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ABSTRACT

Anaplasmosis caused by Anaplasma species is an infectious disease in mammals in tropical and subtropical climatic
regions. This study was performed to determine some oxidative stress parameters and element levels in naturally
infected goats with anaplasmosis. The material of this study consisted of Hair goats aged 1.5-2 years who were
brought to the Slaughterhouse of Van Metropolitan Municipality for slaughtering. Blood samples were collected from
91 goats. 35 goat infected groups diagnosed as anaplasmosis and 10 goat undiagnosed goats were used as healthy
group after clinical and parasitological examination (giemsa stained peripheral blood frots and serological method
(cELISA)). Blood was taken from the animal's vena jugularis. The blood samples were taken into anticoagulant tubes
and centrifuged at 2000 rpm for 10 minutes. Serum malondialdehyde (MDA) and glutathione (GSH) levels with catalase
(CAT) enzyme activity were determined by spectrophotometric method and element (copper, iron, magnesium,
potassium, zinc, sodium, manganese and calcium) analysis were performed in atomic absorption spectrometer (AAS,
Thermo Scientific, Model: ICE-3000 series). Statistical analysis of the data was performed using SPSS 22 program
(Mann-Whitney U test). It was observed that oxidative stress marker MDA level was significantly increased and GSH
level with CAT enzyme activity decreased in infected goats compared to healthy group (P <0.05). However, it was
found that copper and iron levels increased significantly and magnesium, potassium, zinc, sodium, manganese and
calcium levels decreased in goats with anaplasmosis (P <0.05). Anaplasmosis goats showed significant changes in
o?idhati(\j/e stress parameters and element levels. This finding may be useful in the diagnosis, prognosis and treatment
of the disease.
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Anaplasmosisli Kecgilerde Bazi Oksidatif Stres Parametreleri ile Element Seviyeleri

0ZET

Anaplasma tarlerinin meydana getirdigi anaplasmosis, tropik ve subtropik iklim bolgelerindeki memeli hayvanlarda
gorulenenfeksiyoz bir hastaliktir. Bu calisma, anaplasmosisile dogal enfekte kecilerde, bazi oksidatif stres parametleri
ile element dizeylerini tespit etmek igin yapildi. Bu galismanin materyalini Van BlyUksehir Belediyesi Mezbahanesine
kesim icin getirilen ortalama 1.5-2 yaslarinda Kil kegisi olusturdu. 91 keciden alinan kan orneklerinin, klinik ve
parazitolojik incelenmesi (giemsa boyali perifer kan frotileri ve serolojik yéntem (cELISA)) sonucu anaplasmasis
tanisi konulan 35 keci enfekte grup ve tani konulmayan 10 adet keci saglikli grup olarak kullanildi. Her bir hayvanin
vena jugularisinden antikoagulantsiz tiplere alinan kanlar 2000 rpm devirde 10 dk santrifij edilerek serumlari
cikarildi. Elde edilen serumlarda malondialdehit (MDA) ve glutatyon (GSH) seviyeleri ile katalaz (CAT) enzim aktivitesi
spetkrofotometrik yontemle, element (bakir, demir, magnezyum, potasyum, ginko, sodyum, mangan ve kalsiyum)
analizi ise atomik absorpsiyon spektrometresinde (AAS, Thermo Scientific, Model: ICE-3000 series) yapildi. Elde
edilen verilerin, istatistik hesaplamalari SPSS 22 programi (Mann-Whitney U testi) kullanilarak yapildi. Saglikli gruba
gore, enfekte kecilerinde, oksidatif stres belirteci olan MDA seviyesinin onemli oranda arttigi, GSH seviyesi ile CAT
enzim aktivitesi ise azaldigi gordldi (P<0.05). Bununla birlikte anaplasmosisli kegilerde bakir ve demir miktarlarinin
onemli oranda arttigi, magnezyum, potasyum, ginko, sodyum, mangan ve kalsiyum seviyelerinin ise azaldigi (P<0.05)
tespit edildi. Anaplasmosisli kecilerde oksidatif stres parametreleri ile element seviyeleri énemli oranda degisiklik
gosterdi. Bu bulgu hastaligin ayrica tani, prognoz ve tedavisinin degerlendirmesinde yararli olabilir.

