalde, PZR ydntemiyle apselerin %
84’tinden C. pseudotuberculosis etkenini izole etmis, bu bulgulara dayanarak, insan ve
sigirlardaki Corynebacterium ulcerans ile c¢apraz pozitif reaksiyon verebilmesine
ragmen, testin hizli ve spesifik olusundan dolayr geleneksel yontemlere ek olarak PZR
testinin, koyun ve kecgilerde KLA’ nin tespit edilmesinde kullanilabilecek alternatif bir
yontem oldugunu bildirmistir. Kumar ve ark. (83), apselerden aldiklar1 irin
orneklerinden PZR ile etkenin izole edilmesi iizerinde ¢alismig, PZR yonteminin hizli,
spesifik ve mikrobiyolojik kiiltir yontemine benzer sekilde giivenilirligi yiiksek
sonuglar verdigini, dolayisiyla KLA’nin teshisinde ve kontrol edilmesinde teshiste

yardimec1 bir test olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
2.1.6.3.2. ELISA testi

Hastaligin taranmasinda yaygin olarak kullanilan ELISA prensip olarak etkenin
virlilenslik faktorlerinden FLD toksini ve hiicre duvari antijenlerine karsi olusan
antikorlarin tespitine dayanir. Paton (6), koyunlarda C. pseudotuberculosis tespitine
yonelik olarak hiire duvari-ELISA (C-ELISA) ve toksin-ELISA (T-ELISA) testlerini
kullanmistir. Paton (6), dogal olarak enfekte olan ve enfekte olamayan gruplarda C-
ELISA ile T-ELISA’nin hassashigin1 ve spesifikligini karsilagtirmis, C-ELISA i¢in
sensitiviteyi % 76 spesifikligi % 73, T-ELISA i¢in ise sensitiviteyi % 67 ve spesifikligi
% 77 olarak bulmustur. Ayn1 ¢alismada dogal olarak enfekte 115 koyundan 71’inde
KLA lezyonlar1 olmasina ragmen, 71 koyundan 18’inde C-ELISA ve T-ELISA sonucu
negatif ¢ikmis, ancak bu 71 koyuna ait lezyonlarindan alinan numune ile yapilan
ekimde C. pseudotuberculosis tespit edilmistir. C-ELISA ile T-ELISA’ya gore daha
fazla KLA lezyonlu koyun tespit edilmis, diger taraftan T-ELISA dogal olarak enfekte
koyunlarda daha spesifik sonug¢ vermistir (6). Her iki ELISA testinde spesifiklik ve
sensitivite agisindan bulunan sonuglar anti-hemoliz inhibisyon testi (91) ve bakteriyel
egzotoksin antikor jel diflizyon testi (49) ile bulunan sonuglara benzerlik gostermistir.

Ancak akciger lezyonu bulunan psdydotiiberkiilozlu koyunlarin tespitinde, C-ELISA ve
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T-ELISA’nin diger testlere gore daha spesifik oldugu bildirilmistir. Bunun nedeninin
kullanilan toksoid kokenli asilarin ELISA ile tespit edilebilir antikor iiretebilerek T-
ELISA sonuglarinda karisikliga neden olabilecegi, C-ELISA ise bakterinin hiicre
duvarina kars1t antikorlar1 tespit etmesine dayandigindan daha spesifik oldugu
bildirilmistir (6). Hollanda’da KLA’nin kegilerden eradikasyonu igin ELISA’nin
basartyla kullanildig1 bildirilmistir (85). Ilhan ve ark. (95), koyun kan serumlarinda
KLA antikorlarini tespit etmek amaciyla egzotoksin ELISA, sonike ELISA ve dot-blot
ELISA testlerini karsilastirmislardir. Aynm1 ¢alismada, egzotoksin ELISA’nin, sonike
ELISA ve dot-blot ELISA tekniklerinden daha giivenilir oldugu, KLA’nin teshisinde
sonike ve egzotoksin ELISA tekniklerinin birlikte kullanilmasi durumunda, testlerin
spesifiklik ve sensitivitelerinin daha yiiksek oldugu ortaya konmustur. Bu bulgulara
dayanarak ekonomik ve pratik olan bu ELISA tekniklerinin hastaligin teshisinde ve
kontroliinde rutin bir laboratuvar tarama testi olarak kullanilabilecegi sonucuna

varilmigtir.
2.1.6.3.3. Interferon- gamma Testi

Brezilya’da yeni enfekte olmus kegilerde KLA i¢in spesifik marker olarak kabul
edilebilecek bir interferon-gamma (IFN-y) ELISA testi gelistirildigi bildirilmistir (96).
Menzies ve ark. (88), INF-y testinin, hiicresel bagisikligin tespit edilmesinde normal
antikor-ELISA testlerine gore daha hassas oldugunu, testin yorumlanmasinda
asilamanin ve enfeksiyondan sonra gegen zamanin bir etkisinin olmadigini
vurgulamistir. Deneysel olarak enfekte edilen kegilerde INF-y testinin spesifikligi %
97,1 sensitivitesi % 89,2 olarak tespit edilmistir. Aynmi ¢alismada toksine yonelik
hazirlanmig ELISA testinin spesifikligi % 97, sensitivitesi % 81 olarak tespit edilmistir.
Sunil ve ark. (97), ve Prescott ve ark. (98) tarafindan, kanda C. pseudotuberculosis‘e
kars1 olusan IFN-y tespitine dayanan bir test gelistirilmesi amacglanmis, gelistirilen testin
giivenirliginin % 95,7 oldugu ve asilamanin bu testin sonuglarinda bir karisikliga neden
olmadig1r bildirilmistir.  Bu nedenle, testin hastaligin eradikasyonunda, belirti
gostermeyen  enfekte  koyunlarin  siliriden  uzaklastirilmasinda  basariyla

kullanilabilecegini bildirilmislerdir.
2.1.6.3.4. Deri Alerji Testleri

Hastaligin baglarda klinik belirti gostermeden seyretmesi, ilk evrelerde antikorlarin

seroloji ile tespit edilebilir diizeyde olmamasi, benzer baska enfeksiyonlarin
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mevcudiyetinde de pozitif sonuclarin alinmasi, bazi arastirmacilart KLA’nin sahada
erken teshisinde kullanilabilecek deri alerji testleri tlizerinde c¢alisma yapmaya
yonlendirmistir (99-101). Koyuncuoglu (100), koyunlarda sahada pratik bir sekilde
kullanilabilecek bir deri testi hazirlamistir. Bu testin kullandigi bir ¢alismada 13
koyundan 12’sini alerji deri testi ile KLA agisindan pozitif bulunmus, bu testin
hastaligin erken teshis edilmesinde, koyun siiriilerinde hastaligin taranmasinda ve
hastalarin sagliklilardan ayrilmasinda faydali olacagi vurgulanmistir. Alves ve Olander
(102), C. pseudotuberculosis‘e ait spesifik bakteriyel ajanlariyla yapilan deri testinin
kecilerde hastaligin tespit edilmesinde ve ilerleyisinin gozlenmesinde kullanigh

oldugunu bildirmistir.
2.1.6.3.5. Biyokimya Testleri

Eckersal ve ark. (81), yaptiklar1 deneysel ¢alismada haptoglobulin, serum amiloid A
(SAA) ve glikoprotein gibi birden ¢ok akut faz proteinin analiz edilmesinin teshise
yardimer olabilecegini savunmustur. Coryne-tipi bakterilerin tanimlanmasinda API
Coryne Sistem (APIl-bioMériecux, Inc., La Balme les Grottes, France) isimli
biyokimyasal testin kullanish oldugu bildirilmistir. Yirmi bir adet biyokimyasal test
kullanilarak, 24/48 saatte yapilabilen bu test sisteminin diger standart test sistemlerine
gore daha giivenilir oldugu bildirilmistir. Bu sistemde 11 adet enzimin test edilmesine
(pirazinamidaz, pirolidonil arilamidaz, a-galaktozidaz, alkaline fosfataz, a-glikozidaz,
N-asetilglikozaminidaz, B-glukuronidaz, nitrat rediiksiyon ve jelatin, iire ve eskulin
hidroliz) ve 8 adet karbonhidrat fermantasyon parametresinin (glikoz, riboz, D-ksiloz,
manitol, maltoz, laktoz, siikroz ve glikojen) test edilmesine imkan taniyan substratlari

iceren 20 adet tiip kullanildig: belirtilmistir. (21).
2.1.7 AYIRICI TANI

Koyun ve kecilerde pek c¢ok bakteri apseye neden olabilmektedir. Bu hayvanlarda
goriilen apselerden Fusobacterium necroforum, Manhemia hemolytica, Staphyloccocuss
aureus ve Echerichia coli gibi pek ¢ok bakteri izole edilmis olup, bu sekilde olusan
apselerin daha sulu bir icerige sahip ve kotii kokulu olup, genelde lenf yumrularini
etkilemedigi bildirilmistir (69). Bazi1 kaynaklarda, koyun ve kegilerde KLA’nn,
aktinobasilloz ve tiiberkiiloz hastaliklariyla, Arcanobacterium pyogenes ve Pasteurella
multocida tarafindan olusturulan apselerle karistirilabilecegi bildirilmistir (69, 84).

Avrupa’nin baz1 yerlerinde goriilen Morel hastaligt KLA’ya benzemektedir, bu
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hastalikta etken Staph. aureus olup yiizeysel lenf yumrularinda, deri alt1 dokularinda ve
kaslarda apselere neden olmaktadir. Hastalik daha cok genglerde gorildiigi ve
yaslanmayla birlikte hastaligin kayboldugu bildirilmistir (6, 103). Siirtideki kronik
zayiflama paraziter sindirim sistemi hastaliklar1 ile; solunum yolu belirtileri bakteriyel

pnomdniler, akciger kurtlari, koyunlarin pulmoner adenomatozisi ile karisabilir (69).
2.1.8. TEDAVI

Hastaligin tedavisi i¢in etkili bir yontem bildirilmemistir. Hayvanda apse bir kez
gorildii mii, etkilenen hayvan hayati boyunca hasta kabul edilmesi gerektigi ifade
edilmistir (69). Etken in vitro olarak penisilin, tetrasiklin, makrolid ve sefalosporinler
dahil pek c¢ok antibiyotige duyarli olmasina ragmen, bakterinin hiicre i¢i olusu, apse ve
kapsiil olusumu etkin bir tedavinin 6niine gegcmektedir (31, 69). Damizlik degeri yliksek
hayvanlarda meydana gelen apselerin cerrahi olarak acilip temizlenmesi segilse bile
tekrar niiks olasilig1 yiliksektir (84). Apse bulunan hayvanlarin tedavi edilmesi ekonomik
olarak uygun olmayip hastaligin kontroliinde basarili sonu¢ vermemektedir. Apseler
acilmaya miisait degilse lipofilik ilaclardan, makrolidlerden yiiksek dozda uzun siire
kullanilmasi nispeten etkili olabilir (84). Washburn ve ark. (104), KLA enfeksiyonlu
koyunlarda ti¢ farkli tedavi rejiminin etkinligini karsilastirmiglardir. Bu ¢alismada, A
grubundaki deneklerin apseleri agilmis, drenaj yapilmis ve deri alt1 prokain penislin G
uygulanmis; B grubundaki apselere kapali sistem lavaj uygulanmis ve lezyon igine
tulatromisin tatbik edilmis; C grubundaki apselere kapali sistem lavaj yapilmis ve
hayvanlara deri alt1 tulatromisin uygulanmistir. Bir ay sonra enfeksiyonun gerilemesi

bakimindan gruplar arasinda kayda deger bir farkin olmadigi tespit edilmistir.
2.1.9 BAGISIKLIK

C. pseudotuberculosis‘in hiicre i¢i bir patojen olmasi ve bakteriye ait farkli antijenlerin
virlilenslikte rol oynamasmin konak¢ida gelisen bagisikligin karmasik bir yapida
olmasina neden oldugu, dolayisiyla bagisiklikta hem humoral hem de hiicresel

bagisikligin 6nemli bir rol oynadig bildirilmistir (78, 96).
2.1.9.1 Humoral Bagisikhik

Dogal olarak olusan enfeksiyona karsi humoral bagisikligin 6nemli bir rol oynadig
bildirilmistir (49). Muramil dipeptidin adjuvan olarak kullanildig1 bakteri hiicre

duvarindan iiretilen asilarin etkili bir koruma sagladigi gosterilmistir (105). Paule ve
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ark. (96), kecilerde olusturduklari deneysel primer enfeksiyonda, pozitif antikor
titrelerinin ELISA ile 6-11. giinlerde tespit edebilir diizeye ulastigini bildirmislerdir.
Aym yazarlar, immunglobulin G (IgG) iiretiminin enfeksiyondan sonraki 16 ile 21.
giinlerde maksimum diizeyde seyrettigini daha sonra diisme gosterdigini tespit
etmiglerdir. Antikorlarin antijenlere baglanma istegi acisindan dolagimda bulunan
antikor miktariyla, KLA lezyonlar1 arasinda negatif bir korelasyon bulunmasinin
hastaligin patogenezinin zaman-ilerleme kinetikleriyle fazla bir baglantis1 olmadigi ve
bunun daha ¢ok bireylerin immuno-genetik yapilarina bagli olabilecegi bildirilmistir
(96, 106).

2.1.9.2 Hiicresel Bagisikhik

Hastaliga kars1 maksimum koruma igin etkene karsi meydana gelen immunglobulinlerin
yaninda hiicresel yapilara bagli savunma sistemlerinin de 6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (105). Hiicresel bagisikligin karmasik etki mekanizmalariyla ilgili bilgiler
siirhdir. Walker ve ark. (77), KLA lezyonlarinda nekrotik alanlarda, lenfositler
araciligiyla regiile edilen hiicresel bagisiklik diizeyinde bir savunma olusturuldugunu
bildirmislerdir. Ayn1 yazarlar, kalin kapsiil igerisinde lezyona en yakin noktada antijen
sunan hiicreler olarak gorev yapan makrofajlardan yogun bir bant, bu bandin {izerinde
makrofajlar1 harekete geciren INF-y’y1 iireten CD8 ve CD4-T lenfositlerinden zengin
bir bant tespit edilmistir. Arastirmacilar ayrica, en dista kapsiil kollajenine yakin C.
pseudotuberculosis tarafindan iretilen FLD toksini ve sitotoksik hiicre duvari lipid
antijenlerini nétralize eden antikorlar tireten CD45R-B lenfosit hiicrelerini iceren baska

bir bant bulundugunu da tespit etmislerdir.

Farelerde yapilan bir ¢alismada C. pseudotuberculosis enfeksiyonunda levamizol
verilmesinin spesifik olmayan bagisikligr uyardigr goriilmiistiir. Levamizol ile tedavi
edilen farelerde hastaligin olusturulmasindan sonra IgG ve immunglobulin A (IgA)
seviyelerinde artma meydana geldigi, bu sonuca gore C. pseudotuberculosis
enfeksiyonuna direncte hiicresel bagisikligin humoral bagisikliktan daha Onemli

olabilecegi kanisina varilmistir (107).

Fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada endojen tiimor nekrozis faktor-alfa (TNF-a) ve
INF-y’'nin KLA enfeksiyonunda rolleri incelenmis, TNF-a ve INF-y seviyelerinin
enfeksiyonun 4. giiniinde en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir (108). Aym

calismada farelere anti-TNF-o monoklonal antikoru (mAb) ve anti-INF-y mAb
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uygulamasinin organlarda bakterilerin {iremesine ve farelerde dliimlere neden oldugu
tespit edilmistir. Anti-TNF-a mAb uygulamasinin anti-INF-y mAb uygulamasina gore,
enfeksiyonun hayvanlarda daha fazla kotiilesmesine yol agtign bildirilmistir. Anti-TNF-
a mADb ve anti-INF-y mAb’m birlikte uygulanmasinin, organizmada etkene kars1 gelisen
antimikrobiyel savunma iizerinde tek tek uygulamadan daha fazla baskilayict bir etki
meydana getirdigi, bu nedenle endojen kaynakli TNF-a ve INF-y konak¢inin C.
pseudotuberculosis enfeksiyonuna direncinde 6nemli bir rol oynadig: ifade edilmistir
(108). Bu g¢alismayla uyumlu olarak baska bir ¢alismada CD4-Th1 hiicrelerinin, TNF-a
ve INF-y salgilayarak enfeksiyona karsi direng olusumunda 6nemli rol oynadig: ifade

edilmistir (109).

Paule ve ark. (96), olusturduklari deneysel enfeksiyonda, hayvanlari, INF-y iiretim
cevabina gore “enfeksiyona yiiksek diizeyde cevap verenler” ve “diisiik/orta diizeyde
cevap verenler” olarak iki farkli gruba ayirmislardir. Yazarlar, INF-y {iretiminin her iki
grupta da kisa dmiirlii bir primer cevap olarak enfeksiyondan sonraki 5. giinde meydana
geldigini bildirmislerdir. Diisiik diizeyde INF-y tiretimi gergeklesen grupta, 5. giin ile
denemenin sonu olan 20. haftaya kadar INF-y iiretiminde daha fazla bir yiikkselme
goriilmedigi ifade edilmistir. INF-y iiretiminin enfeksiyona yiiksek diizeyde tepki
verenlerde 16. gilinde daha giicli ve uzun Omiirli sekonder bir cevap olarak
gergeklestigini tespit etmiglerdir. Ancak, INF-y iiretimi ile ilgili bu sonuglarla hastaligin
siddeti arasinda bir bagin kurulmasinin gii¢ oldugunu ifade etmiglerdir. Besinci gilinde
gerceklesen kisa omiirlii primer INF-y liretiminin daha ¢ok dogustan gelen savunmanin
ilk asamasi1 olan T lenfositlerinin bir faaliyeti oldugu, uzun 6mirlii ve sekonder INF-y
tiretiminin daha sonra kazanilan bagigiklikta rol oynayan T lenfositleri kaynakli hiicresel

bagisikligin bir cevabi oldugu ileri siiriilmistiir.

Hastaligin erken donemlerinde meydana gelen bagisiklikla ilgili yapilan baska bir
calismada (109), C. pseudotuberculosis‘e karsi savunmada kompleman sisteminin rolii
incelenmistir. Yapilan deneylerde tip 3 kompleman reseptdriiniin (CR3) hastaligin
gelisim doneminde yangisal hiicrelerin yangi bolgesine sevkiyatinda anahtar bir rol
oynadigi kanisina varilmistir. Farelerin anti-CR3 mAb antikorlariyla muamele
edilmesinin, bakterinin dalakta ve karacigerde daha fazla ¢gogalmasina ve enfeksiyondan
itibaren 3 giin icerinde enfekte farelerde yiiksek 6liim oranlarina yol ag¢tig1 bildirilmistir.

Ayni ¢aligmada yapilan histolojik incelemede mononiikleer fagositik hiicrelerin bakteri
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tireme alanlarma go¢ etmedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, CR3 kompleman sistemi
reseptoriiniin farelerde primer ve sekonder C. pseudotuberculosis enfeksiyonlarinda

hiicresel bagisikligin gelismesinde anahtar bir gorev tistlendigini gostermistir.

Pépin ve ark. (57), koyunlar iizerinde yaptiklar1 bir calismada, koyunlara zayiflatilmis
ve viriilens C. pseudotuberculosis suslari inokiile ederek, enfeksiyon esnasinda sitokin
mRNA’nin ekspresyonunu incelemislerdir. Bu c¢alismada, deneysel inokiilasyon
alaninda, yangisal sitokin TNF-a ve interlokin-1p (IL-1p) iiretiminde gérev alan mRNA
miktarinda artig gorildiigii tespit edilmistir. Ayrica, sitokin IL-2 ve IL-4 gruplarinin
mRNA regiilasyonunun arttig1 belirlenmistir. TNF-a, IL-2 ve IFN-y seviyeleri en
yiiksek inokiilasyondan 7 giin sonra elde dilmis, en yiiksek IL-1 ve IL-6 mMRNA
ekspresyonu ise inokiilasyondan 28 giin sonra elde edilmistir. IL-1p, IL—6, IL-8, TNF-a
ve monosit chemoattractant protein-1 (MCP-1) {iretimi i¢in gerekli olan mRNA seviyesi
lenf yumrularinda graniilom bulunan hayvanlarda daha yiiksek bulunmustur. Bu
bulguya dayanarak graniilomlarin gelismesinin nedenin Thl ve Th2 hiicrelerinin
mevcudiyeti ve IFN-o, IL-2, IL-4, TNF-y ve MCP-1 gibi sitokinlerin miktarinin
artmasina bagli olabilecegi one siiriilmiistiir. Bu ¢alismayla elde edilen sonuglara gore
C. pseudotuberculosis enfeksiyonun simirlandirilmasinda graniillomlarin 6nemli bir rol

oynadigt ileri stiriilmiistiir (57).

Asilarin formalinle muamele edilmesinin antijenlerin hiicresel bagisiklig: tetikleyecek
yapilarinin bozulmasina yol agabilecegi bildirilmis olup (6), bu sekilde hazirlanmis
bakterin-toksoid kdkenli asiyla asilanan kegilerin kanlarinda TNF-y {iretiminin yetersiz

diizeyde olusu bu hipotezi desteklemistir (98).
2.1.10. KORUMA VE KONTROL

Hastaligin ilaglarla etkin bir tedavisinin olmamasi, etkenin doga sartlarina dayanikli
olmasi, yetistiricilerin hastalik hakkinda yeterli bilgiye sahip olmamasi ve subklinik
vakalarin tespitinin zorlugu hastaligin eradikasyonu gii¢lestiren baslica faktorlerdir (6).
Hastaligin kontrol edilmesinde asidan baska, apse meydana gelen hayvanlarin ve
testlerle klinik belirti gostermeyen tasiyicilarin = siiriiden ¢ikarilmasi yontemine
basvurulmasi gerektigi bildirilmistir (6-8, 69). Bazi iilkelerde uzun yillar siiren asilama
programlari ile hastalikta gerileme olmasina ragmen, Yetistiriciler tarafindan kuzularin
rapel ve erginlerin yilda bir kere asilanmasina yeterince uyulmamasindan dolayi,

hastaliktaki beklenen gerileme tahmin edilenden daha az olmustur (6). KLA’ya kars1
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etkili bir bagisikligin olusturulmasi i¢in pek ¢ok asi ¢alismasi yapilmis olmasina ragmen
hastaliga kars1 tam bir bagisikligin saglandigi bir aginin gelistirilemedigi vurgulanmistir.
Bunun nedeninin etkenin hiicre i¢i fakiiltatif bir bakteri olmasi ile bagisiklikta humoral
bagisikligin yaninda hiicresel bagisikligin da biiyiik rol oynamasindan kaynaklandigi
ifade edilmistir (6, 49, 67, 108, 109).

Koyunlarda kullanilmak {izere KLA i¢in pek ¢ok asi gelistirilmistir; ancak asilarin
kullanilmasindan once siiriide hastalifin mevcudiyetinin kontrol edilmesi gerektigi
vurgulanmistir (3, 6). Avustralya ve Amerika’da hastaligin kontrol edilmesine y6nelik
toksin ve tiim bakteri iceren pek cok as1 gelistirilmis olup bu asilarin sahada yeterli bir
koruma sagladigi bildirilmistir (3, 6, 110-112). C. pseudotuberculosis asisina levamizol
ilavesinin  bagisikligi arttrmadigr  (113), muramil dipeptidin adjuvan olarak

kullanilmasinin ise faydali oldugu rapor edilmistir (105).

KLA’ya kars1 bagisikligin saglanmasi i¢in farkli asi tipleri gelistirilmistir. Bu asilar
hazirlanirken antijen olarak bakterinin tamami (105, 111), hiicre duvar1 (111) ve/veya
inaktive edilmis FLD toksini (114) kullanilmis olup, glinlimiizdeki preparatlarin ¢ogu C.
tetani, Cl. perfringens, CI. septicum, CI. novyi ve Cl. chauvoei gibi klostridial suslarla

kombine halde piyasaya sunulmustur (115).

Tiirkiye’de asilamada Pfizer firmasi tarafindan iiretilen Glanvac 3 ve Glanvac 6 isimli
as1 kullanilmaktadir. Uriin prospektiisiinde yeni doganlarda 3 aydan &nce asilama
yaptlmamasi gerektigi (maternal bagigikliktan dolay1) bu agilamadan 4 hafta sonra rapel

ve yilda bir kez asilamanin tekrar edilmesi 6nerilmistir.

izgiir ve ark. (116), Tiirkiye’deki lokal C. pseudotuberculosis-Pl 18 susunun, 1,5x10°
cfu/ml bakterin + toksoid + '2 Freund’s complete adjuvant’t (FKA) seklinde
hazirladiklar1 asinin kullanilmasinin  koyunlar1 KLA’ya karst korumada basarili

oldugunu belirtmislerdir.

O’Reilly ve ark. (8), gesitli kontrol stratejilerini karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda, tek
basina asilama veya tek basina klinik muayene ile kontrol yontemlerine gore, hem
asilama hem de klinik belirtilerin kombine sekilde kontrol stratejisi olarak
uygulanmasiin hastaligin prevalansinin siiriide diismesine daha hizli bir sekilde
yardimcr olacagini ifade etmislerdir. Paton ve ark. (117), KLA ya karsi asilanan ve
dogal olarak enfeksiyona maruz kalan koyunlarda enfeksiyon oranin % 74 oraninda

azaldigimmi bildirmislerdir. Arastirmacilar, KLA’ya karsi asilanan, asilandiktan sonra
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enfeksiyona maruz birakilan koyunlarla temas eden koyunlarda enfeksiyon oranin % 97
azaldigimi bildirmislerdir. S6z konusu arastirmada asilanmayan koyunlarda enfeksiyon
oranin % 76 diizeyinde seyrettigi, asilanmamis koyunlarda 4 ve 5. kirkimlarda bulagsma
oranin, yiizeysel apse patlamasi olmadigi halde, % 77 oraninda seyrettigi bildirilmistir.
Bu bulgulara dayanarak, KLA’da temel bulasma yolunun akciger apselerinden drene
olan eksudatin kirkim yaralar1 vasitasiyla bulagmasi oldugu, asilanan koyunlarda
asilanmayanlara gore % 96 oraninda daha az akciger apsesi tespit ettiklerini
bildirilmistir.

Eggleton ve ark. (115), koyunlari adjuvanli toksoid bir asiyla ve adjuvan, toksoid,
sodyum selenit ve 5 farkli klostridial sus iceren karma bir asiyla asilamis, sodyum
selenit veya klostridial toksoidlerin ilave edilmesinin sadece toksoid iceren asilamayla
farkli bir koruma saglamadigi tespit etmislerdir. Yazarlar, toksoid miktariyla olusan
koruma arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu ileri slirmiislerdir. Kromotografi ile
saflagtirilan toksoidin de ayni diizeyde bagisiklik meydana getirdigini, dolayisiyla
bakteri tarafindan salgilanan toksinlere kars1 bagisikligin temel bir faktér oldugunu ileri
stirmiigleridir. Eggleton ve ark. (118), bakteri hiicresi igermeyen, sadece toksoid igerikli
bir ag1 ve hem toksoid hem de formalinle dldiiriilen bakteri hiicresini igeren bir asiyla
yaptiklari aragtirmada, sadece toksoid i¢eren asinin hayvanlarda yeterli diizeyde koruma
meydana getirdigini, korumanin diizeyinin asiya Olii bakteri hiicresi ilavesiyle artis
gostermedigini tespit etmiglerdir. Brown ve ark. (114), bakterinin ilk ¢gogalma evresinde
anti-egzotoksinlerin  mevcudiyetinin, bakterinin ¢ogalmasini  ve yayilmasini

engelleyebilecegini ileri siirmiiglerdir.

Izgiir ve ark. (116), yaptiklari as1 gelistirme ¢alismasinda, lokal suslardan C.
pseudotuberculosis-P1 18 ve Cy 5 suslarini kullanmig, kolostrum verilmeyen kuzularda,
bu suslarla hazirlanan tam bakteri, bakteri duvar1 veya toksoid asilariyla asilamayi
miiteakip, olusturulan bakteriyel tehdide karsi i1yi bir koruma olustugunu tespit
etmislerdir. Piontkowski ve Shivvers (112), C. pseudotuberculosis bakterin+toksoidi
iceren ticari asilarin (Caseous D-T, Colorado Serum Co. Denver, ABD) canli C.
pseudotuberculosis etkeninin derialti yoldan enjeksiyonuna (1.95x10° cfu/ml) karst
olusturulan tehdide kars1 hayvanlarda yeterli diizeyde koruma sagladigini
bildirmislerdir. Bu ¢aligmada tehdit olusturulan gruplarda KLLA semptomlarinin kontrol

grubuna gore daha diisiik bulunmustur.
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2.2. OKSIDATIF STRES VE BAGISIKLIK
2.2.1 Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres, hiicrelerde gesitli hasarlara yol agan reaktif oksijen tiirleri (ROT) ile
antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki dengesizlik olarak tanimlanabilir (119,
120). Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa Omiirli,
kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve biyolojik yapilarla reaksiyona girme egilimi gosteren
reaktif molekiillerdir (119). Organizmada dogal siiregler sonucunda meydana gelen
ROT ile antioksidan molekiiller arasindaki denge ROT Ilchine degistiginde hiicrede
oksidatif stres ve bunun sonucunda patolojik bozukluklar meydana gelir (120).

Oksidatif strese karsi miicadele, viicudun her yerindeki farkli hiicre yapilarinda,

karmasik antioksidan mekanizmalar ile hayat boyu durmaksizin devam eder (119, 120).

Oksijenin bir kism1 in vivo sartlarda hiicreler i¢in zararh tiirevlere metabolize olabilir.
Hiicrelerde kullamlan oksijenden, siiperoksit (O2™) ve nitrik oksit (NO") gibi zararh
reaktif molekiiller agiga c¢ikar (121, 122). Normal fizyolojik sartlarda organizma
tarafindan alinan oksijenin % 2’lik bir boliimii hiicredeki dogal kimyasal siiregler
esnasinda siiperoksite cevrilir (122). Hiicrede meydana gelen serbest radikaller daha
sonra organizmadaki molekiillerle birleserek, hidroksil (OH’), alkoksil (RO"), peroksil
(ROO), singlet oksijen (*02) olusur. Reaktif oksijen tiirlerinin bazilar1 hidrojen peroksit
(H20y), peroksinitrit (ONOQO") ve hipokloroéz asit (HOCI) gibi molekiiller doniisebilir
(122). Organizmadaki ROT miktar1 yangi, egzersiz, g¢evreyi kirleten maddeler,
ultraviyole 1s18ina ve iyonize radyasyona maruz kalma gibi pek ¢ok durumda

artmaktadir (122).

