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ARASTIRMA

Tuberkiilozisli Sigirlarda Antioksidan Parametrelerdeki
Degisimler

Bu galisma, tuberkulozisli sigirlarda antioksidan parametrelerdeki degisimi belilemek amaciyla
yapiimistir. Calismada 15 tiberkilozisli ve 15 saglikli inekten olusan toplam 30 adet inek
kullaniimistir. TUberkulozisin teshisinde deri igi purifiye protein derivati (PPD) mamalian tiberkulin
testi kullanilmigtir. Tim hayvanlarin V. jugularis’lerinden kan &rnekleri alinmis ve en kisa sirede
analizleri yaptiriimistir. Gruplar arasinda malondialdehid (MDA), glutatiyon peroksidaz (GSHPX),
glutatiyon (GSH), vitamin E ve vitamin C bakimindan istatistiksel énem saptanmasina ragmen,
katalaz ve vitamin A ydninden herhangi bir 6nem saptanmamistir. Sonug olarak tiiberkulozisli
sigirlarda lipid peroksidasyon ve antioksidan parametrelerde 6nemli degisimler belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, lipid peroksidasyon, sidir, tiiberkiilozis

Changes in Antioxidant Parameters in Cattle with Tuberculosis

The study was conducted to detect the changes in antioxidant parameters in cattle with
tuberculosis. The study was carried out on 30 cattle consisting of 15 cattle with tuberculosis and 15
healthy cattle. Intradermal purified protein derivative (PPD) mamalian tuberculin test was used for
diagnosis of tuberculosis. Blood samples were taken from the jugular vein of the animals and
analyzed as soon as possible. Although significant differences were determined in malondialdehide
(MDA), glutathion peroxidase (GSHPX), glutatione (GSH), vitamin E and vitamin C levels between
the groups, the significant changes were not determined in the catalase and vitamin A levels. In
conclusion, important changes were determined in the lipid peroxidation and antioxidant
parameters in the cattle with tuberculosis.
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Girig

Sigir tiberkulozu, gram (+) bir bakteri olan Mycobacterium bovis'in neden oldugu,
zoonoz Ozellikte ve kronik seyirli bir hastaliktir (1). Sigirlarin yani sira diger evcil
hayvanlari ve bir takim vahsi hayvanlari da etkileyebilir. Hastaligin zoonoz 6zelliginin
yani sira, kronik ve yikimlayici ézelliginden dolayl sebep oldugu ekonomik kayiplar
nedeniyle birgok Ulkede hastaliya karsi eradikasyon programlar uygulanmaktadir (2).
Hastalik her ne kadar kronik zayiflatici bir hastalik olarak bilinse de, bazen progresif
tabiatta da geligebilir (3). Hastalik genel olarak tuberkil olarak adlandirilan nodiiler
granulomlarin olusumuyla karakterizedir. Bu granulomlar sarimsi renkte kaze6z veya
kalsin6z karakterdedir. Lezyonlar siklikla kapsiille gevrilidir (4).

Semptomlarin ortaya ¢ikmasi aylar alabilir veya yillarca gizli kalabilir veyahut da
yasllik ve stresle alakali olarak reaktive olabilir. Hastalilk semptomlari ilerlemeden dnce
sadece Kklinik olarak hastaligin saptanmasi pek mumkin degildir (4). Sigir
tiberkulozunun kontroliinde en eftkili strateji enfekte hayvanlarin belirlenmesi ve hemen
suriden cikartiimasidir. Bu bakimdan sidirlarda hastalidin teshisinde cesitli testler
kullaniimaktadir. Bu testlerden deri ici tuberkdlin testi GUlkemiz dahil birgok llkede saha
sartlarinda tuberkulozun teshisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (5). Mycobacterium
bovis AN5S kultiriinden hazirlanan purifiye protein derivati (PPD) tlkemiz dahil birgok
lilkede tliberkiilin testi amaciyla kullanilimaktadir. Bu sug 1948 yilinda ingiltere'deki saha
susundan izole edilmistir (6).

