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ARASTIRMA MAKALESI

Theileria equi seropozitif ve seronegatif atlarin serum lipid ve protein profilleri
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Ozet
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Amag: Bu ¢alisma Theileria equi seropozitif ve seronegatif
atlar iizerinde, serum protein ve lipid profillerini ortaya
koymak amaciyla yiiriitilmiistiir.

Gereg ve Yontem: Theileria equi seropozitif ve seronegatif
atlar IFAT ile test edilerek belirlendi. Bu atlara ait kan se-
rumlarinda SDS-PAGE ve HPTLC analizleri yapilarak sira-
siyla serum protein ve lipit profilleri ortaya ¢ikarildi ve bu
analiz sonuclarina gore seropozitif ve seronegatif atlar ara-
sindaki farkliliklar ortaya konulmaya ¢alisildi.

Bulgular: Seropozitif hayvanlarin 23, 52, 103, 176, 200 ve
240 kDa agirligindaki proteinlerinde dnemli oranda artis
oldugu tespit edildi. Ayrica hem saglikli hem de T equi se-
ropozitif hayvanlarin albiimin miktarlar1 benzer diizeyler-
de olmasina karsin T. equi seropozitif hayvanlarin globiilin
miktarlarinin arttigl goriildi. Serum lipid profilinde ise se-
ropozitif hayvanlarin genel bir lipoliz durumunda olduklari,
toplam lipid miktari icinde 6zellikle hidrokarbon oraninin
azaldig1 ve diagilgliserol diizeyinin arttig1 belirlendi. Yine
seropozitif hayvanlarda fosfolipid miktarinda hafif artis ve
kolesterol oraninda ise hafif bir diisme tespit edildi.

Oneri: Protein ve lipid profillerindeki bu degisiklikler, hay-
vanlarin akut enfeksiyonu atlatmalarina ragmen hala tam
olarak iyilesemediklerini gostermektedir.

Abstract

Balkaya I, Kaynar O, Utuk AE, Piskin FC. Serum lipid and
protein profiles of Theileria equi seropositive and seronega-
tive horses. Eurasian J Vet Sci, 2011, 27, 2, 117-122

Aim: This study aims at determining serum protein and li-
pid profiles in Theileria equi seropositive and seronegative
horses.

Materials and Methods: Theileria equi seropositivity and
seronegativity at horses were tested by IFAT. Having ana-
lyzed the blood sera of horses by SDS-PAGE and HPTLC, se-
rum protein and lipid profiles were detected respectively.
Differences between seropositive and seronegative horses
were tried to be determined based on the results obtained
by said analysis.

Results: It was detected that there was a significant in-
crease in 23, 52, 103, 176, 200 and 240 kDa protein levels
of seropositive horses. Additionally, globulin levels of T. equi
seropositive animals were observed to have increased, al-
though albumin levels of both healthy and T. equi seroposi-
tive horses were similar. At serum lipid profile, seropositive
horses were observed to be at overall lipolysis; among the
total amount of lipid, particularly reduced hydrocarbon
rates as well as increased diacylglycerol levels were detect-
ed. A slight increase in phospholipids and a slight decrease
in cholesterol levels were found in seropositive horses.

Conclusion: Mentioned changes at both protein and lipid
profiles suggest that these horses have not fully recovered
despite the fact that they survived acute infection.
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» Giris