Oksijenin kullanilmas1 sonucunda hiicrelerde olusan ROT belirli konsantrasyonlarin
tizerine ¢iktiginda, organizma antioksidan savunma mekanizmalariyla olusan bu
radikalleri etkisiz hale getirmeye calisir (122, 123). Antioksidan savunma temel olarak
enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma mekanizmalar1 seklinde ikiye
ayrilir. Enzimatik antioksidanlar genel olarak SOD, CAT ve GSH-Px enzimlerinden
olusur ve ROT’un etkisizlestirilmesinde primer savunma mekanizmasi olarak gorev
yaparlar. Enzimatik olmayan antioksidanlar, hiicre zarinda bulunan glutasyon (GSH), a-
tokoferol (E vitamini), askorbat, bilirubin gibi bir takim diisiik agirliga sahip molekiiller

olup antioksidan savunmada 6nemli bir rol oynarlar (122).
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Antioksidan mekanizmalar ROT molekiillerini etkisizlestirmekte yetersiz kalirsa, olusan
serbest radikaller hiicredeki protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit ve enzimlerle
reaksiyona girerek bunlarin yapilarini ve fonksiyonlarin1 bozabilirler. ROT ile
antioksidan savunma sistemleri arasindaki hassas dengenin oksidatif stres giigleri lehine
donme egiliminde oldugu ve dolayistyla organizmanin siirekli olarak oksidatif stres

tehdidi ile kars1 karsiya bulundugu ifade edilmistir (123).

Reaktif oksijen tiirlerinin, normal metabolik tepkimelerin dogal bir sonucu oldugu ve
belirli diizeyde kaldiklar1 siirece, organizmanin yabanci maddelere ve enfeksiyon
ajanlarina kars1t savunma ve bagisiklik sistemin dogru ¢alismasi i¢in gerekli olduklari
bildirilmistir (123). Diisiik diizeyde ROT konsantrasyonu, genel anlamda organizmada
hiicre biiylimesi ve enfeksiyonlara karsi savunma (122); gen ekspresyonu ve hiicre
biiylimesinde rol oynayan niikleer faktor-kappa B (NF-kB) ve aktivator protein-1 (AP-
1) gibi transkripsiyon faktorlerinin stimiile edilmesi (122); mitojenle aktive protein
kinaz (MAPK) gibi sinyal transdiiksiyon molekiilliilerini aktive ederek transkripsiyon
faktorlerinin dolayli yoldan aktivasyonunu (124) gibi metabolik olaylarda rol oynar.
ROT organizmada gelisim asamalarinda daha fazla rol aliyor gibi goéziikmektedir.
Denizkestanelerinin iireme doneminde ROT miktarinda artis meydana geldigi,
memelilerde prenatal ve embriyonik gelisim asamalarinin ROT tarafindan regiile
edildigi bildirilmistir (124). ROT gelisim stire¢lerini hizlandiran tiroksin, prostoglandin
gibi molekiillerin biyosentez asamalarina da katilmaktadir. Ayrica tiroit hiicrelerinde
iyot atomlarinin tiroglobulin 3’e baglanmasini katalize eden tiroksin sentezinde kritik
rol oynayan H,0, konsantrasyonlarnin diizenlenmesinde gorev almaktadir (124). ROT
bagisiklik sisteminde NF-xkB aktive etmek suretiyle T hiicrelerinin ¢ogalmasini
tetiklemektedir. Makrofaj ve notrofillerin, fagosite ettikleri bakterileri 6ldiirmek igin
ROT kullandiklar1 bildirilmistir (124). C. pseudotuberculosis ve M. Tuberculosis gibi,
ROT radikallerinden korunma stratejileri gelistiren bakterilerin, fagositozdan
korunabildigi ve bu yolla hiicre i¢i paraziti haline geldigi bildirilmistir (43). Bazi
calismalarda gesitli stimiilasyonlara bagli olarak, serbest radikallerin hiicrelerce diisiik
miktarda salgilandigi, dolayisiyla oksijen radikallerinin, TNF ve IL-1 gibi
immunmodulator sitokinler ve NF-KkB sistemini aktive eden mekanizmalar i¢in sekonder

mesajcilar olarak gorev yaptig bildirilmistir (124).
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2.2.2. ROT Kaynakh Hiicre Hasar1

ROT molekiillerinin, irkiltici kimyasal maddelerin etkisi altinda kalma, karbon
tetrakloriir, parasetamol gibi ilag toksikasyonlari, iyonize ve ultraviyole radyasyon, hava
kirliligi yapan kimyasal maddeler, sigara dumani, gibi ¢evresel faktorler, nitrofurantoin,
bleomisin, doksorubisin ve adriamisin gibi antineoplastik ajanlar, alkol ve uyusturucular
gibi aligkanlik yapici maddeler, arteriyoskleroz, noérodejenerasyon gibi hastaliklar,
kanser, romatid artrit, parkinson, alerjiler, diyabet, katarakt, AIDS, hepatit C, koyun
cicegi gibi pek ¢ok enfeksiyon ve yaslanma gibi siire¢lerde onemli rol oynadiklari

bildirilmistir (125, 126-129).

ROT molekiilleri, hiicredeki doymamus lipidler, protein ve DNA gibi biyo-molekiillerle
reaksiyona girer ve lipid radikalleri, seker, baz ve aminoasit radikalleri gibi sekonder
radikaller meydana getiriler. Bu radikaller oksijen mevcudiyetinde, biyo-sistemlerde
zincirleme reaksiyonlar1 harekete geciren peroksil radikallerine doniisiirler (130). Bu
reaksiyonlarin biyolojik etkileri, reaksiyonun meydana geldigi bolgeye, etkilenen
substratin 6zelligine, onarim mekanizmalarinin isleyisi ve organizmanin redoks durumu

gibi bir¢ok faktdre baglidir (131).
2.2.3. Lipid Peroksidasyon

Hiicre zar1, yapisinda fazla miktarda doymamis yag asidi bulunmasindan dolayr ROT
tarafindan oksidasyona karsi olduk¢a hassastir (122). ROT molekiileri bu yapilarla
etkilesime girdiginde lipid peroksidasyon meydana gelir, bunun sonucunda lipid
hidroperoksit (LOOH") olusur. Bu molekiilden daha sonra MDA, 4-hidroksi nonenal (4-
HNE) gibi lipid peroksidasyon iiriinleri olan aldehitler meydana gelebilir (122).

Lipid peroksidasyon dort agsamada gergeklesir: i) baglama asamasi: bir yag asidinin
metilen kismindan bir hidrojen atomu (H") koparak bir lipid radikali olusur; ii) ilerleme
asamast: olusan radikaller yeniden molekiiler diizenlemeye girerek olusturduklar
konjuge molekiillerin O, ile zincirleme reaksiyonu sonucu lipid peroksil ve lipid
peroksit radikalleri olusur. Peroksil radikalleri bir araya gelerek birlesebilirler veya
hiicre zarindaki proteinlere baglanabilirler. Peroksil radikalleri bitigiklerinde bulunan
doymamis yag asitlerinden de bir hidrojen atomunun kopmasina yol agarak zincirleme
bir lipid peroksidasyon reaksiyonuna yol agabilirler. Bu sekilde, bir molekiil yag
asidinin  peroksidasyonu neticesinde yiizlerce yag asidinin peroksidasyonu

gerceklesebilir. Bu zincir reaksiyonun uzunlugu hiicre zarmin lipid-protein igerigi
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oranina, yag asitlerinin yapisina, oksijen radikalinin konsantrasyonuna veya hiicre
zarinda bulunan bu reaksiyonu durdurabilecek antioksidan molekiillerin yogunluguna
baghdir; iii) yitkim asamasi: hiicre zarindaki doymamis yag asitlerindeki lipidlerin
yikimi ile MDA, 4-HNE gibi molekiillerinin olugsmasi ve iv) sonlandirilma asamasi:
oksidasyon reaksiyonunun hiicre zarinda bulunan E vitamini gibi zincir kiric1 gibi

antioksidanlar tarafindan sonlandirilmasi (132, 133).

Lipid peroksidasyon neticesinde 1) hiicre zar1 katmanlarinin akiskanlig1 degisir 2) hiicre
zarmin termotrofik faz davranis1 degisir 3) zardaki elektriksel direng diiser ve 4) hiicre
katmalanlar1 arasindaki fosfolpidlerin yer degisimi kolaylasir (133). Tim bu
degisiklikler hiicre zarinin yapisinin bozulmasi hiicre zarinin iletkenliginde degismeye
neden olur, bunun neticesinde iyonlarin hiicre igine gegisi kolaylasir, bu da hiicre
fonksiyonlariin aksamasina yol agar (133, 134). Hiicre zarinin yari gegirgen 6zelligini
kaybetmesi, hiicre zarinda yer alan ve tasimada goérevi bulunan enzim sistemlerinin
gorevlerini yapamamasi, hiicre dis1 ve i¢i iyon yogunlugunun degismesi hiicrelerde
onemli hasarlara yol agar ve bu durum geri ¢evrilemezse hiicrenin oliimiine kadar
gidebilir (132-135). Lipid peroksidasyon sonucunda ¢ikan en 6nemli {irlinler MDA ve
4-HNE olarak siralanabilir.

2.2.3.1. Malondialdehit

Lipid peroksidasyonun en onemli iirlini MDA’dir. MDA, ii¢ ya da daha fazla ¢ift bag
iceren c¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucunda olusur (136).
Memelilerde MDA olusumuna en ¢ok arasidonik asit gibi ¢oklu doymamis yag
asitlerinin peroksidasyonu yol agmaktadir. Oleik ve linoleik gibi doymamis yag asitleri
daha az oksidasyona ugramakta ve dolayisiyla bunlardan daha az miktarda MDA
olusmaktadir. Organizmada meydana gelen lipid peroksidasyonun belirlenmesinde
MDA 6l¢timii en hassas yollardan biridir (134, 137, 138).

Yapilan pek cok arastirmada patolojik durumlarinda MDA diizeylerinde yiikselme
meydana geldigi tespit edilmistir. Madebo ve ark. (139), ve Safarian ark. (140),
tiiberkiilozlu hastalarda MDA seviyesinin ylikseldigini tespit etmiglerdir. Kandemir ve
ark. (141), brucella ile enfekte vakalarda MDA seviyelerinin yiiksek oldugunu, bu
hastalardaki MDA diizeylerinin daha sonra tedaviyle diisme gosterdigini tespit
etmiglerdir. Demir ve ark. (142), Helicobacter pylori kaynakli gastritli hastalarda
MDA’nin kontrol grubuna gore daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir. Ozgelik ve
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ark. (143), pndomonili hayvanlarda, lipid peroksidasyonun gostergesi olan MDA

miktarinda 6nemli bir artis tespit etmislerdir.

Kizil ve Giil (144), besi sigirlarinda sap asis1 uygulamasinda vitaminlerin antioksidan
etkileri ve lipid peroksidasyon diizeyleri ile ilgili yaptiklari ¢alismada, agilama sirasinda
ADsE vitaminleri uygulanan ile Asilama sirasinda vitamin C ve AD3E + 3 giin sonra
vitamin C uyguladiklar1 gruplarda O ile 21. giin degerleri karsilastirildiginda MDA

diizeylerinde artis meydana geldigini bulmusglardir.

Jovanovi¢ ve ark. (145), dogumu baslatmak i¢in prostoglandin F2a (PGF2a) uygulanan
ineklerde Se ve E vitamini uygulamasi yaptiklar1 c¢alismada Se ve E vitamini
uyguladiklart hayvanlarda kontrollere gore daha diisiik retensiyo sekundinaryum ve

MDA degerlerinin elde edildigini bildirmislerdir.

Avct ve Kizil (146), gebe ineklerde yaptiklari ¢aligmada, kontrol ve deneme grubunda
dogumda MDA degerlerinde artis meydana geldigini bildirmislerdir. Kontrol grubunda
dogumda artig gosteren MDA degerinin dogumdan sonra da artmaya devam ettigi hatta
dogumdan 3 hafta sonra yapilan Ol¢iimlerde bile MDA konsantrasyonunun yiiksek
oldugunu bildirmiglerdir. Deneme grubunda ise dogum zamaninda yiikselen MDA
konsantrasyonunun Se igeren mineral takviyesi ile dogumu takiben azalma gosterdigini
bildirmiglerdir. Yazarlar deneme grubunda meydana gelen bu azalmanin, uygulanan
mineral maddelerden, 6zellikle Se’nin, meydana gelen oksidatif stresin azaltmasina ve

savunma sistemlerini giiclendirmesine bagli oldugunu ifade etmislerdir.
2.2.4. Protein Hasar1

Proteinler ROT molekiilleriyle reaksiyona girerek zincir yapilarinda degisme proteolitik
dejenerasyon, protein-protein baglar1 meydana gelir (122). Proteinlerin oksidasyonu
sonucunda genelde aldehit ve keton gibi karbonil gruplar1 meydana gelir (122). Sistein,
metiyonin ve triptofan gibi amino asitler serbest oksijen radikallerine karsi daha
hassastir. Serbest oksijen gruplar1 o6zellikle hiicre zarinda 6nemli gorevleri bulunan
proteinlerde ¢esitli yapisal bozukluklara yol acarak bunlarin fonksiyonlarini bozarlar
(121). Lipid peroksidasyon firiinii olan MDA gibi aldehitler proteinlerin amino
gruplariyla reaksiyona girerek Schiff bazlarini olusturabilirler (120).
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2.2.5. DNA Hasari

DNA stabil yapili, iyi korunan bir molekiil olasina ragmen, ROT saldirisina maruz
kalabilmektedir. Bu saldir1 sonucunda DNA baz yapisinda degisiklik, tek ve ¢iftli DNA
ipliklerinde kirtlmalar, purinlerin kaybi, deoksiriboz seker molekiillerinde hasar, DNA-
protein g¢apraz baglarimin olugsmasi ve DNA onarim sistemlerinde 6nemli aksamalar
meydana gelir. Biitiin ROT molekiilleri arasinda OH™ radikalleri DNA zararina en fazla
yol acan molekiillerdendir. Serbest radikaller seker molekiileriyle de etkilesime
girmekte ve iplik kirilmalarina yol agmaktadir. DNA hasar1 neticesinde genetik
materyalde degisim meydana gelir bunun sonucunda hiicre 6liimii, mutasyon, kanser ve

yaslanma meydana gelmektedir (135).
2.2.6. Antioksidanlar

Antioksidan madde dokularda diisiik konsantrasyonda bulundugunda, okside olabilen
substratin oksidasyon reaksiyonlarini engelleyen, geciktiren veya durduran madde
olarak tanimlanmustir (122, 143-147). ROT molekiillerinde meydana gelen asir1 artis
sonucu oksidatif stres meydana gelir, hiicreler bu artisa kars1 koymak igin antioksidan
mekanizmalar gelistirmisglerdir. Antioksidanlar, serbest radikallerin temizlenmesinde ve
dolayisiyla oksidatif hasarin Onlenmesinde olduk¢a Onemlidirler. Oksidatif stres
siirecinde antioksidanlar farkli mekanizmalarla etkili olmaktadir: 1) oksijen
konsantrasyonunu azaltarak ya da lokal diizeyde oksijeni uzaklastirarak, ii) serbest
radikal olusumunu katalize eden Cu ve Fe gibi metal iyonlarin1 uzaklastirarak, iii)
oksidatif siireglerde kilit rol oynayan siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirlerini uzaklastirarak, iv) baslangic asamasindaki hidroksil, alkoksil ve peroksil
tiirlerini etkisizlestirerek V) zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini durdurarak vi) singlet

oksijeni temizleyerek ya da suya doniistiirerek etki gosterirler (120).

