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OZET

Tarhan M. Babesiosisli Kopeklerde Tiyol-Disiilfit Dengesinin, Total Oksidan-Antioksidan ve Iskemi
Modifiye Albiimin Seviyelerinin Arastirlmasi. Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk Bilimleri
Enstitiisii, Veteriner Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dah, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2022. Bu ¢alisma
babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin degerlendirilmesinde total antioksidan kapasite (TAK), total
oksidan kapasite (TOK), oksidatif stres indeksi (OSI), tiyol/disiilfit denge (TDD), albiimin (ALB) ve
iskemi modifiye albiimin (IMA) parametrelerinin tamsal etkinliklerini ortaya koymak igin planlandi.
Calismada klinik ve parazitolojik (ELISA) olarak babesiosis tanist konulan 7 adet kdpek babesiosisli grubu,
7 adet saglikli kopekte kontrol grubunu olusturdu. Her iki gruptan kan &rnekleri alindi. Kan serumlarinda
TAK ve TOK seviyeleri ticari kit kullanilarak, total tiyol (TT) ve nativ tiyol (NT) seviyeleri metot
kullanilarak ELISA cihazinda 6lgiildii. IMA seviyesi metot kullanilarak spektrofotometre cihazinda
olgiildii. ALB seviyesi ticari kit kullanilarak modiiler oto analizor cihazinda 6lgiildii. OSI ve disulfit (Ds)
seviyeleri formiil kullanilarak hesaplandi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda babesiosisli grupta
istatistiki olarak anlamli olacak sekilde TAK ve ALB seviyelerinin azaldig1, bununla birlikte TOK ve OSI
seviyelerinin arttig1 tespit edildi (p<0,05). ). NT, TT, Ds ve IMA seviyeleri ile NT/TT, Ds/TT ve Ds/NT
oranlar1 agisindan gruplar arasinda fark olmadig1 belirlendi (p>0,05). TAK ile OSI arasinda ve Ds/NT ile
NT, TT ve NT/TT arasinda anlamli negatif korelasyon oldugu bulundu (sirastyla p<0,05; p<0,001). NT ile
TT ve NT/TT arasinda ve TT ile NT/TT arasinda anlamli pozitif korelasyon oldugu belirlendi (p<0,001).
TAK, TOK, OSI ve ALB'nin ROC egrisi altinda kalan alanlar1 sirasiyla 0,918, 0,796, 0,980 ve 1 olarak
tespit edildi (p<0,05). Elde edilen sonuglar babesiosisli kopeklerde artan oksidatif stresi degerlendirmede
TAK, TOK, OSi ve ALB'nin tanisal performansa sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Babesiosis, Iskemi Modifiye Albiimin, K6pek, Oksidatif Stres, Tiyol Disiilfit Denge



ABSTRACT

Tarhan M. The Investigation of Thiol Disulfide Homeostasis, Total Oxidant-Antioxidant Status and
Ischemia-Modified Albumin Levels in Dogs with Babesiosis. Van Yiiziincii Y1l University, Institute
of Health Sciences, Faculty of Veterinary Medicine, Department of Biochemistry, Master Thesis,
Van, 2022. This study aimed to investigate the diagnostic value of total antioxidant capacity (TAC), total
oxidant capacity (TOC), oxidative stress index (OSI), thiol/disulfide homeostasis (TDH), ischemia-
modified albumin (IMA) and albumin (ALB) levels in evaluating oxidative stress in dogs with babesiosis.
The babesiosis group included the 7 dogs clinically and parasitologically (ELISA) diagnosed with
babesiosis while 7 healthy dogs were assigned as the control group. Blood samples were taken from both
groups. In the blood serums, commercial kit was used to determine the levels TAC with TOC and metod
was used to determine levels total thiol (TT) with native thiol (NT) in ELISA device. IMA level was
measured in spectrophotometer device by using of the method. ALB level was measured on modular auto
analyzer device using commercial kit. OSI and disulfide (Ds) levels were calculated using the formula.
Compared with the control group, it was detected that TAC and ALB levels were significantly decreased,
at the same time TOC and OSI levels were significantly increased in the babesiosis group (p<0,05). It was
determined that there was no difference between the groups in terms of NT, TT, Ds and IMA levels and
NT/TT, Ds/TT and Ds/NT ratios (p>0,05). A significant negative correlation was found between TAC with
OSI and between Ds/NT with NT, TT and NT/TT (respectively P<0,05; p<0,001). It was determined that
there was a significant positive correlation between NT with TT and NT/TT and between TT with NT/TT.
The areas under the ROC curve of TAC, OSI and ALB were determined as 0,918, 0,796, 0,980 and 1

respectively (P<0,05). The results show that TAC, TOC, OSI, and ALB have diagnostic performance in
assessing increased oxidative stress in dogs with babesiosis.

Key Words: Babesiosis, Ischemia Modified Albumin, Dog, Oxidative Stress, Thiol Disufide Homeostasis
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1. GIRIS

Kopeklerde babesiosis vektdr kenelerin yayilisina paralel olarak, tropik ve
subtropik bolgelerde goriilmektedir. Hastaligin hafif ya da 6liimle sonuglanan perakut ve
akut bir seyre sahip oldugu belirtilmektedir (Solano-Gallego ve Baneth, 2011).
Ulkemizde yapilan molekiiler ¢alismalar sonucunda B. canis, B. gibsoni, B. vogeli, B.

rossi ve B. vulpes tiirlerinin varligi bildirilmistir (Selgin ve Oguz, 2022).

Kedi ve kopeklerde babesiosisin seyri, enfeksiyona neden olan Babesia tiirii basta
olmak iizere hayvanin yasi, bagisiklik sisteminin durumu ve sekonder enfeksiyonlarin
varligina bagli olarak hafif anemiden coklu organ yetersizligi sonucu 6liime kadar
degisebilmektedir. Babesiosisin patogenezinde birincil faktér hemolitik anemi olarak
vurgulanmaktadir (Irwin, 2005). Parazit eritrosit igerisinde ¢ogaldiktan sonra, eritrositi
parcalayarak serbest kalmakta, bu durum dogrudan eritrosit yikimina neden olmaktadir.
Eritrositlerin yikiminin; hemoglobinemi, hemoglobiniiri, bilirubinemi ve bilirubiniiriye
yol actigr not edilmistir (Solano-Gallego ve Baneth, 2011). Babesia tiirlerinin
eritrositlerde lipit peroksidasyonuna neden olan serbest radikallerin miktarini arttirarak
eritrositlerin parcalanmasina neden oldugu ve bu par¢alanma sonucu hemolitik aneminin

gelistigi bildirilmistir (Sarma ve ark., 2015; Crnogaj ve ark., 2017).

Vucutta oksidan maddeler ve antioksidan sistemler arasindaki dengenin
korunmasi hiicre ve doku biitiinliiglinlin korunmasi agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.
Bu dengenin oksidanlar lehine bozulmasi sonucu gelisen oksidatif stresin intra eritrositik
paraziter hastaliklarin patogenezinde belirleyici bir role sahip oldugu vurgulanmaktadir
(Esmaeilnejad ve ark., 2012). Total oksidan kapasite (TOK) oksidatif stresin toplam
degerini ifade eder. Total antioksidan kapasite (TAK) ise antioksidan 6zellik gdsteren
tiim maddelerin toplam etkisini ortaya koyar (Giiltekin ve ark., 2017). TOK seviyesinin
TAK seviyesine yiizde oram olarak ifade edilen oksidatif stres indeksi (OSI) oksidatif
stres derecesinin kapsamli bir sekilde degerlendirmesini ortaya koyar (Pugliese ve ark.,

2022).

Stlfidril (-SH) grubuna sahip olan tiyoller oksidanlarin olusturacagi zararl
etkileri 6nleyen antioksidan savunma sistemlerindendir. Organizmada oksidatif stresin

arttigi durumlarda tiyol gruplar reaktif oksijen tiirleri (ROT) tarafindan oksidasyona



ugrayarak disiilfit (-S-S) baglarini olustururlar. Bu disiilfit baglar1 tekrar tiyol gruplarina
indirgenebilir. Bu donilisiim dinamik tiyol-disiilfit dengesinin (TDD) siirdiiriilmesinde
onemlidir. TDD antioksidan savunma, detoksifikasyon, apoptozis, enzimatik aktivitenin

diizenlenmesi ve hiicresel sinyal iletiminde 6nemli rol oynar (Erel ve Neselioglu, 2014).

Albiiminin N-terminal ucu (Co*?), nikel (Ni*?) ve bakir (Cu') gibi gegcis
metallerini baglama niteligine sahip amino asit kalintis1 ihtiva eder. Serbest radikal hasari,
enerjiye bagli membran harabiyeti, serbest demir (Fe) ve bakira (Cu) maruz kalma, asidoz
ve hipoksi gibi durumlar albiiminin N-terminal ucundaki amino asitlerde yapisal
modifikasyonlarin olusmasina neden olarak albiiminin gecis metallerini baglama
yetenegini diisiiriir. Bu yeni olugan albliimin molekiilii iskemi ile modifiye olmusg albiimin
(iskemi modifiye albiimin - IMA) olarak isimlendirilir (Bar-Or ve ark., 2000; Lippi ve
ark., 2006). IMA sadece miyokart degil farkli organlari etkileyen diger iskemi
modellerinde de artan oksidatif strese bagli olarak olusur (Bar-Or ve ark., 2000; Lippi ve
Montagnana, 2009).