Equine piroplasmosis, uluslararasi at hareketlerinde
sikintilar olusturan énemli bir protozoer enfeksiyon-
dur. Bircok tlkede B. equi’ye karsi antikor iceren at-
larin girisine sinirlama getirilmistir (Avarzed ve ark
1998). Babesia equi ve B. caballi tek tirnaklilarda ba-
besiosis olusturan tiirlerdir. Parazitler mera keneleri
(Ixodidae) ile tasinirlar ve kenelerde kompleks bir ge-
lisme devresi gecirirler (Levine 1985, Soulsby 1986).
Yapilan ¢alismalar sonucunda B. equi'nin omurgali-
larda ve kenelerdeki gelisiminin Theileria soyundaki
tiirlerle ayni oldugu tespit edilmis ve bu tiir T equi
olarak adlandirilmistir (Mehlhorn ve Schein 1998).
Theileria equi eritrositler i¢cinde 1.5-3 pm biyiikli-
gunde, yuvarlak, oval, amoeboid ve karakteristik ola-
rak dortli hag¢ formunda gortilmektedir (Mimioglu ve
ark 1969, Levine 1985, Soulsby 1986). Bu enfeksiyon-
da siddetli hemoliz sonucu sekillenen anemiyle bir-
likte rejeneratif-dejeneratif kan tablosu bozukluklari
goriilmektedir. Anizositoz, poikilositoz, monositoz,
orta derecede bir lenfositoz ve 6zellikle notrofillerde
sola kayma vardir (Mimioglu ve ark 1969). Prognoz
ise bolgeye, hayvanlarin direncine, yas ve irkina ve pa-
razitin tiiriine gore degisiklik gostermektedir. Her ne
kadar her irk ve yastaki tek tirnaklilar bu enfeksiyona
yakalanirlarsa da irk ve yas prognozda énemli rol oy-
namaktadir. Hastalik gen¢ hayvanlara gore yashlarda
daha agir seyretmektedir. Enfekte olmayan bolgeler-
den enfekte alanlara getirilen hayvanlarda hastaligin
seyri, yerli irklara gore daha siddetli olmaktadir (Mi-
mioglu ve ark 1969).

Antikorlarin tespitinde IFAT'1n diger serolojik testlere
gore daha duyarl ve giivenilir oldugu belirtilmis (Ten-
ter ve Friedhoff 1986, Avarzed ve ark 1998, OIE 2008)
ve [FAT1n T. equi ile B. caballi seropozitiflikleri yoniin-
den capraz reaksiyon gostermedigi ileri siiriilmiistir
(Ristic ve ark 1964, Frerichs ve ark 1969, Weiland
1986, Briining 1996).

Poliakrilamid jellerde ¢ok yaygin olarak kullanilan ¢6-
zlicli ajan sodyum dodesil siilfat (SDS)’tir. Protein kari-
simi, SDS ve 2-merkaptoetanol varliginda isitildiginda
proteinlerin distlfid baglar kirilarak denatiire edilir.
Bu sartlar altinda, bir¢ok polipeptid agirhigina gore
SDS’i baglamakta, bunun sonucunda SDS-polipeptid
komplekslerinin yiik dansiteleri ayni olmakta ve poli-
peptid boyutuna gore poliakrilamid jelde go¢ etmek-
tedirler (Reiner 2005). Kromatografi teknigi, temelde
denge dagilim katsayilarimin farkliliklar1 sebebiyle,
¢oziintirliikleri birbirinden farkl olan bilesiklerin iki
farkli faz arasinda ayrilmasini gerektirir. Bu fazlar-
dan birincisi sabit faz digeri ise mobil fazdir. High-
performance thin-layer chromatography (HPTLC),
ozellikle lipidlerin analizinde kullanilan, hizli, gliveni-
lir ve ucuz bir kromatografi tiiridiir (Elke 2007).

Bu ¢alismanin amaci T equi yoniinden seropozitif ve
seronegatif oldugu belirlenen atlarin kan serumlarin-
da, protein ve lipid profillerini ortaya koymak ve olasi
farkliliklar1 gostermektir.
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» Gerec¢ ve Yontem

Calismada 20 adet at kan serumu kullanildi. Serum-
lar IFAT ile test edildi ve tamami B. caballi yoniinden
negatif bulundu. Kullanilan serumlardan 10 tanesi
T equi pozitif, diger 10'u T equi negatif olarak belir-
lendi. Bu atlara ait kan serumlarinda SDS-PAGE ve
HPTLC yontemleriyle sirasiyla protein ve lipit profil-
leri ortaya ¢ikarildi.

e Indirekt floresan antikor testi (IFAT)

Theileria equi ve B. caballi test kitleri Fuller Laborato-
ries Fullerton, CA USA'dan temin edildi. Test tiretici-
nin kit prosediiriine uygun olarak yapildi.

e Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel elektrofo-
rezis (SDS-PAGE)

