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OZET

PARATUBERKULOZLU SIGIRLARDA AKUT FAZ PROTEINLERI
DUZEYININ BELIRLENMESI

Amag: Paratiiberkiiloz, sigirlarda viicut agirliginda azalma, siit iiretiminde diisme,
gebelik oraninda azalma gibi bircok neden ile ekonomik kayiplar meydana
getirmektedir. Bu hastaligin teshisi hem ekonomik hem de halk saglig1 agisindan 6nem
arz etmektedir. Ancak bu hastaligin teshisinde kesin bir yontem bulunmamaktadir. Bu
calismada, serolojik olarak tespit edilen paratiiberkiilozlu sigirlarda akut faz
proteinlerinlerinden, serum haptoglobin (Hp), serum amiloid A (SAA), seruloplazmin
(Cp), C reaktif protein (CRP), albimin ve total protein (Tp) duzeylerindeki
degisikliklerin tespiti amag¢lanmustir.
Materyal ve Metot: Calismada 30 adet paratiiberkiiloz pozitif sigir test grubunu ve 30
adet saglikli sigir kontrol grubunu olusturdu. Paratiiberkiiloz serolojik teshis i¢in ELISA
(IDEXX Paratuberculosis Screenging ab test) kullanildi. Gruplardan alinan kanlarin
serumlarinda akut faz proteinlerinden SAA, Hp, CRP, Cp, albiimin ve Tp diizeylerine
bakildu.
Bulgular: Yapilan analizler sonucunda SAA (p<0.001), Hp (p<0.001), CRP (p<0.01)
ve Cp (p<0.001) diizeylerinde paratuberkiilozlu sigirlarda saglikli sigirlara gore artis
gozlendi. Albumin (p<0.001) ve Tp (p<0.001) diizeylerinde ise saglikli sigirlara gore
azalma tespit edildi.
Sonug: Paratiiberkiilozlu sigirlarda akut faz proteinlerinden SAA, Hp, CRP ve Cp
serum duzeyinde artma, serum albimin ve total protein diizeyinde azalma goruldi.
Sonuclar akut faz proteinlerinin dlgtilmesi sigir sagliginin degerlendirilmesi konusunda
yararli olabilecegini diigiindiirdii.
Anahtar Kelimeler: Akuf faz protein; Mycobacterium paratuberculosis;
paratliberkilozis; sigir

Utku DURAN, Yuksek Lisans Tezi
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ABSTRACT
DETERMINATION OF ACUTE PHASE PROTEIN LEVELS IN CATTLE
WITH PARATUBERCULOSIS

Aim: Paratuberculosis leads to economic losses due to loses body weight, decrease in
milk yield and fertility problems. Diagnosis of this disease is of great importance for
both economic and public health. However, there is a definite method for the diagnosis
of this disease. In this study, serologically in tagged paratuberculosis in cattle detection
of acute phase proteins from serum haptoglobin (Hp) , Serum amyloid-A (SAA),
ceruloplasmin (Cp), C-reactive protein (CRP), albumin (alb) and total protein (TP) is
intended to identify changes in the level.

Material and Method: In study, 30 paratuberculosis positive cattle formed test group
and 30 healthy cattle formed control group. Serologically diagnosis for paratuberculosis
used ELISA (IDEXX Paratuberculosis screenging ab test). SAA, Hp, CRP, Cp, albumin
and Tp of acute phase proteins level were measured for each blood sample for all of
groups.

Results: All analysis of results showed that SAA (p<0.001), Hp (p<0.001), CRP
(p<0.01) ve Cp (p<0.001) level was higher in cattle with paratuberculosis than in
healthy cattle. The significant decreaase in the levels of total protein and albimin in
cattle with paratuberculosis (p<0.001).

Conclusion: While in cattle with paratuberculosis an increase in the levels of acute
phase proteins such as serum SAA, Hp, CRP and Cp was showed, albimin and total
protein levels decreased. It was considered that the measurement of acute phase proteins

was useful in the evaluation of health in cows.

Keywords: Acute phase protein; bovine; Mycobacterium paratuberculosis;

paratuberculosis

Utku DURAN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July - 2016
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1. GIRIS

Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP) cogu iilkede sigirlarda
gastrointestinal sistemde kronik graniilomatoz enfeksiyon olan Johne hastaligina sebep
olmaktadir (Hermon-Taylor, 2001; Kennedy ve ark., 2001). MAP bircok hayvan
tirtinde hastaliga neden olmasina ragmen hastaligin mekanizmasi1 tam olarak
anlagilamamistir (Schleig ve ark., 2005). Paratiiberkiilozun sigirlarda teshisi kesin bir
sekilde yapilamamaktadir. En ¢ok kullanilan yontem ELISA yontemidir. Ancak bu
yonteminde dezavantajlart mevcuttur. Bunun i¢in teshisin dogrulugunu arttiracak
alternatif yontemler aranmaktadir. Akut faz proteinleri, cerrahi travma, stres,
inflamasyon, enfeksiyon ve bakteriyel artisa karsi sinirlayici etki gosteren ve
hemostasisi saglayan kan proteinlerinin bir grubudur. Serum akut faz protein
miktarlarinda artis veya azalma birgok hastalikta goriilmektedir (Murata ve ark., 2004).
Bu degisimlerin paratiiberkiiloz hastaliginda da var olup olmadig1 varsa degisimin hangi
yonde oldugunun bilinmesi hastaligin diagnozu ve kontroliinde de etkili olacaktir.
sigirlarin kaninda da bu akut faz proteinlerinin miktarinin degismesi beklenmektedir.
Paratiiberkiilozlu sigirlarda akut faz proteinlerindeki degisimlerin bilinmesi bu

hastaligin diagnozunda ve kontroliinde yararli olacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Sigirlarda Paratiiberkiiloz

2.1.1. Etiyoloji

Hastaligin etkeni Mycobacterium avium spp. Paratuberculosis’tir (MAP);
gram (+), sporsuz, aerobik, kuvvetli asido-rezistans ¢zelliktedir (Batmaz, 2016). MAP
rutubetli ortamlar1 sever ve dis ortamda uzun siireler yasayabilir. Etken, suni giibre
olarak kullanilan sivilastirilmis sigir atiklarindan oldugu gibi, su ve digskida 250 giin ya
da daha fazla sureyle izole edilebilir (Songer ve Post, 2005). -14 °C’de en az bir yil canli
kalabilmektedir (Baumgartner ve Khol, 2006). MAP’1in bazi suslar1 ozellikle bazi
konakgilar1 enfekte etmektedir. Fragment uzunlugunu ile ayrilabilen iki ana tipi vardir.
Bunlar tip II ve C suslaridir ve sigirlarda, kegilerde, develerde ve hem ruminant hem de
ruminant olmayan vahsi hayvanlarda bulunur. S susu genellikle koyunlar1 ve diger
kiiciik ruminantlar1 enfekte ettigi goriilmesine ragmen kirmizi geyik gibi diger tiirleri de
enfekte edebilir (Harris ve Barletta, 2001).

Uretimde azalma ve hayvanlari erkenden siiriiden ¢ikarma nedeniyle, siit s1gir1
endiistrisinde diinya ¢apinda biiyiik ekonomik etki yaratan hastalik, enteritin siddetli bir
formudur (Songer ve Post, 2005). Paratiiberkiilozis siit¢ii sigir yetistiriciliginin en
yaygin ve maliyetli hastaliklardan bir tanesidir. Et ve et Uriinleri sanayisini de etkiler.
Klinik  paratiiberkiilozun nihai sonucu 6lim olmasmma ragmen subklinik
paratiiberkiilozlu sigirlarda iiretiminde diisme, fertilite, mastitis ve diger hastaliklara
kars1 hassasiyette artig goriiliir. Ekonomik kayiplar diigmiis siit iretimi, kesim
kalitesinde diigme, veteriner tedavi masraflarinda artig, hastalik kontrol programlarinin

masrafinda artigtan kaynaklanir (Buamgartner ve Khol, 2006).