Hayvan hastaliklarinda artan oksidatif stres ile TDD parametreleri ve IMA
arasindaki iligkiyi arastiran sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla birlikte yapilan
arastirmalarda babesiosiste oksidatif stresi TDD parametreleri ve IMA diizeyinde
arastiran herhangi bir aragtirmaya rastlanmamistir. Bu ¢alisma babesiosisli kopeklerde
oksidatif stresin saptanmasinda total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite
(TOK), oksidatif stres indeksi (OSI), tiyol-disiilfit denge (TDD), albiimin (ALB) ve
iskemi modifiye albiimin (IMA) parametrelerinin tanisal etkinliklerini ortaya koymak

icin planlandi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kopeklerde Babesiosis

2.1.1. Etiyoloji, yasam dongiisii ve patogenez

Etkenler, Babesia soyuna bagh biiyiik ve kiiciik tlirler olmak {izere iki grupta
incelenmektedir. Simdiye kadar, kopeklerde B. canis canis, B. canis vogeli, B. canis rossi
ve B. gibsoni'nin varlig1 bilinmekteydi. Parazitin genetik ozelliklerini ortaya koyan
molekiiler ¢alismalar, kopeklerde yeni tiir ya da alt tiirlerin kesfine yol agmistir. Bunlar
kiiciik piroplazmalar olarak Babesia vulpes, Theileira annae veya “Ispanyol kopegi
izolat1” seklinde de adlandirilan Babesia mikroti benzeri piroplazma, B. conradae,
Theileria spp. ve baslangicta agiklananlara ek olarak heniiz adlandirilmamis biiyiik form
Babesia tiirleri gibi yeni tiirlerin kdpeklerde molekiiler yontemlerle tespit edildigi
bildirilmistir (Solano-Gallego ve ark., 2016). Son konakta eritrositler icerisindeki
Babesia merozoitleri, armut seklinde veya ameboid sekilli, biiytik tiirler 2x5 um, kii¢tik
tirler 1x3 pum biiyiikliiglinde ve genellikle vakuollii olup (Solano-Gallego ve Baneth,
2011), olgun merozoitler, polar halka, suppellikiiler mikrotubul ve roptri'ye sahipken,

konoid, mikropor ve mikronemden yoksundurlar (inci ve ark., 2010).

S

Sekil 1. Babesia canis’in mikroskobik goriiniimii (Mahalingaiah ve ark., 2017).
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Sekil 2. Kopeklerde babesiosisin biyolojik dongiisii (Birkenheuer, 2021).

Babesia canis rossi, kopeklerin en patojen Babesia tiirii olup, bu tiiriin neden
oldugu enfeksiyonlar genellikle perakut ya da akut seyirli olmakta, siddetli hemolitik
aneminin yani sira, bir ya da fazla organda fonksiyon bozuklugu ve asit-baz dengesinde
degisiklikler gozlenmektedir. Trombosit ve diger pihtilasma faktorlerin azalmasi
kanamalara yol acarken, stazis, anemi ve hemoglobin eksikligine bagli kanin oksijen
tasima kapasitesinin diismesi, hayati organlarda hipoksiye neden olmaktadir. Hipoksiden
en fazla beyin, bobrek ve kas dokusu etkilenmektedir. Serebral babesiosis, genellikle
perakut olup, kasilma, konsvulziyonlar goriilmekte, sok ve daha sonra koma hali
gelismektedir (Irwin, 2005; inci ve ark., 2010; Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Altay ve
ark., 2016).

Beyinde konjesyon ve hemorojiler ile beyin kapillar damarlarinda ¢ok sayida
enfekte eritrosit goriilmektedir. Bobrek fonksiyon bozuklugu, hemoglobiniirik nefroza
yol agmaktadir. Vasoaktif aminler ve sitokinlerin salinimi, damar permeabilite artis1 ve
vazodilatasyon, bagta akcigerlerde olmak {izere O6demlere, viicut bosluklarinda sivi
toplanmasina ve hipotansif soka neden olmaktadir. Meydana gelen vazodilatasyon ve kan
dolasimindaki azalma, pihtilasma bozukluklari ile birlikte non-spesifik sistemik yangi
olusumuna Onciilik etmektedir. Bagisiklik sistemine dahil hiicrelerin dalak ve

karacigerde birikmesi sonucunda, bu organlarda hipertrofi ve hiperplazi olusmaktadir. B.



canis rossi enfeksiyonlarinda mortalite %80'lere c¢ikabilmektedir. B. canis canis
enfeksiyonunun patogenezi, B. canis rossi ile benzerlik gostermektedir. Ancak, merkezi
sinir sistemi, diger organlara gore daha az etkilenmektedir (Irwin, 2005; Inci ve ark.,

2010; Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Altay ve ark., 2016).

Babesia canis vogeli enfeksiyonu genellikle hafif seyretmekte, anemi, hafif ya da
orta siddetli olup, hayvanlarda uyusukluk, halsizlik, dalak ve karacigerde biiyiime
meydana gelirken her zaman ates gériilmedigi bildirilmektedir (Irwin, 2005; Inci ve ark.,

2010; Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Altay ve ark., 2016).
2.1.2. Klinik belirtiler

Hastaligin perakut formu oldukg¢a hizli gelismekte, hasta hizla hipotansif soka
girerken, mukozalar solgun, bazen siyonitik, kalp hizi artmis, nabiz zayif, hayvanda
belirgin bir halsizlik ve mental deprasyon hali gézlenmekte, ates nadiren goriilmekte,
genellikle hipodermi bulunmaktadir. Eritrositlerin yogun hemolizine bagli olarak
hemoglobuniiri olusmaktadir. Hipotansiyon, dokularda hipoksi ve siddetli doku hasarina
bagli farkli organlarda fonksiyon bozukluklari olusmakta, aniiri, sinirsel belirtiler,
pihtilasma bozukluklar1 ve akut solunum yetmezligi sekillenmekte, serebral form kuduz
hastaligi ile karistirilabilmektedir. Sonugta hasta komaya girmekte ve genellikle 6lim
meydana gelmektedir (Irwin, 2005; Uilenberg, 2006; Inci ve ark., 2010; Solano-Gallego
ve Baneth, 2011; Altay ve ark., 2016; Solano-Gallego ve ark., 2016).

Akut formda anemi ile birlikte istahsizlik, uyusukluk hali, durgunluk ve kusma
gibi spesifik olmayan belirtiler goriilmektedir. Ayrica enfeksiyon boyunca mukoz
membranlarda konjesyon, degisken ates, karaciger ve dalakta biiyiime, ikterus ve
dehidrasyon goriilen diger belirtiler olarak tespit edilmistir. Dis eti ve karnin ventral
yiliziinde petesi ve ekimoz tarzi kanamalar goriilmesinin yaninda hayvanin idrari
kahverengi renkte ve kaslarda yangi gibi belirtilere de rastlanmaktadir (Irwin, 2005;
Uilenberg, 2006; inci ve ark., 2010; Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Altay ve ark., 2016;
Solano-Gallego ve ark., 2016). B. canis canis’in orta ila siddetli enfeksiyonlarinda
karaciger enzimlerinde (ALT, AST, ALP) yiikselme, hipokalemi, hiponatremi ve

hiperkloremi, hiperlaktatemi, hiperfosfatemi, hipertrigliseridemi, hipoglisemi, prerenal



ve renal azotemi gibi laboratuvar sonuglarmin goriildiigii bildirilmistir (Solano-Gallego

ve ark., 2016).

Tedavi edilen kopekler, klinik belirtiler ortadan kalksa da, hayatlar1 boyunca
hastalik etkenlerini tasimaktadirlar. Birgok kopekte subklinik enfeksiyonlar, diisiik
parazitemi ile devam etmektedir. Kronik enfeksiyonlarda trombosit sayisinin diistikliigi,
ates, anemi, glomeriilonefrit, kilo kayb1 ve lenf adenopati goriilmektedir. Kedilerde B.
felis enfeksiyonlari, kopek babesiosine gore daha hafif seyretmektedir. Klinik bulgular
olarak, istahsizlik, uyusukluk hali, zayiflama, kabizlik, anemi, ikterus, sar1 veva portakal
renkli diskilama goriildiigii bildirilmistir (Irwin, 2005; Uilenberg, 2006; inci ve ark.,
2010; Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Altay ve ark., 2016; Solano-Gallego ve ark.,
2016).

2.1.3.Tam ve tedavi

Babesiosisin tanisinda mikroskobik, serolojik ve molekiiler yontemlerden
yararlanilmaktadir. Parazitemi oraninin diisiik oldugu kronik enfeksiyonlarda veya
tasiyici hayvanlarda, etkenlerin mikroskobik muayene ile teshisi gii¢c olmaktadir (Altay
ve ark., 2016). Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Reverse Line Blotting (RLB) gibi
molekiiler tan1 yontemleri, oldukca yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahiptirler
(Birkenheuer ve ark., 2003; Irwin, 2009; Matjila ve ark., 2004). Serolojik olarak Indirekt
Fluoresan Antikor Testi (IFAT) ve ELISA testleri kopek babesiosisin teshisinde yillardir
uygulanmaktadir (Eichenberger ve ark., 2017; Vishwakarma ve Nandini, 2019).

Babesiosisin tedavisinde spesifik anti-babesial ilacin, destek ve semptomatik
tedavi ile birlikte uygulanmasi Onerilmektedir. Babesiosisin tedavisinde kullanilan
baslica bilesikler; imidocarb, diminazen, phenamidine, trypanblue, atovaquone+
azithromycin kombinasyonu seklindedir. Bunlarin i¢inden imidocarb preparati Babesia
canis, B. vogeli ve B. rossi tiirlerinin sorumlu oldugu enfeksiyonlarda kullanilmaktadir.
Bu bilesik 5-6.6 mg/kg dozda kas i¢i yolla uygulanmaktadir. Tedavinin etkili olabilmesi
icin iki hafta sonra doz tekrarlanmaktadir. Bu ilacin uygulanmasindan sonra enjeksiyon
yerinde agri, hayvanda kusma, ishal, salivasyon, kas titremesi ve huzursuzluk gibi
belirtiler goriilebilecegi bildirilmektedir (Irwin, 2005). Atovaquone+ azithromycin

kombinasyonu ise daha ¢ok B. gibsoni gibi kiigiik Babesia tiirlerinin neden oldugu



enfeksiyonlarda etkili oldugu bildirilmektedir (Solano-Gallego ve ark., 2016; Altay ve
ark., 2016; Vishwakarma ve Nandini, 2019).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller bir yada daha ¢ok ortaklanmamis elektron bulunduran atom
veya molekiillerdir. Ortaklanmamis elektronlarindan dolay1 serbest radikaller oldukca
reaktiftirler ve yar1 dmiirleri oldukca kisadir. Organizmada serbest radikaller hem endojen
hem de eksojen kaynaklara bagl olarak olusabilir. Serbest radikallerin miktarindaki artig
sonucu hiicrenin yap1 elemanlar1 olan protein, lipid, karbonhidrat, niikleik asit gibi
biyomolekiilerin yapisinda hasar meydana gelir. Serbest radikallerin yliksek
konsantrasyonlarda zararli etkilere sahip olmalarinin yami sira diisiik yogunluklarda
yararh etkileri bilinen bir gercektir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Diindar ve Aslan,
2000).

