TC.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ANAPLASMOSISLI KECILERDE ERITROSIT MEMBRANI LIiPIT VE
PROTEIN OKSIDASYONU ILE NA*/K*ATPAZ AKTiVITESININ
ARASTIRILMASI

Hemsire Salim ILKAYA
BIYOKIMYA ANABILIM DALI
(VETERINER PROGRAMI)
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Prof. Dr. Yeter DEGER

IKINCI DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Bekir OGUZ

VAN-2019



TC.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ANAPLASMOSISLI KECILERDE ERITROSIT MEMBRANI LiPiT VE
PROTEIN OKSIDASYONU ILE NA*/K*ATPAZ AKTiVITESININ
ARASTIRILMASI

Hemsire Salim ILKAYA
BIYOKIMYA ANABILIM DALI
(VETERINER PROGRAMI)
YUKSEK LISANS TEZI

DANISMAN
Prof. Dr. Yeter DEGER

IKINCI DANISMAN
Dr. Ogr. Uyesi Bekir OGUZ

VAN-2019
Bu aragtirma Van Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Baskanlig

tarafindan TYL-2018-7273 nolu proje olarak desteklenmistir.



KABUL VE ONAY

Van Yiiziinct Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi
Anabilim Dali'nda Hemsire Salim ILKAYA tarafindan hazirlanan “Anaplasmosisli
Kegilerde Eritrosit Membram Lipit ve Protein Oksidasyonu ile Na'/K*ATPaz

Aktivitesinin Arastirilmas:” adli tez calismasi agagidaki jiiri tarafindan YUKSEK
LISANS olarak OY BIRLIGH ile kabul edilmistir.

Tez Savunma Tarihi: 09 / 07/ 2019

Jiirl Bagkani

Dr. Ogr. Uyesi Kivang IRAK

Siirt Universitei

Jiri Uyesi Jiiri Uyesi

Tez hakkinda alinan juri karari, Van Yiizinci Yil Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisti Yonetim Kurulu tarafindan onaylanmustir.
B i T

L e 2

iProf, Dr. Semiha DEDE
T PRy
Saghlg'\l?g;islim‘feri ‘-I%n.sfij;l‘frsii Miidiiri



ETiK BEYAN

T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERIi ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Yiiksek Lisans tezi olarak hazirlayip sundugum “Anaplasmosisli Kecilerde
Eritrosit Membran1 Lipit ve Protein Oksidasyonu ile Na’/K'ATPaz Aktivitesinin
Arastirilmast” baglikli tezim; bilimsel ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan
yazilmistir. Tezimin fikir/hipotezi tiimiiyle tez danigsmanim ve bana aittir. Tezde yer alan
deneysel c¢aligma/aragtirma tarafimdan yapilmis olup, tiim ciimleler, yorumlar bana
aittir. Bu tezdeki biitiin bilgiler akademik kurallara ve etik ilkelere uygun olarak
hazirlanip, bu kural ve ilkeler geregi, calismada bana ait olmayan tiim veri, diisiince ve

sonuglara atif yapilmis ve kaynak gosterilmistir.
Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.
Ogrencinin Ad1 Soyadi: Salim ILKAYA

Tarih: 28/ 06/ 2019



TESEKKUR

Tez calismam sirasinda yol gosteren ve tezin yapilmasinda biiyilik katkilar1 olan
Danisman Hocam Sayin Prof. Dr. Yeter DEGER'e ve ikinci damigmanim Dr. Ogr. Uyesi
Bekir OGUZ’a Biyokimya Anabilim Dali Baskani1 Saymn Prof. Dr. Nihat MERT’e,
Anabilim Dali’mizin degerli 6gretim iiyeleri Sayin Prof. Dr. Prof. Dr. Semiha DEDE’ye
ve Prof. Dr. Handan MERT e, laboratuar asamasindaki yardimlarindan dolay1 Dr. Ogr.
Uyesi Ugur OZDEK’e, ¢alismama maddi destek veren Yiiziincii Yil Universitesi
Bilimsel Arastirma Proje Bagkanligi’na ve beni bu giinlere getiren aileme tesekkiirlerimi

sunarim.

Salim ILKAYA



OZET

flkaya S. Anaplasmosisli Kecilerde Eritrosit Membram Lipit ve Protein Oksidasyonu ile
Na*/K*ATPaz Aktivitesinin Arastirilmasi. Van Yiiziincii Yil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Veterinerlik Fakiiltesi, Biyokimya Ana Bilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Bu ¢alisma,
kegilerde anaplasmosisin eritrosit membrant malondialdehit (MDA), ileri oksidasyon protein iirlinleri
(AOPP), Na'/K'ATPaz, hematolojik ve biyokimyasal parametreler iizerindeki etkisini degerlendirmek
igin yapildi. Antikoagiilantli kan 6rneklerinde hematolojik parametreler kansayim cihazinda ve serum
orneklerinde biyokimyasal parametreler modiiler oto analizér cihazinda ticari kit kullanilarak olgiildii.
Eritrosit membraninda MDA ve AOPP diizeyleri spektrofotometrik metotlar ile spektrofotometre
cihazinda, Na" /K'ATPaz aktivitesi ise ticari kiti kullanilarak ELISA cihazinda 6l¢iildii. Hematolojik
analiz sonuglari, anaplasmosis ile enfekte kegilerde RBC, Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC degerlerinde
belirgin bir azalma, WBC degerinde ise artis oldugu ortaya koydu. Biyokimyasal analiz sonuglari,
anaplasmosis ile enfekte kecilerde, AST, ALT, GGT aktivitelerinin ve globulin, totalbilirubin, direkt
bilirubin, trigliserit ve demir seviyelerinde belirgin bir artis oldugunu, total protein, albumin, total
kolesterol ve TDBK seviyelerinde ise 6nemli bir azalma oldugunu ortaya koydu. Anaplasmosisli
kegilerde eritrosit membranti MDA ve AOPP seviyelerinin 6nem gosterecek sekilde artarken,
Na'/K'ATPaz aktivesinin azaldigi belirlendi. Elde edilen sonuglar, hematolojik ve biyokimyasal
parametrelerde Onemli degisiklikler oldugunu, aneminin ve oksidatif stresin ruminantlarda
anaplasmosisin ortak bir komplikasyonu oldugunu, ayrica MDA, AOPP diizeylerinin ve Na'/K 'ATPaz
aktivitesinin  belirlenmesinin  hastaligin  prognozunun takip edilmesinde faydali olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Anaplasmosis, AOPP, ke¢i, MDA, Na'/K"ATPaz



ABSTRACT

flkaya S. The Investigation of Erythrocyte Membrane Lipid and Protein Oxidation with
Na'/K'ATPase Activity In Goats Anaplasmosis. Van Yiiziincii Yil University, Institute of Health
Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, Master Thesis, Van, 2019.
This study was carried out to evaluate the effect of anaplasmosis on erythrocyte membrane
malondialdehyde (MDA), advanced oxidation protein products (AOPP), Na'/K"ATPase, hematological
and biochemical parameters in goats. Hematological parameters in anticoagulant blood samples on blood
cell counter and biochemical parameters in serum on modular auto analyzer were measured using
commercial kit. In addition, MDA and AOPP levels were determined in spectrophotometre by
spectrophotometric methods and Na'/K'ATPase activity was determined in ELISA by using commercial
ELISA kit in erythrocyte membrane. Results of hematological analysis revealed that anaplasmosis-
infected goats, RBC, Hb, Hct, MCV, MCH and MCHC values were decreased significantly, but WBC
value was increased significantly. Results of biochemical analysis revealed that anaplasmosis-infected
goats, AST, ALT, GGT activities and globulin, total bilirubin, direct bilirubin, triglyceride and iron levels
increased significantly, total protein, albumin and total cholesterol and TIBC levels decreased
significantly. It was found that erythrocyte membrane MDA and AOPP levels increased significantly,
while Na'/K"ATPase activity decreased in goats with anaplasmosis. The results show that there are
significant changes in hematological and biochemical parameters, anemia and oxidative stres are common
complication of anaplasmosis in ruminants, as well as determination of MDA, AOPP levels and
Na'/K"ATPase activity may be useful in monitoring the prognosis of the disease.

Keywords: Anaplasmosis, AOPP, goat, MDA, Na'/K*ATPase



ICINDEKILER

Kabul ve Onay......c.coiiiiiiii e 1T
Etik Beyan. ... ..o I
TSI, ..o e v
OZEt. e, \%
ADSTTACT. ..o VI
TCINACKIIET. . ...t A
Simgeler ve Kisaltmalar................ooi i, IX
NTS S 1S O B T e DU X
Tablolar LiSteSi. . .ueintii ittt e e XI
L GRS . 1
2. GENEL BILGILER..........oiuiiiiiii e 2
2.1, ANAPIASINIOSIS. .. vt entte ettt ettt e e e 2
2 B B (15 20) 10 F PR 2
2.1.2. Hastalik etkeninin yagam dOonguisti...........c.ovvveiiiniinnieinennnnn... 3

B B T 1 (0] 1S 1 3
2.1.4. Klinik belirtiler. ... ..o, 4
2.1.5. Etiyoloji Ve ay1riCt tant.........c.ovueeiiiiiiiieit e 5
2.1.6. Tedavi ve KOTUNMA .......coviiiiii i, 5
2.2. Biyokimyasal Parametreler..................oooiiiiiiiiiiii 6
2.3. Hematolojik Parametreler...............oooiiiiiiiiiiii e, 7
2.4, BrtroSTtIeT. . ..ot 7
2.4.1. Eritrosit membrani..........co.eeuiiuiiniiitii i 8
2.4.2. Eritrosit membran lipidleri................ccooiiiii 9
2.4.3. Eritrosit membran proteinleri................oooviiiiiiiiiiii i 9
244 Na /KT ATPAZ. ...t e 10
2.5. Antioksidan SiStem........c.oiiuiiiii i e 10
2.5.1. Protein oksidasyonu..........c.vviuiiiiieiiiiii i e 11



2.5.2. Lipid peroksidasyonu...........ccevviieiiiiiiiniiiiiieieeeeeeiieeeinnn
3.GEREC VE YONTEM.......iiuiiiiiiiii e
R I B € S 1< T RPN
3.1.1. Calisma materyali........ooviiiiiiii i
3.2 YOMIEIM. .ottt e
3.2.1. Hastalarin degerlendirilmesi.............cooeieiiiiiiiiiii e,
3.2.2. Kan 6rneklerinin alinmasi.......... ..o
3.3. Parazitolojik Analiz ...
3.4. Hematolojik Analiz.............ooiiiiiiiii e,
3.5. Biyokimyasal Analiz ..........coooiiiiiiiiiiiii e
3.6. Eritrosit Membraninin Elde Edilmesi.................c.oooiiiiiiiiinnn.
3.6.1. Eritrosit membraninda MDA analizi............ccccceveiiniinenneneennn
3.6.2. Eritrosit membraninda AOPP analizi.....................ooooiina.
3.6.3. Eritrosit membraninda Na’/K'ATPaz analizi............................
3.6.4. Eritrosit membraninda protein tayini.............c.coeeeiieiieiiiannn...
3.7. Istatistik ANAZ..........oo.iiiiiie e,