2.1.2. Epidemiyoloji

Paratuberkiiloz diinya genelinde yaygin olarak bulunmakla birlikte sadece
Avustralya’ nin bazi eyaletlerinde hastaliktan ari olan bolgeler oldugu kanitlanmistir.
Hastaliga ayrica sigirlarin Johne hastaligit veya BJD de denmektedir. (Collins ve
Manning, 2005). Paratiiberkiilozyun yayilimi 6zellikle fekal-oral yolla meydana gelir.
Klinik olarak etkilenmis hayvanlar ¢ok fazla miktarda organizmay1 disk: ile atarlar ve
ciddi sekilde cevreyi kontamine ederler. Gen¢ hayvanlar, yem, inek memesi ve

cevreden fekal kontaminasyona maruz kalirlar. Fekal-oral yol kontaminasyonun en



fazla meydana geldigi yontem olmasina ragmen diger metodlar bazi durumlarda da
onemli olabilmektedir. MAP’1n siit ve semen yoluyla atilmasi bulagmanin onemli
yollarindandir. Ayrica, fetusun intrauterin enfeksiyonu da meydana gelebilmektedir.
Enfekte ineklerin klinik bulgular1 gosterdigi veya ilerlemis paratiiberkiiloz durumlarinda
bu yollar ile bulasmanin meydana geldigi goriilmektedir (Lambeth ve ark., 2004).
Arastirmacilar, sigirlarda paratiiberkiiloz kaynagi icin olasit risk faktorlerini
arastirmiglardir. Risk faktorleri, sliriiniin hacmi, sigirlarin yer degistirmesi ve siiriiye
disaridan gelen ineklerin sayis1 ve paratiiberkiilozun klinik bulgularinin dnceden
goriilme sikligidir (Hirst ve ark., 2004).

Etken koyun ve kegileri de enfekte eder. Klinik olarak genellikle 2-6 yasinda
gorilur. Enfeksiyon kaynagi diskinin kontamine ettigi yem ve sular, enfekte olanlarin
stitleri ve kontamine ¢evredir. Sigirlar klinik belirti gostermeden 6nce 15-18 ay kadar
digkilar1 ile etkeni sacabilirler. (Batmaz, 2016).

Tiirkiye’de Makav ve Gokge (2013)’nin yaptigi c¢alismalarda subklinik
paratiiberkiiloz Kars ili ¢evresinde %3,5 civarinda bulunmustur. Burdur’da bu oran
%6,2 olarak bulunmustur (Oztiirk ve ark., 2010). Bu oranlara bakildiginda sigirlarda

subklinik paratiiberkiilozun oranin yiiksek oldugu goriilmektedir.

2.1.3. Bulasma Yollar ve Klinik Bulgular

Hasta hayvanlarin digkilart ile bulagsik yem ve suyu, saglikli hayvanlarin
tiiketmesi hastaligin yayilmasindaki en énemli faktordiir. Hasta hayvanlar klinik bulgu
gostermeden diskilar1 ile hastalik etkenini sagabilir ve bu siire hastaligin uzun
inkiibasyon periyodu sebebiyle 15 -18 ay kadar surebilir. Klinik bulgu gdstermeyen
hayvanlarda; bakim - besleme hatalari, gebelik ve yliksek siit verimi gibi stres faktorleri
ve ayrica uzun siireli uygulanan kortikoterapi sonucunda hastaligin klinik formu
olusabilir (Whipple ve ark., 1992). Hastalik etkeni dondurulmaya ve antimikrobiyallere
kars1 son derece direncli olan etken enfekte bogalarin semenlerinden de izole edilmistir.
Son yillarda intrauterin bulagsmanin da séz konusu olabilecegi lizerinde durulmaktadir
(Smith, 2001).

Hastalig1 4 donem olarak incelemek miumkdainddr;

Sessiz donem:

Bu donem 2-10 yil gibi uzun bir siire devam edebilir. Hasta hayvanlar

genellikle buzagiyken enfekte olmuslardir. Hastalik etkeni jejenum ve ileum



mukozasinda yavasca prolifere olur ve oradan bolgesel lenf yumrularina dagilir. Etken
sindirim  kanalindaki  dokularin ~ postmortem  mikroskobik  incelenmesinde
goriilmeyebilir. Bu donemde hastaligin tespiti digk: kiiltiirlinde dahi zordur ancak yine
de yalnizca doku kiiltiirlerinde etken tespit edilebilir. (Whipple ve ark., 1992).

Sub-Kklinik hastalik donemi:

Kilo kaybr ve ishal bu evrede goriilmez ancak T hiicrelerinin M.ptb antijen
cevabr ve gamma interferon seviyesinin ylikselmesine bagli olarak immun yanitta
degisimler olusmaktadir (Stricklands ve ark., 2005). Subklinik evredeki bazi hastalarin
diski kiiltiiri pozitif olarak bulunabilir. Hastalar digkilar1 ile enfeksiyonu cevreye
yayarak tiim siirlinlin enfekte olmasina neden olabilirler. Bu donem enfekte hayvanin
immun durumuna ve etkenin yogunluguna baglh olarak birkag yil siirebilir (Whipple ve
ark., 1992).

Klinik Form:

Klinik bulgular bu donemde sekillenir ve bu evredeki enfekte hayvanlarda istah
normal olmasina ragmen siddetli kilo kaybi1 ve ishal gorilir. Kalp ve solunum
frekanslar1 normal sinirla igersinde olup intermitent ishal genellikle birka¢ hafta devam
eder. Bu evredeki bir¢ok hastanin diski kiiltiirii, serum ELISA ve AGID testleri
pozitiftir (Whipple ve ark., 1992).

Tlerlemis Klinik Form:

Ilerlemis safhadaki hastalar giicsiiz ve asir1 zayiflamis durumdadirlar ve bu
hayvanlarda genellikle siddetli ishal goriiliir. Bu donemde ¢ene alti 6dem goriilmesi
karakteristiktir. Hayvanlar ikinci donemden dordinci doneme haftalar iginde
gegcebilirler. Bu donemde hayvanin durumu hizla kétiilesir ve hipoproteinemi sekillenir.
Oliim siddetli dehidrasyon ve kaseksinin sonucu olarak meydana gelir. Belirtilen
patolojik degisimle hastaliga karakteristiktir ancak tani amaglh kullanilamaz (Blood ve
ark., 2000).

2.1.4. Halk Saghg Ac¢isindan Onemi

MAP sigirlarda paratuberkiiloza, diger adiyla Johne hastaligina sebep olan ve
insanlardaki Crohn hastalig: ile iligkilendirilen bir patojendir (Riis ve ark. 2005; Pickup
ve ark. 2005). Crohn hastaligi, gastrointestinal sistemin timinu etkileyebilen
granulomatoz enterokolitis olarak da bilinen kronik iltihabi bir hastaliktir. Semptomlar1

istahsizlik, kusma, ishal ve karin agrisidir (Arslan, 1996; Selby, 2000). Son yillarda



hastaligin insidensinde ciddi artiglar goriilmistiir (Harris ve Lammerding, 2001). MAP
giinliik siitlerde, icme suyu, cesitli gida kaynaklar1 ve karkasta izole edilmistir. Bu
nedenle insanlarin da MAP’ a kolaylikla maruz kalabilicegi bildirilmistir (Beumer ve
ark 2010, Meadus ve ark. 2008).

2.1.5. Diagnostik Testler

Paratiiberkiilozun teshisinde kesin bir metod bulunmamaktadir. En basit
yontem diskidan alinan 6rnekler Ziehl-Neelsen teknigi ile boyanmasi seklindedir. Kesin
teshisi miroorganizmanin izolasyonu ile olmaktadir. Inkilbasyon siresinin ¢ok uzun
olmasi (3 ay kadar) subklinik enfeksiyonlarin teshisindeki basarisizligindan dolay1
kiiltiir metodu sinirli kalmaktadir. PCR yiiksek hassasiyete ve ozgiilliige sahiptir. Bu
testlerin disinda agar gel immubodiffiizyon, ELISA, komplement fikzasyon test gibi
serolojik testlerden ve avian tiiberkiilin gibi diger testlerden yararlanilmaktadir. Ancak
bu serolojik ve immiinolojik testlerin c¢ogu, yanlis negatif ve pozitif sonuglar

verdiginden, bu testlerin tan1 amagh kullanimi sinirlidir (Eskizmirliler, 2011).
2.1.6. Kultur veya Mikrobiyolojik Olarak Organizmanin Tespiti

Bakteriyolojik inceleme: Giiniimiizde kullanilan en gergekgi tan1 metodu diski
kiiltiiridir. Hastaligin  goriildiigii  siiriilerde, klinik bulgularin = goriildiigic  veya
goriilmeyip etkeni tasiyan hayvanlarin tespiti agisindan degerli bir metottur. Testin
spesifitesi ve duyarliligi %100’ dur (Muskends ve ark., 2003).