Tablo 1. Serbest radikal kaynaklari1 (Diindar ve Aslan, 2000).

ENDOJEN KAYNAKLAR EKSOJEN KAYNAKLAR
-Mitekondrial ETZ - Cevresel faktorler
-Endoplazmikredikulum - Tlaglar, ksenobiyotikler
-Redoks dongiisii - Zararl 1g1nlar
-Arasidonik asit metabolizmasi -Sigara

-Fagositik  hiicreler ve endotelyal | -UV 1sinlar1
hiicrelerdeki oksidatif reaksiyonlar
-Ksantin oksidaz ve NADH oksidaz gibi
enzimler

-Otooksidasyon reaksiyolari

Biyolojik sistemlerde olusan en 6nemli serbest radikaller oksijenden (O2) kdken
alanlardir. Normalde O; mitekondride sitokrom okzidaz enzimi katalizorliigiinde dort
elektron alarak suya indirgenir. Bu sirada %1-2 oraninda O> mitokondriyal elektron
transport zincirinde (ETZ) bulunan elektron tasiyicilarindan sizan elektronlar tarafindan
rediiksiyonu oksijen radikalini olusturur. Kaynagi oksijen olan serbet radikaller reaktif

oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilir. Baslica ROT lar; siiperoksit (O," ), hidroksil



(OH"), peroksil (RO"), lipit peroksil (LOO") ve hidroperoksil (OOH") dir (Diindar ve
Aslan, 2000).

Biyolojik sistemlerde azot merkezli radikallerde olusabilmektedir. Nitrojen
kaynakl1 olan bu radikaller reaktif nitrojen tiirleri (RNT) olarak isimlendirilir. Nitrik oksit
sentaz (NOS) enzimi katalizorliigiinde L- arjininden sentez edilen nitrik oksit (NO") bu
basligin 6nemli bir iiyesini olusturmaktadir. NO’nun viicuttaki ROT’lar ile reaksiyona
girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOQO") olusturur (Diindar ve Aslan, 2000;
Biiyiikuslu ve Yigitbasi, 2015).

Oksijen ve nitrojen tlirevi olmayan radikallerde biyolojik sistemde
olusabilmektedir. Tiyol bilesikleri (R-SH) ge¢is metalleri ile yiikseltgenerek til (RS")
radikalini meydana getirirler. Karbon merkezli serbest radikallerde biyolojik sistemlerde
olusabilmektedir. Bu radikaller oksijenle reaksiyona girerek peroksil radikalini

olustururlar (Tufan, 2008).
2.3. Antioksidanlar

Biyolojik organizmada serbest radikallerin olusumunu engelleyen ve bunlarin
olusturdugu hasar1 engelleyen savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu savunma
mekanizmalar1 antioksidanlar olarak adlandirilir. Antioksidanlar; serbest radikallerin
meydana gelisini engelleyerek veya meydana gelen serbest radikalleri etkisiz hale
getirerek tesir ederler. Antioksidanlar tarafindan olusan serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesi; toplayici, bastirici, onarici ve zincir kirict etkilerle olmaktadir. Antioksidanlar

viicutta iiretilir veya disaridan alinirlar (Karabulut ve Giilay, 2016).



Tablo 2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay, 2016).

ENDOJEN ANTiOKSiDAN MADDELER
ENZIMATIK NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR
ANTIOKSIDANLAR

Glutatyon rediiktaz (GR), | Bilirubin, melatonin, glutatyon, alblimin, {irik
glutatyon  peroksidaz  (GPx), | asit, transferin, lipoik asit, koenzim Q, selenyum,
siiperoksit ~ dismutaz ~ (SOD), | seruloplazmin, bilirubin, ferritin, transferin ve

katalaz (KAT) ve glutatyon-S- | laktoferin.

transferaz (GST).
EKSOJEN ANTIOKSIDAN MADDELER
ANTIOKSIDAN ILAC OLARAK KULLANILAN
VITAMINLER ANTIOKSIDALAR

E vitamini, B-karoten, askorbk asit | Ksantin oksidaz inhibitorleri, NADPH oksidaz
ve flavonoidler. inhibitorleri, endojen antioksidan aktiviteyi

artiranlar, demir selatorleri....... vb.

2.4. Oksidatif Stres

Viicutta dogal metabolik yollar ile olusan serbest radikaller antioksidan
sistemlerle ortadan kaldirilir. Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda bir denge
bulunmaktadir. Bu dengenin oksidanlar tarafina bozulmasi oksidatif stres olarak
adlandirilir. Bu olgu endojen ve eksojen kaynaklara bagli olarak serbest radikallerin
olusumunun artisindan veya antioksidan aktivitesinin eksikliginden ileri gelebilir.
Oksidatif stres birgok patojenik mekanizmalarda 6nemli rol oynamaktadir (Lee ve Blair,

2001).

Oksidatif stres cesitli hastaliklarda hiicresel ve molekiiler doku hasarmin bir
pargasidir. Oksidatif stresin belirlenmesi, tamamlayict bir bilesen olarak son zamanlarda
klinik pratikte 5nem kazanmigtir. Hayvanlarda sepsis, mastitis, enterit, solunum ve eklem
hastaliklari, endoparaziter hastaliklar, tasima, sarkoptik uyuz, gebelik gibi c¢esitli
durumlarda oksidatif stresin ortaya ¢iktigi kanitlanmistir (Aktas ve ark., 2017).



Oksidatif Stres

Vitamin E,
Enzimler,
Hiicre Savunma
Mekanizmalari

—

Serbest O --.___

Oxidative stress

Sekil 3. Oksidan miktari ile antioksidan sistemler arasindaki denge (Anonim, 2022).
2.5. Total Antioksidan Kapasite (TAK)

Normal kosullarda biyolojik organizma, endojen ve eksojen kaynakli serbest
radikallerin meydana getirdigi oksidatif stresi engelleyen antioksidan savunma sistemine
sahiptir. TAK’ 1n olugsmasinda en biiyiik pay1 plazmada bulunan antioksidan molekiilleri
olusturmaktadir. Ciinkii plazma antioksidanlarin tiim viicuda dagitilmasini saglar.
Plazmada antioksidanlar etkilesim halindedir. Bu nedenle antioksidanlarin yalniz
baslarina olusturduklart tesirin toplamindan daha biiyilik bir antioksidan etki meydana
gelmektedir. Bu sinerjik etkiye 6rnek olarak; serbest radikaller ile reaksiyona giren a-
tokoferolden (0-TC) meydana gelen a-tokoferoksil radikalinin (a-TC.) askorbik asit ve
glutatyon tarafindan o-TC'ye geri doOniistiiriilmesi verilebilir. TAK 6l¢iimii,
antioksidanlarin siradan toplamindan daha entegre bir parametre olarak plazma ve viicut
stvilarinda bulunan antioksidanlarin hepsinin var olan kiimiilatif kapasitesini ifade eder

(Ghisellia ve ark., 2000; Erel, 2004).
2.6. Total Oksidan Kapasite (TOK)

Oksidatif stres; canlilarda mevcut olan oksidan-antioksidan dengenin oksidanlar
tarafina kaymasi1 sonucu olusan patolojik bir siiregtir (Demircan, 2013). Bu durum;

serbest radikallerin iiretiminin artmasi veya antioksidan mekanizmanin noksanligina
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bagli olarak gelisir. Bu oksidan maddeler toksik 6zellikleri nedeniyle protein, lipid ve
DNA gibi molekiillere zarar vermektedir (Bowen ve ark., 2001). Oksidatif stresin toplam
degeri; total oksitatif stres (TOS) veya total oksidan kapasite (TOK) olarak belirtilir
(Demircan, 2013). Antioksidanlarda oldugu gibi oksidan molekiiller de birbirleriyle
etkilesime girdigi i¢in seviyelerini tek tek dlgmek ¢ok dogru bir sonu¢ vermeyebilir.
Ayrica oksidan molekiillerin konsantrasyonlarinin tek tek ol¢lilmesi maliyetli ve vakit

almasi1 nedeniyle TOK 6l¢iimii tercih edilmektedir (Giiltekin ve ark., 2017).
2.7. Oksidatif Stres Indeksi (OSI)

Oksidatif stres indeksi (OSI); TOK seviyesinin TAK seviyesine béliiniip elde
edilen sonucun yiiz ile ¢arpilmasi ile elde edilen oransal bir indekstir. OSI oksidatif stres
derecesinin kapsamli bir sekilde degerlendirmesini saglar. Yiiksek olmasi oksidatif

stresin artigina isaret eder (Pugliese ve ark., 2022).
2.8. Tiyol - Disiilfit Denge (TDD)