Antioksidanlar, hiicrede meydana gelen serbest radikalleri toplayici, bastirici, onarici ve
zincir kirict  etki mekanizmalariyla zararsiz hale getirirler. Toplayict  etki
mekanizmasinda, CAT, SOD ve GSH-Px gibi antioksidan enzimler ROT’lar1 baglar ve
daha az reaktif baska molekiillere donistiiriirler. Bastirict etki mekanizmasinda
flavinoidler ve vitaminler gibi bazi antioksidanlar ROT’lar ile etkileserek onlara bir
proton ekleyerek ROT molekiillerinin etkinliklerinde azalmaya neden olmaktadirlar.
Zincir kirict etki mekanizmasinda, vitaminler gibi bazi antioksidanlar ROT’larin

baslattigt lipid peroksidasyon gibi zincirleme reaksiyonlari sonlandirarak etki
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gostermektedirler (148). Glutasyon gibi molekiillerin hasara ugramis hedef hiicreleri

onararak, onarici etki meydana getirdikleri bildirilmistir (147).

Her ne kadar yapilan bazi calismalar ROT sisteminin tamamen bloke edilmesinin
bagisiklik sisteminin fonksiyonunu engelleyebilecegi ve yiiksek diizeyde antioksidan
seviyesinin oksidan etkiler meydana getirebilecegi yoniinde siiphelere dikkat ¢eken
caligmalar varsa da, genelde antioksidanlarin tatbik edilmesinin bagisiklik

fonksiyonlarmni iyilestirdigi bildirilmistir (149).

Hiicre zarinda temel antioksidan savunma sistemleri C vitamini, GSH, n-asetilsisteyin
(NAC) ve E vitamini lizerine kuruludur (149). Tim bu antioksidanlarin bagisiklik
sistemini giiclendirdigi hem in vitro hem de in vivo olarak gosterilmistir (149-151).
Antioksidan takviyesinin, IL-2 seviyelerinde, T-hiicre tipleri ve Oldiiriicii hiicrelerin
sayilarinda, antijen stimiilasyonu sonucunda antikor cevabinda artisa, lipid
peroksidasyonda ve prostoglandin sentezinde azalmaya yol agtigi bildirilmistir (152).
Kopeklerin yemlerine antioksidan ilave edilendir ¢alismada dolasimdaki antioksidan
seviyelerinin arttignt  DNA hasarimin  azaldigi, dolayisiyla, asilama sonrasi
immunglobulin olusumunun daha hizli ve antikor seviyelerinin kontrol grubuna gore

daha yiiksek oldugu bildirilmistir (153).
2.2.6.1. Siiperoksit Dismutaz

Stiperoksit dismutaz enzimi hiicre i¢i bir enzim olup siiperoksiti H,O, ve molekiiler
oksijene ceviren reaksiyonu katalize eder. Hiicresel kompartimanlardaki O, diizeyleri
SOD tarafindan saglanan bu primer savunma sistemi sayesinde kontrol altinda tutulur
(122). Hiicrelerde siiperoksit dismutazin ¢ tipi vardir: bakir (Cu) ve g¢inko (Zn)
icerenler CuZnSOD olarak bilinir ve sitozolde yer alirlar. Mangan (Mn) igerenler,
MnSOD olarak isimlendirilmekte ve mitokondrilerde yer almaktadir. Ugiinciisii hiicre
disinda yer alan SOD’dur ve plazma membrani ylizeyinde bulunmaktadir. SOD’un her
tic formu da metal iyonlarmin varliginda (Cu ve Fe) siliperoksit anyonlarini H,O;’ye
cevirir. Bu enzim siiperoksitlerin ortamdaki derigimini azalttigindan, reaktif nitrik oksit

tiirlerinden olan peroksinitritin de olusumunu 6nleyici etkilere sahiptir (148).

Organizmada hastalik durumlarinda SOD diizeylerinde azalma meydana geldigini
bildiren pek ¢ok ¢alisma vardir. Marikovsky ve ark. (154), makrofajlarin TNF-a, IL-1
ve IL-6 gibi proinflamator sitokinleri iiretmesi sayesinde yangi siireclerinin

aktivasyonunda ve bagisikligin diizenlenmesinde Onemli gorevleri oldugunu, SOD
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miktarinda gerceklesen artisin makrofajlarin yiikselen ROT seviyeleriyle daha rahat
basa ¢ikmasina yardimci oldugunu ve bagisiklik cevabinda artisina neden oldugunu
bildirmislerdir. Yazarlar, Cu/ZnSOD enziminin disiilfiram ile in vivo olarak inaktive
edilebildigini, Cu/ZnSOD inakitve edilen periton kaynakli makrofajlarda TNF-a
tiretiminde azalma meydana geldigini bildirmislerdir. Break ve ark. (155), ekstraseliiler
ortamda fazla miktarda SOD bulunmasinin nétrofillerin bagisiklik cevabini azalttigini
ve hiicre i¢i bakterilerin temizlenmesini zayiflattigin1 bildirmislerdir. Yazarlar L.
monocytogenes enfeksiyonu esnasinda ekstraseliller SOD diizeyinde artisla birlikte
karaciger 16kositlerindeki NO3” ve TNF-a iiretiminde azalma meydana geldigini, bu durumun
notrofil fonksiyonlarini olumsuz etkiledigini bildirmislerdir. Vouldoukis ve ark. (156), hiicre
ici Cu/ZnSOD firetiminin sitimiile edilmesinin, siiperoksit anyonunda azalmaya, NO
tiretiminde artisa ve dolayisiyla NO’ya bagli mekanizmalarla hiicrelerin apoptozisinin

azalmasina yol actigini bildirmisleridir.

Styblo ve ark (157), influenza A/Bangkok/1/79 ile enfekte edilen Se eksikligi bulunan
ve normal farelerde yaptiklart ¢alismada, Se yetersizliginin ve influenza enfeksiyonun
SOD aktivitesi iizerine Onemli etkisi oldugunu tespit etmis, karacigerde SOD
aktivitesinin Se yetersizligi bulunan farelerde enfeksiyonda once Se diizeyi normal olan
gruba gore daha yiiksek oldugunu ancak enfeksiyondan sonra Se diizeyi normal olan
grupta SOD aktivitesinin onemli bir yiikselme gosterdigini  bildirmislerdir.
Arastirmacilar, influenza enfeksiyonun Se yetersizligi bulunan farelerde daha fazla SOD
yiikselmesine neden olmasinin Se yetersizligini veya influenza enfeksiyonu kompanze

etmek i¢in oldugunu bildirmiglerdir.
2.2.6.2. Katalaz

Katalaz, baglica peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda dort hem grubu bulunduran
bir protein yapili hiicre icerinde bulunan antioksidan enzimdir (148). Katalaz, biitiin
organlarda bulunmakla beraber oOzellikle karaciger ve eritrositlerde daha yiiksek
seviyelerde bulunmaktadir. Siiperoksit dismutaz tarafindan siiperoksitin dismutasyonu
reaksiyonu sonucunda meydana gelen H,O, biyolojik molekiiller i¢in zararhidir (123,
158). Katalaz, H,O,‘yi reaktif olmayan molekiiler oksijene ve suya pargalar, boylece
hiicreleri H,0, reaksiyonlarindan kaynaklanan oksidatif hasara karsi korur. Katalaz

enziminin reaktif nitrik oksit tiirlerinin olusumunu da onledigi bildirilmistir (159).
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Katalaz aktivitesi siyaniirle inhibe edilebilmektedir. Bu enzimin, metanol ve etanol gibi

alkolleri, formaldehit ve asetaldehite oksitlledigi de bildirilmistir (148).

Styblo ve ark (157), influenza A/Bangkok/1/79 ile enfekte edilen Se yetersizligi
bulunan ve normal farelerde yaptiklart c¢alismada, gruplar arasindaki CAT
aktivitelerinde, ne Se’ye bagli, ne de enfeksiyona bagli 6nemli bir fark olmadigini
bildirmislerdir. Avcr ve Kizil (146), gebe ineklerde yaptiklar1 ¢alismada deney ve
kontrol grubunda CAT diizeylerinde dogum zamani gozlenen azalmalarin yogun stres
nedeniyle kullanimlarimin artisindan kaynaklanmis olabilecegini  bildirmislerdir.
Arasgtirmacilar, dogumdan sonraki siiregte goriilen enzimdeki azalmayi stresin
mevcudiyetinin devam etmesine baglamislardir. E vitamini ve Se takviyesi yaptiklari
deneme grubunda dogum sonrasi enzim diizeyinde meydana gelen artisin ise oksidatif

stresin azaldigina isaret ettigini bildirmislerdir.
2.2.6.3. Glutasyon Peroksidaz

Glutasyon peroksidaz, hidrojen peroksiti ve biiyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerin
yikilmasini saglayan 6nemli bir antioksidandir. Glutasyon peroksit enzimi, glutasyonu
(GSH) okside glutasyona (GSSG) katalize etmek suretiyle hidrojen peroksidi suya
dontistiirerek hidrojen peroksitin etkisiz hale gelmesini saglar (120). Glutasyon tiyol ve
stilthidril (SH') grubu iceren hafif bir molekiilii olup glutasyon peroksidaz enziminin
kofaktortidiir (147). Glutasyon peroksidaz enzimi yapisinda Se elementi igerir.
Dolaysiyla dokulardaki Se diizeyi enzim igin 6nemli bir unsurdur. Enzim, eritrositlerin
hiicre zarlarinda en yiiksek, karacigerde yiiksek, kalp, akciger ve beyinde diisiik, kasta
ise en diisiik seviyede bulunmaktadir (148, 158). Bu enzim H,0, gibi radikallerin etkisiz
hale getirilmesinin yan1 sira, alkil hidroperoksitlerin olusumunu ve hidroksil radikali
gibi daha zararli radikallerin ortaya ¢ikmasini da 6nler (120). Hiicre zarlarinda bulunan
doymamis yaglarin peroksitler tarafindan oksitlenmesi GSH-Px tarafindan 6nlenmekte
ve boylece hiicre fonksiyonlarin devamliligi saglanmaktadir. Glutasyon peroksidaz
aktivitesindeki azalma, H,O, diizeylerinin yiikselmesine ve hiicre hasarina yol
acmaktadir. Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin yikimini katalizleyen GSH-PX,
peroksinitritin yikimini da katalize eder (148). Viicutta glutasyon depolarinin tiikenmesi
direkt olarak glutasyon aracilig1 ile oksidatif strese sebep olabilecegi gibi, dolayli olarak

antioksidan enzim aktivitesinin azalmasi da ayni yonde etki olusturur (148, 160).
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GSH-Px olgiimii pek ¢ok aragtirmaci tarafindan Se’nin organizmadaki durumunun
degerlendirilmesinde kullanilmistir (161, 162). Avcl ve Kizil (146), gebe ineklerde
yaptiklar1 ¢alismada, deneme grubuna uyguladiklari Se takviyesi sonucunda, demene
grubunda GSH-Px aktivitesinde artis meydana geldigini ve oksidatif strese karsi
savunmanin giiglendigini bildirmislerdir. Finch ve Turner (163), kuzularda Salmonella
dublin’e kars1 olusan antikor titrelerini degerlendirmek lizere yaptiklari ¢alismada, Se
diizeylerinin gostergesi olarak GSH-Px seviyelerine bakmis 5 mg Se ile muamele edilen

gruplarla kontrol grubu arasinda 6nemli bir fark tespit etmemislerdir.

Styblo ve ark (157), Se yetersizliginde GSH-Px aktivitesinde azalma meydana geldigini,
Se yetersizliginin ve influenza virlisiiniin akcigerdeki GSH diizeylerinde 6nemli bir
degismeye yol agmadigini, karacigerdeki GSH konsantrasyonlarinin ise Se yetersizligi
bulunan enfekte farelerde daha diisiik oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada GSH-PX, Se
yetersizligi bulunan enfekte farelerde akciger ve karacigerde onemli derecede diisme

goriildiiglini tespit edilmistir.

Ozgelik ve ark. (143), GSH-Px diizeyi hasta grubunda, kontrol grubuna gére istatistiksel
olarak onemli derecede diisik bulunmustur. Yazarlar, GSH-Px aktivitesindeki bu
azalmanin, hidrojen peroksidin artisi ve buna bagli hiicre hasariin gostergesi olarak

aciklamiglardir.

Leyan ve ark. (164), tetanoz toksoidi ve Brucella abortus RB51 susu uygulanan
diivelerde Se ilavesinin bagisiklik iizerindeki etkisini inceledikleri c¢aligmada,
asilamayla birlikte Se ilave edilen diivelerde GSH-Px diizeylerinde anlamli bir
yiikselme meydana geldigini, ancak bununla beraber IgG antikorlarinda 6nemli bir

yiikselme meydana gelmedigini bildirmislerdir.
2.2.6.4. Glutasyon Rediiktaz

Glutasyon rediiktaz (GSH-Rd) enzimi glutasyon peroksit mevcudiyetinde oksidasyona
ugrayan glutasyonu, tepkimelerde tekrar kullanilmasini saglamak iizere rediikte
glutasyona cevirir (148). Bu enzim, oksidatif reaksiyonlar sirasinda olusan disiilfit
baglarin1 da indirger. Enzimin optimum aktivite gdsterebilmesi i¢in, kofaktdr olarak
flavin adenin diniikleotit (FAD) gerekmektedir. Ortamda askorbatin yiiksek diizeyde
bulunmasinin, GSH-Rd reaksiyonunu hizlandirdig: ifade edilmistir (148).
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2.2.7. Nitrik Oksit

Nitrik oksit serbest radikal olmasina ragmen biyolojik molekiillere fazla bir baglanma
egilimi gostermez (120). Nitrik oksit hiicrelerde L-arjininden indiiklenebilir nitrik oksit
sentetazin (iNOS) varliginda tretilmektedir (147). Siiperoksitle reaksiyona girerek daha
giiclii oksidan radikal olan peroksinitrit (ONOQO") olusur (120). Hiicresel bagisiklik
sisteminde, Ozellikle sitotoksik hiicrelerin fonksiyonlarinda NO’nun &nemli bir roli
vardir. Bu onemli ve karmasik molekiiler mekanizmada, NO f{iretimi, sitokinler ve
mikrobiyel {iriinlerin, transkirpisyon mekanizmalarini harekete gecirmesi vasitasiyla

olur.