Ziehl-Nielsen ile boyanms diski frotilerinin incelenmesi: Diski kiiltiirii
metoduna ciddi bir alternatif olusturmaktadir. Asit-fast mikroorganizmalarin
olusturdugu kiimelenmelerin bir saat igerisinde goriintiilenmesi saglanabilmektedir.
Buna karsin mikroskobik incelemenin hassasiyeti ve spesifitesine daima siiphe ile
yaklasilmaktadir. MAP’ 1n digkida bulunan diger asit-fast mikroorganizmalarindan ayirt
edilebilmesi oldukg¢a gii¢ olabilmektedir. Bu nedenle birkag farkli frotinin hazirlanip

incelenmesi dogru teshis acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Muskends ve ark., 2003).

Genetik Prob: MAP’ m polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile aranmasinda
IS900’ iin ¢ogaltilmasina dayali yontem hizli sonuglar almaya izin verir bu sayede digki

orneklerine alternatif olusturur (Juste ve ark., 2005).



Sut Kalturd: Hastaligin 2. doneminde olan sub-klinik hayvanlarin siitlerinden
organizmanin kiiltiiri elde edilebilir (Paolichii ve ark., 2003). Siit hastaligin

yayilmasinda 6nemli bir kaynaktir (Blood ve ark., 2000).

Biyopsi: Organ kiiltiirleri orta jejenum, {ist ileum, orta ileum, diisiik ileum ve
kolondan hazirlanmaktadir. Bu metot spesifitesi oldukga yiksek bir metottur. Enfekte
hayvanlarin erken teshisi bu yontemin avantaji iken, gerekli olan cerrahi miidahale

yontemin dezavantajidir (Schleig ve ark., 2005).
2.1.7. Serolojik Testler

Komplament Fikzasyon Testi (CFT): Hayvan nakilleri sirasinda birgok iilke
CFT testinin negatif olmasini istemektedir. Sigirlarda hastaligin teshisinde en ¢ok
kullanilan metot giiniimiize kadar CFT idi. Bir¢ok tilke hayvan nakilleri sirasinda CFT
testlerinin negatif olmasin1 aramaktadir. Klinik hastalikta CFT’ nin tanisal hassasiyeti

% 90, spesifitesi % 70 olarak belirlenmistir (Benedictus ve Kalis, 2003).

Agar Gel Immunodiffusion (AGID): Hastada klinik formun gorildigi 3.
doneminde hastalifin teshisi i¢in uygun bir test olarak goriilmektedir. Hastaligin 2.
doneminde sub-klinik formda ise testin hassasiyeti digki kiiltiiriiniin hassasiyetine gore
ancak TUcte biri kadardir. Sonuclar 48 saat icerisinde alinabilir, hizli ve diisiik

maliyetlidir (Botcherr ve Gangl, 2004).

Enzyme-linked Immunosorbent assays (ELISA): Hastaligin 2. déneminde
sub-klinik enfekte hayvanlarin tespiti agisindan diger testlerle kiyaslandiginda en
guvenilir serolojik test ELISA olarak gortlmektedir. Toplam test siresi iki saate kadar
indirgenmistir (Stricklands ve ark., 2005). CFT ve ELISA karsilastirilmis hastaligin
sub-klinik doneminde CFT % 57, ELISA % 60’1 tespit edebilmistir. (Jubb ve ark.,
2004). ELISA klinik vakalarin % 88’ ini dogru tespit ederken, CFT % 83’11 tespit
edebilmigtir. ELISA giiniimiizde MAP’a kars1 olusan spesifik antikorlarin tespiti ile
paratiiberkiilozun teshisinde kullanilan en yaygm yontemdir.  Genellikle kan
orneklerinde kullanilmakla birlikte, siitte de teshis amacli kullanilabilir. ELISA ile
ornek analizleri hizli ve kolay bir sekilde yapilabilir (Turancivelek, 2016).



2.1.8. Iimmunite Testleri

Hastaligin donemlerine ve siddetine gore enfekte hayvanlarda humoral ve
hiicresel diizeyde farkli yanitlar gelismektedir. MAP ekstraktlar1 intradermal olarak
enjekte edilen hayvanlarda gecikmis tip hipersensitivite reaksiyonlarina neden
olmaktadir. Erken immuno-diagnostik testler bununla sinirlidir. Deri ve intraventz
johne’s testlerinin, diisiik spesifite ve duyarliliklar1 sebebiyle gliniimiizde kullanilmasi

tavsiye edilmemektedir (Blood ve ark., 2000).

2.2. Akut Faz Proteinleri

Akut faz reaksiyonu ya pozitif ya da negatif akut faz proteinleri olarak
gruplandirilmis 200° den fazla protein degisimi ile sonuglanabilir. Neredeyse tim
hayvan tiirlerinde, albliimin major negatif akut faz proteini olarak tanimlanir. Akut faz
reaksiyonu boyunca kandaki diizeyi diiser. Pozitif akut faz proteinleri ise akut faz
reaksiyonu boyunca kandaki dizeyi artar. Serum Amiloid-A, Haptoglobin, C-reaktif
protein ve al-asit glikoprotein major akut faz proteinlerindendir (Cray ve ark., 2009).

2.2.1. Akut Faz proteinlerinin Klinik Onemi

Akut faz proteinleri; yangilarda sistemik reaksiyonlarin korunmasi, birkag
patojenin opsiyonizasyonunu, potansiyel toksik yilizeylerin toplanmasi ve yanginin
degisik etaplariin regiilasyonunda biiyiik rol oynarlar. Akut faz yanit sirasinda akut faz
proteinlerinin serum konsantrasyonu diizeyi dramatik olarak degismektedir (Petersen ve
ark., 2004). Bu proteinlerin hastalik sirasinda yangi 6ncesi kan serum konsantrasyonlari
% 25’ den daha fazla degisebilir (Eckersall ve Bell, 2010).

Akut faz proteinleri; teshis, prognozun belirlenmesi, tedaviye yanitin takibi ve
bunlarin yaninda genel saglik durumunun takibi amaciyla kullanilabilmektedirler. Bu
biyobelirtecler yangi sirasinda yiiksek seviyede sensitivite gosterirler ancak tiirlere
ozgilliigli ve bazi tiirlerde yoksunlugu vardir. Tiirler arasinda degisiklik gostermek
sarttyla verdigi yanita gore major, moderator ve mindr olarak adlandirilmaktadir
(Eckersall ve Bell, 2010).

Akut faz proteinleri hepatositler ve periferal dokularda dretilir ve
konsantrasyonu artiyorsa pozitif, diisiiyorsa negatif olarak siniflandirilabilir (Petersen ve

ark., 2004).



Sigirlarda akut faz proteinlerinin 6l¢limii yakin ge¢miste hizla artmistir. Serum
Amyloid — A, Haptoglobin, a 1 asit glikoprotein ve lipopolisakkarit baglayici protein
(LPS)’ nin 6lcimdndn (¢ ana alanda kullanilmasi hedeflenmistir. Bunlar; ilk olarak,
enfeksiyoz ve inflamatuvar hastaliklarin ¢aligmalarinda arastirmacilar tarafindan akut
faz proteinlerinin raporlanmasi, ikinci olarak akut faz proteinlerinin yanitinin
sigirlardaki  ozelliklerinin belirlenmesidir. Ucgiincii ve son olarak enfeksiyoz ve
inflamatuvar hastaliklarin arastirilmasi ve raporlanmasi i¢in akut faz proteinleri
kullanilmstir. Genellikle dogal bagisiklik sisteminin stimulasyonunun izlenmesi
sirasinda ve bazi vakalarin deneysel tedavilerinde dogal bagisiklik sistemi ve akut faz
yanit aktive olmaz. Bu durum muhtemelen sigir akut faz proteinleri etkilesimi gibi
gelecekte de genisleyecektir, hastaliklarin erken teshisinde ve homeostasisin

olusmasinda kullanilabilecektir (Ceciliani ve ark., 2012).