Tiyoller siilfhidril (-SH) grubu bulunduran fonksiyonel organik bilesiklerdir.
Plazma tiyollerinin kii¢iik bir boliimiinii diisiik molekiil agirlikli molekiiller olan sistein,
sisteinil glisin, glutatyon, homosistein ve y-glutamil sistein olustururken daha biiyiik bir
boliimiinii albiimin ve diger proteinlerin tiyolleri olusturur (Turell ve ark., 2013). Tiyoller
antioksidan ve prooksidan 6zelliklere sahiptirler. Tiyollerin antioksidan veya prooksidan
olarak davranip davranmayacag1 oksidatif stres, fizyolojik sartlar ve yapilarinda siilfiir
bulunduran aminoasitlerin ortamdaki diizeyleri tarafindan belirlenir. Organizmada olusan
ROT gibi oksidatif iirlinler fazla elektronlarini tiyol (RSH) iceren bilesiklere aktararak
indirgenirken tiyol gruplar1 okside olur. Tiyol gruplarinin okside olmasi ile distilfid
(RSSR) baglar1 olusur. Bu tepkime reversibildir ve olusan disiilfid baglar1 tekrar tiyol
gruplarina indirgenebilir. Boylece dinamik tiyol-disiilfit dengesi (TDD) saglanmis olur.
Bu denge detoksifikasyon, antioksidan savunma, enzimatik aktivitenin diizenlenmesi ve
hiicresel sinyal iletiminde kritik rollere sahiptir. Son zamanlarda yapilan arastirmalarda
TDD’nin bozulmasinin diabetes mellitus, kanser, kardiovaskiiler hastaliklar ve gesitli
norodejeneratif hastaliklar gibi bir¢ok rahatsizliklar ile iliskisi tespit edilmistir (Erel,

2004).
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Tiyol-disiilfit dengesinde eskiden rediikte tiyol seviyesi Olcliliiyordu. Erel ve
Neselioglu tarafindan her iki degisken diizeyini ayr1 ayr1 ve toplam olarak dl¢ebilen yeni
bir yontem gelistirilmistir. Tiyol disiilfit denge Ol¢limiinde; nativ tiyol (-SH), dinamik
disiilfit (-S-S-), total tiyol [(-SH)+(-S-S-)], disiilfit [-S-S-] / nativ tiyol (-SH) %, disiilfit
(-S-S-) / total tiyol [(-SH)+(-S-S-)] ve nativ tiyol (-SH) / total tiyol [(-SH)+(-S-S-)]
degiskenleri hesaplanmaktadir. Total tiyol ifadesi indirgenmis ve oksitlenmis tiyolleri
kapsarken, dogal (nativ) tiyol ifadesi ise yalniz indirgenmis tiyolleri kapsar (Erel ve

Neselioglu, 2014).
2.9. Albiimin (ALB)

Kan plazmasinda en fazla bulunan protein olan albiimin 585 amino asit kalintis1
iceren primer zincir, 17 distlfit bag1 ve 1 serbest sistein amino asitinden olusur.
Karacigerde sentez edilir. Albliminin yar1 dmrii yaklasik 19-20 giindiir ve molekiil agirhigi
6,5 kDa dir (Kanct Bozoglan, 2012). Albiiminin en dnemi gorevi onkotik basinci
saglamaktir. Bunun yanisira plazmada bulunan organik veya inorganik yapidaki bir¢ok
maddeyi ilgili yerlere tasima, endojen aminoasitlerin sentezinde kaynak olusturma ve
oksidatif stres durumlarinda negatif akut faz reaktan olma gibi farkli fonksiyonlar1

bulunmaktadir (Kirmizigiil ve ark., 2020).
2.10. Iskemi Modifiye Albiimin (IMA)

Albiiminin N-terminal ucunda aspartat-alanin-histidin-lizin amino asit kalintisi
yeralmakta ve bu bdlge (Co*?), nikel (Ni*?) ve bakir (Cu™?) gibi gegis metallerine kars1
yiiksek affiniteli bir baglanma bolgesi niteligi gostermektedir. Bununla birlikte bu
bolgenin diger metal iyonlarina kiyasla kobalt (Co*?) i¢in daha giiglii baglanma kapasitesi

gosterdigi tespit edilmistir (Bar—Or ve ark., 2001).

Serbest radikal harabiyeti, enerjiye bagli membran yikimi, serbest demir (Fe) ve
bakira (Cu) maruz kalma, asidoz ve hipoksi gibi durumlarda albiiminin N-terminal
ucundaki amino asitlerin bir veya daha fazlasinin silinmesi veya N- asetilasyonu yoluyla
N-terminal ugta yapisal modifikasyonlarin olugsmasina neden olur (Bar-Or ve ark., 2000;
Lippi ve ark., 2006). Albiimindeki bu yapisal modifikasyonlar, albiiminin Co™, Ni*?,

Cu*? gibi gegis metallerini baglama kapasitesinde azalmaya neden olur. Bu yeni olusan
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albiimin molekiilii, iskemi ile modifiye olmus albiimin (iskemi modifiye albiimin - IMA)
olarak isimlendirilir. IMA oksidatif strese bagl indiiklenen protein modifikasyonuna
isaret eder (Bar—Or ve ark., 2001). Bu metabolik degisken albiimin kobalt baglanma testi
ile dl¢iilebilir hale getirilmistir (Bar—Or ve ark., 1999; Bar-Or ve ark., 2000). IMA sadece
miyokardiyal iskemi degil farkli organlar1 etkileyen diger iskemi modellerinde de artan
oksidatif stres nedeniyle meydana gelir. Serum IMA seviyesi pulmoner emboli, bobrek
rahatsizliklari, diabetes mellitus (DM), karaciger hastaliklar1 ve baz1 kanserlerde artar

(Can ve Yosunkaya, 2017).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Hayvan materyali

Bu ¢alisma Van Merkez ve civar il¢elerden, Van Biiyiiksehir Belediyesi’ne bagh
Hayvan Bakim ve Rehabilitasyon Merkezine ovariohisterektomi ve kastrasyon igin
getirilen farkli yas ve cinsiyette 91 adet sokak kopegi tlizerinde yiiriitiildii. Hayvanlar
kisirlastirma operasyonundan bir giin 6nce a¢ birakildi ve son 12 saat sadece su i¢ti. Bu
kopeklerden yiiksek ates, ikterus, zayiflik, solunum ve nabiz sayisinda artig gibi klinik
semptomlardan en az ikisine sahip kdpeklerden alinan kan 6rnekleri Babesia-ELISA dog
kiti (Afosa, Germany) ile test edildi. Testi pozitif ¢ikan kopekler babesiosis grubuna (3
disi, 4 erkek) dahil edildi. Karsilastirma icin klinik muayene sonucu saglikli oldugu ve
kan ornekleri Babesia-ELISA dog kiti (Afosa, Germany) ile testi negatif ¢cikan kopekler
kontrol grubuna (3 disi, 4 erkek) dahil edildi.

Calisma oOncesi Van Yiiziincii Y1l Universitesi Hayvan Deneyleri Etik

Kurulu’ndan 28.10.2021 tarih ve 2021/10-04 say1 ile onay alindi.
3.1.2. Analizlerde kullanilan cihaz ve malzemeler

Hassas terazi (GeeAvery)

Sogutmali santrifiij (Universal 320R)

Derin dondurucu (Ugur)

Su banyosu (Niive, BM 402)
Spektrofotometre (Boeco, Almanya)
ELISA (BiotekELx800)

Vakkumlu jelli tiip

Degisik hacimlerde otomatik pipet

ELISA mikroplate okuyucu (Zenyth, 200 rt)
Oto analizor (Roche, Almanya)

Hassas terazi (Bosch S 2000)
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3.1.3. Analizlerde kullanilan kimyasal maddeler

Babesia-ELISA dog kiti (Afosa, Germany)

Perklorik asit (HC1O4, Sigma Aldrich)

Total antioksidan status (TAS) kit (Rel Assay Diagnostics)

Total oksidan status (TOS) kit (Rel Assay Diagnostics)

Sodyum borhidrat (H4sBNa, Sigma Aldrich)

Kobalt (IT) kloriir (CoCl,, Sigma Aldrich)

DL-Dithiothreitol (HSCH,CH(OH)CH(OH)CH>SH, Sigma Aldrich)
Formaldehit (CH20O, Sigma Aldrich)

Etilendiamin tetraasetik asit (CioH16N2Os, Sigma Aldrich)
5,5'-Dithiobis (2-nitrobenzoik asit) (C14HsN20sS», Sigma Aldrich)
Butil asetat (CsH1202, Sigma Aldrich)

3.2. Yontem

3.2.1. Kan orneklerinin alinmasi

Calismaya dahil edilen kopeklerin vena cephalica antebrachii’lerinden yontemine
uygun olarak 10 ml'lik jelli vakumlu biyokimya tiiplerine kan 6rnekleri alindi. Kanlar
3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi. Elde edilen serumlarda
parazitolojik olarak bebesiosis teshisi ve biyokimyasal olarak TAK, TOK, TT, NT, IMA
ve ALB analizi yapildi.

3.2.2. Parazitolojik analiz

Elde edilen serumlar Babesia canis 1gG antikorlar1 yoniinden Babesia-ELISA dog
kiti (Afosa, Germany) ile tarandi. Teste baglamadan 6nce; serum 6rnekleri, antijen kapl
stripler ve tiim kit reaktifleri oda 1s1sina getirildi. Test edilecek 6rnekler serum sulandirma
tamponu ile 1/100 oraninda sulandirildi. Uygun kuyucuklara her bir kontrol serumundan
(pozitif kontrol ve negatif kontrol) 100 pl koyuldu. Bos deger i¢in uygun kuyuya 100 pl
ornek seyreltme tamponu konuldu. Uygun kuyucuklara 6nceden seyreltilmis numuneden
100 pl konuldu. Oda 1s1sinda 60 dk inkube edildikten sonra plate igerigi dokiilerek 4 kez
Ix yikama soliisyonu ile yikandi. Konjugat solusyonu her géze 100 pl konularak oda

1sisinda 60 dk inkube edildikten sonra plate icerigi dokiilerek 4 kez 1x yikama soliisyonu
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ile yikand1. Substrat soliisyonu her goze 1000 pl ilave edilerek oda 1sisinda 15 dk inkiibe
edildi. Plate bosaltilmadan her bir gdze 100 pl stop soliisyon eklenerek optik dansite (OD)
450 nm de ELISA okuyucusunda okutuldu.