Serbest radikal terimi, yapisinda en az bir tane eslesmemis elektron bulunduran
atom veya molekilleri tanimlamada kullanilan genel bir terimdir (7). Aslinda ¢ogu guglu
toksik etkili olan serbest radikaller normal metabolik faaliyetler sirasinda Uretilmekte ve
bu radikallerin bazi fizyolojik olaylarda yararl etkileri bulunmaktadir (8, 9). Organizma
oksidanlara kars! etkili olan bazi savunma sistemlerine de sahiptir. Bu sistemde baslica
antioksidan enzimler ve zincir kiran antioksidanlar yer almaktadir. Katalaz, glutatiyon
peroksidaz, yagda ¢oziinen vitamin E ve suda ¢dziinen vitamin C bu sistemin énemli
elemanlarindandir (7, 8, 10). Oksidatif stresin gelisip gelismediginin belirlenmesinde
lipid peroksidasyonun (malondialdehid, MDA) belirlenmesi en yaygin kullanilan
yéntemdir (11).
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Beseri hekimlikte tuberkilozisli hastalarda serbest
radikaller ~ve antioksidanlar  konularinda  gesitli
calismalara rastlaniimasina ragmen (12-14), veteriner
hekimligi sahasinda 6zellikle de hastaligin 6nemli
derecede kayiplara neden oldugu sigirlar Gizerinde bu tip
bir arastirmaya rastlanilmamistir. Buradan hareketle,
mevcut arastirmada Ulkemizde de saptanan sigir
tiberkulozunda antioksidan parametrelerdeki degisimin
belirlenmesi amaclanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu galisma Erzincan yoéresinde bulunan Turkvet
Kayit Sistemine kayith isletmelerden saglanan ve deri ici
PPD mammalian tlberkulin testine pozitif yanit veren 15
adet tlberkulozisli inek ile ayni teste negatif yanit veren
15 inekten olusan, gesitli yas gruplarindaki (4-7 yas)
toplam 30 adet inek tGzerinde ylrutilmigtar.

PPD tiiberkilin testinde, Gida Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi Etlik Veteriner Kontrol Merkez Aragtirma
Enstitusu tarafindan uretilen Mycrobacterium bovis'in
ureme ve lizis Urunlerinin 1si ile islem gdrmesi ile elde
edilen ve ayni turden mikroorganizmalara karsi duyarli
hale getirilen bir hayvanda gecikmis tip hipersensitivite
olusturma yetenegine sahip 3 ml’lik Etlik Bovine
Tuberkilin PPD preparati kullaniimistir. Bu amagla
boynun orta Ugte birlik kismi elin bas ve isaret parmagi
arasinda bir deri kivrimi yapilarak kompas ile ol¢ulip
kaydedilmis ve PPD Tuberkdlin intradermal olarak 0.1
mL dozunda bu Dbdlgeye enjekte  edilmigtir.
Enjeksiyondan 72 saat (+4 saat) sonra her bir enjeksiyon
bolgesinin kalinhgi olgulerek yeniden kayit edilmistir.
Bakanlikga belirlenen yonetmelige gore degerlendirme
yapilarak tiberklloz yo6ninden pozitif ve negatif
hayvanlar belirlenmistir. Calismada kullanilan pozitif kan
ornekleri tek tuberkllin uygulamasindan 72 saat sonra
kompasla olgilen deri kalinigi 4 mm’den kalin olan
hayvanlardan alinan érneklerden olusmaktadir. Kontrol
grubunu olusturan kan o6rnekleri ise tlberkdilin
uygulamasindan 72 saat sonra kompasla olgulen deri
kalinligi 2 mm’den fazla olmayan hayvanlardan alinan
orneklerden olugsmaktadir.

Hem c¢alisma hem de kontrol grubundaki
hayvanlarin V. jugularis’lerinden antikoagulanli ve
antikoagulansiz tuplere kan &rnekleri alinmis, 3000
rom'de 5 dakika santrifij edildikten sonra Ornekler
epandorf tiplere alinarak —20°C'de dondurularak en kisa
stirede analizleri yaptinimistir. Ayrica plazmalar
alindiktan sonra geriye kalan eritrosit kismi 3 kez
%0.9’luk NaCl ¢ozeltisiyle yikanarak, daha sonra 1 kisim
eritrosit slispansiyonu 9 kisim distile su ile karistirilarak
%10’luk eritrosit hemolizati elde edilmis ve bu hemolizat
glutatiyon peroksidaz (GSHPX) tayininde kullaniimistir.

Lipid peroksidasyonu (MDA) tayini, Placer ve ark.
(15)nin  tanimladigi  yénteme goére spektrofotometrik
olarak, GSHPx tayini Lawrence ve Burk (16)'un belirttigi
sekilde, glutatiyon (GSH) tayini Sedlak ve Lindsay
(17)in, katalaz tayini Goth’'un (18) tanimladigi yontem
kullaniimistir.
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Antioksidan vitaminlerden olan vitamin E ile vitamin
A duzeyleri Firat Universites, Merkez Laboratuvarinda
teknigine uygun olarak ticari test kitleri yardimiyla HPLC
cihazinda belirlenmistir. Vitamin C diizeyleri ise F.U.
Veteriner Fakiiltesi ¢ Hastaliklari  Anabilim  Dali
laboratuvarinda fosfotungunstik asit metodu kullanilarak
kolorimetrik olarak teknigine uygun yoéntemlerle (19)
belirlenmistir. Calismada elde edilen sonuglar vitamin E
haric normal dagilim gostermistir. Gruplarda normal
dagihmi bozan bireyler oldugundan istatistiksel
analizlerde SPSS Ms Windows Release 20.0
programinda nonparametrik “Mann-Whitney U testi"
kullaniimisgtir.