Organizmada NO daha ¢ok enfeksiydz ve yangisal hastaliklarda artis gostermektedir.
Makrofajlar tarafindan {iretilen NO, viriis, bakteri, mantar, protozoa, helmint gibi
patojenlere ve tiimor hiicrelerine karsi sitotoksik etkinin temelini olusturur. Diger
yandan, NO, ilging bir sekilde, lenfositlerin asir1 ¢cogalmasin engellenmesi ve konakgi
hiicrelerine karsi hasarin bastirilmasinda da rol oynamaktadir (165). Genuardi ve ark.
(166), makrofajlar tarafindan salgilanan antibakteriyel ozellikler sergileyen NO’nun
sadece bakteriyel ve tiimor hiicrelerinin tahribatina yol agmadigini, NO’nun
makrofajlarin  kendilerinin ve ¢evredeki normal hiicrelerin de hasarlanmasina ve

fonksiyonlarinin zayiflamasina yol agabilecegini bildirmistir.

T. annulata’ya kars1 bagisik sigirlarda, bagisiklik mekanizmasinda NO iireten sitotoksik
makrofajlarin etkili bir rol istlendigi, NO sentezinin anti-paraziter etki meydana
getirdigi ortaya konmustur (167, 168). Sigirlardan dogal ve deneysel T. annulata
enfeksiyonlarindan alinan makrofajlarin TNF-a ve NO firettikleri saptanmig, NO’nun, in
vitro olarak, sporozoitlerin sigir hiicrelerine invazyonunu ve trofozoitlerle enfekte
hiicrelerin makrosizontlarla enfekte hiicre hatlar1 haline doniismesini ve bu hatlarin
cogalmasin1 engelledigi; hiicreler igerisindeki makrosizontlar1 yok ettigi ve konak

hiicresine apoptotik bir sekil kazandirdig: bildirilmistir (168).

Deneysel olarak olusturan Salmonella enfeksiyonunda NO prekiirsorii olan L-arjininin
harici olarak ilavesinin NO {iiretimini artirdig1 gosterilmistir (169). Baska bir ¢calismada
tiiberkiilozlu hastalarda disartya verilen nefes icerisindeki NO 6lgiilmiis, NO degeri
diisiik olan hastalarin yiiksek olan hastalara gére daha siddetli bir hastalik tablosu
sergiledikleri tespit edilmistir (170). Grasemann ve ark. (171), pndmonili ¢ocuklarin

bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda NO miktarinin yiiksek oldugunu tespit etmistir.
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Makrofajlar sistemik Candida albicans enfeksiyonlarina direngte Onemli bir rol
oynayan ve oksidatif mikrobisidal molekiillerin iiretimini saglayan multifonksiyonel
immun hiicrelerdir. Makrofajlar tarafindan sergilenen kandidasidial aktivitede NO
onemli bir molekiildiir ve NO tiretiminin aynit zamanda mikroorganizmalar tarafindan
konake1 savunma mekanizmasinin zayiflatilmasi i¢in de kullanildig: bildirilmistir (172).
NO’nun C. neoformans, T. Gondii ve M. bovis gibi patojenlere kars1 mikrobiyostatik ve
mikrobisidal etki gosterdigi bildirmistir (173). Feng ve ark. (174), yaptiklar
calismalarda R. conori enfeksiyonuna karsi endotelyal hiicrelerin korunmak amaciyla
NO fiirettigini gostermistir. Schroppel ve ark. (175), makrofajlarin deneysel kandidoza
kars1 savunmada onemli rol oynadigini gostermistir. NO iiretiminin baskilanmasi C.
albicans aktivitesi ve viriilensliginin artmasina yol agmustir (175). Nisbet ve ark. (176),
yaptiklar1 arastirmada B. abortus ile enfekte sigirlarda NO seviyesinin daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar, bu yiikksek NO seviyelerini bakteriyel
liposakkaritler yiiziinden makrofajlardaki NO iretiminin artisina baglamislardir. Prabhu
ve ark. (177), makrofajlarda lipopolisakkarit stimiilasyonu sonrasi Se durumu ile
makrofajlarin  NO  dretimi arasindaki iliskiyi arastirdiklar1  c¢aligmalarinda,
organizmadaki Se diizeyi ile NO iiretimi arasinda ters bir iligki oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni ¢alismada Se yetersizliginde makrofajlarda NO iiretiminin arttigini, bu
artisin makrofajlardaki redoks tepkimelere duyarli transkripsiyon faktorii olan NF-

kB’nin aktivasyonundan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.
2.2.8 E Vitamini ve Selenyumun, Oksidatif Stres ve Bagisiklik Uzerindeki Etkileri

Selenyumun antioksidan etkisini hiicrelerde serbest radikallere karsi ¢alisan sistemleri
harekete gegirmek ve peroksit yikiminda gorev alan GSH-Px enziminin yap1 tas1 olmasi
yoluyla meydana getirdigi bildirilmistir (178). Farelerde gentamisin ile olusturulan
bobrek hasarinda MDA seviyesinin yiiksek bulunmasit bu hasar1 oksidatif stresin
arttirdigin1  diisiindiirmiistiir. Gentamisinle birlikte Se uygulamasmin bdbrekleri

gentamisinin oksidatif stresle iligkili nefrotoksik etkilerinden korudugu bildirilmistir
(179).

Fare lenfositlerinde lipid peroksidasyonun derecesi lenfositlerin concavalin A (Con A)
ile sitimiile edilmesinin ardindan 6l¢iilmiistiir (180). S6z konusu calismada Con A
ilavesinden sonra lipid peroksidasyonun arttigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada

Selenyumun farelerin igme suyuna ilave edilmesinin Con A uygulamasinin ardindan
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lenfositlerdeki lipid peroksidasyonu azalttigi da tespit edilmistir. Selenyum ilavesi ile
lenfositlerdeki lipid peroksidasyon arasinda ters bir orant1 oldugu, Se ilavesinin lenfosit
tiremesini arttirdigi tespit edilmistir. Bu bulgular 1s1ginda, Se molekiiliiniin, bagisikligi,
oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasinda etkili mekanizmalar iizerinde olumlu etki

meydana getirmek suretiyle, tesvik ettigi ileri siiriilmiistiir (180).

Selenyumun, haricen uygulanan H,O, ve kobalt 60 (Co-60) radyasyona kars1 bagisiklik
tizerindeki 1iyilestirici veya koruyucu etkisinin arastirilmasi amaciyla, Con A ile
stimiilasyondan sonra lenfosit tiremesi ve IgG diizeyleri 6l¢iilmiistiir. Calismada Se’nin
antioksidan kabiliyetinin 6l¢iilmesi amaciyla lipid peroksidasyon da 6l¢iilmiistiir. Sonug
olarak, H,O; saldirisinin ve Co-60 radyasyonunun lenfositlerin etkinligini ve humoral
bagisiklik cevabi oldukga zayiflattigi ancak Se ilavesinin bu hasarin azaltilmasinda katki

sagladig belirlenmistir (181).

Fareler tizerinde yapilan bir ¢aligmada, Se icermeyen diyet (0,02 ppm Se), normal (0,20
ppm Se, sodyum selenit seklinde) veya Se-katkili (2,00 ppm Se) Torula maya-bazli
diyetle beslenen farelerin lenfositlerinin antijenleri taniyabilmeleri, uyaricilar karsisinda
cogalma yetenekleri ve IL-2 iiretebilme kabiliyetleri incelenmistir. Se kisitlamasinin
antijen stimiilasyonu karsisinda lenfositlerin ¢ogalma kabiliyetini arttirdig1 tespit
edilmistir. Se bakimindan kisitlanan veya Se ilave edilen hayvanlarda lenfosit ve
makrofajlar tarafindan iiretilen IL-1ve IL-2 miktarinin, kontrol grubunda iiretilen IL-1
ve [L-2 miktarindan farkli olmadigi tespit edilmis, bu sonuglar Se’nin lenfosit

proliferasyou tizerindeki etkisinin IL-1 ve IL-2’ye bagl olmadigin1 gostermistir (182).

Yapilan bagka bir calismada da Se takviyesinin mitojen veya allojen ile karsilagma
sonucunda lenfositlerin ¢ogalma kabiliyetlerini ve sitotoksik effektor hiicrelere
doniisiim kapasitelerini arttirdigin1 gosterilmistir. Se ilavesinin sitotoksik lenfositlerin,
lenfokinle aktive edilen dldiiriicii hiicrelerin ve makrofajlarin ve natiirel killer hiicrelerin
timor sitotoksitesini arttirdigi, bu etkilerin endojen IL-1, IL-2 veya interferon-gamma
seviyelerine bagl olmadan gerceklestigi bildirilmistir. Selenyumun bu etkilerini aktive
edilen lenfositler ve natiirel killer hiicrelerin yiizeyinde bulunan IL-2 reseptdriiniin alfa-
p55 velveya beta-p70/75 alt {initelerinin ekspresyonunu artirmak suretiyle meydana
getirdigi disiiniilmektedir. Bunun sonucunda daha fazla sayida fonksiyonel IL-2
reseptoriine sahip hiicre meydana gelmesine ve bu sitotoksik prokiirsor hiicrelerin

proliferasyonuna ve degisimine yol agmaktadir (183). Yapilan baska ¢aligmalarda da
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lenfositlerin proliferasyonunun endojen IL-1 veya IL-2 seviyelerindeki degisme bagh
olmadigini, Se’nin bu etkilerini aktive edilen lenfositlerin yiizeyindeki yiiksek affineteli
IL-2 reseptorlerinin ekspresyon kinetiklerini degistirmek suretiyle meydana getirdigi
ifade edilmistir. Selenyum ilavesinin makrofajlarin  tiimoér hiicreleri tahribat
fonksiyonlarinda artisa neden oldugu bildirilmistir. Calismanin sonuglar1 Se ilavesinin,
etkisini antijen stimiilasyondan 8-24 saat sonra meydana getirdigi ve bu etkinin aktive
olan lenfositlerin sitoplazma ve niikleer dizeydeki prosesleri etkilemek suretiyle

gergeklestigi ileri stiriilmiistiir (184).

Organizmadaki Se durumu ile enfeksiyonlara karsi direng arasinda bir baglanti oldugu,
hayvanlardaki Se eksikliginin, 6zellikle E vitamini eksikligi ile birlikte seyrettiinde
antikor cevabini daha fazla azalttigi bildirilmistir (162).

Sigirlarda paratiiberkiiloz ve mineral madde eksiklikleri arasindaki iligkinin incelendigi
bir caligmada paratiiberkiiloz belirtisi gostermeyen, ancak alinan orneklerde yiiksek
diizeyde bakteri tespit edilen hayvanlarin ¢ogunda Se eksikligi bulundugu,
paratiiberkiiloz belirtisi gosteren iki hayvanda ise siddetli derecede Se eksikligi
bulundugu ve sonu¢ olarak hastalifin siddeti ile Se arasinda bir iligki olabilecegi

vurgulanmistir (185).

Larsen ve ark. (186), Se yetersizligi bulunan koyunlarda, yemle birlikte verilen Se
uygulamasinin antikor cevabi lizerindeki etkisi {lizerine yaptiklar: ¢caligmada, normal Se
iceren yemle beslenen koyunlarin tetanoz, parainfluenza-3 virtisic (PI3V) ve C.
pseudotuberculosis toksinlerine karsi iyi diizeyde bagisiklik cevabi olusturduklarini
tespit etmislerdir. Calismada normal diizeyde Se igeren yemle beslenen koyunlarin total
serum IgG konsantrasyonlarinin Se yoniinden fakir yemle beslenen koyunlara gore daha
yiiksek oldugu belirlenmis, ancak bu yiiksek degerlerin pek azinin istatistiksel olarak
onemli oldugu bildirilmistir. Aym1 calismada 100 mg baryum selenat seklinde Se
enjekte edilen koyunlarda tetanoz toksinine kars yiiksek titrede antikor cevab1 meydana
gelmis, ancak IgG konsantrasyonda bir degisiklik meydana gelmemistir. Selenyum
takviyesi yapilan koyunlardan elde edilen kuzularda kontrol grubuna gore tetanoz
toksinine karsi daha yiiksek diizeyde titre elde edilmistir. Yemle birlikte E vitamini
takviyesinin de benzer bir etki meydana getirdigi ancak Se ve E vitamini birlikte

verildiginde eklemeli bir etki meydana gelmedigi bildirilmistir (186).
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Kopek yavrularinda diyete antioksidan olarak E vitamini (500 1U/kg), vitamin C (70
mg/kg), p-karoten (0,4 mg/kg) ve Se (0,8 mg/kg) kombinasyonun tatbik edilmesinin
canine distemper viris (CDV) ve canine parvoviriis (CPV) asilamalarina karsi
bagisiklik cevabi ve yardimci T hiicrelerinin sayilarinda artisa neden oldugu sonugta

enfeksiyona kars1 daha uzun bir koruma sagladigi tespit edilmistir (187).

Kuzularda, yeme ilave edilen Se ve E vitamininin PI3V’ye karsi bagisiklik cevabi
giiclendirdigi tespit edilmistir. immunglobulin M (IgM) konsantrasyonlarinin, Se ilave
edilen kuzularda sonraki 35 giin boyunca yiiksek seyrettigi tespit edilmistir. Ilk
inokiilasyonda sadece Se ile takviye edilen kuzularda PI3V’ye kars1 daha yiiksek titreler
elde edilirken, sadece E vitamini ile takviye edilen kuzularda ikinci PI3V
inokiilasyonunda daha yiiksek titre meydana gelmistir. Calismanin sonucunda Se ve E
vitamininin birbirinden bagimsiz bir sekilde bagisikligi tetikledigi, eklemeli bir etki

tespit edilmedigi ileri siiriilmistiir (188).

Koyunlardan alinan alyuvar hiicreleri ile yapilan tehdide karsi, Se ilave edilmeyen
grupla karsilastirildiginda, Se ilave edilen farelerde daha yiiksek antikor titreleri elde
edilistir (189). Koyun alyuvarlarina karsi olusan primer bagisiklik cevabi farelere 3 pg
ile 5 ug Se soliisyonunun intraperiton yoldan enjekte edilmesi ile yiikseltilebildigi, bu
yiikselmenin Se’nin antijen tehdidi yapilmadan 6nce veya antijen tehdidi ile birlikte
verilmesiyle en yiiksek diizeyde elde edilebilecegi bildirilmistir (190). Bununla birlikte
toksik diizeyde Se ilavesinin farelerde, koyun alyuvar hiicrelerine karsi (189) ve
civcivlerde S. gallinarum enfeksiyonuna karsi bagisiklik cevabinda diismeye neden
oldugu bildirilmistir (191).