4.
BULGULAR. ..o

5. TARTISMA VE SONUC. ... .oee e oot
KAYNAKLAR ..o,

Ek 1. Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Karar Formu .......................... ..
Ek 2. Tez Orjinallik Raporu..........oooiiiiiiiiiii e

12
13
13
13
13
13
13
14
14
14
14
15
17
19
21
21
22



SIMGELER VE KISALTMALAR

HCO : Bikarbonat

SOD : Siiperoksit dismutaz

CAT : Katalaz

GPX : Glutatyon peroksidaz

GR : Glutatyon rediiktaz

GST : Glutatyon S-transferaz

G6PD : Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz
PCO : Protein karbonil

P-SH : Protein tiyol

NT : Nitrotirozin

AOPP : Ileri oksidasyon protein iiriinleri
PUFA : Coklu doymamis yag asitleri
HNE : 4-Hidroksinonenal

SDS : Sodyum dodesil siilfat

TBA : Tiyobarbitiirik asit

TCA : Triklor asetik asit

KI : Potasyum iyodiir

PBS : Phosphate buffered saline
Na,HPO, : Disodyum hidrojen fosfat
KH;PO, : Potasyum di-hidrojen fosfat
MDA : Malondialdehit

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain reaction)
RLB : Reverse line blotting

NPP : Yeni alim yolaklar1 (new permeation pathways)



SEKILLER LISTESI

Sekil 1. Eritrosit membraninin yapist...........ooueiuiiiiiiiiiiiiiii i
Sekil 2. MDA standart grafigi.........ccoovuiiiiiiiiiiiii e
Sekil 3. AOPP standart grafigi...........cooviiiiiiiiii e
Sekil 4. N"/K"ATPaz standart grafigi.............coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e,
Sekil 5. Kan frotilerinde Anaplasma tiirlerinin eritrosit i¢indeki goriiniimd.........

Sekil 6. Anaplasma tiirleri yoniinden seropozitif ve seronegatif kan serumlarinin

ELISA pleytindeki gOoriniimil. ........o.vvutiiniititiit it e enaen
Sekil 7. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrant MDA diizeyi .....

Sekil 8. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrani AOPP diizeyi ....
Sekil 9. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrant N'/K"ATPaz

B B ATA L (<13 AN

10

17
19
20
22

23
26

27



TABLO LiSTESI

Tablo 1. Saglikli ve anaplasmosisli kecilerde hematolojik parametreler ............ 24

Tablo 2. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde biyokimyasal parametreler ......... 25

Tablo 3. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membran1t MDA, AOPP
diizeyleri ve Na"/K ATPaz aktivitesi........oveviiiriniiiraiiereiieeieeeene e 26

11



1.GIRIS

Anaplasma tiirlerinin meydana getirdigi anaplasmosis, beslenme kosullarmin
yetersiz oldugu tropik ve subtropik iklim boélgelerinde et, yapagi ve siit liretiminde
belirgin kayiplara sebep olan enfeksiydoz bir hastaliktir. Anaplasma etkenleri
konakgilarin eritrositlerinin i¢ine ve g¢eperine yakin yerlesim gosteren, 0.3-1 mikron
biiyiikliikte nokta seklinde sitoplazmasiz organizmalardir. Koyun ve kegi anaplasmosisi
genellikle Anaplasma ovis ve A. phagocytophilum ile iligkilendirilir ve bu hastalik
cesitli kene tiirleri (Boophilus spp., Rhipicephalus spp., Hyalomma spp., Ixodes spp. ve
Dermocentor spp.) ile biyolojik olarak, bazi diptera (Tabanid spp., Stomoxys spp. ve

Melophagus ovinus) tiirleri ile mekanik yolla nakledilir.

Bu hastaligin Diinya’daki durumuna bakildiginda Amerika, Afrika, Avusturalya,
Uzak Dogu ve Akdeniz iilkelerini de icine alan tropik ve subtropik iklim bolgelerinde
endemik oldugu goriilmektedir. Hastaligin klinik belirtileri, enfekte hayvanin genel
durumuna, irkina ve yasina bagl olarak degisir. Koyun ve kecilerde akut anaplasmosis
genel depresyon, uyusukluk ve 40-41°C ates ile baglamakta, siit veriminde hizla diisiis

ile birlikte, kilo kaybu, ilerleyen anemi, dehidrasyon ve sarilik ile ortaya ¢ikmaktadir.

Anaplasmosiste hem hiicresel hem de humoral bagisiklik meydana gelmektedir.
Hayvanlar hastaliga karsi uzun siire bagisiklik kazandigi i¢in hastaligin tedavisi giigtiir.

Bagisiklik daha ¢ok pretiminisyona bagl gelismektedir.

Paraziter enfeksiyonlarin patogenezinde reaktif oksijen tiirlerinin etkisi son
yillarda aktif bir arastirma alani olmustur. Ek olarak, mikroorganizmalar1 6ldiiren
hiicresel savunmanin mekanizmalar1 da yogun arastirmalara konu olmustur. Aslinda,
anaplasmosisin oksidatif belirte¢ler ve antioksidanlar iizerindeki etkilerini belirleyen
bazi calismalar vardir, ancak Anaplasma tiirleri ile enfekte olmus kecilerde eritrosit
membrani lipit perokoksidasyonu (MDA), ileri oksidasyon protein {iriinleri (AOPP) ve
Na+/K+ATPaz ile ilgili bir rapor bulunamamistir. Bu ¢alisma kegilerde anaplasmosisin
eritrosit membrant MDA, AOPP, Nat+/K+ATPaz, hematolojik ve biyokimyasal

parametreler lizerindeki etkisini degerlendirmek icin yapildu.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Anaplasmosis

Anaplasmosis, anaplasma soyuna bagh cesitli tilirlerin neden oldugu, tropik ve
subtropik bolgelerde yabani ve evcil hayvanlarda yaygin olarak goriilen enfeksiyonel

bir hastaliktir.

Anaplasma tiirleri zorunlu hiicre i¢i parazitleridir. Anaplasma tiirleri
konaklarinda farkli hiicreleri enfekte ederler. A. marginale, A. centrale ve A. Ovis
ruminantlarin  eritrositlerinde parazitofor vakuol iginde, 4. platys kopeklerin
trombositlerine, A. phagocytophilum ise insan ve evcil hayvanlarin nétrofil veya

eozonofillerinin sitoplazmasi igerisine yerlesir (Dumler, 2005; Ekici, 2016).

Son yillarda 4. marginale, A. ovis ve A. phagocytophilum gibi tiirlerin dnemi
artmistir.  Ciftlik hayvanlarinda ve insanlarda bu etkenlerin patojenik aktiviteleri
birbirleri ile benzerlik gostermektedir. Diinyada yaygin olarak bulunan Ixodes,
Dermacentor, Rhipicephalus, Haemaphysalis, Hyalomma, Ornithodoros ve Amblyomma
cinslerine ait kene tiirleri Anaplasma tiirlerinin naklinde rol oynamaktadir (Dumanli ve

ark., 2012; Oter ve ark., 2016).

Anaplasmosis, Diinya'da bir¢ok tlilkede koyun ve kegi yetistiriciligi yapilan, daha
cok bakim ve besleme kosullarinin yetersiz oldugu tropik ve subtropik bolgelerde et,
yapag1 ve siit iiretiminde belirgin kayiplara sebep olan bir hastalik olarak 6nemini

korumaktadir (Rymaszewska ve Grenda, 2008; Saki ve Ozer, 2010).
2.1.1. Morfoloji

Anaplasma tilirleri omurgali konak hiicrelerinde membranla ¢evrilmis
intrasitoplazmik bir vakuol i¢inde gelisirler. Eritrositlerde bulunan tiirler (4. marginale,
A. centrale, A. ovis) kiiglik ve koyu bir nokta seklinde goriiniirken; graniilosit (A.

phagocytophilum, A. bovis) ve trombositlerde (4. playts) bulunan tiirler ¢cok sayida



bireysel organizma igeren yogun veya gevsek yapili inkliizyonlar seklinde goriiniirler

(Ekici, 2016).

Enfekte hiicrelerde birden fazla inkliizyon bulunabilir. Bu inkliizyonlar dut
benzeri goriiniimlerinden dolayr “morula” olarak da adlandirilirlar. inkliizyon
cisimlerini olusturan bireysel organizmalar pleomorfik, yuvarlak veya oval yapida, 0.3-
0.4 mikron capindadir. Inkliizyonlarm cap1 ise 4.0-6.0 mikrona kadar ¢ikabilir.

Romanowsky metotlariyla mavimsi pembe renge boyanirlar (Dumler ve ark., 2005).
2.1.2. Hastalik etkeninin yasam dongiisii

Anaplasma tiirlerinin yasam siklusu, vektor kene tiirii ve konak omurgali hayvan
arasinda geg¢mektedir. Keneler ile biyolojik olarak nakledilirken, sinek sokmasi
(Melophagus ovinus, Tabanus ve Psorophora cinsindeki sinekler) ve kontamine cerrahi
aletler de mekanik olarak bulasabilir. Anaplasma ovis’in esas biyolojik vektorleri
Dermacentor ve Rhipicephalus soyunda bulunan kene tiirleri olup, Anaplasma
phagocytophilum ise Amerika’da Ixodes ricinus ile transstadial olarak tasimmakta ve

bulastiriimaktadir (Alessandra ve Caracappa, 2012).

Vektor kene tiirleri Anaplasma etkenlerini transovarial (yumurtadan kenenin yeni
nesillerine) nakilden daha c¢ok transstadial (larvadan nimfe, nimfden ergine) olarak
nakletmektedir. Vektor kene tiirleri, enfekte konak iizerinde beslenirken, kan ile birlikte
alinan etkenler ilk olarak kenenin barsak epitel hiicrelerine girmekte ve burada birinci
tireme donemi gecmektedir (Alessandra ve Caracappa, 2012). Daha sonra etkenler
kenenin tiikriik bezindeki epitel hiicrelerine girerek, ikinci bir tireme donemi gecirmekte
ve vektor kene konak hayvandan (koyun ve keci gibi) beslenmek i¢in kan emerken,
tikiiriik bezi salgisi icinde omurgali konaga Anaplasma etkenleri verilmekte ve boylece

anaplasmosise neden olmaktadir (Taylor ve ark., 2007; Rar ve Golovljova, 2011).

Omurgali konakta A. ovis eritrositlerde parazitlenirken, A. Phagocytophilum
notrofil, eozinofil ve monositlerde bulunmakta, koyun ve kecilerde parazitemi en
yiiksek diizeye ulastiginda, graniilositlerin % 90'indan fazlasim1 enfekte edebilmektedir

(Woldehiwet, 2010).

2.1.3. Patojenite



Anaplasmosiste patolojik belirtiler, kaseksi ve 6liim ile sonuglanan ilerleyici
hemolitik anemi seklinde ortaya ¢ikmaktadir. 4. ovis ile enfekte kegilerde hematokrit,
eritrosit ve hemoglobin konsantrasyonlarinin enfekte olmayan kegilere gore belirgin bir

sekilde azaldig1 goriilmektedir (Dumler, 2005).