Tiirlere gore Major ve Moderator olan akut faz proteinleri asagidaki gibidir;

Tablo 1. Turlere gére Major ve Moderator olan akut faz proteinleri (Cray ve ark., 2009).

Tur Major AFP Moderator AFP
Kedi SAA AGP, Hp
Kopek CRP, SAA Hp, AGP

At SAA Hp

SIGIR Hp, SAA AGP

Domuz CRP, SAA Hp

2.2.2. Sigirlarda Onemli Akut Faz Proteinleri

Akut faz reaksiyonu boyunca 200’ (in Uzerinde proteinin kandaki dizeyi
degisim gostermektedir. Bu proteinlerden sigirlar igin en 6nemlileri SAA, Hp, CRP, CP,
Albiimin’ dir. Bunlardan albimin negatif akut faz proteinidir (Gruys ve ark., 2005; Cray
ve ark., 2009).



2.3. Pozitif Akut Faz Proteinleri
2.3.1. Haptoglobin

Saglikli sigirlarin serumunda ¢ok diisiik miktarda bulunmaktadir. En 6nemli
gorevi kandaki serbest hemoglobinin demir ile baglanmasini saglayip demir kaybini
azaltmaktadir (Ceron ve ark., 2005). Serumda bulunan seviyesi sinirlidir ancak meme
bezlerinde patolojik durumlar olugsmasi, yangi ve E. Coli enfenksiyonlari durumunda
artis gozlenmistir. (Hiss ve ark., 2004). Sigirlarda albiimin ile polimerlemis olarak
plazmada bulunurlar (Eckersall ve ark., 1990).

2.3.2. Serum Amyloid - A

Serum Amyloid — A veteriner sahada Hp kadar genis uygulama alani
bulamamistir. Bu durum muhtemelen SAA seviyesinin Olglimiiniin zorlugundan
kaynaklanmig olabilir (Murata ve ark., 2004). Mastitisli ineklerde ve koyunlarda sttteki
artig1 tespit edilebilir. Bu amacgla meme kaynakli Serum Amyloid — A3 o6l¢imleri
yapilmaktadir (Akerstedt ve ark., 2007). Sigirlar iizerinde yapilan ¢esitli aragtirmalar,
stresin de akut faz protein konsantrasyonu {iizerinde etkili oldugunu gostermistir
(Lomborg ve ark., 2008). Akut faz proteinlerinin hastalik haricindeki durumlarda da
artis gosterebilir.

2.3.3. Seruloplazmin

Diger akut faz proteinlerine gore veteriner kullanimda daha yaygin olarak
teshis amaclh kullanilir. Karacigerde sentezlenir ancak karaciger disindaki alanlarda da
bulunur. Seruloplazminin en biiyiikk kaynagi akcigerlerdeki hava yollarmin epitel
hlcreleridir. Seruloplazmin endotel hiicrelere baglanarak nétrofillerin sayisinda azalma
saglayip, extraselluler peroksit toplayicisi olarak antiinflamatuvar etki gosterebilir
(Murata ve ark., 2004).

Buzagilarda salmonella enfeksiyonunun 4. giiniinde seruloplazmin diizeyi en
yiiksek seviyesine ulagmaktadir. Seruloplazmin diger akut faz proteinlerine gére daha az
yaygin olarak teshiste kullanilmaktadir. Fakat bazi arastirmalarda, bu ferroksidazin
sigirlarda  enfeksiyonun bir belirteci olarak degerlendirilmistir. Buzagilarda
Salmonellozis enfeksiyonunda Cp diizeyinin ilk ii¢ giin arttig1 ve dordiincii giinde en

yiiksek seviyesine ulastigi belirtilmektedir (Murata ve ark., 2004).



2.3.4. Fibrinojen

Akut faz proteinleri igerisinde cerrahi travmalara bagli olusan yanginin,
bakteriyel enfeksiyonlarin varhigini belirlemek amaciyla kullanilan en giiveniliri
Fibrinojendir. (Murata ve ark., 2004). Kronik hastaliklarda yiiksek seyreder ancak akut
doku travmalarinda 3-4 giin igerisinde pik yapar ve sonra diiser. Enfeksiyoz,
inflamatuvar, travmatik ve neoplastik olgularda artar. Seviyesinin artmasiyla hastaligin
prognozu arasinda direkt bir iliski yoktur ancak seum fibrinojen konsantrasyonu 1000
mg/dl iizerine ¢ikmasi prognozun kotii oldugunu gosterir. Sifirlarda serumdaki
konsantrasyonu 800 mg/dl Uzerindeki artislar inflamatuvar hastaliklarin varligini
gosterir (Turgut, 2000).

Homeostazis, fibrin olusumu i¢in substrat saglayici, doku onarici, pihti
olusturucu ve C3 komplement olusturucu gorevleri vardir. Doku onarici gorevi yangi
bolgesine yangisal kokenli hiicrelerin gogii i¢in ara ylizey saglama amaghidir

(Sevgisunar ve ark., 2014).

2.3.5. C-Reaktif Protein

C-reaktif protein insanlarinda icerisinde oldugu birgok tlirde bulunur. Saglikli
canlidan almman serumda bulunmamasina ragmen bir akut faz reaksiyonunun
baslamasindan sonra hizli bir sekilde miktar1 artanken CRP akut faz cevabin diagnostik
belirteci olarak tanimlanir. Ancak, sigirin yan sira diger ruminantlarda normal serumda
olmasma ragmen bir akut faz reaktani olarak ortaya ¢ikmamaktadir (Eckersall ve
Conner, 1998).

In vivo ve invitro yapilan c¢alismalarda, CRP’ nin canlida patojen ve hasarl
hiicrelere baglanabildigi ve kandaki humoral ve hiicresel effektor sistemleri etkiyerek,
yabanci hiicrelerin yok edilmesinin baglatilmasinda rolii oldugu gosterilmistir. CRP’ nin
fibronektin ve kromatine baglanarak doku nekrozunda hasarli kromatini yok ettigi
bildirilmistir. Enflamasyon sirasinda CRP’ nin karacigerde sentezi artmaktadir ve

enflamasyonlu bolgelerdeki hasarli dokularda daha yogun bulunmaktadir (Ay ve ark.,

1998).

2.3.6. Alfa 1 Asit Glikoprotein (AGP)
Alfa 1 Asit Glikoprotein saglikli  hayvanlarin  meme bezlerinde

sentezlenmektedir (Ceciliani ve ark., 2005; Buitenhuis ve ark., 2011). S. Aureus
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enfeksiyonu sonrast patolojik kosullar halinde, APP sentezlenmesi farkli modeller
gosterebilir (Whelehan ve ark., 2011). Glikan bilesimi akut faz cevap siiresince degistigi
bilinmektedir. AGP’ nin dogal bir antiinflamatuvar ve immunomodiilatér ajan oldugu
disiiniilmektedir. AGP’ ye kapilar permeabilitenin devamliligi ig¢in gereksinim
duyulmaktadir. Ayrica, AGP plazmada ilaglarin baglandigi 6nemli bir proteindir.
Birgok tiirde 1limli bir akut faz cevabi gosterir ve miktarinda biiyiik bir ihtimal ile
kronik bir durumun varligiyla iliskili olarak degisiklik meydana gelir (Tothova ve ark.,
2014). AGP serum konsantrasyonu, enfeksiyoz peritonitisin belirlenmesinde diagnostik

bir analit olarak kullanilir (Bence ve ark., 2005).

