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BRUCELLA ABORTUS iLE ENFEKTE SIGIRLARIN ERITROSIT ANTIOKSIDAN
SAVUNMA SISTEMI ve LIPIT PEROKSIDASYONUNDAKI DEGISIKLIKLER
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Yayin Kodu: 2005/16-A

Ozet: Bu calismada, Brusella abortus (B. abortus) ile enfekte olmus sigirlann eritrositlerindeki rediikte glutatyon (GSH),
lipid peroksidasyonunun bir indikatorii olan tiyobarbiturik asit substratiart (TBARS) diizeyleri, glutatyon peroksidaz aktivitesi
(GSH-Px, EC. 1.11.1.9). ile plazma TBARS . B-karoten, A ve E vitaminlerinin diizeylerini belirlemek amaglanmigtir. Bunun igin,
Kars ve yoresinin degisik koylerinden ve bolgedeki iki kesim haneden saglanan 20 saglikhi ve 20 adet ikinci trimestirda abort
yapmis ve serolojik testlerle B. abortus ile enfekte oldugu belirlenen toplam 40 sifirdan alinan kan numuneleri kullamilmistir. B.
abortus ile enfekte siirlarin plazma TBARS diizeylerinin kontrollere gore istatistiksel olarak yiiksek oldugu (p<0.01), bununla
birlikte eritrosit GSH-Px aktivitesinin ve GSH diizeylerinin ise diisiik oldugu gozlendi (p<0.01). Yine, plazma E. A vitamini ile B-
karoten diizeyleri de kontrollere gore diisiik olarak belirlendi (p<0.01). Sonug olarak: sigirlarda B. abortus’a bagl olarak
meydana gelen oksidatif stres, plazma TBARS diizeylerini arttirirken, eritrosit GSH diizeyleri ve GSH-Px aktiviteleri ile plazma
A, E vitaminleri ve -karoten diizeylerinde azaliga neden olmustur.

Anahtar Sozciikler: Brusella abortus , GSH, GSH-Px, TBARS, E vitamini, A vitamini.

Lipid Peroxidation and Antioxidant Defence System in Erythrocyte of Cattles Infected with
Brucella Abortus

Summary: The aim of this work was to determine the levels of B-carotene, vitamin A, E and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) as indicator of lipid peroxidation in the plasma and the activity of glutathione peroxidase (GSH-Px, EC.
1.11.1.9) and the levels of reduced glutathione (GSH) and the TBARS in red blood cell of cattle infected with Brucella abortus
(B. abortus). In this study. blood samples of 20 healthy and 20 heifers aborted in second trimaster of gestation found to be
brucella-positive by serological tests were used. The cattle were brought from various villages in Kars region and slaughtered in
two local abattoirs. Our results show that the TBARS levels in the cattle infected with B. abortus were significantly (p<0.01)
increased and GSH-Px activity and GSH levels in the erythrocytes were significantly decreased as compared to the healthy cattle.
Also, vitamin E. A and B-carotene levels in the plasma of the infected animals were significantly decreased. These results indicate
that B. abortus infection-induced oxidative stress was reduced the vitamin E, A and B-carotene levels in plasma and GSH levels
and GSH-Px activity in the erythrocytes of cattle.

Keywords: Brucella abortus,GSH, GSH-Px, TBARS, vitamin E and vitamin A.

GIRIS

(ROS) olusumu ile antioksidan savunma sistemi ara-
sinda ince bir denge bulunur. Serbest radikaller, hiicre

Brusellozis, diinyanin pek cok iilkesinde insan ve
hayvan saghgini tehdit eden bir zoonozdur. Enfeksiyon
genellikle plasental dokularla oral veya konjiktival te-
mas veya enfekte siit ve siit tiriinlerini tiiketmek sure-
tiyle bulasmaktadir'?. Ruminantlarda brusellozis, Bru-
cella abortus’un (B. abortus) plasentanin korio-allan-
toik hiicrelerine yerlesip cogalmasiyla plasentit, fotal
oliim ve genellikle gebeligin ikinci veya son trimeste-
rinde olusan yavru atimyla kendini gosterir*. B. abor-
tus, fakiiltatif, hiicre i¢i gram negatif bir bakteridir.
Biitiin aerobik organizmalar oksidatif bilesiklere kars
koruyucu mekanizmaya sahiptir**. Bununla birlikte fa-
gositik hiicreler bu bakterileri yok etmek icin oksijen
radikallerini kullanir™®,