Anaplasmosiste meydana gelen anemi parazitli eritrositlerin ekstravaskiiler
yikimindan kaynaklanmakta ve dalak ile kemik iligindeki eritrositlerde fagositosis de
goriilebilmektedir. A. ovis enfeksiyonlarinda anemi siddetli seyretmekte ve eritrositlerin
% 60- 65 kayb1 ile sonuglanmaktadir. Bu durumun parazitli eritrositler yaninda parazitli
olmayan eritrositlerin de bagisiklik kaynakli yikimidan (fagositosis  gibi)

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Ahmadi-hamedani ve ark., 2012).

Diger yandan, koyunlarda anaplasmosis genellikle hafif seyreden bir enfeksiyon
olmakla  birlikte, predispoze faktorlerin latent enfeksiyonlar1 akut hale
doniistiirebilecegi, bu durumda da klinik tablonun kotiilesebilecegi kaydedilmistir
(Hornok ve ark., 2007). Yine A. phagocytophilum ile enfekte koyunlarda erken
lenfositopeni ortaya c¢ikmakta, bunu uzamis nodtropeni ve trombositopeniye bagli
siddetli 16kopeni tablosu izlemektedir (Dumler ve ark., 2001). Bu durumda enfekte
koyunlarda, atesli donem ve bakteriyemi siiresince kandaki notrofillerin sayisi belirgin
olarak azalmakta ve bu azalma bakteriyemi sonrasi bir siire daha devam etmektedir

(Woldehiwet, 2010).

A. phagocytophilum, A.ovis, 0.14-0.20 mikron biiyiikliigiinde olup, sadece
eritrositlerde parazitofor vakuol i¢cinde yer almaktadir (Talat ve ark., 2005). Anaplasma
tiirleri morfolojik olarak birbirlerinden ayirt edilememekte, ancak parazitin eritrosit
icinde kenar ya da merkezde yerlesmesi, ayiricit bir 6zellik olarak kabul edilmektedir

(Woldehiwet, 2010).
2.1.4. Klinik belirtiler

Anaplasmosiste hastaligin siddeti koyun ve kegilerin yaslari ile ters orantilidir.
Oglak ve kuzularda enfeksiyon hafif seyirli ve 6liim orani1 da ¢ok diisiiktiir. Bir yasina
kadarki donemde ise, hastalik daha siddetli seyretmekte ancak, bu hayvanlarin ¢ogu

iyilesmektedir. Erginlerde ise agir bir enfeksiyon tablosu ortaya cikmakta, siddetli



anemi sonucu Olim oranmin % 50'ye kadar ¢ikabildigi goriilmektedir (Alessandra ve

Caracappa, 2012).

Anaplasmosis koyun ve kegilerde daha ¢cok hemolitik anemi ile seyretmektedir.
Koyunlarda enfeksiyon genellikle subklinik seyirli iken, kecilerde daha patojen bir seyir
gosterdigi belirtilmistir (Stuen ve Longbottom, 2011; Ahmadi-hamedani ve ark., 2012).
Kegilerde akut enfeksiyon esnasinda; depresyon, halsizlik, zayiflama, ates, ilerleyici
anemi ve siit veriminde azalma goriildiigii bildirilmistir (Rymaszewska ve Grenda,

2008).

Anaplasmosiste eritrofagositosisden dolay1 hemoglobinuri goriilmezken, yaygin
hemolitik anemi dikkati cekmektedir. 4. ovis enfeksiyonlari, kecilerde koyunlardan daha
siddetli seyretmektedir (Stuen ve Longbottom, 2011; Ahmadi-hamedani ve ark., 2012).
Hastalik genel depresyon, uyusukluk ve 40-41°C ates ile baglamakta, siit veriminde hizli
diisiis ile birlikte, kilo kaybi, ilerleyen anemi, dehidrasyon ve sarilik ortaya ¢ikmaktadir.
Hastaliktan etkilenen hayvanlar hareket ettirildiklerinde hipoksi sebebi ile 6lmektedirler.
Iyilesen hayvanlar hayatlari boyunca tasiyici olarak kalmakta ve hastaligin endemik

oldugu bolgelerde 6nemli kayiplara neden olmaktadir (Alessandra ve Caracappa, 2012).
2.1.5. Etiyoloji ve ayirici tam

Endemik boélgelerde hemoglobinuri belirtisi gdstermeyen kronik anemili ve
kasektik hayvanlar anaplasmosisten siiphe ettirir. Bu hastalikta sarilik 6nemli bir belirti
olup, Giemsa boyali siirme kan frotilerinde anaplasma inkluzyonlarinin goriilmesi
teshisi kuvvetlendirmektedir. Teshis amaciyla, bazi serolojik testler ve ozellikle son
yillarda PCR ve RLB gibi molekiiler yontemler de kullanilmaktadir. Anaplasmosis,
basta leptospirosis ve theileriosis olmak lizere anemi ve sarilikla seyreden antraks,
hemorajik septisemi, akut trypanosomiasis ve akut babesiosis gibi hastaliklarla

karigtirilabilmektedir (Alessandra ve Caracappa, 2012).
2.1.6. Tedavi ve Korunma

Anaplasmosisin etiyolojik tedavisinde ve akut enfeksiyonlarda tetrasiklinler en

etkili ila¢ segenekleridir. Bu ilaglar 6zellikle klinik semptomlarin tam olarak ortaya



cikmadigi, enfeksiyonun baslangic asamasinda kullanildiklarinda yiiksek diizeyde etkili
olmaktadirlar (Ekici, 2016).

Tedavi amaci ile oksitetrasiklin 5-10 mg i.m. veya i.v. ve klortetrasiklin 1.5
mg/kg p.o. yolla kullanilmaktadir. Diger taraftan babesisosis tedavisinde kullanilan
imidocarb dipropionatin da 1.2-2.4 mg/kg dozda kullanildiginda Anaplasma
enfeksiyonlarinda etkili oldugu bulunmustur. Enfeksiyonun destekleyici tedavisinde
hipoksiye kars1 kan nakli yapilmasi, dehidrasyona karsi sivi tedavisi uygulanmasi ve
hayvanlarin temiz ve havadar bir yerde barmdirilmas: Onerilmektedir (Eren ve

Karageng, 2010).

Enfeksiyonun korunma ve kontroliindeki ana strateji, koyun ve kegilerde kene
enfestasyonlarinin  azaltilmasina dayandirilmalidir.  Ozellikle sentetik pretroidler
kullanilarak diizenli kene miicadelesi yapilmasi ile koyun ve Ozellikle yavru
kayiplarinin ~ Oniine  gecilebilmektedir. Bununla birlikte hayvanlarin otlaklara
cikarilmadan once profilaksi amaciyla uzun etkili tetrasiklin antibiyotik kullanimi da

koruma saglayabilmektedir (Woldehiwet, 2010; Stuen ve Longbottom, 2011).
2.2. Biyokimyasal Parametreler

Biyokimyasal parametreler, hastaligin tanisinda ve seyrinde, uygun bir tedavi
seklinin belirlenmesinde uygulanan tedaviye cevabin veya komplikasyonun takibinde
kullanilir. Bu amagcla kullanilan biyolojik molekiiller genellikle dort grupta incelenir.
Bunlar; metabolik aktivite sonucu olusan molekiiller (iire kreatinin, glikoz, bilirubin,
kolesterol vb.), enzimler (ALT, AST, GGT, CK, CK-MB vb.), mineral iyonlar ve gazlar
(Na*, K*, Ca™, CO,, vb.), vitaminler (vitamin A, C, D, folik asit vb.), hormonlar (T3, T4,
TSH vb.) ve digerleri. Metabolik aktivite sonucu olusan molekiillerin analizi;
metabolizmanin aktivitesi hakkinda bilgi verir. Bunlarin konsantrasyonu serum veya
plazmanin g/dL yada g/L diizeyindedir. Bu analizler klinik biyokimyasal analizlerin
yaklagik % 60’1n1 olusturur. Enzimler; normal olarak hiicre i¢i protein moklekiilii olan
enzimlerin kanda yiiksek diizeyleri genel olarak hiicre yikimini ifade eder. Bu analizler
tim klinik biyokimyasal analizlerin yaklasik % 30’unu olusturur. Mineral iyonlar ve
gazlar; viicut sivilar1 ve dokularmin ozmotik basmcindan ve asit baz dengesinden

sorumlu molekiillerdir. Vitaminler ve hormonlar; viicut sivilarinda ve dokularinda az



miktarda bulunan molekiillerdir, ancak iistlendikleri gorev son derece Onemlidir.
Mineral iyonlar ve gazlarla birlikte klinik biyokimyasal analizlerin % 10’unu
olustururlar (Karagiil ve ark., 2000; Mehmetoglu, 2002).

2.3. Hematolojik Parametreler

Kan, biitiin canlilarda damar sistemi i¢inde dolasan biyolojik bir sividr. Kanin
organizmada tagima, diizenleme, savunma ve korunma islevleri vardir. Kan hiicresel
elementler (eritrositler, 16kositler ve trombositler) ve sivi kisimdan (plazma veya serum)

olusur. Kanin siv1 kisminda su, organik ve inorganik maddeler yer alir (Y1lmaz, 1984).

Hematolojik tahliller, genel saglik durumunu belirlemek i¢in; anemi, enfeksiyon,
inflamasyon gibi kan hiicrelerini etkileyen cesitli hastalik ve durumlari taramak, teshis
etmek veya izlemek icin yapilir. Bu testler hemogram, sedimentasyon ve koagulasyon
gibi testlerden olusur. Kan sayim1 (hemogram); kirmizi kan hiicrelerinin (RBC, Hb, Het,
MCV, MCH, MCHC), beyaz kan hiicrelerinin (WBC sayis1) ve trombositlerin
degerlendirilmesidir (Y1lmaz, 1984).

2.4. Eritrositler

Memelilerin kanindaki eritrositler ¢ekirdeksiz ve hareketsiz hiicrelerdir.
Eritrositler 4-9 um ¢aplari olan bikonkav diskler seklindedir. Kegi eritrositleri ise, ¢ok
kiiciik olduklarindan bikonkavite azdir. Bikonkav seklinde olmalari; biiyiik yiizey
alant/hacim orani, minimum difiizyon mesafesi ve ozmotik degisikliklere dayanma
kapasitesi saglar. Dar yerlerden gegerken esnek yapisi avantaj olusturur. Memeli
eritrositlerinde c¢ekirdek ve diger organeller yoktur. Bunun sonucu, bdliinme ve
mitokondrial ATP olusumu gozlemlenmez. Degisken sicak kanli hayvanlarin ve

kanathilarin eritrositleri elips seklinde olup ¢ekirdeklidirler (Cicha ve ark., 2001).