2.4. Negatif Akut Faz Proteinleri
2.4.1. Albiimin

Albimin negatif akut faz proteinlerinden en major olanmidir ve akut faz
reaksiyonu sirasinda serum diizeyi diismektedir. Serumdaki diisis ya renal veya
gastrointestinal degisikliklerden kaynakli albiimin miktarindaki azalmay1 ya da hepatik
sentezindeki azalmayi gosterir (Cray ve ark., 2009). Albliimin gibi negatif akut faz
proteinlerinin sentezinin diismesinin fizyolojik rolii genellikle pozitif akut faz
proteinlerini daha etkili iiretimi i¢cin aminoasitleri korumaktir (Ritchie ve ark., 1999).
Dengesiz ya da yetersiz beslenme ve kronik enfeksiyonlarda pozitif akut faz
degiskenlerinin cevabi yetersiz kalabilmektedir. Burada negatif akut faz proteinlerine
bakilmas1 dogru teshisi yapmada yardimci olabilmektedir. Kismi olarak kan protein
profilindeki degisimler aglik ve kas katabolizmasina bagl degisebilir (Gruys ve ark.,
2005). Genel saglik degerlendirmelerinde total protein ve albiimin siklikla otomatik
kimyasal analiz eden cihazlarda &l¢iiliir. insan ve hayvan tibbinda yangisal hastaliklar:
izlemek icin genellikle alblmin/globiilin oranma bakilir (Cray ve ark., 2009). Serum
proteinlerinin yarisini olusturan albiimin oldugu icin diger proteinlerin miktar1 normal
serum diizeyinde olsa bile alblimin miktarindaki diisiis genellikle total protein
miktarindaki dists ile iliskilidir. Serum total proteinindeki diisme protein sentezindeki
azalmay1 veya protein kaybini gosterir (Berthof, 2014).

Bu ¢alismada paratiiberkiilozlu ineklerin serumlarinda akut faz proteinlerinden
olan haptoglobin, seruloplazmin, serum amiloid-A, C-reaktif protein, albimin ve total

protein miktardaki degisimlerin incelenmesi amaglanmuistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Materyali

Calismanin materyalini Samsun Bolgesi sigir isletmelerinden 2013-2014
yillarinda aseptik olarak alinan toplamda 400 adet sigir kani olusturmustur.
Isletmelerden alinan kan 6rnekleri 3000 g. de 10 dakika, +4 °C’ de santrifiij edilip
calisma giiniine kadar -80 °C’ de saklanmstir. Bu kan 6rneklerinde ELISA testi ile 30
adetinde paratlberkiloz pozitif sigir bulunmus ve deneme grubumuzu olusturmustur.
Saglikli ve klinik semptom gostermeyen sigirlardan ise kontrol grubumuzu oluturmak
amactyla 30 adet serum alinmis ve ELISA testi ile paratiiberkiiloz negatif oldugu tepit
edilmistir. Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulunun ‘Etik Kurul Yonergesi’ uyarinca alinan 2013/25 sayili etik kurul karar

esasina uygun olarak yiirtitiilmiistiir.

3.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Niive santrifiij cihazi, Precisa LS 220 SCS hassas terazi, Niive NS 112 distile
su cihazi, derin dondurucu, MSI IKA vorteks, Autolab (AMS Srl) Autoanalyzer,
spektrofotometre (Thermo Scientific ™ Genesys 10S UV-Vis), ELISA okuyucu
(DAS), nichipet EX, Isolab, Nichiryo ve Ependorf otomatik pipetler ve Audict marka

otoanalizor kitleri kullanilmistir.

3.3. Sigirlarda Paratiiberkiiloz Teshisi

Serum o&rnekleri paratiiberkiiloz yonunden ticari antikor ELISA kiti (IDEXX
Mycobacterium paratuberculosis Antibody Test Kit, Montpellier SAS, FRANCE)
kullanilarak test edildi. Incelenecek serum drnekleri, pozitif ve negatif kontrol serumlari
steril U tabanli bir mikropleyte kit igeriginde bulunan Dilution Buffer Nol2
kullanilarak, toplam miktar 100 pl. olacak sekilde 1/20 oraninda diliie edilip oda
1sisinda mikropleyt shakerda 15 dk. inkiibe edildi. Test kitlerinin 1silar1 oda 1silaria
ayarlandi. Yikamalar i¢in kullanilacak olan konsantre sivilar 1/20 oraninda sulandirildi.
Orneklerin ve pozitif-negatif kontrol serumlarmin &n inkiibasyonunun ardindan tiim
serumlar, tabani Mycobacterium paratuberculosis antijeni ile kaplanmis 96 gozli
immunopleyt ¢ukurlarma 100 pl. miktarinda konuldu. Mikropleytler oda 1sisinda 45
dakika mikropleyt shakerda inkiibe edildi. inkubasyon siiresi sonunda mikropleytler
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daha onceden diliie edilen yikama solusyonu ile 3 kez yikandi. Anti-ruminanat HRPO
konjugati Dilution Buffer Nol iginde 1/100 oraninda sulandirilarak serumlarin
bulundugu mikropleytlerin her ¢gukuruna 100 pl. miktarinda eklendi. Mikropleytler oda
1s1sinda tekrar 30 dakika inkiibe edildi. inkubasyon siiresi sonunda yikama islemi
tekrarlandi. Mikropleytdeki her bir cukura TMB-substrate solisyonu 100 pl. eklenip
oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 100 pl. stop solusyonu ilave
edilerek reaksiyona son verildi. Mikropleyt ELISA okuyucusuna (Mindray MR-96A)
yerlestirilip her bir kuyucugun optik dansitesi 450 nm. de belirlendi. Elde edilen her bir
OD degerlerine karsilik gelen ylizde sonug asagidaki formiille hesaplandi.
ODgrnek = ODnegatif
SONUGC (%) = --------mmmmmmmmmmmmm e
ODpozitif = ODnegatif
Yukaridaki formiile gore elde edilen sonuglardan % 55 ve tizeri pozitif, % 45-

55 arasi silipheli, % 45’ den kii¢lik olanlar negatif olarak degerlendirildi.

3.4 Akut Faz Proteinlerinin Analizi

SAA, Hp, CRP ticari ELISA test kitleri ile (Tridelta Development Ltd. Ireland,
ELISA okuyucu DAS), Cp spektrofotometrik yontem olan modifiye Ravin Metoduna
gore Slgiilmiistiir (Thermo Scientific ™ Genesys 10S UV-Vis.) Serumlarda albiimin ve
total protein miktarlar1 kolorimetrik bir yontem ile ticari test kitleri kullanilarak (Audict

kit, Autolab AMS Srl, Autoanalyzer, Netherlands) otoanalizérde 6lculdi.

3.4.1. Serum Amiloid-A Miktarimin Belirlenmesi

Ticari test kiti (Tridelta Development Ltd. Ireland Cat No: TP-802)
kullanilarak serumda SAA miktar1 6l¢iilmiistir.

Prensip: SAA’ ya 06zel bir monoklonal antikor kuyucuklara tutturulmus
vaziyettedir. Bu kuyucuklara bilinen miktarda SAA igeren standartlar ve serum
ornekleri eklendiginde, SAA’ lar spesifik monoklonal antikorlara baglanirlar. Ardindan
kuyucuklara bir HRP isaretli anti-SAA konjugat antikorlar eklenerek 37 °C’ de inkube
edilir. Inkiibasyonun sonunda baglanmayan materyali kaldirmak icin kuyucuklar
yikanir. TMB bilesgi eklenerek olusan mavi rengin siddetine gore SAA miktar

belirlenir.
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Yapilist:

1. antikor tutturulmus kuyucuklara 6rnekler ve standartlar eklendi.

2. Her kuyucuga 50 ul Anti-SAA/HRP konjugat eklendi.

3. 1saat 37 °C’ de inkube edildi.

4. Inkiibasyonun ardindan yikama soliisyonu ile baglanmayan materyali
kaldirmak i¢in kuyucuklar yikandi.

sonrasinda 100 pul TMB bilesigi eklendi ve 15 dakika oda 1sisinda beklendi.

o

6. 100 pl durdurma soliisyonu eklenerek 450 nm’de absorbanslari okutuldu.
Hesaplanmast: Orneklerdeki SAA miktari gizdirilen standart egriye gore

hesaplanmustir.