Normal kosullar altinda reaktif oksijen tiirlerinin

membranindaki doymamis yag asitleri, DNA’daki
nukleotidler ve proteinlerin siilfidril gruplan ile reak-
siyona girerek oksidatif hasara neden olabilirler”".
Serbest radikal hasarina kars: ilk savunma glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT), ve siiperoksit-
dismutaz (SOD)’1 igeren antioksidan enzimler ile bas-
latilir. Diger taraftan ikincil olarak ise E, A, C vitami-
ni, B-karoten ve indirgenmis glutatyon (GSH) gibi an-
tioksidanlar serbest radikalleri yakalayarak ve zincir
reaksiyonlarini kirarak hasar verici etkilerini onler'"".

Bitkisel orijinli ve yagda eriyen E, A vitamini ve -
karotenin iireme, dolasim, sinir sistemi ve immun sis-
temin diizenlenmesi ve optimal ¢aligmasi i¢in esansi-
vel oldugu bilinmektedir*". Bu vitaminler direkt ola-
rak immun hiicreleri etkileyerek veya indirekt olarak
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geri doniisiimlii bicimde immun fonksiyonlar: etkileyen
metabolik ve endokrin parametreleri degistirerek aktivite
gosterirler'>'*'. Bunlarin immun fonksiyonlar tizerindeki
etkilerinin mekanizmasi tam olarak anlasilmamakla bir-
likte, bu etkilerinin biiyiik oranda bunlarin antioksidan po-
tansiyelleri ile ilgili oldugu diistiniilmektedir'*"”. Enfeksi-
yoz hastaliklarin olusturdugu stres kosullar altinda E, A,
C vitamini ve B-karotenin emilimi bozulur ve bunlara
olan ihtiyag artar'>"". Ayni sekilde GSH-Px ve SOD gibi
enzimlerin yapisina giren Se, Fe, Zn ve Cu gibi minarele-
rin de emilim diizeylerinde strese bagli azalma oldugu bi-
linmektedir. Bununla birlikte, enfeksiyon etkenlerine
karsi organizmanin gelistirdigi immun yanit esnasinda,
notrofiller ve marofajlar tarafindan olusturulan reaktif ok-
sijen tiirlerinin baskilanmasinda, bu antioksidanlarin rolii
oldukca onemlidir*'*'“"*,

Bu calismada, Brusella abortus ile enfekte sigirlarmn erit-
rosit ile plazma antioksidan ve lipit peroksidasyon (LPO)
diizeylerindeki degisiklikleri belirlemek amaclanmustir.

MATERYAL ve METOT

Bu calismanin materyalini, Kars ve yoresinin degi-
sik koylerinden ve bolgedeki iki kesim haneden sagla-
nan 20 saglikli ve 20 de ikinci trimesterda abort yapmis,
ayrica serolojik testlerle brusella ile enfekte oldugu be-
lirlenen toplam 40 sigir olusturdu.

Plazmada A, E vitamini, B-karoten ve lipit peroksi-
dasyon diizeylerinin ve eritrositlerde GSHPx aktivitesi
(EC: 1.11.1.9) ve glutatyon diizeylerinin belirlenmesi
icin kan numuneleri heparinli vakumlu tiiplere v. jugu-
laristen alindi. Plazma ve kirmizi kan hiicreleri santrifiij
edilerek aynldi (4°C ve 2500 g’de 15 dakika). Plazma-
lar analizleri yapilincaya kadar -20°C de deep-freezde
saklandi. Kirmizi kan hiicreleri 0.9 % NaCl ile li¢ kez y1-
kandi ve hemolizatlar 1/10 oraninda distile su ilave
edilerek hazirland:1 ve analiz icin ¢ozdiiriiliinceye kadar
-20°C de deep-freezde saklandi. Plazma numuneleri A,
E vitamini, B-karoten ve LPO icin ve hemolizat ise
GSH-Px ve GSH icin kullanild.