Anahtar kelimeler: Anaplasmosis, Element, Keci, Oksidatif stres.
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GIRIS
Anaplasmosis sigir, koyun, keci ve yabani ruminantlarin
eritrositlerinde yikima neden olan, kene ve kan emici
artropodlarla  bulasan  enfeksiydz ~ bir  hastaligidir.
Anaplasmosise neden oldugu bilinen alti Anaplazma tarl
vardir: A. ovis, A. marginale, A. centrale, A. platys, A. bovis ve
A. fagocytophilum. Bunlardan Anaplasma ovis ve Anaplasma
phagocytophilum koyun ve kegilerde anaplasmosisine neden
olan énemli etkenlerdir. Bunlardan A. ovis koyun basta olmak
uzere koyun ve kegilerde daha fazla anaplasmosise neden

olur (Shabana ve ark. 2018).

Anaplasmosiste, anaplasma etkenlerieritrositleriistilaederek
hemolize yol agar ve bunun sonucunda anemi meydana gelir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalarda, Anaplasma tirlerinin
neden oldugu enfeksiyonda oksidatif stresin, eritrositlerin
hasarinda ve aneminin olusmasinda etkili oldugu bildirilmistir
(De ve ark. 2012; Jalali ve ark. 2016).

Reaktif oksijen radikalleri (ROS) degisik bircok reaksiyonla
hicre ve dokularda olusur. Reaktif oksijen tdrlerinin
olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari Gnleyen
enzimatik olan (stiperoksit dismutaz, katalaz v.b.) ve olmayan
(glutatyon, vitamin v.b.) antioksidan savunma sistemleri
vardir (Deger ve ark. 2009; Esmaeilnejad ve ark. 2012). Hiicre
ve dokularin yapisal batinligindn korunmasinda ve normal
fonksiyonlarini yerine getirmelerinde ROS" un ve antioksidan
sistemler arasindaki  dengenin korunmasi gerekir. Bu
dengenin bozulmasi organizmada oksidatif strese neden olur.
Oksidatif strese bagl olusan serbest radikaller ise proteinler,
lipitler, karbonhidratlar ve nukleik asitler gibi vicudumuzun
temel yapi unsurlarinin hasar gérmesine neden olur (Deger ve

ark. 2009).

ROS'unetkisisonucumembranyapisindabulunan poliansatire
yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastiriimasi ile
lipit peroksidasyonu baslar. Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli
bir zincir reaksiyonudur ve direk olarak membran yapisina,
indirek olarak ise reaktif aldehitler Greterek diger hicre
bilesenlerine zarar verir. Eritrosit membrani coklu doymamis
yag asitleri bakimindan zengin ve slrekli yiksek oksijen
konsantrasyonuna maruz kaldigi icin lipid peroksidasyonuna
cok duyarlidir (Jalali ve ark. 2018). Babesia ve theileria gibi
piroplazmalarla enfekte olan hayvanlarin eritrositlerinde lipit

peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin miktari
artar ve bu artisa bagli olarak hiicre hasari meydana gelir
(Deder ve ark. 2009; Esmaeilnejad ve ark. 2012; Jalali ve ark.
2016).

Mineraller kemik ve kikirdak olusumu, enzimatik reaksiyonlar,
hicre icive hiicre disi sivi dengeleri, oksijen tasinimi, elektron
transfer reaksiyonlari, kas-sinir fonksiyonlari ve hormon
uretimi gibi fizyolojik fonksiyonlarda gorev alirlar. Fazla
veya eksiklige bagl olarak gelisen mineral dengesizlikleri
bazi patolojik durumlarin gelismesinde rol oynar ( Mert ve
ark. 2008). Paraziter hastaliklar, hayvanlari iz element ve
vitamin noksanligina duyarli hale getirir (Dede ve ark. 2008;
Akis ve Dede 2009). Paraziter hastaliklarda gortlen mineral
noksanliklari, genelde kompleks bir mekanizma gdsterir.
Bakir, cinko, magnezyum ve mangan serbest radikallerin yol
actigl hasarlara karsi koyan antioksidan sistemler icin gerekli
iz elementlerdir. Bu elementlerin enfekte olmus hayvanlarda
azalmasi, oksidatif stresin olugmasi icin kosullar saglayabilir.
Bu elementlerin konakc immdn fonksiyonu Gzerindeki etkisi
paraziter enfeksiyonun siddeti, suresi ve ciddiyetine baglidir
(Esmaeilnejad ve ark. 2016).

