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Ozet

Kan parazit hastaliklari sidirlarda siklikla gérilmekte olup, Tirkiye'de de olduk¢a yaygindir. Bu hastaliklardan tropikal
theileriosis en yaygin goérilen kan paraziti hastaligidir. Babesiosis ve anaplasmosis ise diger énemli kan paraziti
hastaliklarindandir. Anaplasmosis Turkiye'de her bélgede goérulmektedir. Bu calismada anaplasmosisli sigirlarda oksidatif stres
ve immun sistem degisimlerinin 1s1 sok protein (HSP 27), malondialdehit (MDA), nitrik oksit (NO), interlokin-6 (IL-6) ve
interlokin-10 (IL-10) parametreleri ile ortaya konulmasi amaclanmaktadir. Calisma, 1-3 yas arasinda 15 saghkli ve 15
anaplasmosisli sigirda gerceklestirilmistir. Calismada malondialdehit ve nitrik oksit diizeyleri spektrofotometrik yéntemler ile,
HSP 27 ve interlékin (IL-6 ve IL-10) diizeyleri ise ticari ELISA kitleri kullanilarak belirlenmistir. Anaplasmosisli sigirlarda plazma
malondialdehit (P<0.001), nitrik oksit (P<0.01), HSP 27 (P<0.01) ve serum interl6kin-6 (P<0.001) duzeyleri kontrol grubuna
gbre yuksek bulunmustur. Serum interlékin-10 aktivitesinde ise, kontrol grubu ile anaplasmosisli sidirlar arasinda énemli bir
fark bulunamamistir. Anaplasmosisli sigirlarda MDA, NO, HSP 27 ve IL-6 diizeylerindeki artis, anaplasma etkeni tarafindan
konak savunma sisteminin uyarildiginin ve bu esnada olusan yangi ile birlikte oksidatif stresin meydana geldiginin goéstergesi
olabilir. Elde edilen sonuclara gére, anaplasmosiste malondialdehit, nitrik oksit, HSP 27 ve interlokin-6 duzeylerinin
belirlenmesi, hastaligin tanisinda faydal olabilecedi kanisina varilmistir.
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The Investigation of Heat Shock Protein (HSP 27), Malondialdehyde
(MDA), Nitric Oxide (NO) and Interleukin (IL-6, IL-10) Levels in Cattle
with Anaplasmosis

Summary

Blood parasitic diseases such as tropical theileriosis in cattles are observed in Turkey. On the other hand, babesiosis and
anaplasmaosis are other primer tick-borne diseases. Anaplasmosis is generalised in all over the region of Turkey. In the present
study, we aimed to reveal the alterations of immune system and oxidative stress in cattles with anaplasmosis by analysing heat
shock protein (HSP 27), malondialdehyde (MDA), nitric oxide (NO), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-10 (IL-10) levels. The research
has been performed on 15 healthy and 15 cattles with anaplasmosis, aged 1-3 years old. The plasma levels of malondialdehyde and
nitric oxide were determined by spectrophotometric methods while the concentrations of heat shock protein and interleukin (IL-6
and IL-10) were detected by using commercial ELISA kits. The levels of plasma MDA (P<0.001), NO (P<0.001), HSP 27 (P<0.01) and
serum IL-6 levels were determined significantly higher in cattles with anaplasmosis than the control group. The levels of serum IL-
10 was not showed significant differences between the control and the patient group. The increases in the levels of
malondialdehyde, nitric oxide, HSP 27 and interleukin-6 of the cattles with anaplasmosis may indicate the stimulation of host
immune system and the existence of oxidative stress. In conclusion, determination of the levels of malondialdehyde, nitric oxide,
HSP 27 and interleukin-6 might be a indicator for diagnosis of cattle anaplasmosis.
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GIRiS

Anaplasmosis tropik ve subtropik bolgelerde
yliksek ates ve anemi ile seyreden, Ricketsia’larin
Anaplasmatacea ailesinde yer alan anaplasma etken-
leri tarafindan meydana getirilen protozoer bir hasta-
hktir *. Sigirlarda anaplasmosise sebep olan anaplas-
ma etkenleri Anaplasma marginale ve Anaplasma
centrale‘dir >. Anaplasmosis sigirlarda genellikle her iki
tirden kaynaklanan miks enfeksiyon seklinde ve tim
yaslarda gorilur. Ancak yas ilerledik¢e hastaligin sid-
deti artar. Ug yasindan biiyiik hayvanlarda hastalik
siklikla 6liimle sonuglanir *. Yurdumuzda anaplasma
enfeksiyonu diger kan paraziti hastaliklari gibi sigir-
larda yaygin olarak gortilmektedir %