NP

Babesia antijeni ile Anti-Babesia IgG Enzimle isaretlenmis Substratta enzim
kapli Test pleyti antikorlu drnek anti-kopek 1gG kaynakl renk
antikoru ile konjugat degisimi

Sekil 4. Calismada kullanilan Babesia ELISA dog kitinin sematik tanima.

Pozitif kontrollerin (PK) ve negatif kontrollerin (NK), (ODPK, ODNK) optik

yogunlugunun ortalamasi hesaplandi.

Negatif kontrollerin optik yogunlugunun ortalamasi, pozitif kontrollerin optik
yogunlugunun ortalamasindan ve numunelerin optik yogunlugundan (OD sample)

cikarild.

ODPK, diizeltme = ODPK — ODNK; OD sample, diizeltme = OD sample — ODNK; Test
sonucu (TR) agagidaki formiile gére hesaplandi. TR = (OD 6rnek, dogrux 100) / (ODPK,

dogru).

Test sonuclarinin degerlendirilmesi
TR < 14 = negatif

TR 14 — 19 = sonugsuz

TR > 19 = pozitif kabul edildi
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Sekil 5. Calismada kullanilan Babesia ELISA dog kiti.

3.2.3. Biyokimyasal analizler
Total antioksidan kapasite (TAK) ol¢ciimii:

Gruplarin TAK seviye 6l¢iimii Erel tarafindan gelistirilen ticari kit (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ELISA (BiotekELx 800) cihazinda
gerceklestirildi (Erel, 2004).

Prensip: Numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz
indirgenmis ABTS formuna indirger. 660 nm'de absorbans degisikligi numunenin toplam
antioksidan seviyesi ile ilgilidir. Kalibrator olarak geleneksel olarak bir E vitamini
analogu olan Trolox Esdegeri olarak adlandirilan stabil bir antioksidan standart ¢ozelti

kullanilir.
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Tablo 3. Total antioksidan kapasite (TAK) seviye 0l¢liim basamaklari.

Numune Standart Kor
Reaktif 1 300 ul 300 ul 300 ul
Numune 18 ul - -
Standart - 18 pul -
H>O - - 18 pul

660 nm’ de baslangi¢ absorbanslar okunup (ilk okuma) degerler kaydedildi.

Reaktif 2

45 ul

45 ul

45 ul

Karisim 37°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 660 nm’ de absorbanslar okunup (ikinci
okuma) degerler kaydedildi.

Absorbans degerleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
AAbs H>O = H>O0 ikinci okuma — H>O ilk okuma

AAbs Standart = Standart ikinci okuma — Standart ilk okuma
AAbs Ornek = Ornek ikinci okuma — Ornek ilk okuma

TAK (mmolTroloxEq/l) = (AAbs H2O - AAbs Ornek) / (AAbs HoO - AAbs
Standard) formiilii kullanilarak TAK degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar
mmolTroloxEg/l olarak ifade edildi.

Total oksidan kapasite (TOK) olciimii:

Gruplarin TOK seviye 6lgiimii Erel tarafindan gelistirilen ticari kit (Rel Assay
Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak ELISA (BiotekELx 800) cihazinda
gergeklestirildi (Erel, 2005).

Prensip: Numunede bulunan oksidanlar demirli iyon-selator kompleksini demir iyonuna
oksitler. Oksidasyon reaksiyonu reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan giiglendirici
molekiiller tarafindan uzatilir. Ferrik iyon asidik bir ortamda kromojen ile renkli bir

kompleks olusturur. Spektrofotometrik olarak olciilebilen renk yogunlugu, numunede
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bulunan oksidan molekiillerin toplam miktar: ile ilgilidir. Olgiimde kalibratér olarak

hidrojen peroksit (H20Oz) kullanilir.

Tablo 4. Total oksidan kapasite (TOK) seviye 6l¢iim basamaklari.

Numune Standart Kor
Reaktif 1 300 pl 300 pl 300 pl
Numune 18 pul - -
Standart - 18 ul -
H>O - - 18 ul

530 nm’ de baglangi¢ absorbanslar okunup (ilk okuma) degerler kaydedildi

Reaktif 2

15 ul

15 pul

15 ul

Karigim 37°C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra 660 nm’ de absorbanslar okunup (ikinci
okuma) degerler kaydedildi.

Absorbans degerleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

AAbs Ornek = Ornek ikinci okuma — Ornek ilk okuma

AADbs Standart = Standart ikinci okuma — Standart ilk okuma

TOK (umolH,02Eq/l) = (AAbs Ornek / AAbs Standard) X 10* formiilii
kullanilarak TAK degerleri hesaplandi. Elde edilen sonuglar umolH>O2Eq/1 olarak ifade

edildi. (*standartin konsantrasyonu)
Oksidatif stres indeksi (OSI) hesaplanmasi:

Gruplarm OSI seviyesi, TOK seviyesinin TAK seviyesine béliiniip elde edilen
sonucun yiiz ile ¢carpilmasiyla hesaplandi. TAK degerleri pumol/L’ye ¢evrildi. Elde edilen
sonuglar AU olarak ifade edildi (Erel, 2005).

0SI (AU) = TOK/TAK X100
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Total tiyol (TT) ve nativ tiyol (NT) ol¢iimii:

TT ve NT seviye Ol¢iimleri Erel ve Neselioglu (2014), tarafindan tarif edilen
modifiye Ellman yontemi kullanilarak ELISA (BiotekELx 800) cihazinda
gergeklestirildi.

Prensip: Indirgenebilir disiilfit baglar1 sodyum borohidrat ile serbest fonksiyonel tiyol
gruplar1 olusturmak iizere indirgenir. Kullanilmayan indirgeyici sodyum borohidrat
formaldehidle baglanarak uzaklastirilir. Indirgenmis ve serbest olanlari iceren tiim tiyol
gruplar1 DTNB (5,50-dithiobis-(2 nitrobenzoik asit) ile reaksiyonu sonrasinda tespit

edilir.
Kullanilan reaktifler:

R1: 378 mg sodyum borhidrat (NaBH4)’1n 1000 mL su-metanol soliisyonu i¢inde (1/1
hacim orani ile) son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde calismanin yapilacagi giin
taze olarak hazirlanarak kullanildi. Bu indirgeyici reaktif total tiyol (TT) miktarim

belirlemek i¢in kullanilda.

R1’: 585 mg sodyum kloriir (NaCl)’1in 1000 mL su- metanol soliisyonu i¢inde (1/1 hacim
orani ile) son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde calismanin yapilacagi giin taze
olarak hazirlandi. Elde edilen reaktif +4°C de 6 ay siire ile saklanabilir. Bu reaktif nativ

tiyol (NT) miktarini belirlemek i¢in kullanild1.

R2: Son konsantrasyonu 6,715 mM olan 0,5 mL formaldehit ve son konsantrasyonu 10
mM olan 3,8 g etilendiamin tetra asetik asitin (EDTA) 1000 mL Tris tampon igerisinde,
100 mM ve pH 8,2 de ¢oziilerek taze olarak hazirlandi. Elde edilen reaktif +4°C de 6 ay

sure ile saklanir.

R3: 3,963 g 5,5’-ditiyobis-2-nitrobenzoik asit (DTNB) 1000 mL metanol igerisinde son

konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde ¢alisma giiniinde taze olarak hazirlandi.
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Tablo 5. Total tiyol (TT) ve nativ tiyol (NT) seviye 6l¢lim basamaklari.

Total tiyol Nativ tiyol
R1 10 pl -
R1’ - 10 pl
Serum 10 pl 10 ul
R2 110 pl 110 pl
R3 10 pl 10 pl

415 nm’de baglangi¢ absorbanslar okunup (ilk okuma) degerler kaydedildi.
Reaksiyonun plato yaptigi 10. dk da 415 nm’de ikinci absorbanslar okunup (ikinci
okuma) degerler kaydedildi. ikici okuma absorbans — ilk okuma absorbans farki elde

edilerek 6l¢lim tamamlandi.

TT ve NT seviyelerinin belirlenmesinde 5-tiyo-2-nitrobenzoik asitin (TNB) molar
ekstinksiyon katsayist olan 14,100 mol/L™! cm™ kullanildi. Elde edilen sonuglar pmol/L
olarak ifade edildi.

Disiilfid (Ds) konsantrasyonu ve Ds/NT, Ds/TT ve NT/TT oranlarin1 hesaplamak
icin asagidaki formiiller kullanild1 ( Degirmencgay ve ark., 2021).

Ds (umol/L)=(TT —NT) /2

Ds/ NT dengesi (%) = (Ds / NT) x 100

Ds/ TT dengesi (%) = (Ds/ TT) x 100

NT/ TT dengesi (%) =(NT /TT) x 100
Iskemi modifiye albiimin (IMA) 6l¢iimii:

Gruplarm IMA seviye olgiimii Bar-Or ve ark. (2000), tarafindan gelistirilen
albiimin kobalt baglama yontemi kullanilarak spektrofotometre (Boeco, Almanya)

cihazinda gerceklestirildi.
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Prensip: Ornege eklenen ve albiimine baglanmayan kobaltin ditiyotreitol (DTT)

ile olusturdugu renkli kompleksin 6l¢timiine dayanmaktadir.
Kullanmilan reaktifler:

1 g/L kobalt kloriir (CoCl».6H>0)

1,5 mg/ml ditiyotreitol (DTT)

%0,9 sodyum kloriir (NaCl)

Tablo 6. Iskemi modifiye albiimin (IMA) seviye dl¢iim basamaklari.