Bulgular

Calismada deri ici PPD mamalian tiberkdlin testi
uygulanan ve gerek tliberkiiloz ydniinden pozitif, gerekse
de negatif saptanan ineklerde belirlenen oksidan ve
antioksidan parametrelerin ortalama degerleri ile
istatistiksel 6nem dereceleri Tablo 1’de toplu sekilde
sunulmustur. Bu tablo incelendidinde; gruplar arasinda
MDA (P<0.01), GSHPx (P<0.01), GSH (P<0.05), vitamin
E (P<0.001) ve vitamin C (P<0.01) bakimindan
istatistiksel 6Gnem oldugu, katalaz ve vitamin A y6éninden
ise her ne kadar tiberkulozisli sigirlarda degerler diisiik
saptansa da, istatistiksel bir ©6nem saptanmadigi
gobrulmektedir.

Tablo 1. Tuaberkilozlu ve saghkli ineklerde lipid
peroksidasyonu ve antioksidan parametrelerin ortalama
degerleri ile istatistiksel Gnem dereceleri (n= 15)

Parametreler Tiberkuloz Negatif Tiiberkuloz P
OrtxSt Pozitif OrttSt
MDA (nmol/ml) 2.91+0.48 3.68 +0.44 o
GSHPx (IU/L) 27.98+9.33 19.88 + 8.94 b
CAT (kU/L) 94.36 + 17.90 93.36+20.95 F.Y.
GSH (nmol/ml) 0.22 +0.67 0.16 +0.30 *
Vitamin E (mg/L) 8.13+2.66 2.72+0.76 ok
Vitamin C (mg/L) 7.39 £ 0.76° 5.84 +0.94 o
Vitamin A (mg/L) 0.49 £ 0.51 0.46 £ 0.16 F.Y.

* P<0.05, **: P<0.01, *** P<0.001, F.Y.: P>0.05

Tartigsma

Sigir tlberkilozu birgok Ulkedeki énemli ekonomi
ve saglk problemidir. Tahminen dinyada 50 milyona
yakin sigirin tiberkllozun etkeni olan M. bovis ile
enfekte oldugu dusunulmektedir (1). Deri ici tiberkilin
testi hem insanlarda hem de veteriner hekimligi
sahasinda ¢ok sayida mycobacterium turiinin neden
oldugu hastahgin teshisinde kullanilan klasik testlerden
biridir. Yasayan hayvanlarda hastaligin teshisinde ayrica
IFN-y testleri de guinimizde kullaniimaktadir (20-22). Bu
testlerden deri igi tuberkilin testi lkemiz dahil birgok
Ulkede saha sartlarinda tliberkulozun teshisinde yaygin
olarak kullaniimaktadir (5). Deri i¢i tuberkulin testi basit,
pahali olmayan ve yaygin olarak kullanilan bir testtir.
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Testin uygulanmasiyla ilgili bazi degisimler olmasina
ragmen yaklasik 100 yildir testin prensibi degismemigtir
(23). Mycobacterium bovis ANS kultiriinden hazirlanan
PPD ulkemiz dahil birgok ulkede tuberkdlin testi amaciyla
kullaniimaktadir. Uygulama bélgesindeki diffuz sigkinlik
pozitif reaksiyon olarak degerlendirilir (3) ve bu siskinlik
inokulasyon bdlgesine monositik hicreler ve duyarli T
lenfositlerin gegcisiyle alakali gecikmis tip
hipersensitiviteye isarettir (24).

Mevcut calismada da tuberkilozisli sigirlar teshis
etmek amaciyla deri ici tiberkulin testi kullaniimistir. Bu
amagla Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi Etlik
Veteriner Kontrol Merkez Arastirma Enstitist tarafindan
uretilen Mycrobacterium bovis'in  Greme ve lizis
arlnlerinin 1si ile islem gérmesi ile elde edilen ve ayni
tirden mikroorganizmalara karsi duyarli hale getirilen bir
hayvanda gecikmis tip hipersensitivite olusturma
yetenegdine sahip 3 mL’lik Etlik Bovine Tuberkllin PPD
preparati kullaniimigtir.