Bu calisma, anaplasmosisli kecilerde, bazi oksidatif stres
parametleri (MDA, GSH, CAT) ile makro ve mikro element

dizeylerini tespit etmek icin yapildi.

MATERYAL VE METOT

Bu calismanin  materyalini  Van BlyUksehir Belediyesi
Mezbahanesine getirilen ortalama 1.5-2 yaslarinda klinik
ve laboratuvar bulgulariyla teshis konulmus 35 adet

anaplasmosisli ve 10 adet saglikli erkek Kil kegisi olusturdu.

Her kecinin kulak ucundan alinan kan orneginden sirme
ince kan frotisi hazirlandi, daha sonra bu frotiler Giemsa
yontemiyle boyanarak x100 biyGtmede 1sik mikroskobunda
piroplasmik formlar yoninden incelendi. Ayrica hayvanlarin
vena juqularisinden antikoagulantsiz tiplere kan alindi. Bu
kanlar 2000 rpm'de 10 dk santrifuj edildilerek serumlariayrildi.
Elde edilen bu serumlarda ticari c-ELISA kiti (Anaplasma
antibody test kit, c-ELISA, no: 282- 2VMRD-USA) kullanilarak
anaplasma antikorlarinin tespiti yapildi.

Anaplasmosis teshisi konulan kegilerin serumunda; MDA
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diizeyi, Placer ve ark. (1966)/nin metoduna gore yapildi.
Bu amacla tiyobarbiturik asitle reaksiyona giren MDAnin
konsantrasyonu spektrofotometrede 532 nm'de dl¢lldu. MDA
olciminde standart olarak 11,3,3- tetramethoxypropane
kullanildi. GSH dUzeyi, Sedlak ve Lindsay’in bildirdigi metoda
gbre yapildi. Bu amacla 5,5dithio-bis-2-nitrobenzoic acid
kullanilarak olusan renk degisimi spektrofotometrede 412
nmde olgildi (Sedlak ve Lindsay 1968). Katalaz aktivitesi
ise Goth (199T)un metoduna gore Olgildi. Bu amagla
amonyum molibdat ve hidrojen peroksidin olusturdugu renkli
kompleksin absorbansi 405 nm'de ol¢lldu.

(bakir,
magnezyum, potasyum, sodyum ve kalsiyum) analizi atomik

Serumda element cinko, manganez, demir,
absorpsiyon spektrometresinde (AAS, Thermo Scientific,

Model: ICE-3000 series) yapildi (Morton ve Roberts 1993).
Istatistiksel analiz

Elde edilen verilerin, istatistik hesaplamalari SPSS 22
programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatistiksel
farklar Mann-Whitney “U” test kullanilarak degerlendirildi.
Elde edilen sonuglar X+SE olarak verildi. p<0.05 istatistiki
olarak dnemli kabul edildi.

BULGULAR

Enfekte kecilerin kulak ucundan alinan kandan yapilan sirme
ince kan frotisinin mikroskobik muayenesi ile eritrositler
icerisinde mavi-mor renge boyanmis Anaplasma tirleri
gorulda.

Sekil 1. Kan Frotilerinde Anaplasma Turlerinin Eritrosit

Igindeki Gortinimii (oklar). Giemsa Boyama X 100.

e —— | 75

Saghkh gruba gore, enfekte kecilerinde, oksidatif stres
belirteci olan MDA seviyesinin 6nemli oranda arttigi, GSH
seviyesiile CAT enzim aktivitesi ise azaldigi gorildi (P<0.05).
Bununla birlikte anaplasmosisli kecilerde bakir ve demir
miktarlarinin 6nemli oranda arttigi, mangan, magnezyum,
potasyum, ¢inko, sodyum ve kalsiyum seviyelerinin ise
azaldigi tespit edildi (P<0.05).

Tablo 1. Saglikli veAnaplasmosisli Kil Kegilerinde Serum MDA
ve GSH Miktariile CAT Enzim Aktivitesi.

Parametre Saghkh  grup Enfekte grup p
(n=10) (n=35)

MDA (nmol/ml) (X+SE) (X+SE) 0.01

GSH(nmol/mL ) 7.84+0.94 10.28+0.78 0.01

CAT (U/L) 2.06+0.06 1.7420.06 0.01

P<0.05, ayni satirda bulunan parametreler arasindaki 6nemi

gosterir.