Kor Numune
Serum 200 pl 200 pl
Kobalt kloriir 50 pul 50 ul

Karisim vortekslenip albiimin-kobalt baglanmasinin olusmasi icin 10 dk boyunca

karanlikta inkiibe edildi.

DTT - 50 pl

Distile su 50 ul -

Tiipler vorteksle karigtirilarak 2 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

%0,9 NaCl 1 mL 1 mL

470 nm ’de hem kor hem de numune tiiplerinin absorbanslar1 okunup degerler kaydedildi.

IMA (ABSU)= (AAbs Kor-AAbs Numune) formiilii kullanilarak IMA degerleri
hesaplandi. Elde edilen sonuglar ABSU olarak ifade edildi.

Albiimin 6l¢iimii:

Gruplarmn alblimin seviye Ol¢limii ticari kit kullanilarak (Roche, Almanya),
modiiler oto analizor cihazinda (Roche, Almanya) gerceklestirildi. Sonuglar g/L olarak

ifade edildi.
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3.3. istatistik Analiz

Yapilan analizlerden elde edilen sonuglarin degerlendirilmesinde SPSS (20)
istatistik paket programi kullanildi. Her parametre i¢in veri dagiliminin normalligi
Shapiro-Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Gruplar arasindaki farki belirlemek icin
bagimsiz orneklem t testi kullanildi. Sayisal degiskenler Pearson korelasyon testi
temelinde karsilastirildi. Duyarhilik, secicilik ve kesim degerlerini belirlemek igin

Receiver Operating Characteristic (ROC) analizi yapildi.
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4. BULGULAR

Toplanan 91 kdpege ait serum ornekleri Babesia tiirlerinin antikorlarmin varlig
yoniinde serolojik olarak incelendiginde %7,69’ unun (7 6rnek) babesiosis yoniinden
seropozitif oldugu tespit edildi. ELISA inhibisyon degeri yiiksek olan kopek kanlar

biyokimyasal analizler i¢in kullanildu.

. ul-..lﬁ-h-;t as

v -f;_.-v-g—--q-?—*s—-o-=ﬂ-q. --hﬁ-s-ﬂ-\o\-\ -—-|2.-*’

NI )

Sekil 6. Babesia tiirleri yoniinden seropozitif ve seronegatif kan serumlarinin ELISA

pleytindeki goriiniimii. (Isaretli olanlar pozitiftir)

Kontrol ve babesiosisli gruplarmn TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve
ALB seviyelerinin Ort£SS degerleri ve aralarindaki farkin istatistiki karsilagtirma

sonuclar1 Tablo 7°de verildi. Buna gore;

TAK ve ALB seviyeleri agisindan, babesiosisli grubun ortalamasinin, kontrol

grubunun ortalamasina gore anlamli derecede diisiik oldugu tespit edildi (p<0,05).

TOK ve OSI seviyeleri acisindan, babesiosisli grubun ortalamasinin kontrol

grubunun ortalamasina gdére anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edildi (p<0,05).
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NT, Ds ve IMA seviyeleri ile NT/TT, Ds/ NT ve Ds/ TT oranlar1 agisindan,
babesiosisli grubun ortalamasi ile kontrol grubunun ortalamasi arasinda istatistiki olarak

fark olmadig tespit edildi (p>0,05).

Tablo 7. Kontrol ve babesiosisli gruplarm TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve

ALB seviyelerinin karsilastirilmast.

Parametreler Kontrol grubu | Babesiosisli grup p
(n=7) (Ort £ SS) | (n=7) (Ort£SS)

TAK(mmol TroloxEqv./L) 0,84+0,15 0,55+0,13 0,003
TOK (umol H202Eqv./ L) 14,20+2,47 16,75+1,59 0,041
OSI (AU) 1,73+0,42 3,02+0,59 0,001
NT (umol/L) 1,87+0,71 1,24+0,49 0,082
TT (umol/L) 3,73+0,85 3,10+0,36 0,100
NT/TT (%) 53,57+27,76 38,96+10,85 0,219
Ds (umol/L) 0,92+0,65 1,00+0,13 0,770
Ds/ NT (%) 65,58+48,44 88,93+26,55 0,285
Ds/TT (%) 23,02+13,89 32,3943,64 0,110
IMA (ABSU) 59+0,220 60=+0,20 0,940
ALB (gr/L) 30,14+3,23 23,71+1,60 0,001

TAK: total antioksidan kapasite, TOK: total oksidan kapasite, OSI: oksidatif stres
indeksi, NT: nativ tiyol, TT: total tiyol, Ds: disiilfit, IMA: iskemi modifiye albiimin,
ALB: albiimin, TDD: tiyol-disiilfit denge.

Babesiosisli grubun TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve ALB seviyeleri

arasindaki korelasyon katsayilari (r) Tablo 8’de verildi. Buna gore;

TAK seviyesi ile OSI seviyesi arasinda istatistiki olarak anlamli negatif

korelasyon oldugu saptandi (p<0,05).

NT seviyesi ile TT seviyesi ve NT/TT oran1 arasinda istatistiki olarak anlamli

pozitif korelasyon oldugu saptandi (p<0,001).
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NT seviyesi ile Ds/NT orani1 arasinda istatistiki olarak anlamli negatif korelasyon

oldugu saptand1 (p<0,001).

TT seviyesi ile NT/TT orani arasinda istatistiki olarak anlamli pozitif korelasyon

oldugu saptandi (p<0,001).

TT seviyesi ile Ds/NT orani arasinda istatistiki olarak anlamli negatif korelasyon

oldugu saptandi (p<0,001).

NT/TT seviyesi ile Ds/NT oran1 arasinda istatistiki olarak anlamli negatif

korelasyon oldugu saptandi (p<0,001).
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Tablo 8. Babesiosisli grubun TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve ALB seviyeleri arasindaki korelasyon analiz sonuglari.

TAK TOK OSI NT TT NT/TT Ds Ds/NT Ds/TT IMA ALB
TAK 1 0,517 -0,806* 0,083 0,289 0,29 -0,382 0,168 -0,600 0,231 0.363
0,234 0,029 0,859 0,606 0,951 0,398 0,719 0,155 0,618 0.423
TOK 1 -0,166 0,355 -0,101 0,434 0,058 0,390 0,050 0,225 -0.246
0,723 0,435 0,829 0,331 0,901 0,387 0,916 0,628 0.595
0si 1 0,126 0,227 -0,096 0,408 0,250 0,606 0,407 0.458
0,788 0,625 0,838 0,364 0,589 0,149 0,364 0.302
NT 1 0,953 %* 0,995%* -0,501 -0,919%* | 0,416 0,165 0.498
0,001 0,0001 0,252 0,003 0,354 0,724 0.256
TT 1 0,924** -0,500 -0,884** | -0,462 0,035 0.555
0,003 0,253 0,008 0,297 0,941 0.196
NT/TT 1 470 -0,930%* | -0,421 0,163 0.445
0,287 0,002 0,347 0,726 0.317
Ds 1 0,160 0,536 0,165 -0.477
0,732 0,215 0,724 0.279
Ds/NT 1 0,704 0,038 0.281
0,77 0,935 0.541
Ds/TT 1 0,173 0.017
0,710 0.972
IMA 1 -0.612
0.144
ALB 1

r- pearson korelasyon katsay1, *p<0,05,**p<0,001
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Tablo 9. Kontrol ve babesiosisli gruplarin TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve

ALB degiskenleri i¢in ROC egrisi analiz sonuglari.

Parametre | AUC (Egri altinda | Kesim degeri | Duyarlilik | Secicilik p
kalan alan) (%) (%)
TAK 0,918 0,833 100 57,1 0,009
TOK 0,796 15,86 71,4 71,4 0,049
0Si 0,980 1,97 100 85,7 0,003
NT 0,786 1,55 71,4 57,1 0,074
TT 0,714 3,68 100 57,1 0,180
NT/TT 0,633 40,79 71,4 57,1 0,406
Ds 0,490 0,79 100 42,9 0,949
Ds/ NT 0,633 72,72 71,4 57,1 0,406
Ds/TT 0,714 32,37 71,4 71,4 0,180
IMA 0,469 0,53 57,1 42,9 0,848
ALB 1 27,50 100 100 0,002
TAK (Total Antioksidan Kapasite) TOK (Total Oksidan Kapasite) OS] (Oksidatif Stres fndeksi)
) ROC egrisi / . ROC egrisi / ROC egrisi g
V4 74 //
o / o / »| /
¥ £ /
= o / o / - /
3 /| 3 / z ¥
/ : / 7
8 // & o // A u /
v
4 / /
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4 # /
Segicilik Segicilik Segicilik

Sekil 7. TAK, TOK ve OSI degiskenleri ROC egrisi grafikleri.
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Sekil 8. NT, TT ve NT/TT degiskenleri ROC egrisi grafikleri.
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Sekil 9. Ds, Ds/NT ve Ds/TT degiskenleri ROC egrisi grafikleri.
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Sekil 10. IMA ve ALB degiskenleri ROC egrisi grafikleri.
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Kontrol ve babesiosisli gruplarm TAK, TOK, OSI, TDD parametreleri, IMA ve

ALB seviyelerinin ROC egrisi analiz sonuglar1 Tablo 9°da verildi. Buna gore;

TAK degiskeni icin kesim degeri 0,833 alindiginda duyarlilik %100 ve segicilik
%57,1 olarak bulundu (AUC: 0,918; p<0.05).

TOK degiskeni i¢in kesim degeri 15,86 alindiginda duyarlilik %71,4 ve secicilik
%71,4 olarak bulundu (AUC: 0,796; p<0.05).

OSI degiskeni igin kesim degeri 1,97 alindiginda duyarlilik %100 ve segicilik %
85,7 olarak bulundu (AUC: 0, 980; p<0.05).

ALB degiskeni i¢in kesim degeri 27,50 alindiginda duyarlilik %100 ve segicilik
%100 olarak bulundu (AUC: 1; p<0.05).