Sigirlarda A. marginale’nin yerlestigi tek yer eritro-
sitlerdir. Klinik semptomlar yiksek ates (41-42°C), kilo
kaybi, anemi ve sariligi icerir >*. Anaplasmosis olgula-
rinda genellikle hemoglobinuri gériilmez. Bunun
nedeni, parazitli eritrositleri retikilo-endotelyal siste-
minin serbest hemoglobin salinmadan once fagosite
etmesidir >. Anaplasmosis tedavisi glc¢ bir hastaliktir.
Hastaligl geciren hayvanlar hastaliga karsi uzun siire
bagisiklik kazanir. Bu bagisikhgin 6zelligi hastalik geg-
tigi halde bir miktar parazitin organizmada kalmasi ve
ic organlarda yasamaya devam etmesidir. Hayvan bu
nedenle portdr konumundadir 2,

Sitokinler birincil olarak enfeksiyon ve hastaliklara
karsi konak savunmasinda gorev alirlar **. Yangi 6ncesi
sitokinlerden olan interlékin-6 (IL-6) konak savunma-
sinda pek ¢ok fonksiyona aracilik eder. T lenfositleri
aktive ederken, B lenfositleri icin de bir farklilasma
faktori olarak rol oynar. Kazanilmis imminitede B
hiicrelerinden antikor Uretimini uyarir. Akut faz cevabi
icin merkezi bir uyarandir, hepatositlerde akut faz
cevabin artmasinda rol oynar °. Ayrica IL-6 T lenfosit-
lerinde IL-10 Gretimi uyarir 7. 1L-10 makrofajlarin IL-1,
IL-6, IL-8, IL-12 ve TNF- a salgilamasini ve T lenfo-
sitlerin IFN-a salgilamasini baskilar. Bunu TNF-a, IL-1
ve IL-6 gibi sitokinlerin sentezini transkripsiyonel
(TNF- a ve IL-1) ve posttranskripsiyonel (IL-1 ve IL-6)
dizeyde baskilayarak gerceklestirir & Boylece IL-10
genel yangi oncesi sitokinleri ve akut faz cevabini
inhibe ederek, yanginin siddetinin azalmasina sebep
olur®. interlékinler kan parazitlerine karsi konak savun-
masinda onemli olmalarina ragmen dengesiz ve asiri
Uretimleri konak igin zararlidir. Sok, doku hasari, agir-
lik kaybi ve lipid peroksidasyonuna sebep olurlar *°.

Lipid peroksidasyonu hiicre membranina ve malon-
dialdehit (MDA) gibi reaktif aldehidleri liretme yolu ile

diger hicre bilesenlerine zarar veren ¢ok zararli bir
zincir reaksiyonudur. Hiicreleri saran membranlar ve
hiicre organelleri, cok miktarda doymamis yag asitleri
ihtiva ederler. Oksijen molekiiliiniin hiicre membra-
nindaki bu doymamis yag asitlerine karsi ylksek affi-
nitesi vardir. Dokularda bulunan doymamis yag asit-
lerindeki cift baglara oksijen baglanmasi sonucu, reak-
tif oksijen tirleri (ROS) meydana gelir. Reaktif oksijen
turleri kontrolstz bir sekilde Uretildiginde, memranda
bulunan fosfolipid, glikolipid, gliserid ve sterol yapisin-
da yer alan doymamis yag asitlerini peroksit ve peroksi-
nitritler (NO gibi), alkoller, aldehidler (MDA gibi), hid-
roksi yag asitleri, etan ve pentan gibi cesitli Grlinlere
yikimlanmasina sebep olur ve oksidatif hasar meyda-
na getirir *.

Nitrik oksit (NO*) serbest bir radikaldir. Fizyolojik
ve patofizyolojik olaylarin 6nemli bir aracisidir. Nitrik
oksit sentetaz (NOS: EC 1.12.13.39) tarafindan olus-
turulur. Makrofajlar, nétrofiller ve mast hiicreleri en
fazla oranda NO reticileridir. indiiklenebilir NOS tara-
findan Gretilen nitrik oksit, konagin spesifik olmayan
savunma mekanizmasi olup, antimikrobiyal etkiye
sahiptir. Aktivitesinin sepsis, astma, romatoid artrit,
tlberkiiloz, doku reddi, multiple skleroz gibi pek ¢ok
hastalik da arttig1 gosterilmistir. Yapilan deneysel
calismalarda timor nekroz faktor, IL-1, IL-2 gibi sito-
kinler ile lipopolisakkaritlerin iNOS enzimini stimule
ederek nitrik oksit sentezini arttirdiklari gésterilmistir 2.