3.4.2. Serum Haptoglobin Miktarinin Belirlenmesi

Serum haptoglobin miktar: ticari test kiti kullanilarak tespit edildi (Tridelta
Phase Haptoglobin Assay, cat. No. TP-801).

Prensip: Serbest hemoglobin peroksidaz aktivitesi gosterir ve diisiik pH’da
engellenir.  Orneklerdeki haptoglobin hemoglobin ile baglamir ve baglanan
hemoglobinin peroksidaz aktivitesini diisilk pH’da siirdiiriir. Hemoglobinin peroksidaz
aktivitesinin korunmasi direk olarak 6rnekte haptoglobinin miktarin1 gosterir.

Yapilist

1. Ornek ve hazirlanmis standartlar kuyucuklara eklendi.
2. Ornek ve standartlara 100 pl hemoglobin soliisyonu eklendi.
3. Tum kuyucuklara 140 pl kromojen/substrat soliisyonu eklendi.
4. Bes dakika oda 1sisinda bekletilerek 630 nm’ de okutuldu.
Hesaplanmasi: Standart kalibrasyon egrisi ¢izdirildi. Ornekler bu egriye gore

hesaplanda.

3.4.3. C-Reaktif Protein Miktarimin Belirlenmesi

C-Reaktif Proteinin miktarinin belirlenmesi amaciyla ticari test Kkiti
kullanilmigtir (Tridelta Development Ltd. Ireland Cat No: TP-80 Con)

Prensip: CRP ticari test kiti solid phase sandwich immunoassay c¢alisma
metodu ile caligmaktadir. Test kitinin mikropleytleri i¢indeki CRP antikorlar ile
disaridan ekledigimiz HRP isaretli CRP ve numunelerde bulunan CRP ile yaris halinde
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yapismasi  sonucunda TMB  eklenerek  olusturdugu renk  yogunlugunun
spektrofotometrik olarak Sl¢iimiine dayanmaktadir.
Yapilist:
1. Standart ve numuneler, dublike olarak 100 pl pipetlendi.
2. Pleytin istii tozlara kars1 koruma amactyla kaplandi ve 37 °C’ de 15 dakika
stire ile inkubasyona birakildi.
3. Inkiibasyon sonunda plak igerigi dokiildii. 4 kez yikand ve ¢irpildi.
4. Tum kuyucuklara 100 pl konjugat eklendi.
5. Pleytin istii tozlara kars1 koruma amaciyla kaplandi ve 37 °C’ de 15 dakika
siire ile inkiibasyona birakildi.
6. Inkubasyon sonunda plak icerigi dokiildii. 4 kez yikand: ve ¢irpildi.
7. Tim kuyucuklara 100 pul TMB substrat eklendi.
8. Pleytin istii tozlara kars1 koruma amaciyla kaplandi ve oda sicakliginda 15
dakika stre ile inkiibasyona birakildi.
9. 100 pl stop solusyonu eklenip yavas hareketler ile karistirildi.
10. 450 nm dalga boyunda okundu.

3.4.4. Serum Seruloplazmin Miktarinin Belirlenmesi

Serumda seruloplazmin tayini spektrofotometrik olarak degistirilmis Ravin
metodu ile yapildi. Seruloplazmin bir enzim olarak renksiz bir madde olan fenilen
diamini mavimsi menekse renkli {irtine oksitler. Serumdaki bu etki deneyde belirli bir
zamanda ve deney koriine ise denemenin basinda sodyum azid katilarak durduruldu ve
spektrofotometrik olarak 6l¢ildi (Yenson, 1986).
Kullanilan Cozeltiler

1. Asetat tamponu (0,43 M, pH: 5,6): 1,34 ml. glasiyal asetik asit ve 26,44 g.
sodyum asetat saf suda ¢oziiliip 1 litreye tamamland.

2. Fenilen diamin substrat cozeltisi (7,95 mM): 36 mg. fenilen diamin
dihidroklortir, 25 ml asetat tamponunda ¢6ziildii. 0,1 N NaOH ile pH’ s1 5,6’
ya ayarlandi ( Giinliik olarak hazirland1 ).

3. Sodyum azid ¢ozeltisi (460 mM): 3 g. sodyum azid saf suda ¢ozulerek 100

ml’ ye tamamlanda.
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Yapilisi: Pipetleme islemi asagidaki Tablo 2’ deki gibi yapildi.

Tablo 2. Seruloplazmin igin pipetleme oranlari

Deney Deney Koru
Fenilen diamin substrat ¢ozeltisi 5ml 5ml
Sodyum azid - 1mil
Serum 0.1 ml 0.1ml
Karistirildi ve 37 °C” lik etiivde 15 dk bekletildi.
Sodyum azid 1ml -

15 dk bekletildi ve 546 nm’ de optik dansiteleri distile suya karsi okundu.

Hesaplanmasi: Elde edilen optik dansiteler formiilde yerine konularak % mg
cinsinden sonuglar elde edildi.

e % mg seruloplazmin = ( Deney - Deney Korii ) x 237

3.4.5 Serum Total Protein ve Albiimin Miktarlarinin Belirlenmesi
Sigirlardan alinan serumlarda albimin ve total protein miktarlart kolorimetrik
bir yontem ile ticari test kitleri kullamilarak (Audict kit, Autolab AMS Srl,

Autoanalyzer, Netherlands) otoanalizorde 6lculdu.

3.5. Istatistiki Hesaplamalar

Serum akut faz proteinlerinin aritmetik ortalamasi ve standart sapmalari
hesaplanmistir. Veriler ortalama + standart sapmayi ifade eder. Gruplar arasi farklilik t-
test ile degerlendirilmistir. Olasilik (p degeri) < 0,05 anlamli kabul edilmistir.
[statistiksel degerlendirmeler SPSS 10,0 programi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR

Paratlberkilozlu sigirlarda en ¢ok gozlenen bulgular diyare ve kilo kaybiydi.
Bizim calismamizda da deneme grubumuzu olusturan hayvanlarda klinik bulgu olarak
zaman zaman kaybolan ve tekrar niikseden diyare, kilo kaybi ve verim kaybi
bulunmaktaydi. Kontrol grubundakiler ise klinik olarak saglikli sigirlardi.

Serum Orneklerinden paratiiberkiiloz pozitif ¢ikan 30 sigirdan alinan kanlar ve
paratiiberkiiloz negatif ¢ikan sigirlardan alinan kanlarda bazi akut faz proteinlerine
bakildi. Saglikli ve paratiiberkiilozlu sigirlarin serum akut faz proteinlerinin degerleri

Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3. Kontrol ve paratiiberkilozlu sigirlarda SAA, haptoglobin, CRP, seruloplazmin, albliimin ve total

protein degerleri.

Parametreler Saghkh Sigirlar Paratuberkulozlu P degeri
(n:30) Sigirlar (n: 30)

Serum Amilod A (ng/mL) 253,1 £ 82,7 369,9+ 17,0 p<0.001
Haptoglobin (mg/mL) 0,354 + 0,177 0,820 + 0,615 p<0.001
C-Reaktif Protein (ug/ml)  0,1885 + 0,0571 0,260 + 0,121 p<0.01

Seruloplazmin (mg/dl) 18,08 £ 5,43 33,7+£12,3 p<0.001
Albiimin (mg/dI) 3,713 + 0,407 2,977 + 0,699 p<0.001
Total protein (mg/dl) 59,3+12,7 26,95+ 4,73 p<0.001

Veriler ortalama + standart sapmayi ifade eder.
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Serum Amiloid A paratuberkilozlu ineklerde (369,9 + 17,0 ng/mL) saglikli
ineklere (253,1 + 82,7 ng/mL) gore yuksek bulundu (p<0.001).