ROC analizi a¢isindan NT, TT, NT/TT, Ds, Ds/ NT, Ds/TT ve IMA degiskenleri

icin egri altinda kalan alanin istatistiki olarak anlamli olmadigi bulundu (p>0,05).
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TARTISMA VE SONUC

Babesiosis evcil ve yabani hayvanlar ile insanlarda goriilen, eritrositler igerisine
yerlesen Babesia tiirlerinin olusturdugu hemoprotozoan bir enfeksiyon olarak
bilinmektedir. Ozellikle endemik bdlgelerde babesiosis evcil hayvan yetistiriciliginde

onemli ekonomik kayiplara ve dliimlere yol actig1 bildirilmektedir (Uilenberg, 2006).

Kopeklerde babesiosis, diinyanin tropikal ve subtropikal bdlgelerinde evcil
kopekler ve yabani karnivorlarda goriilen ve Oliimle sonuglanabilen bir hastaliktir.
Kopeklere keneler tarafindan tasinan bu hastaliga farkli Babesia tiirleri (B. canis, B.
gibsoni, B. vogeli, B. rossi ve B. vulpes) neden olur. Eritrositlerin igerisine yerlesen
etkenler armut seklinde goriilmektedir (Selgin ve Oguz, 2022). Babesiosiste klinik
bulgular perakut, akut, kronik ve subklinik olarak kendini gosterir (Gokge ve ark., 2013).
Bu bulgular konak¢inin 1k, yas ve immun durumuna gore degismekle birlikte, istahsizlik,
hemoglobiniiri, ikterus, mukoz membranlarda solgunluk, farkli seviyelerde hemolitik

anemi ve trombositopeni ile karakterizedir (Ulutas ve ark., 2005; Crnogaj ve ark., 2017).

Hastalik siirecinde meydana gelen klinik bulgularin biiyiik bir kismini hem
eritrositlerin hemolizi sonrasinda meydana gelen hemolitik anemi hem de parazite karsi
olusan sistemik inflamatuar yanitlar meydana getirmektedir (Baneth, 2018). Babesiosiste
eritrositlerin hemolizini takiben bobrek, karaciger, akciger vb. gibi bir veya daha fazla
organda fonksiyon bozuklugunu igeren multiple organ disfonksiyonu (MOD) meydana

gelebilmektedir (Solano-Gallego ve Baneth, 2011; Gdkge ve ark., 2013).

Babesiosiste aneminin patogenezi hala belirsizdir. Aneminin siddeti her zaman
paraziteminin derecesi ile orantili degildir. Nitekim periferik kanda parazitler
saptanmadan ¢ok dnce hematokritte belirgin bir diigiis meydana gelebilmektedir. Bu olay
parazitlenmemis eritrositlerin de parazit enfeksiyonu nedeniyle bilinmeyen bir
mekanizmayla hasar gorebilecegini diisiindiirmektedir (Crnogaj ve ark., 2010; 2017).
Kopek babesiosisinde hemolizin mekanizmasi; mekanik, immun iligkili sitotoksik
pargalanma, parazitlerin {irettigi hemolitik toksinler ile agiklanmaktadir (Furlanello ve

ark., 2005).
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Reaktif oksijen/nitrojen tiirleri (ROT/RNT) yasamsal faaliyetler sirasinda stirekli
olarak endojen olarak iiretilir. Cesitli patolojik siireclere bagli olarak asir1 {iretilen bu
serbest radikaller diger molekiiller ile reaksiyona girerek istenmeyen oksidasyon
tepkimelerine neden olurlar. Sonugcta protein, lipit, karbonhidrat, niikleik asitlerde hasar,
membran biitiinliigiiniin bozulmasi ve genetik bozukluklarin gelismesi gibi oksidatif

hasarlar meydana gelir (Camkerten ve ark., 2009; Crnogaj ve ark., 2010).

Canli organizmada serbest radikallerin olusumunu engelleyen ve meydana
getirdikleri hasarlar1 onleyen antioksidan savunma sistemleri bulunur. Bu sistemler,
scavenging (temizleme), quencher (baskilama), zincir koparma ve onarma mekanizmalari
ile oksidanlar1 etkisiz hale getirirler (Chaudhuri ve ark., 2008). Serbest radikalerin asir1
iiretimi veya antioksidan sistemin zayiflifi sebebiyle hiicrede oksidan/antioksidan
dengenin oksidan lehine bozulmas1 oksidatif strese neden olur. Oksidatif stresin birgcok
hastalik ve inflamatuar siirecin patofizyolojisinde rol oynadigi bilinmektedir (Valko ve

ark., 2007).

Poliansature yag asidi (PUFA) yoniinden zengin olma, yiiksek
konsantrasyonlarda oksijene siirekli maruz kalma ve giiglii bir metal katalizor olan
demirin varlig1 eritrositleri peroksidatif hasara karst duyarli hale getirir (Clemens ve
Waller, 1987). ROT'un eritrosit membraninda neden oldugu lipid peroksidasyonu (LPO)
diizensizlige ve nihayetinde hiicre zarinin hasarina neden olarak nekrotik 6liime yol agar.
LPO hiicrelerde ve dokularda oksidatif stresin bir gostergesi olarak kullanilir (Oliveira ve

Cechini, 2002).

Parazitlerin neden oldugu enfeksiyonlarin patogenezinde oksidatif stresin olasi
rolii yillardir aktif bir aragtirma alani olmustur (Oliveira ve Cechini, 2002; Crnogaj ve
ark., 2010). Farkli konakgilarin intra eritrositik parazitleri olan malarya (Pabon ve ark.,
2003; Zhang ve ark., 2014), theileria (Turung ve Kontas Askar., 2012; Ozdek ve ark.,
2020), anaplasma (Ergoniil ve Kontas Askar, 2009; El-Ashker ve ark., 2015; Ilkaya ve

ark., 2020) enfeksiyonlarinda oksidatif stresin etkinligi ortaya konulmustur.

Babesiosiste farkli hayvan tiirlerinde yapilan c¢alismalarda aneminin
patogenezinde eritrosit membranindaki antioksidan aktivite ve/veya seviyelerinde diisiis

ve lipit peroksidasyonun meydana gelmesinin etkili oldugu belirtilmistir. Bu nedenle
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eritrositlerde meydana gelen oksidatif hasarin eritrositlerde osmotik frajilitenin artigina
ve dolayistyla eritrositlerin intravaskiiler hemolizine neden oldugu bildirilmistir

(Chaudhuri ve ark., 2008; Esmaeilnejad ve ark., 2012; Crnogaj ve ark., 2017).

Oksidatif stresin yorumlanmasinda birgok molekiil serum ve plazmada
Olciilmekte ve farkli yontemler kullanilmaktadir. Ancak bu belirteclerin tek tek Sl¢iilmesi
numunedeki yalniz o molekiil hakkinda bilgi vermektedir. Antioksidanlar ve oksidanlar
kendi iclerinde birbirleri ile etkilesim halinde olduklar1 ve birlikte ¢alistiklar i¢in bir
baslarina verecekleri etki birlikte gosterecekleri etkiden daha diisiiktiir. Antioksidanlar ve
oksidanlarin serum seviyelerinin ayri ayri 6lgmek hem zaman alict hem de yiiksek
maliyetlidir. Viicuttaki oksidatif stres ve antioksidan seviyeyi yorumlamak i¢in oksidan
ve antioksidan molekiillerin tek tek ol¢liimii yerine tamaminin 6lgiildiigli yontemler

gelistirilmistir (Erel, 2004; Erel, 2005; Aktas ve ark., 2017).

Oksidanlarin plazma veya serum konsantrasyonlari laboratuvarda ayri olarak
Olciilebilir, ancak plazmadaki oksidan bilesenlerin etkileri aditif oldugu i¢in TOK 6l¢timii
plazma veya serumun oksidatif durumunu dogru bir sekilde yansitir (Camkerten ve ark.,
2009). Serum TOK seviyesinin analizi Erel (2005), tarafindan gelistirilen bir 6l¢im

yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Kan zararh serbest radikal reaksiyonlarini onleyen ve/veya engelleyen bircok
antioksidan molekiil icerir. Ol¢iim metodu yakin zamanda belirlenmis ve gelistirilmis
olan TAK plazmanin toplam antioksidan durumunu yansitir (Erel, 2004). Bu yontemde
ozellikle lipidler, proteinler ve DNA gibi biyomolekiillerin oksidatif hasarina yol agan
giiclii serbest radikal reaksiyonlarina karsi etkili olan serum TAK seviyesi 6l¢iilmektedir

(Kosecik ve ark., 2005 ).

Viicuttaki oksidatif stresin tam olarak tespit edilmesi i¢in TAK ve TOK
diizeylerinin 6l¢iilmesi yeterli olmayabilir. OSI oksidatif stresin belirlenmesinde 6nemli
bir parametredir. Plazma redoks durumunun bir indeksi olarak degerlendirilen OSI
oksidatif stres derecesinin kapsamli bir sekilde degerlendirmesini ortaya koyar. Boylece
verilerin yanls yorumlanmasini énler. OSI'nin yiiksek degerleri oksidan ve antioksidan

yapilar arasinda tutarsizligi ortaya koyar (Naviaux, 2014).

33



Plazma tiyolleri antioksidan ve pro-oksidan 6zelliklere sahiptirler ve bir siilfhidril
(-SH) grubu igerirler. Oksidatif stres durumunda tiyoller reaktif oksijen tiirleri ve lipid
peroksitler ile reaksiyona girerek bu oksidanlarin diizeylerini azaltir veya
etkisizlestirirler. Boylece oksidatif strese bagli olusacak doku hasarini 6nlerler. Siilfidril
grubunun oksidasyonu protein oksidasyonunun temel belirtisi niteligindedir. Tiyol
bilesikleri oksidasyon reaksiyonlarina girdiginde disiilfid baglari olustururlar. Bu nedenle
artan oksidatif stres tiyol gruplarmin disiilfid baglarina okside olmasi ile agiklanabilecek
redoks durumu flizerinde bir etkiye sahiptir (Degirmencay ve ark., 2021). Erel ve
Neselioglu (2014), oksidatif stresin yeni bir belirteci olarak tiyol-disiilfid dengesinin

(TDD) degerlendirilmesinde yeni ve tam otomatik bir yontem gelistirmislerdir.