Oksidasyon, toksik bilesenlerin pargalanmasi ve
ylksek sicaklik gibi pek ¢ok stres faktorleri bitiin
hiicrelerde cevap olarak isi sok proteinlerinin (HSP 27)
sentezine neden olur. Isi sok proteinleri biyime, fark-
lilagma, boliinme ve hatta hiicre 6limu dahil hiicre
metabolizmasinda hayati 6nem tasir **. Stres kosullari
altinda hicrede ATP seviyesi hizla diiser ve pro-
teinlerin korunmasinda ilk olarak ATP’den bagimsiz
olarak galisan HSP 27 ve B-kristallin gibi kiguk
molekiler agirliga sahip 1si sok proteinler gorev alir,
daha sonra hiicre enerji bakimindan toparlandiginda
ATP bagimli HSP 70 gibi bliyik molekiler agirhiga
sahip 1s1 sok proteinleri devreye girer **. Bu esnada
pek cok patolojik ajan da konakta immiin cevap olus-
turmada antijen olarak rol oynayan isi sok proteinle-
rini kullanir 2.

Anaplasmosis enfeksiyonunun teshisi, genellikle
klinik belirtiler ve giemsa ile boyanmis preparatlarin
mikroskobik muayenesi ile yapilir . Ancak hastalig
geciren hayvanlarin portér konumunda olmasi ve has-
taligin prognozunda yardimci olacak, spesifik biyo-
kimyasal parametrelere ihtiyag¢ vardir. A. marginale



enfeksiyonu ile sigirlarda gesitli biyokimyasal degi-
simler meydana geldigi belirlenmis olmasina ragmen,
anaplasmosis ile ilgili biyokimyasal ¢alismalar sinirh-
dir . Bu ¢alismada anaplasmosisli sigirlarda oksidatif
stres ve immun sistem degisimlerinin HSP 27, MDA,
NO, IL-6 ve interldkin-10 IL-10 parametreleri ile ortaya
konulmasi amaglanmaktadir.

MATERYAL ve METOT

Calisma igin gerekli kan érnekleri, 2006-2007 yilla-
rina ait yaz dénemlerinde Mustafa Kemal Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Klinigine gelen 1 yasin Ustindeki
saghkli ve Anaplasmosisli sigirlardan alindi. Hastaligin
klinik belirtileri ve Giemsa boyali perifer kan frotileri
yardimiyla 15’i saghkh ve 15’i hasta olmak lizere 2
grup olusturuldu.

Sigirlarin V. jugularisinden teknigine uygun olarak,
heparinli tliplere ve serum tiiplerine 10 ml kan alindi,
serum ve plazmalari ¢ikarilarak MDA analizleri yapil-
diktan sonra, diger analizler icin -20°C’de saklandi.
Kan frotileri de hayvanlarin kuyruk uclarindan hazir-
landi ve Giemsa ile boyandi. Frotilerde anaplasma
etkenleri arastinld.

Plazma 6rneklerinde MDA tayini Yoshoiko ve ark.*
tarafindan modifiye edilen yontemle spektrofoto-
metrik olarak yapildi. Plazma NO dizeylerinin belir-
lenmesinde Griess metodu kullanildi ¥. Plazma HSP 27
ile serum IL-6 ve IL-10 diizeyleri ELISA test kiti
(Biosource, USA; DRG, German) kullanilarak ol¢tld.

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde ‘SPSS
11.0 for windows’ paket programi kullanildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar student t test kullanila-
rak degerlendirildi. Elde edilen sonuglar X+SE olarak
verildi. P<0.05 ve alti istatistiksel olarak 6nemli kabul
edildi.

BULGULAR

Anaplasmosisli ve saghkli sigirlarin MDA, NO, HSP
27, IL-6 ve IL-10 diizeyleri Tablo 1’de verilmistir. Buna
gore saghkl sigirlarda plazma MDA diizeyi ortalama
15.23 umol/L olarak olgulirken, anaplasmosisli sigir-
larda 38.10 umol/L olarak 6l¢ulmustir. Anaplasmosisli
sigirlarin plazma MDA diizeyi, saghkl sigirlardan
istatistik olarak P<0.001 6nem diizeyinde yiksek
bulunmustur (Tablo 1).