Tablo 2. Saglkli ve Anaplasmosisli Kil Kegilerinde Serum
Mikro Element Duzeyleri.

Parametre Saglhkh grup Enfekte grup p
(n=10) (n=35)

Bakir (mg/L) 6.9+0.3 9.9+0.6 0.01

Cinko (umol/L) 1.64+0.01 1.62+0.01 0.07

Manganez(pmol/L)  0.51£0.20 0.41£0.26 0.44

Demir (pg/dL) 85.85+28.55  253.82+56.24  0.01

P<0.05, ayni satirda bulunan parametreler arasindaki 6nemi

gosterir.

Tablo 3. Saglikli ve Anaplasmosisli Kil Kegilerinde Serum
Makro Element Dlzeyleri.

Parametre Saghkh grup Enfekte grup p
(n=10) (n=35)
Magnezyum (mg/dl) 3.24+0.18 2.60£0.19 0.01
Potasyum (mmol/I) 12.65+0.36 11.45+0.29 0.01
Sodyum (mmol/L) 133.0+1.7 129.8+1.6 0.03
Kalsiyum (mmol/L) 1.89+0.01 1.78+0.06 0.01

P<0.05, ayni satirda bulunan parametreler arasindaki 6nemi

gosterir.
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TARTISMA

Parazitler yerlestikleri doku, organ ve hlcrelerde serbest
radikal miktarini artirarak lipit peroksidasyonuna neden
olarak, konakcida doku ve hlcre hasarini olustururlar.
Piroplazmosisli hayvanlarda eritrositlerde lipit
peroksidasyonu artmasi ve antioksidan savunmanin azalmasi

eritrosit membran kirilganh@ini arttirir (Chiou ve ark. 2012).

Sunulan  calismada, serum MDA konsantrasyonu
anaplasmosis ile enfekte grupta kontrol grubuna gére 6nemli
dlctide yuksek bulundu (Ergdniil ve Kontas Askar 2009; De
ve ark. 2012; El-Ashker ve ark. 2015). Bu sonuca bakilarak
anaplasmosisin oksidatif strese ve lipit peroksidasyonuna
neden oldugu soylenebilir. Cunkl Anaplasma etkenleri
eritrositlerde cogalir. Bu ¢ogalma sonucunda eritrositler
hasar gorir ve parcalanir. Bu sonuctan farkli olarak Jalali ve

ark., (2016) MDA seviyesinin degismedigini bulmuslardir.

Antioksidan sistemler, parazitik invazyonlarin bir sonucu
olarak gelisen oksidatif stresten hiicre, doku ve organlarin
hasar gdrmesine karsi koruyucu bir etkiye sahiptir (Deger
ve ark. 2009). SOD, CAT, GPx ve GSH eritrositleri lipit
peroksidasyonunun yikici etkilerinden korumada en 6nemli
antioksidan maddelerdir (Chaudhuri ve ark. 2008; Cronagaj
ve ark. 2017). Eritrositlerde olusan siperoksit anyonlari,
sliperoksit dismutaz (SOD) ile hidrojen peroksite (H202)
dondstiralir. H202 daha sonra glutation peroksidaz (GSH-
Px) varliginda GSH ile reaksiyona sokularak veya CAT ile H20
ve 02ye dénusturtlerek H20ya déndastarallr. Antioksidan
etkinin azalmasi eritrositlerde ROS birikimine yol agar ve
oksidatif hasara neden olur (Chiou ve ark. 2012).

Bu calismada, GSH seviyesinin ve CAT enzim aktivitesinin
azaldigi tespit edildi. Bu azalma eritrositleri ROS kaynakli
oksidatif
kaynaklanmis olabilir. Bu sonug

hasardan  korumak igin kullanilmalarindan
eritrositik parazitler ile
enfekte farkll konakcgilarda oksidatif stresin artmasi ile
birlikte GSH seviyesinin (Bigek ve ark. 2005; Rezai ve ark.
2006; Deder ve ark. 2009) ve CAT enzim aktivitesinin (Razavi
ve ark. 2011; Esmaeilnejad ve ark. 2012; Cronagaj ve ark. 2017)
azaldigini tespit eden calismalar ile uyumludur. Bununla
birlikte Chaudhuri ve ark. (2008) B.gibsoni infekte képeklerde

CAT enzim aktivitesinin arttigini bulmuslardir.