Eppendorf tiipe alinan 5 pL serum tzerine 245 pL
elektroforez sample buffer1 eklendi. Tipler iyice ka-
ristirildiktan sonra %10 konsantre jelde 20 mA/jel
sabit akim modunda yaklasik 2 saat siireyle elektro-
forez islemi gerceklestirildi.

e High performance thin-layer chromatography
(HPTLC)

1 mL serum lizerine 2 mL, icerisinde %1 BHT iceren
hexane-isopropanol (3:2 v/v) karisimindan ekle-
nerek 2 dk siireyle serum-solvent karisimi vortex-
lendi. Daha sonra numuneler 5000 g'de +4 °C’de 10
dk siireyle santrifiij edildi ve tistteki hexane faz1 5
puL hacimde HPTLC plakalarina uygulandi. Plakalar
hekzan-dietileter-asetik asit (80-20-2) karisiminda
yurutildi.

o [statistiksel analiz

Orneklerin analizi Med-Calc programinda Bagimsiz
Ornek t-testi kullanilarak gerceklestirildi. p<0.05 de-
geri istatistiki agidan 6nemli kabul edildi.

» Bulgular

IFA testinin degerlendirilmesinde temel titre, IFA IgG
antibody test prosediiriinde (Babesia equi and B. ca-
balli IFA 1gG Antibody Test Kit Procedure of Fuller La-
boratories Fullerton, CA USA) ve OIE Manuel’de (OIE
2008) bildirildigi gibi T equi ve B. caballi i¢in 1/80
olarak kabul edildi. Temel titrenin altindaki degerler
negatif, temel titre ve istli degerler pozitif kabul edil-
di.

Atlarin serum protein profiline bakildiginda 6zel-
likle 13’ belirgin [oranlar %1.08 (93 kDa) ile %24
(66 kDa) arasinda] toplam 32 protein bandi gorildi
(Sekil 1-3). Seropozitif hayvanlarin 23, 52, 103, 176,
200 ve 240 kDa agirligindaki proteinlerinde dnemli
oranda artis oldugu (sirasiyla p=0.0079, p=0.0421,
p=0.3054, p<0.0001, p<0.0001, p=0.0002) tespit
edildi. Ayrica hem saglikli hem de T equi pozitif hay-
vanlarda albiimin miktarlarinin benzer diizeylerde
olmasina karsin, T equi pozitif hayvanlarda globiilin
miktarlarinin arttig1 (p<0.01) tespit edildi (Sekil 2, 3).
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Sekil 1. Theileria equi seroporzitif ve seronegatif hayvanlara ait elektroforetogram.

[FA testi sonuglarina gore seropozitif ve seronegatif
bulunan atkan serumlar1t HPTLC analizine tabi tutuldu
ve lipid profilinde sero-pozitif hayvanlarin genel bir
lipoliz durumunda olduklar1 ve toplam lipid miktari
icinde 6zellikle hidrokarbon oraninin 6nemli diizeyde
azaldig1 (p<0.0001) ve diagilgliserol oraninin arttig
(p<0.0001) gortldu (Sekil 4, 5, 6). Yine seropozitif
hayvanlarda fosfolipid miktarinda artis (p<0.0564),
kolesterol oraninda ise diisme (p<0.0182) tespit edil-
di (Sekil 5, 6).

» Tartisma

Equine piroplasmosisde akut belirtiler non-spesifiktir
ve diger hastaliklarin semptomlarina benzemektedir.
Bu semptomlarin basinda eritrositlerin pargalanmasi,
komplement sistemin aktivasyonu ve yangisal medi-
yatorlerin (bradikinin, histamin, 5-hidroksitriptamin
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vs) salinmasi gelmektedir. Ayrica hastalik semptom-
lari, parcalanan eritrosit sayisiyla orantili olarak sid-
detlenmektedir (Anonim 2009).

Yapilan arastirmalar neticesinde simdiye kadar
Tirkiye’de benzer bir ¢alismaya rastlanilamamasi,
calismanin ilk oldugunu gdstermektedir. Diinyada
yapilan diger ¢calismalarda ise merezoit antijenleri ve
enfekte hiicre membranlar1 kullanilmis ve bunlarin
protein profilleri ortaya konulmustur. Bu ¢alismada
oldugu gibi seropozitif ve seronegatif hayvanlar ara-
sindaki metabolik profil farkliliklar1 incelenmemistir.
Yine yapilan arastirmalarda serum lipid profillerinin
ortaya konuldugu herhangi bir ¢calismaya da rastlani-
lamamistir.