Saglikli sigirlarda NO dizeyi ortalama 21.21
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umol/L olarak élciliirken, anaplasmosisli sigirlarda
42.56 pmol/L olarak 6l¢tilmustir. Anaplasmosisli sigir-
larin plazma NO dizeyi, saglikli sigirlardan istatistik
olarak P<0.001 6nem diizeyinde ylksek bulunmustur
(Tablo 1).

Plazma HSP 27 dizeyi ise, saglikh sigirlarda orta-
lama 3.38 ng/ml olarak 6lciliirken, anaplasmosisli
sigirlarda 4.12 ng/ml olarak Slgilmustur. Sigirlarin
plazma HSP-27 diizeyi anaplasmosisli sigirlarda kont-
rol grubundan, istatistiksel olarak P<0.01 6nem diize-
yinde yiksek bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Saglikli ve Anaplasmosisli sigurlarin MDA, NO, HSP 27,
IL-6 ve IL-10 diizeyleri

Table 1. MDA, NO, HSP 27, IL-6 and IL-10 levels of healthy
cattles and cattles with anaplasmosis

Saghkh Anaplasmosisli
Parametre Sigirlar Sigirlar

(n=15) (n=15)
MDA (pmol/L) 15.23+2.33 38.10+2.71*
NO (umol /L) 21.21+3.52 42.56+4.19*
HSP 27 (ng/ml) 3.38+0.35 4.12+0.17+
IL-6 (pg/ml) 1842+2.11 31.49+5.88*
IL-10 (pg/ml) 12.25+1.13 10.71+£1.19

Sagliklt sigirlar ile anaplasmosisli sigurlar arasinda * P<0.001, P<0.01
ve * P<0.05 derecesinde 6nemlilik oldugunu géstermektedir

Serum IL-6 dlizeyi, saghkli sigirlarda ortalama
18.42 pg/ml olarak 6lguliirken, anaplasmosisli sigirlar-
da 31.49 pg/ml olarak 6lgilmustir. Anaplasmosisli
sigirlarin serum IL-6 diizeyleri, saglkli sigirlardan ista-
tistik olarak P<0.001 6nem diizeyinde yiksek bulun-
mustur (Tablo1). Serum IL-10 dizeyi ise, saglikli sigir-
larda 12.25 pg/ml olarak 6lgilirken, anaplasmosisli
sigirlarda ise 10.71 olarak olgllmusttr. Saghkh ve
anaplasmosisli sigirlarin IL-10 dizeyleri arasinda ista-
tistiksel agidan 6nemli bir fark bulunamamistir.

TARTISMA ve SONUC

Kan paraziti hastaliklari gibi cogu yangisal hastalik-
ta gorulen yuksek ates, yangi, oksidatif stres ve hiicre-
sel hasar durumlari malondialdehit (MDA) gibi aldehit
yapili bilesiklerin olusmasina ve stres proteinlerinin
ekspresyonuna sebep olur **. MDA dizeyinin kan
paraziti hastaliklarindan olan tropical theileriosis’te *°,
HSP 70 dizeyinin ise malarya *, theileriosis * ve
babesiosiste ?* arttig1 belirlenmis olmasina ragmen,
yapilan literatir taramalarinda anaplasmosisli sigirla-
rin MDA ve 1si sok protein diizeyleri hakkinda herhangi
bir bilgiye rastlanmamistir. Bu gcalismada anaplasmosisli
sigirlarda MDA ve HSP 27 duzeyleri saghkli sigirlardan
yiksek bulunmustur. Bu durum eritrosit membraninin
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poliansature yag asidi ydoniinden zengin olmasi nedeni
ile, enfeksiyon sirasinda eritrositlerde lipid peroksi-
dasyonunun ve oksidatif hasarinin meydana gelme-
sine bagh olabilir .

Oksidatif stres esnasinda HSP 27’nin hiicre ici eks-
presyonu artar ve fosforile olur. Parazit 1si sok protein-
lerinin konak immun sistemini uyararak, TNF-a salini-
mini ve buna bagli olarak HSP 27 ekspresyonunu art-
tirdig1 dastintimektedir . Artan HSP 27 ekspresyonu
hicre ici glutasyon seviyesini arttirip, demir icerigini
dusurerek ve buna bagh olarak hidroksil radikallerinin
ve okside proteinlerin olusumunu azaltarak, anti-
oksidan gibi gorev yapar. Boylece TNF-a aracili lipid
peroksidasyonu ve ROS miktarindaki artisa bagh ola-
rak gelisen cesitli negatif etkiler (ates, yangi vs) kigik
HSP’ler tarafindan inhibe edilir %,