Eritrositlerde subselliiler organeller bulunmadigindan niikleik asit ve protein
sentezleri gergeklesmez, lipid metabolizmasi ise smirhdir. ADP, ATP ve NADP®

eritrositlerin 6nemli yapitaslaridir (Shin ve ark., 2004)

Eritrositler hemoglobinin yapisindaki Fe™ formunun korunmasi, iyon dengesinin
saglanmasi, hemin ve diger proteinlerin yapisinda bulunan tiyol gruplarinin

oksidasyonunun engellenmesi, eritrosit membranin biitiinliigiiniin saglanmasi i¢in



enerjiye ihtiya¢c duyar. Gerekli enerji glukozun anaerobik glikoliz ve pentoz fosfat

yolunda yikilimi ile karsilanir (Halliwell ve Gutteridge, 2001; Shin ve ark., 2004).
2.4.1. Eritrosit membram

Ister prokaryotik ister dkaryotik olsun tiim hiicreler, hiicreyi sinirlayan ve hiicre
icerigini ¢evre dokudan ayiran bir plazma membrani tarafindan sarilmistir. Molekiillerin
gecisinde segici bir bariyer olan plazma membrani, spesifik molekiillerin hiicre ici veya
disina hareketini  diizenleyerek sitoplazmanin kompozisyonunu belirler. Ayrica
membranin yapisindaki bazi proteinler hiicreler arasi etkilesimleri kontrol etme ve

hiicreye gelen ¢evresel sinyalleri alma fonksiyonlarini yiiriitiir (Yenerel, 2004).

Eritrosit membram hiicre i¢i ile hiicre dis1 arasinda iyon dengesini saglayarak
pH’1n sabit diizeyde tutulmasi, organik fosfatlar ve indirgenler gibi hayati 6nem tasiyan
bilesiklerin korunmasi ve metabolik atiklarin organizmadan uzaklastirilmasi gibi dnemli
gorevleri yerine getirir (Patrick ve ark., 2004). Bununla birlikte glikoliz enzimleri

inaktive ederek eritrosit metabolizmasini diizenler (Sikorski ve ark., 2000).

Tiim biyolojik membranlar lipid ve protein molekiilleri igerirler. Genel yapi, ince
bir lipid tabakasi (¢ift tabakali) ve lipid tabakasi i¢gne gdomiilmiis protein molekiilleri.
Lipid-protein orani membranlara gore degiskenlik gosterir. Lipidler membranin esas
yapisal unsurlaridir. Eritrosit membraninda intraselliiler ve ekstraselliiler iyon dengesini
saglayan pompa sistemleri bulunur; bu pompa sistemleri, Na”/K*ATPaz ve Ca”?ATPaz

gibi enzimler gorev alir (Yenerel, 2004).
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2.4.2. Eritrosit membran lipidleri

Biyolojik membranlarin {i¢ major lipid komponenti, fosfolipitler, glikolipitler ve
kolesteroldiir. Memeli hiicrelerinin plazma membraninda fazla miktarda bulunan
fosfolipitler; fosfatidilkolin, sfingomiyelin, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamindir.
Fosfolipitler membrana hareketlilik ve esneklik kazandirirlar. Ayn1 zamanda madde
gecisini kontrol ederler. Glikolipitler yapilar1 geregi hiicre ylizeyinde koruyucu bir
tabaka olustururlar. Hiicre- hiicre etkilesimlerinde ve hiicreler arasi tanimada rol
oynarlar. Hayvan hiicrelerinde kolesterol lipit c¢ift tabakada fosfolipit molekiilleri
arasma yerlesmistir. Kolesterol, membranlarda en sik raslanan steroldiir. Plazma
membranindaki kolesteroliin tamami serbestir ve membraninin dis kisimlarina dogru bol
miktarda bulunur. Kolesteroliin membranlarda, membran akigskanligini diizenlemek,
stviligin1  belirlemek, dayaniklilik ve esnekligini arttirmak gibi gorevleri vardir

(Krachler ve ark., 2008).
2.4.3. Eritrosit membran proteinleri

Eritrosit membraninda kiiresel tanecikler seklindedir. 12 major ve yiizlerce
minor protein mevcuttur. Hiicre membraninda bulunan protein molekiilleri zar
ylizeyinde veya zara gomiilmiis halde bulunurlar. Eritrosit memnbran proteinleri;
integral proteinler ve periferal proteinler olmak iizere iki gruptur. Integral
proteinler, membranin ¢ift katmani boyunca asimetrik dagilim gdsterirler ve hiicre
zarinda bulunan lipitlerle baghdirlar. Hem hidrofilik hem de hidrofobik uglar1 vardir.
Cogunlukla globiiler yapidadirlar ve zarin her iki ylizeyine de uzanan uglara sahiptirler.
Hiicre zarinin yari-gegirgenliginde, hiicre zarindaki proteinlerin hareket etmesini
saglarlar. Immunoglobulin molekiilleri ve pek ¢ok hormon reseptdr molekiilleri integral
proteinlerdir. Periferal proteinler, iki kath lipid tabakasinin yiizeyinde yer alirlar, zar
ylizeyine, c¢ogu kez integral proteinlere iyonik baglarla tutunurlar. Membran
proteinlerinin tagima, enzimatik aktivite, sinyal iletimi, hiicreler aras1 baglanti, hiicrenin
antijenik ozelliklerinin saglanmasi, hiicre iskeleti ve dis matrikse baglanma gibi degisik

gorevleri vardir (Altintas, 2006).



2.4.4.Na'/K" ATPaz

Eritrosit iskeletini olusturan proteinlerin yaninda, eritrosit membrani enzim
yapisinda proteinler de icerir. Na’/K"ATPaz da bu proteinlerden birisidir (Fuller ve ark.,
2012). Na'/K'/ATPaz; tim memeli hiicrelerinin membranlarinda bulunan ve Na'/K"
pompasi veya Na’ pompasi olarak da isimlendirilen bir integral membran proteinidir.
Hiicre membraninin iki tarafi arasinda iyon dengesinin diizenlenmesi ve korunmasindan

sorumlu ana proteindir (Akbulut, 2008).

Na/K'ATPaz ile 3 tane Na' iyonu hiicre disina pompalanirken, buna karsilik 2
tane K iyonu hiicre igine alinir. Bu transport hiicre zarinda hem kimyasal hem de
elektriksel bir gradyan olusturur. Bu olay esnasinda bir ATP hidroliz edilir. Dinlenme
halindeki bir insanda kullanilan ATP’nin yaklagik olarak % 23’iiniin Na'/K'ATPaz
tarafindan tliketildigi tahmin edilmektedir (Nikolic ve ark., 2004).

2.5. Antioksidan Sistem

Serbest radikaller, orbitallerinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron
barindiran molekiillerdir. Serbest radikaller eslenmemis elektron bulundurmalarindan
dolayr diger maddelerle kolaylikla reaksiyona girerler. Serbest radikaller oksijen ve
nitrojen kaynakli olabilir. Oksijen kaynakli olanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
nitrojen kaynakli olanlar reaktif nitrojen tiirleri (RNS) olarak adlandirilir. ROS
organizmada hem endojen hem de eksojen kaynaklar tarafindan meydana getirilebilir

(Valko ve ark., 2007).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onleyen antioksidan savunma sistemleri vardir. Antioksidanlar serbest radikalleri
temizleyen ve hiicre hasarini engelleyen maddelerdir. Antioksidanlar enzimatik olan ve
olmayan olmak {lizere iki gruba ayrilir. Glutatyon, vitamin C, {irik asit, bilurubin,
albiimin veseruloplazmin enzimsel olmayan antioksidanlar arasinda sayilabilir.
Stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon
rediiktaz (GR), glutatyon S-transferaz (GST) ve glukoz 6- fosfat dehidrogenaz (G6PD)

enzimsel antioksidanlardir (Karabulut ve Giilay, 2016).
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Normal sartlar altinda antioksidanlar ile serbest radikaller denge halindedir.
Cesitli etkilere bagli olarak vucutta ROS miktarindaki artis veya antioksidanlarin
azalmasina bagl olarak oksidatif denge bozulur. ROS miktarindaki bu artig sonugcta,
hiicre membranlarinda hasar, hiicrede proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulma ve
DNA’da yapisal hasar meydana getirerek, hiicrede yapisal ve metabolik bozukluklara

neden olurlar (Aygiin, 2018).
2.5.1. Protein oksidasyonu

Oksidatif stres sonucunda olusan ROS hiicre membranindaki proteinler iizerinde
oksidatif hasara neden olurlar. Proteinlerin oksidatif hasardan etkilenme dereceleri
icerdikleri aminoasite baglidir. Doymamis bag ve siilfiir igeren amino asitleri igeren
proteinler ROS’dan daha kolay etkilenirler (Okur, 2008). Oksidatif stres sonucunda
protein yapilarda meydana gelen oksidatif modifikasyonlar, hiicre iskeletini olusturan
proteinlerde ve enzimlerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere yol agar (Kayali ve

ark., 2003; Zengin ve ark., 2017).

Protein oksidasyonu, proteinlerin ROS veya oksidatif stres lrtinleri ile kovalent
modifikasyonu sonucu meydana gelir. Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baglica
molekiiler mekanizmalar protein karbonil (PCO) olusumu ile karakterize edilen metal
katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybi, nitrotirozin (NT)
ve ileri oksidasyon protein {iriinleri (AOPP) olusumu olarak gerceklesir (Okur, 2008).

AOPP, ditirozin ¢apraz bagli, disiilfit kopriilii ve protein karbonil igeren protein
oksidasyon iriinleri olarak tanimlanir. AOPP proteinlerdeki kalic1 oksidatif hasarin

gostergesi olarak kullanilir (Kayali ve ark., 2003).

Yapilan bir ¢alismada, AOPP’nin, MDA’dan daha duyarli oksidatif stres belirteci
oldugu, AOPP diizeylerinin, protein oksidasyonunun gostergesi olan plazma ditirozin ve
ileri glikasyon son iiriinli olan pentozidin diizeyleri ile korelasyon gosterdigi, bununla
birlikte lipit peroksidasyon markir1 olan maddelerle korelasyon gostermedigi

belirtilmistir (Witko-Sarsat ve ark.,1996).
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2.5.2. Lipid peroksidasyonu

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Lipid peroksidasyonu enzim gerektirmeyen ve ileri sathalarinda yeni serbest radikal
olusumunu ve/veya ara lipid hidroperoksit iriinlerinin meydana gelmesi ile
karakterizedir. Lipit peroksidasyonunu, ROS’un biyolojik membranlarda bulunan
poliansatiire yag asitlerinde (PUFA) metilen karbon hidrojenine saldirisi ile baslar.
Olusan lipid radikali molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksil radikalini
meydana getirmek lizere degisime ugrar. Bu sekilde oksidan 6zellik kazanmis lipid
molekiili antioksidanlarin durumuna gore diger yag asitlerine etki ederek, lipid
hidroperoksitlerin olusumuna aracilik eder. Bu siire¢ sonunda malondialdehit (MDA), 4-
hidroksinonenal (HNE) gibi son derece toksik lipit peroksidasyon {iriinleri meydana

gelir (Okur, 2008).