Selenyum ve E vitamininin diyete normal konsantrasyonlarmin {izerinde ilavesinin
cesitli tiirlerde bagisiklik sistemini uyarici etkisi oldugu bildirilmistir. E vitamini ve Se
eksikliginin 6zellikle hiicresel bagisikligin baskilanmasiyla sonuglandigi belirlenmistir.
Oral olarak E vitamini ilavesinin bagisiklik iizerindeki baskilayici etkiyi ortadan

kaldirdigini, Se’nin ise herhangi bir etkisinin olmadig1 bildirilmistir (192)

Bauersachs ve ark. (193), tarafindan siganlarda E vitamini ve Se takviyesinin humoral
bagisiklig1 etkileyip etkilemedigi calisilmis, Se eksikliginin IgG degerlerinde azalmaya
yol actig1, IgA’da degisme meydana gelmedigi tespit edilmistir. Uzun siire Se eksikligi
ve beraberinde E vitamini eksikligi meydana getirilen grupta IgM kayda deger bir
sekilde diisiik bulunmustur.
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Tiim hiicre zarlarinda bulunan, yagda ¢oziinilir antioksidan olan E vitamini bagisiklik
sisteminin diizglin ¢alismas1 i¢in 6nemli bir besin 6gesidir. Hayvan deneylerinde E
vitamini eksikliginin énemli bagisiklik sistemi bozukluklar1 meydana getirdigi tespit
edilmistir. Normal beslenme degerinden daha fazla miktarda E vitamini takviyesinin
bagisiklik cevabi arttirdigt bildirilmistir. Coklu doymamis yag asitlerinin yliksek
diizeyde bulunmasinin bagisiklik sistemini baskiladigi, E vitamini bu baskilamanin
iistesinden gelebildigi ifade edilmistir. Yiiksek diizeyde C vitamini mevcudiyeti E
vitaminin doku seviyelerinin korunmasinda ve dolayisiyla E vitaminin bagisikligi

gelistirici etkisini korudugu bildirilmistir (194, 195).

E vitamini eksikliginde bagisiklik sistemi fonksiyonlarinda diisiis meydana gelmekte,
bu durum soncunda enfeksiydz hastaliklarda ve tiimor goriilme oraninda artisa neden
olmaktadir. Yaslanma ve AIDS ile bagisiklikta meydana gelen zayiflama E vitamini
takviyesiyle kayda deger olgiide giiglendirilebilmektedir. E vitamini, ergin olmayan T
hiicrelerinin timusta olgunlagsmasinda 6nemli bir rol oynar. E vitamini eksikliginde T
hiicrelerinin doniisiimiinde gerileme kaydedilmistir. E vitamini ilavesinin timus epitel

hiicreleri tarafindan T hiicrelerinin farklilasmasini hizlandirdigi ifade edilmistir (196).

Veneziiella equine ensefalomiyelitis virlisii ile immiinize edilen kobaylara dl-alfa-
tokoferil asetat formu ile beslenmesin bagisikligi yiikseltmedigi bildirilmis, dl-alfa-
tokoferil enjeksiyonun ise hemagliitinin titrelerinde yiikselmeye neden oldugu tespit
edilmistir (197). E. coli ile enfekte edilen ve beslenme diizeylerinin iizerinde E vitamini
ile takviye edilen civciv ve palazlarda 6liim oranin diistiigii ve hemagliitinin titrelerinde
yiikselme meydana geldigi bildirilmistir (198). E vitamini ile beslenen ve Chlamydia ile

tehdide maruz birakilan koyunlarda kilo artis1 meydana geldigi tespit edilmistir (199).

Nemec ve ark. (161), Se ve E vitaminin, tek veya kombine olarak, sigir diyetinde
tavsiye edilen normal seviyelerde ilavesinin, B. abortus S-19 susu ile asilamay1 takiben
anti-B-abortus IgG altsiniflarin1 veya IgM seviyelerinde bir degismeye yol agmadigini
bildirmisleridir.

Enfeksiyoz bovine rhinotracheitis virlisii (IBRV) ile tehdide tabi tutulan buzagilarda E
vitamini ve Selenyumun bagimsiz olarak bagisikligi uyardigi, hemaglutinin titrelerinin
yiikselmesinde sinerjik bir etki meydana getirdikleri bildirilmistir (200). Smith ve ark.
(201), Se takviyesinin siit ineklerinin klinik mastitisinde somatik hiicre sayisini

azalttigini, mastitis insidens ve siiresinde azalmaya yardimci oldugu bildirilmistir. E
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vitamini uygulamasmin Se’nin bu etkilerini giiglendirdigi belirlenmistir. Yazarlar,
Se’nin tek basma semptomlarin siiresini % 46 oraninda kisalttigin1 buna ragmen E
vitamininin ise mastitis semptomlar1 siiresini % 44 oraninda azalttigini, Se ve E vitamini

kombinasyonun bu siireyi % 62 oraninda azalttigini bildirmislerdir.

Yapilan bir ¢alismada ise Se noksanligina, yeterli vitamin diizeyine sahip kuzularin S.
dublin asisina karsi gii¢lii bir antikor cevabr meydana getirdigi ve baryum selenat

enjeksiyonun titrede ¢cok ufak bir yiikselme meydana getirdigi belirtilmistir (202).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

Calisma materyali olarak, Kayseri ili Pmarbasi lIlcesi Avsarpotuklu Mahallesi
yaylasinda (1850m rakim) yetistirilen, saglikli, 2 aylik, 40 adet, disi, Akkaraman 1rki
kuzu kullanildi. Calismaya daha 6nce KLA’ya kars1 agilanmamis kuzular dahil edildi.

3.2. Yontem

Calisma kapsamina alinan hayvanlar, her biri 10 hayvandan olusan rastgele 4 esit gruba
ayrildi: Grup I: Kontrol, Grup II: Asi, Grup III: E vitamini+Se, Grup IV: As1 + E
vitamini + Se. Grup I’e % 0,09 NaCl soliisyonundan 2 ml deri alt1 yolla uygulandi ve bu
grup kontrol grubu olarak ayrildi. Grup II’ye bakterin ve toksoid igeren detoksifiye ve
purifiye asidan (Case-Bac®, Colorado Serum Co. Amerika Birlesik Devletleri)
koltukalt1 bolgesinden deri alt1 yolla 2 ml dozunda uygulandi. Grup III’deki kuzulara,
sadece Se ve E vitamini iceren (Seleject®, Bremer Pharma Gmbh, Almanya)
soliisyondan 1 ml (100 mg vitamin E asetata esdeger 100 [.U. Vitamin E ve 1,03 mg saf
selenyuma esdeger 3,0 mg sodyum selenit / 1 ml ¢ozelti) koltukalt1 bolgesinden deri alt1
yolla uygulandi. Grup IV’deki hayvanlara 2 ml Case-Bac® agis1 ile Se ve E vitamini
iceren soliisyondan koltuk alti bdlgesinden deri alt1 yolla 1 ml dozunda uygulandi.

Hayvanlar ¢calisma boyunca ayni bakim ve beslenme sartlarinda tutuldular.
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3.2.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Islenmesi

Gruplarda bulunan tiim hayvandan uygulama 6ncesi 0. giinde ve uygulamadan sonraki
21.glinde Vena jugularis yoluyla lityum herparinli ve kuru tiiplere kan 6rnekleri alindi.
Ornekler Erciyes Universitesi Veteriner Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Laboratuvarinda 3000
rpm devirde 10 dakika santrifiij edilerek serum ve plazmalarina ayrildi. Lityum
heparinli tiiplere fosfat tampon eklenerek hafifce vorteks edildi, ardindan 2000 devirde
5 dakika santrifiij edildi. Fosfat tampon ve eritrosit iizerindeki 16kosit ve trombosit
tabakas1 otomatik pipet yardimiyla alindi. Bu islem 3 kez tekrarlandi. Yikama
isleminden sonra ependorf tiipii igine eritrosit tabakasindan 0,5 ml alindi, {izerine esit
hacimde fosfat tampon eklenip hafif¢e karistirildi. Hazirlanan serum, plazma ve eritrosit

ornekleri analiz zamanina kadar -80°C ‘de saklandi.
3.2.2. Eritrositlerin Hemoliz Edilmesi

Eritrosit numuneleri analiz 6ncesi oda 1sisinda tutularak ¢ozdiirildii. Oda 1sisindaki
eritrosit 6rneklerinden otomatik pipet yardimiyla 0,8 ml alind1 ve iizerine 3,2 ml soguk
distle su ilave edilip hizla karistirilarak eritrositler hemolize edildi. Elde edilen
hemolizat, hemoglobin (Hb), CAT ve GSH-Px aktivitesi ol¢timii i¢in kullanildi.
Hemolizatin 300 ml alinarak ayri bir ependorf tiipine konuldu {izerine 1200 ml
kloroform-etanol karigimi (3:5 oraninda hazirlanmis) ilave edildi. Tiipler 30 saniye
vortekslendi, ardindan 3000 devirde 10 dakika santrifiij edildi ve tst kisism SOD

aktivitesi 6l¢gtimii i¢in kullanildi.
3.2.3. Eritrosit Hemoglobin Diizeyi Ol¢iimii

Eritrosit Hb diizeyi 6l¢iimii i¢in, Fairbanks ve Klee (203) tarafindan bildirilen yontem
kullanildi.

3.2.3.1. Testin Prensibi
Testin prensibi siyanomethemoglobin olusumunun 6l¢iilmesine dayanmaktadir.
3.2.3.2. Testin Yapihsi

0,2 g KsFe(CN)g, 0,05 g KCN ve 1,0 g NaHCOs tartilarak 1 litrelik behere konuldu.

Elde edilen hacim deiyonize su ile 1 litreye tamamlanarak Drabkin reaktifi hazirlandi. 6

ml Drabkin reaktifi tizerine 40 pl hemolizat eklendi ve 5 dakika bekletildi.
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3.2.3.3. Sonug¢larin Okumasi ve Yorumlanmasi

Olgiimler kér Drabkin reaktifine karsi spektrofotometrede 540 nm absorbansta
gerceklestirildi. Sonuglar mgHb/ml hemolizat seklinde ifade edildi. Eritrosit Hb diizeyi
SOD, GSH-Px ve CAT degerlerinin oOlgiilmesinde kullanildi, antioksidan enzim
aktiviteleri U/mg hemoglobin seklinde ifade edildi.

3.2.4. Plazma Malondialdehit Ol¢iimii

Plazma MDA o6l¢iimii, Yoshioka ve ark. (204), tarafindan bildirilen yonteme gore
yapildi.

3.2.4.1. Yontemin Prensibi

Yontemin prensibi, MDA’ nin tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyona girmesi sonucu

olusan pembe rengin spektrofotometrik olarak dl¢limiine dayanmaktadir.
3.2.4.2. Testin Yapilisi

Gruplardan elde edilen plazma numunelerinden 0,5 ml alinarak tizerine 2,5 ml % 20’ lik
triklorasetik asit (TCA) ilave edildi. Kor tiipiine 3 ml TCA koyularak ayni miktarda
TBA ilave edildi. Tiiplerin agizlar1 sikica kapatilip kaynar su banyosunda 30 dakika
tutulduktan sonra tiipler sogutuldu ve 4 ml n-butanol ilave edilerek vortekslendi.

Vorteks isleminden sonra tiipler santrifiij edildi.
3.2.4.3. Sonug¢larim Okumasi ve Yorumlanmasi

Santrifiij islemini takiben {istte kalan n-butanol tabakasi alinarak 535 nm’de kore karsi
okuma islemi gergeklestirildi. Spektrofotometrede elde edilen absorbans degerleri,
onceden 1,1,3,3 tetractoksipropanla hazirlanmis standart egrisinde yerine konularak

hesaplandi.
3.2.5. Eritrosit Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi Olciimii

Eritrosit SOD aktivitesinin dl¢iilmesi igin Sun ve ark. (205) tarafindan bildirilen yontem
kullanildi.

3.2.5.1. Yontemin Prensibi

Stiperoksit radikallerinin ortamda bulunan nitroblutetrazoliumu indirgemesinin
numunede bulunan SOD tarafindan engellenmesi. Renksiz nitrobluetetrazoliumkloridin

(NBT) iyonu, siiperoksit radikali ile indirgendiginde maksimum absorbans1 560 nm’de
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veren mavi renkli formazona doniismekte ve bu reaksiyon sirasinda numunedeki SOD

aktivitesi ile orantili olarak bir absorbans diismesi gozlenmektedir.
3.2.5.2. Testin Yapihisi

23 mg ksantin 5 ml 0,1 M NaOH ¢ozeltisi i¢inde ¢ozdiiriilerek hacim deiyonize su ile
50 ml’ye tamamlandi. Kloroform-Etanol hemolizati hazirlamak i¢in 0,5 ml eritrosit
hemolizat1 lizerine 0,5 ml kloroform/etanol karisimi ilave edilerek, 3000 devirde, +4
C®ye ayarli sogutmali santrifiijde 10 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan berrak kisim
analizlerde kullanildi. Analizler, eritrosit hemolizatinin 3:5 v/v oranminda hazirlanan
kloroform/etanol karigimiyla hazirlanan ekstraktlarda yapildi. Test igin 5 ml’lik cam
tiiplere 2,45 ml SOD reaktif karisimi lizerine 50 pl ksantin oksidaz ¢ozeltisi eklenerek
25°C’lik su banyosunda 20 dakika bekletildi. Daha sonra, 1,0 ml CuCl;’den ilave

edilerek reaksiyon durduruldu. Olgiimler 560 nm absorbansta gergeklestirildi.
3.2.5.3. Sonuclarin Okumasi ve Yorumlanmasi

Gruplardaki hayvanlardan elde edilen sonuclar kor ile olusturulan regresyon egrisine

gore U/mgHb cinsinden hesaplandi.
3.2.6. Eritrosit Katalaz Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit CAT aktivitesinin belirlenmesi igin, Luck (206) tarafindan gelistirilen yontem
kullanildi.

3.2.6.1. Yontemin Prensibi

Eritrosit CAT aktivitesinin belirlenmesi yontemin prensibi hidrojen peroksidin

numunede bulunan katalaz ile yikimlanmasidir.
3.2.6.2. Testin Yapihsi

Bir litre balon jojeye 3,522 g KH,PO, ve 5,7968 g Na,HPO, eklenerek bir miktar
deiyonize su icinde c¢ozdiiriildii. Elde edilen hacim deiyonize su ile 1 litreye
tamamlanarak fosfat tamponu (50 mmol, pH: 7,0) hazirlandi. 100 ml fosfat tamponu
tizerine 0,13 ml % 35°lik H,O, ¢ozeltisi ilave edildi. Cozeltinin 240 nm’de fosfat
tampona kars1 okunan absorbanst 500’e ayarlanarak H,O; ¢ozeltisi (10 mmol/L) elde
edildi. Spektrofotometrenin kor kiivetine 2,95 ml fosfat tamponu konuldu ve iizerine 50

ul hemolizat ilave edildi. Numune kiivetine ise fosfat tamponda hazirlanmis hidrojen
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peroksit cozeltisinden 2,95 ml konuldu ve iizerine 50 pl hemolizat ilave edildi.