Parazit veya diger enfeksiyon ajanlarina bagl ola-
rak doku hasarinin meydana gelmesi sonucu non-
spesifik bir savunma reaksiyonu olan akut faz cevabi
uyarilir. Akut faz cevabi, doku hasarinin oldugu boélgede
aktive edilmis lokositlerden salinan IL-1, IL-6 ve TNF-a
gibi proinflamator sitokinler tarafindan stimile edilir.
Shoda ve ark.” ve Goff ve ark.?® TNF-a‘nin makrofajlari
aktive ederek, makrofajlardan NO ve ROS salinimini
uyardigini gostermistir. Shoda ve ark.” akut enfeksi-
yon sirasinda bu aktif makrofajlarin fagositozla ve NO,
peroksinitrit ve stiperoksit gibi toksik mediatorleri
Uretme yoluyla parazitleri éldirdGgund bildirmisler-
dir. Stich ve ark.?” ve Kontas ve Salmanoglu *® babesiosisli
sigirlarda, Ayerdem ve ark.” ise T. annulata enfeksiyo-
nunda NO dizeyinin arttigini belirlemislerdir. Nitrik
oksit aktif makrofajlarin kan parazitlerine karsi anti-
paraziter etki meydana getirmesinde gorev alan
onemli bir mediatérdir *. Theileria enfeksiyonunda
NO’in theileria trofozoitlerinin makrosizontlara donisme-
sini baskilayarak ve apoptosisi indlikleyerek antipara-
ziter etki gerceklestirdigi ortaya konulmustur. Ayrica
NO sporozoitlerin konak hiicrelerine girisinin 6nlenme-
sinde de rol oynar *. Bu galismada anaplasmosisli
sigirlarin plazma NO duzeyi, saglkli sigirlardan ista-
tistik olarak P<0.001 6nem dizeyinde yuksek bulun-
mustur (Tablo 1). Anaplasmosis’li sigirlarda gorilen
bu yikselme, anaplasma etkenlerinin sigir makrofaj-
larinda NO Uretimini uyarmalari ve salinimini arttir-
malarindan kaynaklanabilir.

IL-6 da, TNF-a ve NO ile birlikte, paraziter hasta-
liklara karsi bagisiklikta ve akut enfeksiyonda klinik
belirtilerin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar *'. Grab
ve ark.*’, Anaplasma phagocytophilum enfeksiyonun-
da IL-6 dlzeyinin arttigini bildirmistir. Benzer sekilde bu

calismada da anaplasmosisli sigirlarda IL-6 diizeyi ylk-
sek bulunmustur. IL-6 diizeyindeki bu artis, anaplasma
etkeninin makrofajlari uyarmasi sonucu yangi dncesi
sitokinlerin sentezinin artmasina bagl olabilir.

IL-6 dogal kazanilmis bagisiklikta rol oynarken, T
lenfositlerinde IL-10 lretimi de uyarir. IL-10 hiicre
aracil immiin cevabin engellenmesinde rol oynar.
Yangi dncesi sitokinleri ve akut faz cevabini inhibe
ederken, B hicrelerinin plazmositlere dontsiimini
saglar 7. Brown ve ark.* B. bovis enfeksiyonunda,
Abbott ve ark.* ise anaplasmosiste IL-10 diizeyinin
arttigini bildirmislerdir. Fakat bu ¢alismada saglikh ve
anaplasmosisli sigirlarda IL-10 dizeyleri arasinda
istatistiksel agidan 6nemli bir fark bulunamamuistir. IL-
10 dizeylerinin saghkh ve anaplasmosisli sigirlarda
degismemesi ve IL-6 diizeyinin hasta grubunda artis
gostermesi, enfeksiyonun gelisme evresinin basinda
olmasi ve IL-6'nin IL-10 sentezini henliz uyarmama-
sina bagl olabilir.

Anaplasmosisli sigirlarda MDA, NO, HSP 27 ve IL-6
dizeylerindeki artis, anaplasma etkeni tarafindan
konak savunma sisteminin uyarildiginin ve bu esnada
olusan yangi ile birlikte oksidatif stresin meydana geldi-
ginin gostergesi olabilir. Sonu¢ olarak, MDA, NO, HSP
27 ve IL-6 dlzeylerinin belirlenmesi, anaplasmosisin
tanisinda faydal olabilecegi kanisina varilmistir.
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