LPO bir gostergesi olarak en yaygin uygulanan me-
tod tiobarbitiirik asit (TBA) metodudur. Bu metod
LPO’nun aldehit tirtinlerinden biri olan malondialdehit
(MDA) ile TBA’nin reaksiyonu temeline dayanir. Plaz-
ma LPO tayini Placer ve ark.’nin" tanimladig1 yonteme
gore spektrofotometrik olarak belirlendi. Standart ola-
rak 1,1,3,3-tetraethoxypropane (Sigma, Chemical Com-
pany St. Louis, MO, USA) kullanildi.

Plazma vitamin E diizeyleri Emmerie-Engel reaksiyonu
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kullamilarak spektrofotometrik olarak olgiildi®. A vitamini
ve B-karoten diizeylerini belirlemek i¢in Suzuki ve Ka-
toh’un?' tammladig1 spektrofotometrik yontem kullamidi.

Eritrositte GSH diizeylerini belirlemek icin Sedlak
ve Lindsay’in* tanimladig1 spektrofotometrik yontem
kullanildi. GSH nin siilfidril gurubunun asitte ¢oziine-
rek, tiyol grubunun enzimatik veya kimyasal islemler
ile olciilmesi bu bilesigin miktar tayininin temelini
olusturur. Belirlenen absorbans degerleri GSH standart
egrisinden mmol/ml kirmizi kan hiicresi olarak hesap-
landi. GSH-Px aktivitesi co-substrat olarak cumene
hydroperoxide ve indirgenmis GSH kullanilarak olciil-
dii. Ayrica, enzimatik reaksiyonlar sonunda GSH dii-
zeylerinde meydana gelen azalis Ellman’s reagent ile
spektrofotometrik olarak 37°C’de ve 412 nm’de Law-
rence ve Burk’un® tanimladig1 yonteme gore belirlendi.
Hemoglobin (Hb) miktarlari siyanmethemoglobin me-
toduna gore belirlendi.

Veriler SPSS istatistik programi (versiyon 9.05) kap-
saminda T testi ile analiz edildi. Sonuglar ortalama +
standart sapma olarak belirtildi ve p<0.05 istatistiksel
farkliligr gosterdi.

BULGULAR

B. abortus ile enfekte ve saglikli sigirlarin plazma A,
E vitamini, 3-karoten ve lipit peroksidasyon (TBARS)
diizeyleri ile eritrosit TBARS, glutatyon (GSH) deger-
leri ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) aktivitesi Tab-
lol’de verilmistir.

Tablo 1. B. abortus ile enfekte ve saglikli sigirlarin plazma ve erit-
rosit antioksidan diizeylerindeki degisiklikler.

Table 1. Changes in Plasma and erythrocyte antioxsidant levels of
the healty and B. abortus infected cattle.

- Gruplar :
Enfekte
X45D
1.88£0.75 6.25+0.57*
2.53:0.82 7.76+0.90*
gil:wmmn(:) S om0 0.65:0.18*
ﬁ;;‘) . peaaw 20.7124.24*
g ;‘;g““ 7387547161 350.10:98.47%
a;‘;:‘;""' 3171137 17.6412.52*
&gg{‘;‘m 342.0345459  106.67+10.78*
*:p<0.001, ': Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verildi.
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B. abortus ile enfekte sigirlarin plazma A, E vita-
minleri ve B-karoten degerleri saglikli olanlara kiyasla
énemli derecede diisiik tespit edildi (p<0.001). Bu-
nunla birlikte, B. abortus ile enfekte sigirlarin plazma
ve eritrosit TBARS diizeyleri saghikli olanlara kiyasla
istatistiksel olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Diger
taraftan eritrosit GSH ve GSH-Px diizeyleri ise saglikli
olanlara gore onemli derecede diisiik olarak belirlendi
(p<0.001).