Kiivetlerdeki sifirinci ve 45. saniye absorbanslar1 kore kars1 okundu.
3.2.6.3. Sonuclarin Okumasi ve Yorumlanmasi

Hesaplamalar 0. ve 45. saniyedeki absorbanslardaki diisiislerden hareketle U/mgHb

cinsinden yapildu.
3.2.7. Eritrosit Glutasyon Peroksidaz Aktivitesi Ol¢iimii

Eritrosit GSH-Px aktivitesi 6l¢timii i¢in, Paglie ve Valentie (207) tarafindan bildirilen

yontem kullanildi.
3.2.7.1. Yontemin Prensibi

GSH-Px ile GSH’1n t-biitil hidroperoksit (t-BOOH ) varliginda GSSG’ye oksidasyonu
gerceklesir. Yontemin prensibi, gergeklesen bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin
GSH-Rd enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen
NADPH’nin 366 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana kars1 okunmasi

prensibine dayanir

3.2.7.2. Testin Yapihis1

Kor ve numune tiiplerine 1 ml fosfat tampon, 0,1 ml EDTA, 0,1 ml NaN3z, 0,1 ml
NADPH+H", 0,1 ml GSH, 0,2 ml aktivitesi ayarlanmis GRH-Rd katildi. Numune
tiiplerine 0,2 ml hemolizat, kor tiiptine 0,2 ml fosfat tampon ilave edilerek tiipler 2-3
dakika 37°C’ su banyosunda bekletildi. Uzerine 0,2 ml t-BOOH ¢ozeltisi ilave edilerek
okuma islemi gerceklestirildi. 0,2 ml hemolizat iizerine 0,2 ml t-BOOH c¢o6zeltisi ilave
edilerek 366 nm’de 1 dakikada gerceklesen absorbans diisiisii kaydedildi. islemler hem

numune konulan hem de numune igermeyen 6rneklerde yapildi.
3.2.7.3. Sonug¢larim Okumasi ve Yorumlanmasi

GSH-Px aktiviteleri numune igeren ve igermeyen kiivetlerdeki kore karsi absorbans

diisiisii farklarindan hareketle U/mgHb cinsinden ifade edildi.
3.2.8. Plazma Nitrik Oksit Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Plazma NO aktivitesinin belirlenmesi Tracey ve ark. (208) tarafindan bildirilen yonteme

gore yapildi.
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3.2.8.1. Yontemin Prensibi

Griess reaksiyonu, nitrit iyonlarma duyarli oldugundan, ortamdaki nitratin nitrite
indirgenmesi in vivo olarak olusan NO’nun ger¢ege yakin miktarlarda 6l¢limiine olanak
tanir. Bu yontemin prensibi asidik soliisyon icerinde siilfanilikasitin nitratla reaksiyona
girerek, diazonium tuzuna doniismesine, Diazonium tuzunun daha sonra N-(1-naphthyl)
etilendiamin (NED) ile birleserek mor renkli azo rengi meydana gelmesi ve bu rengin

547 nm absorbansta spektrofotometre ile 6lglimiine dayanir.
3.2.8.2. Testin Yapihisi

Ependorf tiipleri icine sirasiyla plazma (25 pl), NADPH (8 ul), FAD (1 pl), 20
mMol’liik fosfat tampon (126 pl), nitrat rediiktaz (40 ul) kondu ve vortekslendi. Tiipler
37°C ’de 20 dakika inkiibe edildi. Siipernatantlarin 50 pl’si ELISA mikropleytlerine
alindi. Kuyucuklarin tizerine 50 ul Griess Reaktifi ilave edildi. Mikropleyt oda 1sisinda
ve karanlikta 10 dakika bekletildi. Bekletme isleminden sonra Ornekler

spektrofotometrede 540 nm’de kore karsi okundu.
3.2.8.3. Sonuclarin Okumasi ve Yorumlanmasi

Sonuglar, degisik konsantrasyonlarda NaNOj ile hazirlanan kalibrasyon egrisine gore

mol/mg protein seklinde hesaplandi.
3.2.9. Iimmunglobulin G Antikorlarinin ELISA {ile Tespit Edilmesi

Kan numunelerinde KLA antikorlarinin tespit edilmesi amaciyla ELITEST CLA #
CK105A test kiti kullanilmistir (HYPHEN BioMed, Fransa). Test bu kitin kullanma
kilavuzunda bildirilen sekilde yapilmistir.

3.2.9.1. Testin Prensibi

Antijen-Antikor baglanmasindan yararlanilarak, antikora baglanmis bir enzim ve bu
enzime baglanma kabiliyetinde olan substratin reaksiyonundan kaynaklanan rengin

spektrofotometrede okunmasina dayanir.
3.2.9.2. Testin Yapihsi

Mikropleyt kuyuculart yiiksek diizeyde saflastirilmigs rekombinant FLD (rFLD)
antijenleri ile kaplanmistir. Test numunesinden kuyucuklara inkiibe edilerek, numunede
bulunan spesifik rFLD antikorlarinin kati fazi olusturan hareketsiz antijenlerle

baglanmas1  saglandi. Daha sonra bu  kuyucuklar  yikandi.  Ardindan,
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horseradishperoksidaz (HRP) ile isaretlenmis fare monoklonal anti-keci/koyun IgG
antikoru (sekonder antijen) kuyucuklara ilave edildi ve yikama islemi gerceklestirildi.
Numunede anti-FLD antikorlari mevcut oldugunda kuyucuklara kaplanan antijenler
baglandi ve bu antikorlar sekonder antikorla tespit edildi. HRP substrat ile
inkiibasyondan sonra test kuyucuklarinda mavi bir renk olustu. Daha sonra siilfiirik asit
ilave edildiginde sar1 renk degisimi meydana gelecektir. Serum numunesinde anti-FLD
antikorlar1 yoksa HRP ile isaretlenmis sekonder antikor ile baglanma olmadiginda renk

gelismedi.
3.2.9.3. Sonuclarin Okumasi ve Yorumlanmasi

P=pozitif kontrollerin absorbans ortalamasi, N=negatif kontrollerin ortalama absorbansi,
S=test numunesinin ortalama absorbansi olmak iizere; test sonuglari i¢in cut-off degeri
[(P-N)/4] + N seklinde hesaplandi. S < [(P-N)/4] + N oldugunda 6rnek anti-FLD
antikorlar1 yoniinden negatif, S > [(P-N)/4] + N oldugunda, numunenin pozitif
olduguna karar verildi. Optik dansite degerleri IgG degerlerinde meydana gelen
degismelerin yorumlanmasinda kullanildi. Test 18-25°C araliginda yapildiginda, bos
absorbans degerleri < 0,100, negatif absorbans degeri < 0,20, gri alan (zayif pozitif
degerleri kapsar) 0,20-0,50, pozitif absorbans degeri > 0,50 olarak kabul edildi.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Calismadaki verilerin istatistiksel onemliliklerinin analizinde, Genel Dogrusal Model-

Tekrarli Olgiimlerde Varyans Analizi kullanildi. Calismada veriler aritmetik ortalama ve

standart sapma (X i5*'?) olarak ifade edildi ve P<0.05 degerleri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi. Istatistiksel analizlerde SPSS 13.00 istatistik programi kullanilds.



4. BULGULAR

4.1. Malondialdehit

Ayn1 giin i¢inde, gruplar arasi ortalamalar karsilastirildiginda istatistiksel olarak 6nemli
bir fark tespit edilmedi (P=0,312; F=1.23). Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama
degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak onemli bir degisim tespit edilmedi
(P=0,34; F=1.14). Tim gruplardaki hayvanlardan elde edilen MDA sonuglarinin
aritmetik ortalamalar1 ile gruplar ve giinler aras1 farkliliklarin istatistiksel 6nemi Tablo

4.1.”de verilmistir.

Tablo 4.1. MDA degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel onem kontrolii

0.Giin 21.Giin
Grup n
X3z X
onp | Aa 7,136+0,354"
MDA Kontrol 10 | 6,256+ 0,299
Aa
nmol/ml i;lllp I 10 | 79712 0457 § 17620501
Grup 111 - 279505117
VitE+Se 10 | 7,554+0,514
Grup IV - 5176200127
As1+VitE+Se 10 8,028 1,02

A Aymi siitunda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.

% Ayni satirda farkli harf tasiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.1.1. MDA degerlerinin gruplar ve giinlere gére dagilimi
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Sekil 4.1.2. MDA degerlerinin grup ve giinlere gore Error-Bar grafigi
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4.2. Siiperoksit Dismutaz

Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama degerleri karsilastirildiginda, Grup I'de giine gore
meydana gelen artis istatistiksel olarak énemli bulundu (P=0,021; F=5,801). Ayn1 giin
icinde, gruplar arasi ortalama agisindan, Grup I'de diger gruplara gore tespit edilen artis
onemli bulundu (P=0,013; F=4.124). Tim gruplardaki hayvanlardan elde edilen SOD
sonuglariin aritmetik ortalamalar1 ile gruplar ve giinler arasi farkliliklarin istatistiksel

Onemi Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. SOD degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel 6nem kontrolii

0. Giin 21. Giin
Grup n

Xts; X5

Grup | 10 {0,200 + 0,011 0,269+0,030"°
SOD Kontrol
U/mgHb | Grup II 10 0,155 + 0,029 0,184+0,012°

Ast
Grup I 10 0,133 + 0,039" 0,182+0,015%2
VitE+Se
Grup IV 10 0,180+ 0,016™ 0,201+0,025°
Asi+VitE+Se

A B. Aynt siitunda farkl harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.

8 b, Ayni satirda farkl harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.2.2. SOD degerlerinin grup ve giinlere gore Error-Bar grafigi
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4.2. Katalaz

Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama degerleri karsilagtirildiginda, Grup I, II ve IV’de
giine gore meydana gelen azalma istatistiksel olarak onemli bulundu (P<0,001;
F=50,25). Ayn1 giin iginde, gruplar arasi ortalama agisindan, 0. giinde Grup Il ile Grup
I, Il, IV arasinda, 21. giinde ise Grup I ile diger gruplar arasindaki fark 6nemli bulundu
(P=0,008; F=4,62). Gruplardaki hayvanlardan elde edilen CAT sonuglarinin aritmetik

ortalamalar1 ile gruplar ve gilinler arasi farkliliklarin istatistiksel dnemi Tablo 4.3.’de

verilmistir.

Tablo 4.3. CAT degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel Gnem kontrolii

0. Gin 21. Gin
Grup n
X+5; X¥+5;
Grup | 10 |12,047 + 1,454 2,589 = 0,197
Kontrol
CAT
KIgHD | Grup 11
o P 10 |13.240 + 1,027 6,872 + 0,775
Grup I Ba Ba
VibrSe 10 |7,026 + 0,635 7.619 + 0,881
Grup IV AB a Bb
AsriVitEese | 10 |9:631%0924 6,999 + 0,460
A, B.

: Ayni siitunda farkli harf tasiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.

8 b, Ayni satirda farkl harf tasiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.3.1. CAT degerlerinin gruplar ve gilinlere gore dagilimi
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Sekil 4.3.2. CAT degerlerinin grup ve giinlere gore Error-Bar grafigi



4.4. Glutasyon Peroksidaz

Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama degerleri karsilastirildiginda, Gruplarda giline gore
meydana gelen azalma istatistiksel olarak onemli bulundu (P=0,002; F=10,68). Ayni
giin icinde, gruplar arasi ortalamalar agisindan fark onemli bulunmadi (P=0,086;
F=2,38). Gruplardaki hayvanlardan elde edilen GSH-Px sonuglarinin aritmetik

ortalamalar1 ile gruplar ve giinler aras1 farkliliklarin istatistiksel onemi Tablo 4.4.’de

verilmistir.

Tablo 4.4. GSH-Px degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel onem kontrolii

0.Giin 21.Giin
Grup n
X+5; Xt5;
GSH-Px [Grup | 10 [30,536 + 4,94 23,182 + 4,73
Kontrol
U/gHb
g Grup Il 10 |27,027 + 3,05 17,220 + 2,877
Asi
Grup I 10 |20,920 + 4,27 12,835 + 2,48""
VitE+Se
Grup IV 10 |25,354+ 2,88 17,853 + 3,03"°
Asi+VitE+Se

A Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark énemli bulunmustur.

ab. Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.4.1. GSH-Px degerlerinin gruplar ve giinlere gore dagilimi
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Sekil: 4.4.2. GSH-Px degerlerinin grup ve giinlere gore Error-Bar grafigi
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4.5. Nitrik Oksit

Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama degerleri karsilastirildiginda, tiim gruplarda giine
gore meydana gelen azalma istatistiksel olarak 6nemli bulundu (P<0,001; F=174,67).
Ayni1 giin i¢inde, gruplar arasi ortalama agisindan 6nemli bir fark bulunmadi (P=0,145;
F=1,91). Gruplardaki hayvanlardan elde edilen NO sonuglarinin aritmetik ortalamalari

ile gruplar ve giinler arasi farkliliklarin istatistiksel onemi Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.5. NO degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel 6nem kontroli

0. Giin 21. Giin
Grup n
X+tS; X£5;
Grup | 10 |0,100+0,006" 0,051+0,005""
NO Kontrol
um/ml Grup Il 10 |0,129+0,011%8 0,051+0,003"°
Ast
Grup 11 10 |0,105+0,0117 0,058+0,005""
VitE+Se
Grup IV 10 |0,137+0,012" 0,057+0,009"
Asit+VitE+Se

A Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.

ab. Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.5.1. NO degerlerinin gruplar ve giinlere gore dagilimi
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Sekil 4.5.2.NO degerlerinin grup ve giinlere gére Error-Bar grafigi



4.6. Kazeoz Lenfadenitis IgG ELISA sonugclari

Gruplarin 0.giin ile 21.giin ortalama OD degerleri karsilastirildiginda, higbir grupta
giine gore istatistiksel olarak 6nemli bir degisim tespit edilmedi (P=0,881; F=0,221).
Ayni giin iginde, gruplar arasi ortalamalar karsilastirildiginda, 6nemli bir fark tespit
edilmedi (P=0,754; F=0,1). Gruplardaki hayvanlardan elde edilen KLLA’ya kars1 asilama
sonrasi olusan antikorlarin OD sonuglarinin aritmetik ortalamalar1 ile gruplar ve giinler

arasi farkliliklarin istatistiksel onemi Tablo 4.6.’de verilmistir.

Tablo 4.6. ELISA OD degerlerinin gruplar ve giinlere gore istatistiksel 6nem kontrolii

ELISA

oD

0. Giin 21. Giin
Grup n

X+5. X+5.
Grup | 10 [0,142 0,027 0,168 + 0,039
Kontrol
Grup Il 10 10,132 + 0,026 0,174 +0,02172
Asi
Grup I 10 [0,222 +0,071% 0,147 + 0,024
VitE+Se
Grup IV 10 |0,156 +0,039" 0,205 + 0,088
As1+VitE+Se

A Ayni siitunda farkli harf tagiyan degerler arasinda fark 6nemli bulunmustur.

% Ayni satirda farkli harf tasiyan degerler arasinda fark nemli bulunmustur.
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Sekil 4.6.1. 1gG ELISA OD degerlerinin gruplar ve giinlere goére dagilimi
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5. TARTISMA VE SONUC

5.1. Tartisma

Calismada, KLLA’ya kars1 asilanan kuzularda, asilamayla birlikte Se ve E vitamininin
kombine olarak uygulanmasinin oksidatif cevap iizerine etkileri incelendi. Bu amagla
asitlama oncesi ve asilamadan 21 giin sonra plazma MDA ve NO ile eritrosit SOD,
GSH-Px, CAT diizeyleri ve KLA’ya karst uygulanan as1 ile olusan antikor seviyeleri
belirlendi.