Kumar ve ark (2002), B. equi ile enfekte eseklerde-
ki, B. equi merezoit antijenlerinden ve enfekte hiicre
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Sekil 2. Theileria equi seropozitif hayvanlarin elektroforetogram dansitometrik analizi.
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Sekil 4. Theileria equi seronegatif (1-6) ve seroporzitif (7-15) hayvanlara ait HPTL kromatogram.
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Sekil 5. Theileria equi seronegatif hayvanlarin HPTL dansitometrik
analizi.

membranlarindan yaptiklar1 SDS-PAGE neticesinde
112-17 kDa arasinda degisen 16 polipeptid bandi
elde etmislerdir. HSS (high speed supernatant) anti-
jenlerinden yaptiklar1 SDS-PAGE’de ise sadece 6 po-
lipeptid tespit etmisler, bunlarin molekiil agirliklarini
ise 96.5-28 kDa arasinda bulmuslardir. Her 3 sekilde-
ki B. equi antijenlerinden yapilan SDS-PAGE netice-
sinde elde edilen ve molekiil agirliklar1 81 ile 31 kDa
olan iki polipeptid, enfekte olmayan atlarin eritrosit
membranlarinda da gézlemlenmistir. Bu polipeptid-
lerin, eritrositlerin antijenle bulasmasinin bir sonucu
olarak sekillendigini ileri siirmiislerdir.

Ali ve ark (1993), B. equi piroplasm formlarinin pro-
tein profili i¢cin deneysel enfekte atlardan aldiklari
serum Orneklerini SDS-PAGE yapmislar ve 18, 28, 30,
41, 43, 54, 66.5 ve 96 kDa molekil agirhginda buytk
proteinler tespit etmislerdir. Bunlardan 18 ile 28 kDa
agirliginda olanlarin immunodominant 2 protein ol-
dugunu ve membran bandi proteinleri oldugunu bil-
dirmislerdir.

Mevcut calismada T equi ile enfekte olmus atlardaki
metabolik profili ortaya koymak amaciyla, antikorla-
rin tespitine yonelik ¢apraz reaksiyon verme riski az
olan ve giivenilirligi yiiksek olan IFA testini kullana-
rak T equi seropozitif ve negatif hayvanlar belirlen-
di. Bu serumlarda SDS-PAGE ve HPTLC metodlari ile
sirasiyla serum protein ve lipid profilleri incelendi.
Hem protein hem de lipid profillerindeki tespit edilen
bu degisiklikler, hayvanlarin akut enfeksiyonu atlat-
malarina ragmen hala tam olarak iyilesemediklerini
disiindiirmektedir. Artan globiilin diizeyi, viicut sa-
vunma hiicrelerinin parazite karsi antikor olusturma-
ya devam ettigi seklinde, alblimin diizeyinde farklilik
olmamasi ise 6zellikle karaciger ve bobrekte 6nemli
bir yikimin olmadig seklinde agiklanabilir. Ancak ko-
lesterol diizeyinde az da olsa bir azalmanin goériilmesi
bu maddenin sentez yeri olan karacigerde hala az da
olsa bir hasarin oldugu seklinde yorumlanmistir. Ay-
rica genel bir lipoliz durumu, azalan istaha ve bozulan
enerji metabolizmasina baglanirken, fosfolipid diize-
yinin artmasi da enfeksiyon sonucu sekillenen hiicre-
sel hasar kaynakli olabilecegine baglanmistir.
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Sekil 6. Theileria equi seropozitif hayvanlarim HPTL kromatogram
dansitometrik analizi.

» Oneri

Hem protein hem de lipid profillerindeki bu degisik-
liklerin canli viicudunun parazite gosterdigi tepkinin
bir sonucu olabilecegi, genel bir lipoliz durumunun
ise iyilesen bir hayvandaki durumun gostergesi olabi-
lecegi sonucuna varilmistir.
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