Serum Amilod A (ng/mL) p<0.001

400 - 369,9+17,0
350 +
300 -
250 -~
200 -
150 -
100 -
50 -

253,1+82,7

M Serum Amilod A (ng/mL)

Saglikh Sigirlar (n:30) Parattiberkilozlu
Sigirlar (n: 30)

Sekil 1. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan Serum amiloid-A

miktarlar1

Serum haptoglobin miktar1 paratiiberkiilozlu sigirlarda (0,820 + 0,615 mg/mL)
saglikli ineklere (0,354 + 0,177 mg/mL) gore 2 katindan fazla artis kaydetti (p<0.001).

Haptoglobin (mg/mL) p<0.001

0,9 - 0,820+ 0,615
0,8 -
0,7 -
0,6 -

0,5 -
04 - 0,354 £ 0,177
’ M Haptoglobin (mg/mL)
0,3 -
0,2 -

0,1 -

Saghkh Sigirlar (n:30)  Paratiberkilozlu Sigirlar
(n:30)

Sekil 2. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan Haptoglobin miktarlar1
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C-Reaktif Protein paratuberkilozlu ineklerde (0,260 + 0,121 pg/mL) saglikli
ineklere (0,1885 + 0,0571 pg/mL) gore yiiksek bulundu (p<0.01).

C-Reaktif Protein (png/ml) p<0.01

0,3 ~
0,260 +£0,121

0,25 -

02 - 0,1885 +0,0571

0,15 -
B C-Reaktif Protein (ug/ml)

0,05 -

Saghkh Sigirlar (n:30) Paratiiberkilozlu
Sigirlar (n: 30)

Sekil 3. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan C-Reaktif Protein

miktarlar1

Seruloplazmin parattberkiilozlu ineklerde (33,7 + 12,3 mg/dl) saglikli ineklere
(18,08 + 5,43 mg/dl) gore yaklasik iki kat1 miktarda yiiksek bulundu (p<0.001)

Seruloplazmin (mg/dl) p<0.001

40 -
35 -
30 -

25 -
20 | 18,08 £ 5,43

33,7+12,3

15 - M Seruloplazmin (mg/dl)

10 +

Saghkl Sigirlar (n:30)  Paratiberkilozlu Sigirlar
(n:30)

Sekil 4. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan seruloplazmin

miktarlar1

19



Albiimin miktar1 paratiiberkiilozlu ineklerde (2,977 + 0,699 mg/dl) saglikli
ineklere (3,713 £ 0,407 mg/dl) gore diistii (p<0.001).

Albiimin (mg/dl) p<0.001

3,713 + 0,407

I
]

3,5 -
2,977 £ 0,699

2,5 4
15 H Albumin (mg/dl)

0,5 -

Saglikli Sigirlar (n:30) Paratiiberkilozlu Sigirlar (n:
30)

Sekil 5. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan Albiimin miktarlar

Serum total protein miktarlar1 parattiberkilozlu ineklerde (26,95 + 4,73 mg/dl),
saglikl ineklere gore (59,3 = 12,7 mg/dl) daha diisiik 6lcildi (p<0.001).

Total protein (mg/dl) p<0.001
70 ~
59,3+12,7
60 -
50 -
40 +
30 1 26,95£4,73 B Total protein (mg/dl)
20 A
10 -
o -
Saglikli Sigirlar (n:30)  Paratuberkilozlu Sigirlar
(n: 30)

Sekil 6. Saglikli ve Paratuberkiilozlu hayvanlarin serumlarinda bulunan Total Protein

miktarlari
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5. TARTISMA

Paratiiberkiiloz bagirsaklar ile bolgesel lenf diigiimlerinde grantilamatdz bir
yangt ile kendini gosteren kronik enfeksiyoz bir hastaliktir. Tipik bulgu tedavi
edilemeyen kronik veya aralikli diyaredir. Hastalik, ruminantlarda canli agirlik kaybi,
siit veriminde diisme, yemden yararlanmanin azalmasi, fertilitede azalma ve mastitis
sikliginin artmasindan kaynakli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Asir1 zayiflama
ve genel halsizlik ile hastalik 6liim ile sonuglanmaktadir. Hastaligin belirtileri sigirlarda
goriilebilir ancak baz1 durumlarda hastalik etkeni mukoza ve lenf diigiimlerinde yerlesik
kalarak bu hayvanlarin siirekli tasiyict olmasma neden olur. Tasiyict hayvanlar
semptom gostermezler (Chiodini ve ark., 1984). Paratiiberkiilozis 6zellikle sigir, keci ve
koyunlarin bir hastaligi olmasinin yaninda vahsi ruminantlarda da hastalik meydana
getirmektedir. Siit¢ii sigir isletmelerinde dnemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Ayrica, insanlarda Crohn’s hastaliginin etiyolojisinde rol almasi yoniiyle halk sagligini
tehdit etmektedir (Engstrand, 1995). Paratiiberkiilozun teshisi hem ekonomik kayiplarin
azaltilmasi hem de halk sagligi bakimindan 6nemlidir. Subklinik hayvanlar, hastaligin
kontrol ve eredikasyonunda en biiylik zorluktur. Hastaligun teshisinde, kesin bir
diagnostik metot bulunmasa da, taniya yardimci yontemlerin kullanilmasi veteriner
hekime yardimci olabilmektedir (Ganheim ve ark., 2007; Mecitoglu ve Demir, 2012).

Akut faz cevabi, enfeksiyon, doku hasari, travma, tiimoral biiyiime veya
immunolojik  hastaliklar ile hemostazisi sistemik veya lokal olarak bozulan
organizmanin Onemli bir 6ncl sistemik reaksiyonudur. SAA, Hp, CRP ve diger bazi
akut faz proteinleri insan ve bazi evcil hayvanlarda sagligi degerlendirmek i¢in yararl
bulunmustur. Akut faz proteinlerinin 6nemi inflamasyon aktivitesinin gortintiilenmesi
icin nonspesifesifik degiskenler olarak veteriner klinik biyokimyada kullanilmaya
baslanmistir. Akut faz proteinleri mastitisli ineklerden, tropikal tayleriozisli ineklere ve
influenzali atlara kadar farkli durumlarda kullanilmaktadir (Gruys ve ark., 2005).
Hayvanlarin yaslarina ve fizyolojik durumlarina gére akut faz proteinlerinin degistigi
gozlenmistir (Orro ve ark., 2008). Hayvan tiirlerine gore akut faz proteinleri degisiklik
gostermektedir. Son zamanlarda yaygin hayvan tilirlerinde akut faz cevaplan
arastirtlmaya baglanmistir. Tani, prognoz, hayvan saghigmin degerlendirilmesi ve
laboratuvar hayvanlarinin refahinin degerlendirilmesinde potensiyel kullanim alani

bulmaktadir (Ganheim ve ark., 2007; Cray ve ark., 2009).
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Etkili bir diyagnoz hastalik kontrol programinin basarist i¢in Onemlidir.
Bundan dolayi, ek biyokimyasal belirtecler hayvanlarda paratiberkilozun kontroli igin
gereklidir (El-Deeb ve ark., 2014). Paratiiberkiilozlu sigirlarin serum akut faz protein
miktarlarindaki degisimin bilinmesi, sigirlarda paratiiberkiiloz teshisine yonelik yapilan
diagnostik testlere yardimci olmasi beklenmektedir.