Literatiirde MDA seviyesinin hastalik ve stres sartlarinda ytikseldiginin bildirildigi pek
cok calisma olmasina ragmen (140-142), KLA hastaliginda MDA diizeylerinin
arastirildigi, KLA’ya karsi asilama sonrast MDA diizeyleri ile bagisiklik arasinda
iliskinin incelendigi bir calisma bulunamadi. Kizil ve Giil (144), besi sigirlarinda
yaptiklar1 denemede A grubuna sadece trivalan sap asist (Tip A, O ve Asia 1), B
grubuna sap asis1 + asilama siras1 ve sonrast 3. giinde C vitamini; C grubuna sap asis1 +
asilama sirasinda AD3E vitamini ve D grubuna sap asis1 + asilama sirast AD3E vitamini
+ C vitamini ve asilama sonrast 3. giinde C vitamini uygulamiglardir. Arastirmacilar
tarafindan yapilan vitaminlerin antioksidan etkileri ve lipid peroksidasyon diizeyleri ile
ilgili bu ¢alismada, sap asis1 + asilama sirasinda AD3E vitamini ve sap asist + asilama
sirast AD3E vitamini + C vitamini ve asilama sonrasi 3. giinde C vitamini uyguladiklar
gruplarinda 0. ile 21. giin ortalamalar1 karsilastirildiginda MDA diizeylerinde meydana
gelen artis 6nemli bulunmustur. Kizil ve Giil (144) tarafindan yapilan ¢alismada MDA
degerlerinde meydana gelen yiikselmenin, sap asilamasi igin kullanilan aginin ¢ farkli

susa kars1 hazirlanan atteniie as1 olmasi nedeniyle ROT olusturma potansiyelinin daha
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yiiksek olabilecegi ile iliskili oldugu diisiiniildii. Calismamizdaki gruplarin 0.giin ile
21.glin degerleri karsilastirildiginda, giine bagh istatistiksel olarak onemli bir degisim
tespit edilmedi (P>0,05). Bunun nedeni ¢alismamizda tek sus igeren inaktif bir asi
kullanilmis olmasi nedeniyle kullanilan asinin oksidan/antioksidan dengede 6nemli bir

degisime yol agmadigina baglandi.

Katalaz enzimi, H,O,’yi oksijen ve suya pargalar, boylece hiicreleri H,O,’ye bagili
oksidatif hasara karsi korur (123, 148, 158, 159). Kizil ve Giil (144) tarafindan besi
sigirlarinda  sap asilamasi sonrast vitaminlerin antioksidan etkileri ve lipid
peroksidasyon diizeyleri ile ilgili yapilan ¢alismada, sadece trivalan sap asisi, sap asisi +
asilama siras1 ve sonrasi 3. giinde C vitamini ve sap asis1 + asilama siras1 AD3E vitamini
+ C vitamini ve agilama sonrasi 3. giinde C vitamini uygulanan gruplarda 0. ile 21. giin
ortalamalar1 karsilastirildiginda CAT degerlerinde tespit edilen artiglarin 6nemli oldugu
tespit edilmistir. Calismamizda, I, II ve IV. Gruplarda CAT aktivitesinde dnemli bir
diistis belirlendi (P<0,001). Calismamizda CAT diizeyinde as1 uygulanan gruplardaki bu
diisiis, immun sistemin aktivasyonu sirasinda CAT {iretiminin azaldigin1 ya da asilama
nedeniyle olusan oksidatif cevabin etkilerinin azaltilmasi i¢in rezerv CAT enzimlerinin
kullanilmis olabilecegini; CAT aktivitesindeki diisiisiin Grup IV’de Grup I ve II’ye gore
daha az olmasi ve Grup III’de diisiis olmamasi ise Vitamin E ve Se kombinasyonunun

CAT aktivitesindeki diisiisii azalttigini diigiindiirdii.

CAT enziminin, ayrica, reaktif nitrik oksit tiirlerinin olusumunu da Onledigi
bildirilmistir (159). Bu ¢ercevede gruplarda NO diizeylerinde 0. giinden 21. giine kadar
gecen zamanda Onemli bir diisme olmasi, gruplardaki CAT rezervinin NO’in

etkinsizlestirilmesi i¢in kullanilmig olabilecegini diisiindiirmektedir.

Caligmamizda giin i¢i ortalama degerler karsilastirildiginda 0. giinde CAT degerleri
bakimindan Grup Il ile Grup I, 1l, IV arasindaki farklarin 6nemli oldugu tespit edildi
(P<0,05). 21. giinde CAT Grup I’de diger gruplara gore dnemli derecede diisiik bulundu
(P<0,05). Bu durumun, c¢aligmada kullanilan hayvanlarin bir 6rnek olmayislart ile

iliskili olmas1 muhtemeldir.

Siiperoksit dismutaz, siiperoksiti H,O, ve molekiiler oksijene ¢eviren reaksiyonu
katalize eden bir enzimdir. Hiicresel kompartimanlardaki O, diizeyleri bu sistem
sayesinde kontrol altinda tutulur (148). Kizil ve Giil (144), besi sigirlarinda vitaminlerin

antioksidan etkileri ve lipid peroksidasyon diizeyleri ile ilgili yapiklar1 ¢aligmada tiim
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gruplarda 0 ve 21. giinler arasinda SOD degerinde meydana gelen azalmanin 6nemli
oldugunu bildirmislerdir. Subbaiah ve ark. (209), Newcastle viriis (NDV) ile enfekte
tavuklarda SOD aktivitelerinin kontrol grubuna gore diisiik oldugunu, NDV ile enfekte
ve vitamin E takviyesi yapilan tavuklarda ise SOD degerlerinde yiikselme tespit
etmislerdir. Marikovsky ve ark. (154), SOD diizeylerinin organizmada 0&zellikle
hiicresel bagisikligin meydana gelmesinde 6nemli rol oynadigim1 séylemis, SOD
enziminin, makrofajlarin TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi proinflamatdr sitokinleri liretmesi
sayesinde yangi siireglerinin aktivasyonunda ve bagisikligin diizenlenmesinde 6nemli
gorevleri oldugunu bildirmislerdir. Hiicre i¢i Cu/ZnSOD miktarinda ger¢eklesen artisin
makrofajlarin yiikselen ROT seviyeleriyle daha rahat basa ¢ikmasina yardimci oldugunu
ve bagisiklik cevabin artisina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica, Cu/ZnSOD
enziminin distilfiram ile in vivo olarak inaktive edilebildigini, Cu/ZnSOD inaktive
edilen periton kaynakli makrofajlarda TNF-a iiretiminde azalma meydana geldigini
bildirmislerdir. Calismamizda, 0. giin ile 21. glin sonuglar karsilastirildiginda, grup |
‘de SOD degerinde artis meydana geldigi (P<0,05), diger gruplarda ise SOD
degerlerinde bir degisme olmadigi tespit edildi. Kontrol grubundaki bu degisim,
denemenin saha sartlarinda yapilmasi ve gruplarinin rastgele olusturulmasi nedeniyle

goriilebilen bireysel farkliliklarla iliskilendirildi.

Glutasyon peroksidaz enzimi yapisinda Se elementi igerir. Dolayistyla dokulardaki Se
diizeyi enzimin islevi i¢in 6nemli bir unsurdur. Glutasyon peroksidaz hidrojen peroksit
ve organik peroksitlerin yikimimi katalize eder (148). Kizil ve Giil (144), sap asis1
uygulamasi yaptiklari besi sigirlarinda, sadece trivalan sap asis1 uygulanan A grubu; sap
asis1 + agilama sirasinda AD3E vitamini uygulanan C grubu ve sap asisi + asilama sirasi
AD3E vitamini + C vitamini ve asilama sonrasi 3. giinde C vitamini uygulanan D
grubunda 0. ile 21. Giin ortalamalar1 arasinda GSH-Px degerlerinde meydana gelen
azalmanin 6nemli oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda tiim gruplarda GSH-Px
seviyelerinin zamana bagh olarak azaldigi gozlendi (P<0,05). Ozellikle sadece as1
uygulanan grup II’de 21. giinde CAT ile birlikte GSH-Px seviyelerinde meydana gelen
azalma, hayvanlarda asiya bagli bir oksidatif cevabin gelismis olabilecegini

diistindiirdi.

Etken konak¢i hiicrede fagosite olduktan sonra, konak¢i hiicrede meydana gelen

NO’nun bakteriler lizerinde antimikrobiyel etkili oldugu, bu etkinin, NO’nun bakteride
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antimikrobiyel etkilere karsi koruma mekanizmalarini harekete gegiren genlerin
regiilasyonunu aktive ederek bakterinin hiicre icinde fagositoz mekanizmasindan
korunarak canli kalmayir basarmasi ile iliskisi oldugu belirtilmistir (43). Bakterinin,
makrofajlarin igerisinde, bakteriyel hiicre zar1 lipidlerinin 6zelligi ve bakteriye ait bazi
antijenik elemanlarin makrofajlarin NO iiretimini engellemesi yoluyla canli kaldig:
ifade edilmistir (58). Ayrica, NO lenfositlerin asir1 ¢ogalmasinin engellenmesi ve

konakg1 hiicrelerine karsi hasarin bastirilmasinda da rol oynadigi bildirilmistir (165).

Organizmada makrofajlar tarafindan tretilen NO, viriis, bakteri, mantar, protozoa,
helmint ve timor hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gosterir. NO’nun C. neoformans, T.
gondii, M. bovis gibi bir¢ok patojene karsi mikrobiyostatik ve mikrobisidal etki
gosterdigi  bildirilmistir (173). Diger taraftan, makrofajlar tarafindan salgilanan
antibakteriyel Ozellikler sergileyen NO’nun sadece bakteriyel ve tlimor hiicrelerinin
tahribatina yol agmadigini, makrofajlarin kendilerinin ve ¢evredeki normal hiicrelerin de
hasarlanmasina ve fonksiyonlarinin zayiflamasina yol acabilecegi de bildirilmistir
(166). Baska bir ¢alismada tiiberkiilozlu hastalarda disariya verilen nefes igerisindeki
NO o6lgiilmiis, NO degeri diisiik olan hastalarin yiiksek olan hastalara gore daha siddetli
bir hastalik tablosu sergiledikleri tespit edilmistir (170). Grasemann ve ark. (171),
pndmonili ¢ocuklarin bronkoalveolar lavaj (BAL) sivisinda yiiksek diizeyde NO
bulundugunu tespit etmistir. Nisbet ve ark. (176), B. abortus ile enfekte sigirlarda, NO
seviyesinin daha yiiksek oldugunu tespit etmisler, bu yiiksek NO seviyelerini bakteriyel

liposakkaritler yiiziinden makrofajlardaki NO iiretiminin artigina baglamiglardir.

Eggleton ve ark. (110), koyunlarda, sadece C. pseudotuberculosis toksoidi i¢eren asiya
sodyum selenit veya klostridial toksoidlerin ilave edilmesinin, sadece toksoid igeren as1
ile meydana gelen korumadan farkli bir koruma saglamadigini tespit etmislerdir.
Yapilan ¢alismada, asilamayla birlikte E vitamini+Se enjekte edilen grup IV’de diger
gruplara gore KLA IgG degerlerinde istatistik olarak 6nemli diizeyde bir fark tespit
edilmedi Nemec ve ark. (161), Se ve E vitamininin, tek veya kombine, sigir diyetinde
tavsiye edilen normal seviyelerde verilmesinin, standart B. Abortuss-19 susu ile
asilamayi takiben anti-B-abortus IgG alt siniflarini veya IgM seviyelerinde bir degisime
yol agmadigmi bildirmislerdir. Kuzularda, Salmonella dublin asisina kars1 yapilan bir
calismada ise, yemle birlikte baryum selenat uygulanmasinin titrede ¢ok ufak bir

yiikkselme meydana getirdigi belirtilmistir (202). Baz1 ¢alismalarda (186, 188), yapilan
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calismamizda elde edilen verileri destekler nitelikte, Se ve E vitaminin birlikte
verildiginde bagisiklik degerlerinde belirgin bir etki meydana getirmedigi bildirilmistir.
Calismalarda, bunun nedenin kullanilan Se ve vitamin E diizeyine bagli olabilecegi
bildirilmisg, bazi arastirmacilara gore tavsiye edilen seviyelerden daha yiiksek dozda Se
ve E vitamini takviyesinin bagisikligi daha fazla uyarabilecegi bildirilmistir (189).
Leyan ve ark. (164), tetanoz toksoidi ve B. abortus RB51 susu uygulanan diivelerde, Se
ilavesinin deneme grubunda humoral bagisiklik degerlerinde bir yiikselmeye neden
olmadigini, diger taraftan hiicresel bagisiklikta 6nemli bir yiikselmeye neden oldugunu
bildirmistir. Calismamizda, bildirimlerle (164, 186, 188) uyumlu olarak, KLA’ya kars1
bakterin ve toksoid igeren asiyla birlikte Se ve E vitamininin kombine olarak
uygulanmasinin 1gG degerlerinde istatistiksel olarak Onemli bir degisime neden

olmadigi belirlendi.

Calismamizda, gruplarda giin i¢i ve gilinler arasi IgG sonuglart degerlendirildiginde
istatistiksel olarak onemli bir fark tespit edilmedi. Calismamizda asi ile birlikte tek doz
seklide uygulanan E vitamini ve Se (100 I.U. Vitamin E ve 1.03 mg Se)
kombinasyonunun ise antikor degerleri tizerinde Onemli bir etkisinin olmadig:

belirlendi.
5.2. Sonug¢ ve Oneriler

Sonug olarak; elde edilen bulgulara gore, ¢calismamizda lipid peroksidasyonun onemli
bir gostergesi olan MDA diizeylerinde 6nemli degisimler olmasa da; 6zellikle CAT ve
GSH-Px aktivitelerindeki azalma ve SOD aktivitesindeki yiikselme, asilamanin
kuzularda oksidan/antioksidan dengede bozulmaya neden olabilecegini diisiindiirdii.
Ancak, ¢aligmada as1 ve antioksidanlarin birlikte uygulandig1 saha sartlarinda kuzular
icin enjeksiyon olarak tavsiye edilen dozlarda, antioksidan amagla E vitamini ve Se
takviyesinin MDA, SOD, CAT, GSH-Px ve NO degerlerinde 6nemli bir degisime yol
acmadigi belirlendi. Konu ile ilgili daha detayli bulgularin elde edilmesi i¢in kontrollii
olarak ve bir 6rnek yetistirilen hayvanlar iizerinde ve Vit E+Se uygulamalarinin farkli

doz ve siirelerde verilecegi caligmalarin yapilmasinin yararli olacag: kanaatine varildi.
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OZGECMIS
KIiSISEL BILGILER
Adi, Soyadi: Kayacan SEYRANOGLU
Uyrugu: Tiirkiye (TC)
Dogum Tarihi ve Yeri: 27 Kasim 1976, Ardahan
Medeni Durumu: Evli
Tel: +90 507 260 38 33
Fax: +90 352 512 19 91

email: drkycn@gmail.com

Yazisma Adresi: {lge Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii

Pinarbasi/KAYSERI
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Derece Kurum Mezuniyet Tarihi
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Lise Sirr1 - Yircali  Anadolu Lisesi, 1995
Balikesir

IS DENEYIMLERI
Yil Kurum Gorev
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Bakanlig1, Pinarbasi Ilge Miid.
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