Oksidatif stres bir ¢ok hastalikta sekunder olarak
etkiyen ve durumu kétulestiren bir faktér olarak
etkimektedir. Reaktif oksijen tirlerine karsi koyan
oksidatif savunma sistemi yetersiz kaldiginda klinik
semptomlar ve hastalik ortaya ¢ikabilmektedir (25, 26).
Lipid peroksidasyonun belirlenmesi (MDA
konsantrasyonunun) oksidatif stresin belirlenmesinde en
yaygin olarak kullanilan metodlar arasindadir. Lipid
peroksidasyonu baglica doymamis yag asitlerinin
oksidasyonu temeline dayanan enzimatik olmayan bir
zincir  reaksiyonudur ve plazmada artan MDA
konsantrasyonu lipid peroksidasyonun géstergesidir (27).
Lipid peroksidasyonu sonucu olusan yan urinler hiicre
membraninin ozelliklerini etkiler ve bu yan Grtinlerden en
yaygin olani da MDA’dir. Ozellikle eritrosit membrani
doymamis yag asitlerinden zengindir ve lipid
peroksidasyona karsi oldukca duyarlidir (28).

Mikobakteriler fagositlerin  aktivasyonu yoluyla
reaktif oksijen turlerinin (ROS) sekillenmesini uyarabilirler
ve her ne kadar bu reaksiyon konakg¢l savunmasinda
Onemli ise de, artan ROS dretimi doku hasarini ve
yanglyl artirabilir. Bu durum 6zellikle antioksidan
kapasitesi bozulmus olan hastalarda immunsupresyona
neden olabilir (29-31). ilaveten tiiberkulozisli hastalarda
gelisen malnutrisyon durumu antioksidan kapasitede
bozulmaya neden olabilir (32).

Mevcut cgalismada, tlUberkilozisli  sidirlarda
kontrollere nazaran saptanan yiuksek MDA dizeyleri
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hastalik esnasinda gelisen oksidatif stresin gostergesi
olarak kabul edilebilir. Calismada tiberkulozisli sigirlarda
katalaz duzeylerinde kontrollere nazaran dusuk degerler
saptanmis olmasina ragmen, bu azalmalar istatistiksel
olarak 6nemli bulunmamigtir. Oysa GSHPx ve GSH
dizeylerinde gruplar arasinda 6nemli azalmalar tespit
edilmistir. Her ne kadar katalaz diizeylerindeki azalmalar
Onemli bulunmamisg olsa da, bu enzim dizeyi ile GSHPx
ve GSH dizeylerindeki tiberkulozisli sigirlarda saptanan
azalmalarin hastalik esnasinda gelisen oksidatif strese
bagl olarak ortaya ¢ikan radikalleri etkisizlestirmek adina
kullanimlarindan kaynaklandigi disunulmektedir.

Lipid peroksidasyonun 6nlenmesinde askorbik asit
ile a-tocopherol arasindaki sinerjizm oldukga iyi
bilinmektedir. Vitamin C, vitamin E’nin antioksidan
etkisini artirrken, ayni zamanda tuketimini de
azaltmaktadir (33-35). Normal sartlarda erigkin sigirlarin
karacigeri tarafindan askorbik asit sentezlenebilmekte ve
bu sentez fizyolojik ihtiyaglar icin yeterli olmaktadir. Yine
de ruminantlar, askorbik asitin rumen mikroflorasi
tarafindan yikimlanmasi nedeniyle eksikliklere karsi
duyarhdirlar (36). Askorbik asit yetersizligi de viicudun
enfeksiyonlara karsi savunma guciini azaltmaktadir (37,
38).

Mevcut  calismada  tlberkulozisli sigirlarda
kontrollerle  karsilastirldiginda  vitamin E ve C
dizeylerinin 6nemli derecede azalmis oldugu dikkati
¢ekmektedir. Bu durumun nedeninin hem hastalik
esnasinda gelismesi muhtemel olan yem tiketimi
azalmasi hem de gelisen oksidatif strese bagll artan
kullanimlarindan kaynaklandigi disunulmektedir. Vitamin
A duzeyleri agisindan ise gruplar arasinda istatiksel
Onem saptanmamistir. Bu durum gelisen oksidatif stres
esnasinda oncelikle E ve C gibi vitaminlerin kullanimiyla
alakali olabilir.

Yapilan arastirmalarda tuberkilozisli sidirlarda
oksidatif stres durumunun belirlendigi baska bir
calismaya rastlaniimamistir. insanlar {izerinde yiiriitilen
degisik calismalar mevcut olup (12-14), bu ¢alismalarda
tiberkulozisli insanlarda MDA dizeylerinde artis,
glutatiyon ve katalaz diizeylerinde azalma (12, 14) ile
vitamin E ve vitamin C dlzeylerinde azalmalar (13)
saptanmistir.

Sonu¢ olarak, tuberkilozisli sigirlarda lipid
peroksidasyon ve antioksidan parametrelerde 6nemli
degisimler belirlenmigtir.
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