TARTISMA ve SONUC

B. abortus sigir burusellozuna sebep olan bir bakte-
ridir. Hastalik ates, yavru atimi, erkeklerde epididimi-
tis ve sterilite ile karakterize tireme bozukluklari olus-
turmakla karekterizedir'®. B. abortus ile enfekte sigir-
larin salgilarimin konjiktival olarak veya sindirim yo-
luyla bulagmasindan sonra bakterilerin biiyiik ¢cogun-
lugu alicinin fagositik hiicreleri tarafindan fagosite edi-
lirt. Viicuda giren bakteriler, notrofiller ve makrofajlar
tarafindan olusturulan kuvvetli bir oksidatif ortam ile
karsilasir. Enfeksiyon olusunca bu fagositler, aniden ok-
sijen tiiketimini arttirir ve H,O,, siiperoksit, hidroksil ra-
dikali ve singlet oksijen gibi kuvvetli radikalleri olustu-
rur*®, Keza, aerobik canli hiicreler icin baslica risk re-
aktif oksijen ortamlar ve oksijen metabolizmasi ara
tiriinleridir’*®. Bir ¢ok aragtirmaci1®*** pek ¢ok patojenin
serbest radikal yapimini uyararak savunma sistemini
baskiladigini ve doku harabiyetine neden oldugunu bil-
dirmislerdir. Bu calismada, B. abortus ile enfekte sigir-
larin artan plazma ve eritrosit LPO (MDA) diizeyleri de
oksidatif stresin bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

Antioksidan aktivite, viicuda giren patojenlere kar-
s1 canlinin gelistirdigi savunma sisteminin desteklen-
mesinde esansiyel bir role sahiptir. Antioksidan en-
zimler serbest radikalleri indirgeyerek LLPO artigim ve
buna bagli olarak olusabilecek hasari 6nlemekte gorev
yaparlar®'. Yaptigimiz literatiir incelemelerinde, B.
abortus ile enfekte durumlarda antioksidan enzim ak-
tivitelerinde meydana gelebilecek degisiklikleri aragti-
ran bir calismaya rastlanmanmustir. Bununla birlikte,
calismamizda, B. abortus ile enfekte ve saglikli sigirla-
rin GSH diizeyleri sirasiyla 2.52+7.95 ve 0.65£0.18
olarak tespit edildi. Yine, B. abortus ile enfekte ve
saglikhi sigirlarin GSH-Px enzim aktivitesi, H,O, nin
katalitik indirgeyicisi, sirasiyla 43.64+7.32 ve 20,71+
4.24 olarak belirlenmistir. B. abortus ile enfekte sigir-
larda gozlenen GSH-Px aktivitesi ve GSH diizeylerin-
deki diisiisiin nedeni; hiicreleri siiperoksit ve hidroksil
radikallerinin yikici etkisine karsi korumak icin reaksi-
yona girmelerine bagli olabilecegi diigiiniilmustiir.

63
Beytut, Kamiloglu

Arastirmalar hem humoral hem de hiicresel immun
cevabin E, A vitaminleri ile B-karotenin antioksidan
etkinligi sayesinde attirilabilecegini bildirmektedir*>".
Keza, E vitaminin hem normal metabolizma hem de
enfeksiyon etkenlerinin uyardig1 inflamasyon sirasinda
serbest radikallerin artis1 ile olusabilecek patolojik bo-
zukluklari azalttig: belirtilmektedir®’. Benzer sekilde, A
vitamininin de, brusella enfeksiyonuna karsi periferal
monosit fonksiyonunu ve monosit-makrofaj sistemini
desteklemek suretiyle etkin bir cevap olusturdugu ifa-
de edilmektedir*". Yine B-karotenin 6zellikle fizyolo-
jik kosullar altinda pek ¢ok dokuda oksijen kismi ba-
sincinin diisiik oldugu durumlarda kuvvetli bir antiok-
sidan olarak immun cevabi destekledigi bildirilmekte-
dir**, Bu ¢alismada, E, A vitaminleri ve B-karoten dii-
zeylerinin diisiik oranlarda tespit edilmesinin nedeni
olarak; enfeksiyona bagli LPO’nu ve bu vitaminlerin
emilimlerindeki azalis gosterilebilir. Bu durumda,
boyle enfeksiyonlarda bu vitaminlerin takviyesinin
canlinin immun sisteminin 6nemli destekleyicisi olabi-
lecegi ifade edilebilir.

Sonug olarak, B. abortus’un serbest radikal artigina
neden olabilecegi ve buna bagli olarak antioksidan sa-
vunma sisteminin zayifladigi kanaatine varilmigtir.
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