Paraziter enfeksiyonlarda gorilen iz mineral eksiklikleri,
genelde kompleks bir mekanizmanin sonucu meydana gelir.
Bakir, ¢cinko ve mangan antioksidan sistemde gorev alan
enzimlerde kofaktor olarak gérev yapan minerallerdir. Bu
minerallerin enfekte olmus hayvanlarda azalmasi, oksidatif
stresin olusmasi igin ortam saglayabilir. Bunlarin konakgl
immun fonksiyonu Gzerindeki etkisi paraziter enfeksiyonun
siddeti, stiresi ve ciddiyetine baglidir (Esmaeilnejad ve ark.
2012).

Pekcokarastiricitarafindanyapilancalismalarda; Kozatveark.
(2003) Babesia ovis ile enfekte koyunlarda bakir seviyesinin
artigini, ginko seviyesinde anlamli degisiklik olmadigini, Dede
ve ark. (2008) Theileria equi ile enfekte atlarda, Akis ve Dede,
(2009) Babesia ovis ile enfekte koyunlarda bakir seviyesinin
arttigini, cinko seviyesinin azaldigini, Esmaeilnejad ve ark.
(2012) Babesia ovis ile enfekte koyunlarda bakir ve demir
seviyesinin arttigini, cinko ve mangan seviyelerinin azaldigini
tespit etmislerdir. Yukaridaki bildirimlerden farkli olarak
Deger ve ark. (2005), theileriosisli sigirlarda bakir ve demir
dizeyinin anlamli oranda dustGgund bildirmislerdir. Jalali
ve ark. (2016) ise yaptiklari calismada, Anaplasma ovis ile
enfekte kecilerde bakir ve cinko dizeylerindeki azalmanin ve
demir seviyesindeki artisin anlamli olmadigini bulmuslardir.
Bu calismada, anaplasmosisli kegilerde énem gosterecek
sekilde bakir ve demir seviyesinin yuksek, mangan ve
ginko seviyesinin dusuk oldugu tespit edildi. Enfekte
kecilerde paraziter enfeksiyonun akut faz cevabinin bir
sonucu olarak serum bakir seviyesi artmis olabilir. Cinko ve
mangan seviyelerindeki azalma, hormonal degisimlerle veya
parazitin kendisi veya konakcl parazit iliskisinin dogrudan
etkisinin bir sonucu olarak bu minerallerin tuketiminin
artmasindan kaynaklanmis olabilir. Demir organizmada
oOzellikle hemoglobin ve myoglobin gibi hem bilesikleri ile ve
hem olmayan transferrin, ferritin ve hemosiderin yapisinda
proteinlerle kompleks halde bulunur. Vicuttaki demirin
blyuk bir kismi eritrosit icinde hemoglobinin yapisinda
bulunmaktadir. Demir seviyesindeki artis enfeksiyon
nedeniyle eritrositlerin intravaskiler hemolizi sonucu acgiga

¢tkan demire bagli olabilir.

I,  AEEEEEEEEEE——— dergipark.gov.tr/avrasyasbd



Ozdek, Oguz & Deger

Calismamizda, enfekte kegilerde onemli  derecede
magnezyum, potasyum, sodyum ve kalsiyum dizeylerinin
disik bulunmasi, theileriosisli atlarda (Takeet ve ark. 2009;
Zaeemive ark. 2016)ve sigirlarda(Khan ve ark. 2011; Col ve Uslu
2007), babesiosisli sigirlarda (Hashem ve ark. 2018) yapilan
calismalarin sonuglari ile uyumludur Mineral seviyelerindeki
dismeler, beslenme bozuklugu, diyet emilimlerinin azalmasi,
bagirsak ve bobrek bozukluklarindan kaynaklanmis olabilir
(Col ve Uslu 2007). Bizim bulgularimizdan farkli olarak,
theileriosiste  kalsiyum ve fosfor seviyesinin degismedigi
(Garba ve ark. 2012; Vidhyalakshmi ve ark. 2018), magnezyum
seviyesinin yikseldigi (Koenhemsi ve ark. 2019) tespit
edilmistir.

Sonuc olarak, anaplasmosisli kecilerde oksidatif stres
parametreleri ile element seviyeleri 6nemli oranda degisiklik
gosterdi. Bu bulgu hastaligin ayrica tani, prognoz ve

tedavisinin degerlendirmesinde yararli olabilir.
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