Lipit peroksidasyonunun son iriinii olan MDA’nin, hiicre membranimin
gecirgenligini arttirdigl, membranlarin iyon aligverisine etki ederek hiicre i¢i iyon
dengesini bozdugu, enzim aktivitelerinin bozulmasina, DNA’nin yapisinda kirilmalara

ve baz degisimlerine neden oldugu belirtilmistir (Halliwell ve Gutteridge, 2001).
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3. GEREC VEYONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Calisma materyali

Bu calismanin materyalini Van Biiyiiksehir Belediyesi mezbahanesine getirilen
ortalama 1.5-2 yaslarinda Kil kegisi 1rk1 erkek kecilerden alinan kan 6rnekleri olusturdu.
91 kegiden alinan kan orneklerinin klinik ve parazitolojik olarak incelenmesi sonucu,
anaplasmosis tanisi konulan 35 adet ke¢i enfekte grup ve anaplasmosis teshisi

konulmayan 10 adet kegi saglikli grup olarak kullanilda.
3.2. Yontem
3.2.1. Hastalarin degerlendirilmesi

Bu calismada incelemeye tabi tutulan hayvanlar oncelikle klinik goériiniimleri
dikkate alinarak yiiksek ates, istahsizlik, kilo kaybi, uyusukluk ve sarilik gibi

semptomlar yoniiyle incelendi.
3.2.2. Kan orneklerinin alinmasi

Her bir hayvanin vena jugularisinden hem antikoaglulantli (EDTA) hemde
antikoagulantsiz tiiplere kan alindi. Ayrica her keginin kulak ucundan almman kan
orneginden siirme ince kan frotisi hazirlandi, daha sonra bu frotiler Giemsa yontemiyle
boyandi. Alinan EDTA’I kanda tam kan sayimi yapildi. Daha sonra bu kanlar 4000xg
+4°C’de 5 dk santrifuj edilerek plazmalar1 ayrildi ve geriye kalan eritrosit pelleti
eritrosit membran1 eldesi i¢in kullanildi. Elde edilen eritrosit membraninda MDA,

AOPP, Na'/K"ATPaz ve protein analizleri yapildi.

Antikoagulantsiz tiiplere alinan kanlar 2000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten
sonra serumlar1 ayrildi. Elde edilen bu serumlar anaplasma antikorlarinin tespiti icin
yapilan kompetetif ELISA (c-ELISA) testinde ve biyokimyasal parametrelerin
tespitinde kullanildi.
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3.3. Parazitolojik Analiz

Kan frotisinin hazirlanmasi ve boyanmasi: Kegilerin kulak ucundan alman

kandan ince yayma kan frotisi yapild.

Daha sonra bu frotiler giemsa boyama yapilarak x100 biiyilitmede 151k

mikroskobunda piroplasmik formlar yoniinden incelendi.

Competitive- ELISA testi: Calisma icin ticari kompetetif ELISA (c-ELISA) kiti
(Anaplasma antibody test kit, c-ELISA, no: 282- 2VMRD-USA) kullanildi. c-ELISA
testi, Uretici firmanin test prosediiriine gore yapildi. c-ELISA ydnteminin prensibi

antijen antikor reaksiyonuna dayanir.
3.4. Hematolojik Analiz

Hematolojik parametrelerinin 6l¢iimii: EDTA’D tiiplere alinan kan drneklerinde
alyuvar (RBC), hemoglobin (Hb), hematokrit (Hct), ortalama alyuvar hacmi (MCV),
ortalama alyuvar hemoglobini (MCH), ortalama alyuvar hemoglobin derisimi (MCHC)
ve akyuvar (WBC) parametrelerinin tayini, (Melet Schloesing MS4 Vet. Wasson MC-
1200. Sysmex K1000) kan sayim cihazinda yapildi.

3.5. Biyokimyasal Analiz

Biyokimyasal serum parametrelerinin dl¢limii: Total protein, albiimin, globulin,
total bilirubin, direkt bilirubin, trigliserit, kolesterol, total demir baglama kapasitesi
(TDBK) ve demir konsantrasyonlar1 ve aspartat aminotransferaz (AST), alanin
aminotransferaz (ALT), gama glutamintransferaz (GGT) aktivite tayinleri ticari kit

kullanilarak, modiiler oto analizor cihazinda (Roche, Almanya) yapildi.

3.6. Eritrosit Membraninin Elde Edilmesi

Eritrositlerden membran eldesi modifiye edilmis Kitao — Hattori metodu’na gore

yapild1 (Kitao ve Hattori, 1983).
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Ayrraclar:

0.1 N HCI: Bir miktar distile su uzerine 8.3 ml HCI ilave edildi ve son hacim

distile su ile 1 litreye tamamlandi.

0.08 M Tris: 10.114g Tris tartildi, bir miktar distile suda ¢oziildii ve son hacim

distile su ile 1 litreye tamamlanda.

5 mM Tris tamponu (pH = 7.4): Bir miktar distile su lizerine 26.56 ml 0.1 N HCI
cozeltisi ilave edildi, lizerine 31.25 ml 0.08 M tris ¢ozeltisi eklendi. 9.125g NaCl tartilip

cozeltiye ilave edildi. Son hacim distile su ile 1 litreye tamamlandi.

10 mMTris tamponu (pH = 7.4): Bir miktar distile su tizerine 0.1 N HCI
¢Ozeltisinden 42.5 ml, 0.08 M tris ¢ozeltisinden 50 ml eklendi. Son hacim distile su ile

800 ml'ye tamamlanda.
Deneyin yapihisi:

ETDA’Il kan 6rnekleri, 4000xg +4°C’de 5 dk santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi
plazmasi atildi1 ve geriye kalan eritrosit pelleti ayn1 miktarda 5 mM tris tamponuyla (pH
=7,4) ile li¢ kez siispanse edildi. Her silispansiyon 3000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilip,
sipernatant atildi. Yikama iglemi bittikten sonra eritrosit pelleti yaklagik alt1 hacim 10
mM Tris tamponuyla (pH =7.4) siispanse edildi. Siispanse numune +4°C’de 15 dk.
inkube edildi. Inkiibasyon sonrasi numune 11.000 rpm'de 70 dk. santrifiij edildi. Bu
sekilde eritrositler hemoliz edilmis oldu. Santrifiijj sonrasi numune siipernatanti
atildiktan sonra, yine esit hacimde ayn1 tampon ile muamele edilerek 11.000 rpm'de 70
dk. tekrar santrifiij edildi. Isleme gri beyaz membran elde edilinceye kadar devam
edildi. Elde edilen eritrosit membrani 1:1 oraninda 10 mM tris tamponu (pH = 7.4) ile

tekrar suspanse edilip -80°C’de saklandi.
3.6.1. Eritrosit membraninda MDA analizi
Prensip:

Ohkawa ve ark. (1979), metoduna gore, lipid peroksidasyon iiriinii olan,

MDA’nin, asit ortamda tiyobarbutiirik asit ile 1sitildiginda reaksiyona girerek pembe
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renkli bir kromojen olusturmasina dayanmaktadir. Bu renkli kompleksin 532 nm’de

verdigi absorbans ile MDA konsantrasyonu dogru orantilidir.
Ayrraclar:

% 8.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS): 8.1 g sodyum dodesil siilfat 100 ml distile

suda ¢oziildii.

%0.8 Tiyobarbitiirik asit (TBA) : 0.8 g TBA tartildi ve 100 ml distile suda

¢Ozuldi.
%20 Triklorasetik asit (TCA): 20 g TCA 100 ml distile suda ¢oziildii.
n-Biitanol/Pridin karisimi: 15/1 oraninda hacimce hazirlandi.

Stok standart 1.1.3.3-tetrametoksipropan c¢ozeltisi: 0.494 ml 1.1.3.3-
tetractoksipropan 100 ml metil alkolde ¢oziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozelti

hazirlandi.
Deneyin yapihisi:

100 pl membran siispansiyonu iizerine, 0.2 ml SDS ilave edilerek karistirildi.
Uzerine 1.5 ml TCA ve 1.5 ml TBA soliisyonu eklenerek 100°C’de su banyosunda 60 dk
bekletildi. 60 dk sonunda tlipler soguduktan sonra iizerlerine 5 ml n-biitanol/piridin
eklenip vorteksle karistirildi. 4000 devirde 10 dk santrifiij edildikten sonra, renkli {ist
tabakanin absorbansi 532 nm’de okundu. Kor olarak SDS kullanildi ve numune ile ayni

isleme tabi tutuldu.
MDA miktar tayininde kullanilan standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

20 mmol/L'lik stok standart ¢ozeltisinden, 6.6 ul alinarak, distile suyla 100
ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiden 10, 20, 40, 60, 80 ve 100 nmol/mL
konsantrasyonlarda calisma standartlar1 hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 100 pl alindi ve

numune ile ayni igleme tabi tutuldu.
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Sonuclarin hesaplanmasi:

Standart olarak 1.1.3.3-tetractoksipropan kullanilarak ¢izilen kalibrasyon
egrisinden MDA konsantrasyonu hesaplandi ve sonuglar nmol/g protein cinsinden ifade

edildi.

MDA Standart Grafigi
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Sekil 2. MDA standart grafigi.
3.6.2. Eritrosit membraninda AOPP analizi
Prensip:

AOPP olgtimii icin Witko-Sarsat ve ark. (1996), kullandigi yontem bazi
degisiklikler yapilarak uygulandi. Yontemin esasi; AOPP’ nin asidik ortamda, 340
nm’de maksimum absorbsiyon gdstermesini saglayan potasyum iyodiiriin varliginda,

spektofotometrik olarak dl¢iilmesine dayanir.
Ayrraclar:
Glasiyel asetik asit: % 96, v/v olacak sekilde hazirlandi.

20 mmol/L PBS (pH:7.4): Na,HPO.’den 5.796 gr, KH,PO,den 0.52 gr ve
NaCl’den 8.71 gr tartild1 ve distile su ile 1 litreye tamamlandi.
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1.16 mol/L potasyum iyodiir (KI): 9.628 g KI tartildi ve PBS (20 mmol/L,
pH:7.4) ile 1 litreye tamamland.

Stok standart Kloramin-T ¢ozeltisi: 22.77 mg Kloramin-T tartilarak bir miktar
distile suyla ¢oziildiikten sonra distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak, 100 pM’lik stok

standart ¢6zelti hazirlandi
Deneyin yapilisi:

10 mM PBS (pH: 7.4) ile 1:5 oraninda seyreltilen membran silispansiyonundan
200 ul alinarak mikroplate kuyucuklarina konuldu. Orneklerin iizerine 10 ul 1.16 M KI
¢ozeltisi eklendi. 2 dakika siire ile oda sicakliginda bekletildi. Tkinci dakikanin sonunda
iizerlerine 20 ul glasiyel asetik asit konuldu ve 340 nm’de absorbnslar1 okundu. Koér
olarak, 200 ul 10 mM PBS ¢ozeltisi (pH:7.4) kullanildi ve numune ile ayni isleme tabi
tutuldu.

AOPP miktar tayininde kullanilan standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi:

100 uM’lik ana stok kloramin T standart c¢ozeltisinden belirli hacimlerde
alimarak distile suyla seyreltilip 80, 60, 40 ve 20 uM konsantrasyonlarda standart
cozeltileri hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 200 pl alindi ve numune ile ayni igleme tabi

tutuldu.
Sonuc¢larin hesaplanmasi:

Standart olarak kloramin T kullanilarak ¢izilen kalibrasyon egrisinden AOPP

konsantrasyonu hesaplandi ve sonuglar nmol/g protein cinsinden ifade edildi.
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AOPP Standart Grafigi
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Sekil 3. AOPP standart grafigi.
3.6.3. Eritrosit membraninda Na*/K*ATPaz analizi

Membran siispansiyonunda Na/K'ATPaz aktivite Ol¢timi ticari kit (Goat
Na'/K'ATPase, Catalog No: YLA0092GO) kullanilarak ELISA cihazinda, kit

prosediiriine gore yapildi.
Prensip:

Bu kit, kecide Na”/K'ATPaz aktivitesini test etmek igin biotin ¢ift antikorlu
sandvi¢ teknigine dayanan enzime bagli ELISA (enyzme-linkedimmuno-sorbent assay)

yontemi ile ¢aligir.