SAA yiiksek yogunluklu lipoprotein ile iligkili apolipoprotein ailesindendir.
Yangisal reaksiyonlarda farkli seviyelerde eksprese edilir (Tothova ve ark., 2014).
Haptoglobin® in asil fonksiyonu serbest hemoglobine baglanmak ve onun oksidatif
aktivitesini engellemektir. Ineklerde cesitli yangisal hastaliklarda miktar1 artmaktadir.
SAA ve Hp tiirlerin ¢ogunda asil akut faz proteinlerdir. Sigirlarda haptoglobin normalde
cok az miktardadir ve akut faz cevapta miktar1 50-100 kat artabilir. Bu da bu proteini
ineklerde en dnemli akut faz proteini yapar (Heegaard ve ark., 2000; Alsemgeest ve
ark., 1994). Bu calismada da serum haptoglobin diizeyi enfektif sigirlarda (0,820 +
0,615 mg/mL) saglikli sigirlara (0,354 + 0,177 mg/mL) gore yiiksek bulundu. Serum
SAA miktar1 ise paratiiberkiilozlu sigirlarda (369,9 + 17,0 ng/ml) saglikli sigirlara gore
(253,1 £ 82,7 ng/mL) yiiksek bulundu. Develer {izerine yapilan bir c¢alismada,
Haptoglobin ve Serum amiloid A diizeyi paratiiberkiilozlu develerde saglikli develere
gore daha yiiksek bulunmustur (El-Deeb ve ark., 2014). Ineklerin akut, subakut ve
kronik yangisal hastaliklarinda plazma SAA ve Hp miktar1 6nemli miktarda artmigtir
(Alsemgeest ve ark., 1994). Kecilerde yapilan diger ¢alismada, miks helmint
enfeksiyonlu kegilerde serum SAA ve Hp diizeyleri kontrol gruplarina gore dnemli bir
artis gozlenmistir (Ulutas ve ark., 2008). Haptoglobin hem siit hemde serumda mastitisli
hayvanlarda saglikli hayvanlara gore yiiksek bulunmustur (Nielsen ve ark., 2004).
Pazargeviren (2008) yaptigi ¢alismada, ishalli buzagilarda serum haptoglobin diizeyinin
arttigini tespit etmistir. Yine ayni ¢alismada SAA miktarinda ishalli buzagilarda saglikli
buzagilara gore yaklasik 3 kati kadar artis meydana gelmistir. Hajimohammadi ve ark.
(2013)’nin yaptig1 ¢alismada ishalli buzagilarda serum Hp ve SAA miktarinda saglikli
buzagilara gore dnemli artis meydana gelmistir. Serum Amiloid-A hem serum hemde
slitte mastitisli sigirlarda 6nemli miktarda artis gézlenmistir. Memenin diginda yangiya
sahip olan sigirlarda serum amiloid-A kontrol gruplarina goére yiiksek bulunmustur
(Nielsen ve ark., 2004). Bu caligmalarin sonuglari mevcut ¢alismanin sonuglari ile

benzerlik gostermektedir.
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C-Reaktif Protein enfeksiyona karsi savunmada, hasarli dokularin klirensinde,
otoimmunizasyonunun Onlenmesinde ve yangisal cevabin regiilasyonunda 6nemli
gorevlere sahiptir. Major olarak insan ve kopeklerde, daha az olarak at, domuz, kedi ve
ruminantlarda gosterilmistir. Bu reaktant sigirlarda diger tiirlerde kullanildig1r kadar
genis sekilde kullanilmaz ¢iinkii CRP’ nin sigirlar i¢in akut faz proteini olup olmadigi
net degildir. Karacigerde sentezlenmesinden ziyade laktasyon ile iligskilendirilmektedir
(Murata ve ark., 2004). Insanlarda, CRP seviyesi Ozellikle kolesistitis ve pankreatitis
gibi hastaliklarin diagnozunda hizli ve erken bir gostergedir (Clyne ve Otehaker, 1999).
Evcil hayvanlarda CRP iizerine yapilmis ¢alisma c¢ok az sayidadir. Sigirlarda CRP
artisina ¢ok fazla rastlanilmazken bu ¢alismada serum CRP diizeyi paratiiberkiilozlu
sigirlarda (0,260 = 0,121 pg/ml) saglikli sigirlara (0,1885 £+ 0,0571 pg/ml) gore
istatistiki ag¢idan yiiksek bulundu.

Petersen ve arkadaslar1 yangisal durumlarda CRP’ nin sigirlarda degismedigini
bildirmislerdir( Petersen ve ark., 2004). CRP daha ¢ok laktasyon ile iligkilendirilmesi
sebebiyle ineklerde yapilan ¢alismada, mastitisli ineklerde siitteki CRP diizeyi saglikli
ineklerdeki silite gore onemli miktarda arttifi gozlenmistir (Schrédl ve ark., 1995).
Domuzda turpentin ile olusturulan yangida CRP konsantrasyonunun 6-8 kat arttigi
bulunmustur (Lampreave ve ark., 1994). Mevcut ¢alismada bulunan CRP sonuglari,
yanginin ige karistigr hastaliklarin calisildigi benzer caligmalarda elde edilen CRP
degerlerindeki degisime benzerlik gdstermektedir.

Seruloplazmin a-globulin fraksiyonunun bir proteinidir. Kanda bakir tagiyan en
bliylik protein olan bir feroksidaz enzimdir ve demir metabolizmainda 6nemli role
sahiptir. Seruloplazmin hayvan saglig1 ve refahinin bir markir1 olarak degerlendirilir.
Sigirlarda yapilan bir ¢alismada, birgok hastalik durumunda diagnostik kullaniminin
olabilecegini gostermistir (Tothova ve ark., 2014). Saglikli sigirlarda yapilan bir
calismada serum seruloplazmin diizeyleri 12,68-26,50 mg/dl olarak belirlenmistir
(Haliloglu, 1998). Mevcut calismada saglikli sigirlarda seruloplazmin diizeyi 18,08 +
5,43 mg/dl olarak bulundu. Ancak paratiiberkiilozlu sigirlarda bu deger 33,7 + 12,3
mg/dl’ye yiikseldi (p<0.001). Benzer sekilde ishalli buzagilarda serum seruloplazmin
diizeyi saglikli buzagilara gore yiiksek bulunmustur (Pazargeviren, 2008). Kecilerde

yapilan diger calismada, miks helmint enfeksiyonlu kecilerde serum seruloplazmin
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diizeyleri kontrol gruplara goére 6nemli bir degisiklik gostermemistir (Ulutas ve ark.,
2008).

Bu c¢alismada albiimin miktar1 test grubunda (2,977 + 0,699 mg/dl) kontrol
grubuna (3,713 = 0,407 mg/dl) gore diisiik bulundu. Develerde yapilan calismada
paratiiberkiilozlu develerde saglikli develere gdre serum albimin dizeyi 6nemli
miktarda diigmiistiir (El-Deeb ve ark., 2014). Bunun sebebi hipoproteinemiden kaynakli
bir diisiis olabilir. Albiiminin énemli miktarda diismesi hasarli dokuya albliminin sizmis
olmasindan kaynaklanabilir. Ayni sekilde bu calismada total protein miktar1 enfektif
grupta (26,95 + 4,73 mg/dl) kontrol grubuna (59,3 £+ 12,7 mg/dl) gore diisiik bulundu.
Paratiiberkiilozlu develerde saglikli develere gore total protein diizeyi diisiik
bulunmustur (El-Deeb ve ark., 2014). Ulutas ve ark. (2008)’ nin yaptiklar1 ¢alismada
miks helmint enfeksiyonlu kecilerde saglikli olanlara gore albiimin miktarinda disiis
meydana gelmistir. Mevcut ¢alismadaki serum albiimin ve total protein diizeyindeki

distisler diger yapilmis ¢alismalardaki sonuglarla benzerlik gostermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sigirlarda en 6nemli akut faz proteinleri SAA, Hp ve Cp olarak bilinmektedir.
Haptoglobin, SAA ve Cp serum diizeyleri sigirlarda cerrahi travma, mastitis, bakteriyel
ve helmint kaynakli bagirsak yangilarinda farkli diizeylerde arttigi ve bu proteinlerin
miktarinin belirlenmesi tani, prognoz, sagaltim etkinliginin kontrolii ve hayvan
sagliginin belirlenmesinde faydali olabilecegi belirtilmistir. CRP ise sigirlar igin ¢ok
degisken olmayan bir akut faz protein olarak kabul edilmektedir. Paratiiberkilozlu
hayvanlarda diger akut faz proteinlerinin yani sira CRP’ nin de artmis olmasi
paratiiberkiilozun tani1 ve prognozunda yararli olabilecegini gostermektedir. Mevcut
calismada elde edilen serum akut faz proteinleri hem saglikli hayvanlar i¢in bir serum
miktar araligt hem de paratiiberkiilozlu sigirlar i¢in serum miktar araligini
gostermektedir. Bu degerlerin bu hastaligin tan1 ve prognozunda faydali olacag

distiniilmektedir.
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