Monoklonal Na'/K*ATPaz antikoru ile onceden kaplanmis olan kuyucuklara
Na'/K'ATPaz eklenip inkiibe edildi. Daha sonra, bagisiklik kompleksi olusturan
streptavidin-HRP ile birlesmek {izere biotin ile etiketlenmis anti Na'/K*ATPaz antikorlar
eklenip, inkiibasyon ve yikamadan sonra baglanmamis enzimler ¢ikarildi. Kromojen A
ve B eklendi. Cozelti asidin etkisiyle sariya dondii. Cozeltinin rengi kegi Na'/K"ATPaz

aktivitesi ile pozitif korelasyon gosterdi.
Deneyin yapihisi:

Numune uygulanmasi:
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1) Blank kuyucuguna: kromojen A ve kromojen B ve stop soliisyonu eklendi.
2) Standart kuyucuguna: 50 pl standart ve50 pl streptavidin -HRP eklendi.

3) Numune kuyucuguna: 40 UL eritrosit suspansiyonundan eklendikten sonra her
bir kuyucugalO pl Na'/K'ATPaz antikoru ve 50 pl streptavidin-HRP eklendi. Plak
yapistirici band ile kapatildi. 1 saat 37 °C'de inkiibe edildi.

Kuyucuklarin igerigi bosaltildi ve 400 pL wash buffer eklenerek her kuyucuk
yikandi. 30 saniye bekledikten sonra siv1 bosaltildi. Toplamda 6 yikama olmak {izere 5
kez daha bu islem tekrarlandi. Son yikamadan sonra, kagit havlu ile plak kurulandi. Her
kuyucuga 6nce 50 pl kromojen A ve sonra 50 ul kromojen B eklenip hafifce sallandi,
renk olusumu i¢in 1s1iktan uzakta 10 dakika 37 °C'de inkiibe edildi. Her kuyucuga stop
soliisyondan 50 pL eklendi. Olusan rengin absorbanst 450 nm’de ELISA cihazinda
(Biotek ELx800) okundu.

Sonuclarin hesaplanmasi:

Absorbanslar1 okunan ve degerleri bilinen standartlar yardimiyla logaritmik
olarak cizilen standart egri grafiginden Na'/K'ATPaz aktivitesi hesaplandi, sonuglar

nmol/mg protein cinsinden ifade edildi.

Na+K+/ATPaz standart grafigi

4.5
4 f(x)=0.62x +0.55
3.5 R2=1

|||||||
||||||
||||||
||||||
|||||||
.......
|||||||

2.5 e

1.5 —

|||||||
\\\\\

Optik dansite

0.5
0 1 2 3 4 5 6 7

Konsantrasyon (ug/L)

Sekil 4. Na'/K"ATPaz standart grafigi.
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3.6.4. Eritrosit membram protein tayini

Protein miktar tayini, sigir serum albumininin standart olarak kullanildig1 Lowry

yontemine gore yapildi (Lowry ve ark., 1951).
3.7. istatistik Analiz

Istatistik hesaplamalar1 SPSS 22 programi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasindaki istatistiksel farklar Student t-test kullanilarak degerlendirildi. Elde edilen

sonuglar X+SE olarak verildi. p<0.05 ve alt1 istatistiksel olarak 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Enfekte kecilerin kulak ucundan alinan kandan yapilan siirme ince kan frotisinin
mikroskobik muayenesi ile eritrositler i¢erisinde mavi-mor renge boyanmis Anaplasma

tiirleri goriildii.

ad .

Sekil 5. Kan frotilerinde Anaplasma tiirlerinin eritrosit i¢indeki goriinimii (beyaz ve
siyah oklar). Giemsa Boyama X 100.
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Sekil 6. Anaplasma tiirleri yoniinden seropozitif (kirmizi yildiz) ve seronegatif (sar1
yildiz) kan serumlarmin ELISA pleytindeki goriiniimii.

Toplanan 91 kegiye ait serum 6rnegi Anaplasma tiirlerinin antikorlarinin varligi
yoniinde serolojik olarak incelendiginde % 66’sinin (61/91) anaplasmosis yoniinden

seropozitif oldugu tespit edildi.

Enfekte olan kecilerde toplanan ektoparazitlerinin ¢ogunlugunun Dermacentor
marginatus olmak tlizere Melophagus ovinus, Hyalomma anatolicum anatolicum ve

Rhipicephalus bursa oldugu tespit edildi.

Ektoparaziter muayenede enfestasyon bulunan, kan frotisinde anaplasma
etkenleri gortinen ve ELISA inhibisyon degeri yiiksek c¢ikan kegilerin kanlar

hematolojik ve biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.
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Tablo 1.Saglikli ve anaplasmosisli kecilerde hematolojik parametreler.

Parametreler Saghkh grup (n=10) Enfekte grup (n=35)
(X SE) (X + SE)
WBC (m/mm?) 8,69+0,41 11,93£0,80*
RBC (m/mm’®) 15,31+0,63 6,41+0,21*
Hb (g/dl) 9,79+0,43 5,56+0,30*

Hct (%) 29,39+1,24 14,24+0,69*
MCV (11) 20,14+0,79 11,77+£0,33*
MCH (pg) 5,96+0,32 4,23+0,18*

MCHC (g/dl) 35,10£1,08 27,82+0,81%

*p<0.05, ayn1 satirda bulunan parametreler arasindaki énemi gosterir. WBC: Akyuvar,
RBC: Alyuvar, Hb: Hemoglobin, Hct: Hematokrit, MCV: Ortalama alyuvar hacmi,
MCH: Ortalama alyuvar hemoglobini, MCHC: Ortalama alyuvar hemoglobin derigimi.

Hematolojik parametreler karsilastirildiginda, saglikli gruba gore, enfekte
grubun RBC, Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC diizeylerinin azaldigi, WBC diizeyinin
ise artt1g1 belirlendi (p<0.05).
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Tablo 2. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde biyokimyasal parametreler.

Parametreler Saghkh grup (n=10) Enfekte grup (n=35)
(X £ SE) (X £ SE)
AST (U/L) 100,85+9,57 189,42+18,68*
ALT (U/L) 20,00+1,07 37,00+4,78%*
GGT(U/L) 40,71+0,81 96,14+16,02*
T Protein (g/L) 92,14+5,78 69,1442,52*
Albumin(g/L) 29,57+1,34 24,71+0,75*
Globulin (g/dL) 43,14£2,26 63,42+4,91*
T Bilirubin (mg/dL) 0,66+0,03 0,92+0,03*
D Bilirubin (mg/dL) 0,36+0,01 0,53+0,02*
Trigliserit (mg/dL) 16,43+1,89 31,71+6,74*
T Kolesterol (mg/dL) 91,86+7,69 52,37+1,95%*
Demir (pg/dL) 108,28+7,08 141,00+8,95*
TDBK(pg/dL) 254,71+25,51 149,14+16,21%*

*p<0.05, ayn1 satirda bulunan parametreler arasindaki 6nemi gosterir. ALT: Alanin
aminotransferaz, AST: Aspartat aminotransferaz, GGT: Gama glutamil transferaz,
TDBK: Total demir baglama kapasitesi, T: Total, D: Direkt.

Biyokimyasal parametreler karsilastirildiginda, saglikli gruba gore, enfekte
grubun serum AST, ALT, GGT aktivitelerinin ve globulin, T bilirubin, D bilirubin,
trigliserit ve demir seviyelerinin arttig1, total protein, albumin, T kolesterol ve TDBK

seviyelerinin ise azaldigi belirlendi (p<0.05).
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Tablo 3. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrant MDA, AOPP diizeyleri
ve Na'/K" ATPaz aktivitesi.

Parametreler Saghkh grup (n=10) Enfekte grup (n=35)
(X+ SE) (X SE)
MDA
(nmol/g protein) 4,01+0,19 5,91+0,23*
AOPP
(nmol/g protein) 0,41+0,01 0,54+0,02*
+ +
Na /K ATP 3,3340,18 2,97+0,16*
(nmol/mg protein)

*p<0.05, aym satirda bulunan parametreler arasindaki Onemi gosteri. MDA:
Malondialdehit, AOPP: Ileri oksidasyon protein iiriinleri. Na'/K* ATPaz: Sodyum —
potasyum adenozin 5’ — trifosfataz.

Eritrosit membraninda bakilan parametreler karsilastirildiginda, saglikli gruba
gore, enfekte grubun eritrosit membrani MDA ve AOPP seviyelerinin arttigi, Na'/K"

ATPaz enzim aktivitesinin ise azaldigi belirlendi (p<0.05).

MDA (nmol/g protein)

Saglikh Enfekte

Sekil 7. Saglikli ve anaplasmosis kegilerde eritrosit membran1 MDA diizeyi.
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AQOPP (nmol/g protein)
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Sekil 9. Saglikli ve anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrani N'/K"ATPaz aktivitesi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Anaplasma etkenleri konakgilarin eritrositlerinin igine ve ¢eperine yakin
yerlesim gdsteren, 0.3-1 mikron biiyiiklikte nokta seklinde sitoplazmasiz
organizmalardir. Koyun ve kecilerde anaplasmosise neden olan en Onemli tiirler
Anaplasma ovis ve Anaplasma phagocytophilum'dur (Dumler, 2005). Tiirkiye’de kiigiik
ruminantlarda anaplasmosisin seroprevalansi ile ilgili calismalar sinirli sayidadir. Altay
ve ark. (2014), Bingdl, Elaz1g, Malatya ve Mus yorelerinde 422 kiiciik ruminantta
anaplasma enfeksiyonunu arastirdiklar1 ¢alismada, kanlarin % 67.06°s1 A. ovis, %
19.66°s1 A. phagocytophilum ve % 15.40°n1 her iki tiir yoniinden pozitif olarak

tespit etmislerdir.

Anaplasma ovis’in esas biyolojik vektorleri Dermacentor ve Rhipicephalus
soyunda bulunan kene tiirleridir (Rar ve Golovljova, 2011). Bununla birlikte Anaplasma
phagocytophilum tiirii Amerika’da, Ixodes scapularis ve I. pacificus ile Avrupa’da L
ricinus ile transstadial olarak tasinmakta ve bulastirilmaktadir (Ogden ve ark., 2002).
Ayrica Cin’de Anaplasma ovis’in halk arasinda koyun biti olarak bilinen Melophagus

ovinus ile mekanik yolla tasindig ispat edilmistir (Zhao ve ark., 2018).

Bu calismada kullanilan kegilere Anaplasma tiirlerinin biyolojik veya mekanik
naklinin Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa, Hyalomma

anatolicum anatolicum ve Melophagus ovinus gibi ektoparazitlerle olabilecegi

diisiiniilmektedir (Oter ve ark., 2016).

Koyunlarda anaplasmosis genellikle subklinik seyirli iken, kegilerde patojen bir
seyir gostermektedir. Kegilerde akut enfeksiyon esnasinda depresyon, halsizlik,
zayiflama, ates, anemi ve siit veriminde azalma goriildiigii bildirilmistir (Stuen ve
Longbottom, 2011). Bu semptomlar kecilerde goriilen diger enfeksiydz hastaliklarla
paralellik gosterebilecegi i¢in enfeksiyonun teshisi, perifer kandan yapilmis
preparatlarin mikroskobik muayenesi ile eritrositler igerisinde mavi-mor renge
boyanmis etkenlerin goriilmesiyle ve Anaplasma tiiriine karst sekillenen spesifik
antikorlarin (cELISA yontemi) veya parazite ait DNA’nin tespit edilmesi ile

miimkiindiir (Kocan ve ark., 2000; Stoltsz, 2004).
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Sunulan bu c¢alismada preparatlarin mikroskobik muayenesi ile eritrositler
icerisinde mavi-mor renge boyanmis Anaplasma tiirleri goriildii. cELISA testi

sonuglarina gore seropozitiflik oran1 % 66 olarak tespit edildi.

Anaplasmosis ile enfekte hayvanlarda eritrositlerinin ozmotik kirilganliginin
arttig1 tespit ederek, bunun immiin aracili ve oksidatif hasar dahil g¢esitli mekanizmalar
yoluyla gelisebilecegi (Jalali ve ark., 2016), ayrica yiiksek hiicre zar1 ATPaz aktivitesi
ve eritrosit morfolojik degisiklikleriyle iligkili olabilecegi belirtilmistir (Nazifi ve ark.,
2008).

Anaplasmosiste hastaligin siiresi ve siddetiyle iliskili olarak konaga ait kan
parametrelerinde degisiklikler meydana gelir. Anemi, trombositopeni ve 16kopeni gibi
hematolojik anormallikler anaplasmosiste sik goriilen bozukluklardir (Dumler ve ark.,

2001; Woldehiwet, 2010).

Anemide kesin mekanizma net olmasa da, enfekte eritrositlerin hemoliz
olmalari, hastalik sirasinda artmis lipit peroksidasyonun direkt membran yapisina zarar

vermesine ve antioksidan savunmadaki zayifliga baglanmaktadir (Nazifi ve ark., 2008;

Khaki ve ark., 2018).

Anaplasmosis ile enfekte olan koyun ve kegi kanlarinin hemogram sonuglarinin
degerlendirildigi farkli caligmalarda, kontrollere géore RBC, Hb ve Hct degerlerinin
anlamli sekilde diistiigii tespit edilmistir (Ahmadi-hamedani ve ark., 2012; Yasini ve
ark., 2012; Saeed ve ark., 2016; Naqid, 2017; Khaki ve ark., 2018). Bununla birlikte
baz1 calismalarda 4. ovis ile enfekte kecilerde bu parametrelerin degismedigi
bildirilmistir (Jalali ve ark., 2016; Igwenagu ve ark., 2018). Sunulan ¢alismada,
yukaridaki literatlir sonuclarina paralellik gosterecek sekilde, anaplasmosisli kegi
kanlarinin hematolojik analizi, RBC, Hct ve Hb degerlerinde 6nemli diisiis oldugunu
gosterdi. Bu parametrelerin diismesi, Anaplasma etkenin salgiladig1 pirojenler nedeniyle
zarar goren eritrositlerin ekstravaskiiler hemoliz oldugunu ve bu eritrositlerin
retikiiloendotelyal sistem tarafindan fagositozundan kaynaklanmis olan aneminin

varligini ortaya koyar (Ahmadi-hamedani ve ark., 2012; Saeed ve ark., 2016).
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Aneminin morfolojik siniflandirmast MCH, MCHC ve MCV’ye gore yapilir
(Dumler ve ark., 2005). Genel olarak anaplazma enfeksiyonu, hemoglobin ve rejeneratif
yapida olan ve eritrosit endekslerinde bir azalmaya neden olur. Daha 6nce yapilan
calismalarda 4. ovis'ten etkilenen kiiclik ruminantlarda makrositik hipokromik
(Ahmadi-Hamedani ve ark., 2012; Khaki ve ark., 2015), normokromik normositik
(Jalali ve ark., 2016) ve makrositk normokromik (Yasini ve ark., 2012) aneminin
gelistigi vurgulanmigtir. Sunulan ¢aligmada enfekte kegilerde hemotokrit parametrelerin
etkilenmesi ile birlikte anlamli derecede MCH, MCHC ve MCV degerlerinin azaldig:
tespit edildi. Bu durum enfekte hayvanlarda mikrositik hipokromik aneminin gelistigine

isaret edebilir.

Bu ¢alismada enfekte hayvanlarda WBC sayisindaki anlamli artis Saeed ve ark.
(2016), bulgular1 ile tutarlidir. Bu artis anaplasma varligina baglh olarak lenfoid
organlarin aktivasyonuna ve kronik antijenik stimiilasyona baglanabilir (Latimer ve
ark., 2003). Bununla birlikte diger arastirmacilar WBC sayisinda 6nemli olmayan artis
(Jalali ve ark., 2016; Igwenagu ve ark., 2018) ve azalis (Ahmadi-hamedani ve ark.,
2012) oldugunu tespit etmislerdir.

Ure, kreatinin, kolesterol, trigliserit, albiimin, globiilin, total protein, total lipit,
bilirubin gibi kan parametreleri, ayrica amilaz, AST, ALT, ALP, CK gibi 6nemli
enzimler biyokimyasal profili belirleyen onemli parametreleredir. Bu parametrelere
dayanarak hastaligin patogenezi ve prognozu ile ilgili onemli bilgiler elde edilir
(Karagiill ve ark., 2000; Mehmetoglu, 2002). Paraziterler, iizerinde yasadiklari
konak¢inin biyokimyasal profilinde oldukca 6nemli degisikliklere neden olur (Ahmadi-
hamedani ve ark., 2012). Bu c¢alismanin sonuclari, anaplasmosisin kegilerde secilen

biyokimyasal parametrelerde degisikliklere yol agtigin1 gostermistir.

ALT ve AST viicutta bircok organ ve dokuda yaygin olarak bulunan hiicre igi
enzimlerdir. ALT karaciger ve bobreklerde fazla, kalp ve iskelet kasinda daha az
miktarda bulunur. AST daha ¢ok kalp kasi, karaciger ve iskelet kaslarinda bulunur.
GGT, bobrek, karaciger, dalak, safra kesesi ve pankreasta bulunan bir enzimdir. Bu
dokulardan herhangi birinde olusan hasarda bu enzimlerin kandaki aktiviteleri degisir

(Liang ve ark., 2018).
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Yapilan c¢alismalarda Anaplasma ovis ile enfekte olan hayvanlarda AST, GGT
(Ahmadi-Hamedani ve ark., 2014), ALT ve ALP (Hornok ve ark., 2007) aktivitelerinde
artis oldugu tespit edilmistir. Yukardaki verilerden farkli olarak, anaplasmosiste AST
aktivitesinin azaldig1 (Khaki ve ark., 2018), ALT aktivitesinin degismedigi (Kumar ve
ark., 2010) belirlenmistir. Bu c¢aligmada, anaplasmosis ile enfekte olan kegilerde,
karaciger i¢in spesifik olan ALT, AST ve GGT enzim aktivitelerinde anlamli (p<0.05)
bir artis oldugu belirlendi. Anaplazmosiste anemiye bagli olarak gelisen hipoksi,
karacigerde hasar meydana getirerek bu enzimlerde aktivite artisina neden olmus

olabilir (Liang ve ark., 2018).

Eritrositlerin pargalanmasi sonucu ortaya ¢ikan bilirubinin 6l¢iimii, karaciger,
hemolitik, hematolojik ve metabolik bozukluklarin tani ve tedavisinde kullanilir
(Karagiil ve ark., 2000). Sunulan c¢alismada enfekte kecilerde serum total ve direkt
bilirubin konsantrasyonlarinda belirgin bir artis oldugu tespit edildi. Bu sonu¢ 6nceden
bildirilen caligmalarin sonuglar1 ile uyumludur (Ahmadi-Hamedani ve ark., 2014; Khaki
ve ark., 2018). Bilirubin seviyelerindeki bu anlamli artistan, parazitli eritrositlerin
hemolizi ve hepatik fonksiyon bozuklugu sorumlu olabilir (Khaki ve ark., 2018).
Yukaridaki calismalarin sonuglardan farkli olarak total bilirubin seviyesinin anlam
gostermeyecek sekilde azaldigir (Kumar ve ark., 2010) veya fizyolojik sinirlarda oldugu

(Hornok ve ark., 2007) bildirilmistir.

Karaciger tarafindan sentez edilen albumin ve globulin iki ana serum proteinidir.
Bu proteinlerinin konsantrasyonu, dagilimi ya da sentez hizlari, yikimi veya atilmasi
pek cok hastaliklardan etkilenir. Total protein degeri, fraksiyonel dagilimi ve A/G
oranindaki  degisiklikler genellikle protein metabolizmasindaki  bozukluklari

degerlendirmek i¢in kullanilir (Karagiil ve ark., 2000; Mehmetoglu, 2002).

Yapilan ¢aligmalarda kontrollere gore anaplasmosisli hayvanlarda serum total
protein ve globulin seviyelerinde 6nemli artisin oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark.,
2010; Khaki ve ark., 2018). Yapilan diger arastirmalarda ise, enfekte olan hayvanlarda
total protein (Hornok ve ark., 2007; Ahmadi-Hamedani ve ark., 2014) ve albumin
(Ahmadi-Hamedani ve ark., 2014; Khaki ve ark., 2018 ) seviyelerindeki artisin anlaml
olmadig tespit edilmistir. Kumar ve ark. (2010), ise enfekte hayvanlarin serum albumin

seviyelerinin 0nem gostermeyecek sekilde azaldigimi bulmuslardir. Bu calismada,
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enfekte kegilerde kontrol grubuna gore istatistiki olarak anlamli olacak sekilde serum
total protein ve alblimin seviyelerinde azalma, bununla birlikte globulin seviyesinde
artis oldugu belirlendi. Azalmis albiimin seviyesi, akut faz proteini olmasi, aglik ve
karaciger bozuklugu nedeniyle olabilir. Serum globulin seviyesindeki artis ise antijenik

stimulasyona yanit olarak y-globulinin artmasi ile iligskilendirilebilir.

Plazma lipitleri, enerji deposu olarak rol oynarlar ve hiicrenin énemli yapisal
bilesenidirler. Kolestrol, kolesterol esterleri, trigliseritler ve fosfolipidler baslica plazma
lipitleridir. Kolesterol steroid bir alkoldiir, baz1 lipoproteinlere katilarak plazmada
perifer dokulara taginir. Trigliseritler yag asitlerinin gliserol esteridirler. Trigliserit ve
kolesteroliin sentezlendigi baslica organ karacigerdir (Karagiil ve ark., 2000).
Ruminantlarda kan lipit profili, rasyon, yas, cinsiyet, gebelik, genetik, mevsim,

laktasyon, karaciger ve safra kesesinin hastaliklarinda degisir (Sengiil ve ark., 2017).

Anaplasma enfeksiyonunda serum kolesterol ve trigliserit diizeyleri farkli
sonuglar ortaya koymaktadir. Ahmadi-Hamedani ve ark. (2014), saglikli ve A.ovis ile
enfekte keciler arasinda kolesterol ve trigliserit seviyesi agisindan O6nemli bir fark
olmadigini, Khaki ve ark. (2018), ise kolesterol seviyesinde dnemli bir azalma oldugunu
tespit etmislerdir. Bu c¢alismada anaplasma ile enfekte hayvanlarda anlamli olacak
sekilde trigliserit seviyesinin yiikseldigi, kolesterol seviyesinin diistiigli tespit edildi.
Trigliserit diizeyinin yiiksek olmasi, karacigerde yapimini stimiile eden yag doku
lipolizisine bagli olabilir. Total kolesterol diizeyinin diisikk bulunmas ise, karaciger

hasarina bagli normal sentezinin aksamasindan kaynaklanmis olabilir.

Demir pek ¢ok canli igin esansiyal bir elementtir ve yasamsal 6neme sahiptir.
Oksijen taginmasi, enerji yapimmi, DNA, RNA ve protein sentezinde gorev alir.
Organizmada bulunan demirin % 60-70’1 eritrosit icerisinde hemoglobinde, % 10’u
miyoglobin ve sitokromlarda ve demir iceren enzimlerdedir. Kalan % 20-30’u
kullanilmak iizere karaciger basta olmak iizere depolanir (Hoffbrand ve ark., 2006).
TDBK kandaki transferrin konsantrasyonunun bir o6l¢iisiidiir. TDBK inflamatuar

hastaliklarda azalir veya normal sinirlarda kalir (Weiss ve Wardrop., 2010).

Khaki ve ark. (2018), anaplasmosisli koyunlarda anemi ile birlikte serum demir

seviyesinin belirgin sekilde arttifini, TDBK istatistiki olarak anlam gostermeyecek
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sekilde azaldigini tespit etmislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada A.ovis’ten etkilenen
kecilerde 6nemli olmayan artislar oldugu kaydedilmistir. Bu artis eritrosit kirilganligimin
artmast ve sonraki RBC'lerin intravaskiiler hemolizi ile iliskilendirilmistir (Jalali ve
ark., 2016). Calismamizda istatistiki olarak onem gdsterecek sekilde anaplasmosisli
kegilerde serum demir seviyesinin arttii, TDBK seviyesinin ise azaldigi belirlendi.
RBC'lerin intravaskiiler hemolizi sonucu artti§1 diisiiniilen demir iyonlari, serbest
radikal olusturan giiclii bir oksidatif katalist olarak oksidatif hasar1 siddetlendirmis
olabilir (Cavdar ve ark., 2003). TDBK diizeyinin azalmasi hastalik sonucu gelisen
inflamasyona bagl olarak negatif akut faz reaktan olan transferinin azalmasi ile iliskili

olabilir ( Weis ve wardrop, 2010).

Farkli parazit tiirleri ile enfekte olmus konakg¢i hiicrelerinde, reaktif oksijen
tiirlerinin miktar1 (ROS) artar ve bdylece hiicre ve doku hasari meydana gelir. ROS
biyolojik sistemlerdeki ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonunu indiikler ve lipid
peroksidasyon fiiriinlerinin olusumuna yol acar. Membranlarda lipid peroksidasyonu
sonucu membran permeabilitesi artar. Lipid peroksidasyonu g¢ok zararli bir zincir
reaksiyonudur. Direkt olarak membran yapisina ve indirekt olarak reaktif aldehidler
iireterek, diger hiicre bilesenlerine zarar verir. MDA, bir lipit peroksidasyon iirtiniidiir.
MDA seviyelerinin 6l¢timii, lipid peroksidasyon derecesini ve serbest radikal
seviyelerini 6lgmek i¢in kullanmilir. Eritrosit membranit ¢oklu doymamis yag asitleri
bakimindan zengin ve siirekli yiiksek oksijen konsantrasyonuna maruz kaldig1 i¢in lipid

peroksidasyonuna ¢ok duyarlidir (Esmaeilnejad ve ark., 2012).

Anaplasmosis etkenleri konakei eritrositlerine yerleserek cogalir ve eritrositlerin
parcalanmasina neden olurlar. MDA diizeyinin Anaplasma marginale ile enfekte
sigirlarda (Ergoniil ve Kontas Askar, 2009; El-Ashker ve ark., 2015) arttig1, bununla
birlikte Anaplasma ovis ile enfekte koyunlarda degismedigi (Jalali ve ark., 2016) tespit
edilmtir. Anaplasmosisli kegilerde eritrosit membran1t MDA diizeyi hakkinda herhangi
bir veriye rastlanmamistir. Bu ¢alismada anaplasma enfeksiyonunun kegilerde eritrosit
membran1t MDA diizeyini arttirdig1 tespit edildi. Bu sonug¢ enfeksiyon siiresince ortaya
cikan reaktif oksijen tiirlerinin miktarinin artigina bagli olarak indiiklenmis lipid

peroksidasyonuna bagl olabilir.
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Proteinlerin, O, OH" ve H,O, gibi reaktif oksijen tiirleri ile direkt olarak veya
oksidatif stresin sekonder tiriinleri ile indirekt olarak kovalent modifikasyonuna protein
oksidasyonu denir. Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bir¢ok kovalent
degisiklige ugrar. Bu degisikliklerden bazilar1 serbest radikallerin protein molekiilleri
iizerine direkt etkileri sonucu olugabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan {irlinlerinin
proteinlere kovalent olarak baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin oksidasyonu, bir
dizi bozuklugun ve hastalifin etiyolojisi veya ilerlemesinde rol oynar. Protein
oksidasyonu {riinleri arasinda yer alan AOPP, c¢apraz baglanma iiriinleri olarak
tanimlanmaktadir. AOPP tayini, protein oksidasyonunun derecesini belirlemekte

kullanilir (Kayali ve ark., 2003).

AOQOPP o6l¢timii gesitli hastaliklarda inflamatuar belirte¢ olarak kullanilmaktadir.
Serum AOPP diizeyinin kan parazitlerin neden oldugu malarya (Nhabomba ve ark.,
2014; Zhang ve ark., 2014) ve babesiosiste (Baldissera ve ark., 2016) arttig
belirlenmistir. Ayrica kopeklerde intra eritrositik parazit olan Rengalia vitaliie
nfeksiyonunda lipid peroksidasyonu, protein oksaidasyonu ve antioksidan enzimlerin
birlikte degerlendirildigi bir ¢aligmada lipit peroksidasyonu {iriinii olan TBARS 1n ve
AOPP seviyesinin paraziteminin derecesine gore arttigi belirtilmistir (Franga ve ark.,
2012). Yapilan literatiir taramalarinda anaplasmosisli kegilerde eritrosit membrani
AOPP diizeyleri hakkinda herhangi bir veriye rastlanmamistir. Bu ¢calismada anaplasma
enfeksiyonunun eritrosit membrant AOPP diizeyini arttirdig1 tespit edildi. Bu sonug
enfeksiyon siiresince ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirlerinin miktarinin artigina bagl
olarak proteinlerin yap1 ve fonksiyonlarinda degisikliklere neden oldugunu

gostermektedir.

Na/K'ATPaz, membran biitiinligiinin ve hiicredeki iyon dengesinin
korunmasinda sorumlu olan membrana bagl transpot enzimidir. Na'/K 'ATPaz direkt
veya indirekt olarak birgok temel hiicresel islevleri kontrol eder ve bu enzimimin
regiilasyonu ¢esitli patolojik siireglerin etiyolojisinde etkilidir (Akbulut, 2008). Ayrica
hiicrelere zarar veren serbest oksijen radikallerinin olusumundan etkilenen enzimler

arasinda ilk sirada yer almaktadir (Nikolic ve ark., 2004).
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Daha oOnce Anaplasma tirleri ile ilgili Na’/K'ATPaz aktivitesinin
degerlendirildigi bir aragtirmaya rastlanilmamasina ragmen, intraeritrositik kan paraziti
olan Malarya ve Babesia tiirleri ile ilgili ¢calismalar bulunmaktadir. Malarya ile yapilan
ilk ¢alismalarda, eritrositlerde Na" iyonunun artarken, K iyonunun azaldigi, bununda
eritrosit Na'/K'ATPaz aktivitesinin inhibisyonundan kaynaklandigi belirtilmistir
(Nikolic ve ark., 2004). Na’/K" pompasinin inhibisyonunun altinda yatan mekanizmalar
belirsiz olmasina ragmen, Kirk ve ark. (2001), sitma enfeksiyonundan sonra, eritrositin
fiziksel/kimyasal 0Ozelliklerinde birgok degisiklik meydana geldigini ve bunlarin
herhangi birinin endojen transport sistemlerinin aktivitesini degistirmesinin miimkiin
olabilecegini bildirmislerdir. Buna ek olarak, parazitler tarafindan indiiklenen yeni alim
yolaklarinin (NPP'ler) endojen tastyicilarin aktivitesini etkileyebilecegi iddia edilmistir.
Parazitlerin eritrositlerde hayatta kalmak i¢in, konake¢1 plazma zarinin gegirgenligini ya
mevcut tastyicilarin artigini saglayarak ya da NPP'ler olusturarak degistirdigi rapor
edilmistir (Alessandra ve Caracappa, 2012). Staines ve ark. (2001), Plasmodium
falciparum ile enfekte olmus insan eritrositlerinde Na'/K"ATPaz aktivitesinin, NPP'ler
yoluyla iyonlarin sizmasini engellemek icin istiladan 24-36 saat sonra arttigini, daha
sonra kademeli olarak azaldigini tespit etmislerdir. Yapilan diger bir malarya
calismasinda ise Na'/K'ATPaz aktivitesinde 6nemli degisiklik olmadigi bulunmustur

(Pabo'n ve ark., 2003).

Yur ve ark. (2010), babesiosis ile dogal enfekte koyunlarda, eritrosit
Na'/K'ATPaz aktivitesinin saglikli koyunlardan diisiik oldugunu tespit etmislerdir.
Bunun nedeninin Na'/K" pompasi yerine iyonlarin akisi i¢in NPP'lerin kullanilmasindan
kaynaklanmis olabilecegini belirtmislerdir. Bu calismada Anaplasmosis’li kegilerde
eritrosit membrant Na’/K'ATPaz aktivitesinin azaldigi tespit edildi. Na'/K'ATPaz
aktivite kaybi hiicre i¢i iyonik dengenin bozulmasina yol acarak eritrositlerin hemolizini

hizlandirmis olabilir.

Elde edilen sonuglar, hematolojik ve biyokimyasal parametrelerde Onemli
degisiklikler oldugunu, aneminin ve oksidatif stresin ruminantlarda anaplasmosisin
ortak bir komplikasyonu oldugunu, ayrica MDA, AOPP diizeylerinin ve Na'/K ATPaz
aktivitesinin belirlenmesinin hastaligin prognozunun takip edilmesinde faydal

olabilecegini gdstermektedir.
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