Dinamik tiyol/disiilfit denge; zehirsizlestirme, antioksidan savunma,
programlanmis hiicre Oliimili, sinyal iletimi, enzimatik etkinin diizenlenmesi,
transkripsiyon ve hiicresel sinyal mekanizmalarinda gérev alir. Organizmadaki dinamik
TDD hastalik siireclerinde oksidatif stresten etkilenebilir. Oksidatif stres seviyesinde
artisa sebep olan patolojilerde bu denge disiilfit tarafina kayar ve bdylece viicudun ana

antioksidanlarindan biri olan tiyollerin serum seviyesi azalir (Erdogan ve ark., 2019).

Kanda bulunan proteinlerin biiylik bir kismint olusturan albiiminin en 6nemli
gorevi kandaki onkotik basinci diizenlemesidir. Bunun yani sira tasiyicilik, endojen
aminoasitlerin sentezinde kaynak olusturma ve oksidatif stres durumlarinda negatif akut

faz reaktan olmasi gibi gorevleri bulunmaktadir (Kirmizigiil ve ark. 2020).

Albiimin ROT'un ortadan kaldirilmasindan sorumludur. Iskemi mevcut
oldugunda, albiiminin N-terminalinde amino asit dizisinde degisiklikler meydana gelir ve
ortaya cikan yeni protein iskemi ile modifiye edilmis albiimin (IMA) olarak adlandirilir.
Albiiminin bir tiirevi olan IMA oksidan bir biyobelirte¢ olarak kullanilir (Lippi ve
Montagnana, 2009). IMA’nm ilk ¢ikis noktas1 ve kullanim1 akut koroner hastaliklarin
ozellikle miyokard iskemisinin erken tanisi olmasma ragmen daha sonra IMA’nin
olusumunun yalniz miyokardiyumu etkileyen iskemide degil, diger organlan etkileyen
iskemi durumlar ile oksidatif strese bagl oldugu saptanmistir. Ciinkii hipoksi, asidoz,
serbest radikal hasar1 gibi iskemik bir duruma neden olabilecek hastaliklarda serum

albiiminin N-terminal ucunda meydana gelen yapisal degisiklikler sonucunda albiiminin
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Co (kobalt), Ni (nikel) ve bakir (Cu) gibi ge¢is metallerini baglama kapasitesi
azalmaktadir (Lippi ve ark., 2000).

Yapilan arastirmalarda kopek babesiosisinin farklt sunumlarinda TAK, TOK,
OSI, TDD, IMA ve ALB parametrelerinin birlikte degerlendirildigi bir literatiir
bulunamamistir. Ayrica bu arastirma babesiosisli kdpeklerde IMA ve TDD parametreleri

temelinde degerlendiren ilk ¢aligmadir.

Kopeklerin ¢esitli inraeritrositik enfeksiyonlarin patogenezinde oksidatif stresin
rol aldig bildirilmistir. Kopeklerde Rengalia vitaliie enfeksiyonunda yapilan bir
calismada lipit peroksidasyonunu degerlendirmek i¢in kullanilan tiyobarbitiirik asit
reaktif madde (TBARS) ve ileri diizey okside protein (AOPP) diizeylerinin paraziteminin
derecesine gore yiikseldigi bulunmustur (Franga ve ark., 2012).

Murase ve ark. (1996), Babesia gibsoni ile enfekte kopek eritrositlerinde oksidatif
hasar ve eritrofagositozu arastirdiklar1 ¢aligmada eritrosit kiiltiiriinde paraziteminin en
yiiksek seviyeye ulastiginda, eritrositlerdeki hem methemoglobin (metHb) hem de MDA
konsantrasyonlar1 ekimin yapildigi ilk giine ve parazitlenmemis eritrosit kiiltiirlerine gore
onemli artiglar gosterdigini bulmuslardir. Ayrica parazitlenmis kiiltiirden elde edilen
eritrositlerin normal kdpeklerden alinan kemik iligi makrofajlar tarafindan fagositoza,
kontrol kiiltiiriinden elde edilen eritrositlere gore daha duyarli oldugunu ve makrofajlarin
sadece parazitlenmis eritrositleri degil aynm1 zamanda parazitlenmemis eritrositleri de
yutmus oldugunu belirlemislerdir. Bu sonuglar, eritrositlerdeki oksidatif hasarin B.
gibsoni'nin ¢ogalmasiyla indiiklendigini ve parazitlenmemis eritrositlerin de B. gibsoni

tarafindan oksidatif strese maruz kaldigini bildirmislerdir.

Babesia gibsoni ile koenfeksiyon olan ve olmayan Ehrlichia canis ile enfekte
kopeklerde oksidatif stres iizerine karsilagtirmali yapilan bir ¢alismada, MDA seviyesi
acisindan saglikli kdpekler ve monositik ehrlichiosisli kopekler arasinda anlamli bir fark
bulunmazken, koenfeksiyonlu kopeklerde MDA seviyesinin yiiksek oldugu bulunmustur

(Kumar ve ark., 2006).

Sarma ve ark. (2015), kene kaynakli hiicre i¢i hastaliklar ile dogal olarak enfekte

kopeklerde hemato-biyokimyasal ve oksidatif stres indekslerini degerlendirmislerdir.
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Calismada, ehrlichiosis, babesiosis, anaplasmosis ve hepatozoonosis koenfeksiyonlarinda
LPO seviyesinin saglikli gruba gore anlamli sekilde arttifini, buna kargin siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) enzim aktiviteleri ile glutatyon (GSH) seviyesinin
azaldigin1 bulmuslardir. Sonug olarak oksidatif stresin kopeklerde bu enfeksiyonlarin

patofizyolojisinde etkili bir role sahip oldugunu belirtmislerdir.

Babesia gibsoni'nin neden oldugu klinik babesiosisli kopeklerde eritrosit lipid
peroksit ve antioksidan diizeyleri ile hastaligin kandaki demir, ¢inko ve bakir diizeylerine
etkisinin arastirildig1 calismada, hasta kopeklerde saglikli kopeklere gore eritrositik
antioksidan enzim (SOD ve CAT) aktiviteleri ile LPO seviyesinin 6nemli 6lgiide yiiksek
oldugu bulunmustur. Bununla birlikte iz mineral seviyelerinin 6nemli Ol¢lide diisiik
oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, B. gibsoni ile dogal olarak enfekte olmus kopeklerde
oksidatif hasarin gelistigi, diisiik kan demir, ¢inko ve bakir seviyesinin anemi ve oksidatif

stres olusumunda ek bir role sahip oldugu belirtilmistir (Chaudhuri ve ark., 2008).

Babesia canis (Crnogaj ve ark, 2010) ve Babesia canis canis (Crnogaj ve ark.,
2015) ile dogal enfekte kopeklerde MDA oOlctiimii ile oksidatif stresin varliginin
arastirildigi iki farkl calismada, babesiosisli kopeklerde MDA konsantrasyonun kontrol
grubuna gore onemli Olglide arttigr tespit edilmistir. Sonug olarak oksidatif stresin
babesiosisin patofizyolojisinde ve klinik olarak siddetinde etkili bir role sahip oldugu

bildirilmigtir.

Crnogaj ve ark. (2017), oksidatif stresin kopek babesiosisinin siddeti ve sonucu
ile iliskili olup olmadigini degerlendirmek i¢in yaptiklar1 diger bir caligmalarinda kontrol
grubu ile karsilastirdiklarinda, Babesia canis canis ile dogal enfekte kopeklerde SOD ve
CAT enzim aktivitelerinin yan1 sira TAK seviyesinin onemli 6l¢iide azaldigini, MDA
seviyesinin ise Onemli Olgiide arttigini bulmuslardir. Gruplar arasinda GPx enzim
aktivitesinde onemli bir fark olmadigini tespit etmislerdir. Hasta kopeklerde bulunan
antioksidan biyo belirteclerdeki bu dnemli azalmanin kdpeklerde B. canis canis ile dogal
enfeksiyonda oksidatif siire¢ sirasinda serbest radikallerin “temizleyicileri” olarak
antioksidanlarin tiiketimine bagl olabilecegini belirtmislerdir. Sonug olarak, oksidatif
stresin varhigir ile iligkili Olgiilen antioksidan biyo belirteglerdeki degisikliklerin,
babesiosisli kopeklerde hastaligin siddeti ve sonucunun degerlendirilmesinde

kullanilabilecegini bildirmislerdir.
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Otsuka ve ark. (2001), B. gibsoni ile enfekte eritrositlerdeki oksidatif siirecin
altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak icin yaptiklar1 calismada, 7 giin boyunca B.
gibsoni’yi kiiltlirledikleri kopek eritrositlerinde paraziteminin %12,0-13,4'e ulastiginda
stiperoksit radikal iiretiminin kontrol eritrosit kiiltiirline goére onemli Ol¢iide arttigini
bulmuslardir. Ayrica parazitlenmis eritrosit kiiltiiriinde TBARS seviyesinin kontrol
eritrosit kiiltiiriiyle karsilastirdiklarinda 6nemli Olgiide arttigini, bununda lipid
peroksidasyonunun enfekte eritrositlerde enfekte olmayan eritrositlere gore daha fazla
oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. Bu sonucglar dogrultusunda, B. gibsoni ile
parazitlenen eritrositlerde parazit tarafindan siiperoksit radikallerinin artirildigi buna
bagli olarak lipid peroksidasyonun geliserek oksidatif hasar1 olusturdugunu

belirtmislerdir.

Bu c¢alismada babesiosisli grupta kontrol grubuna gore antioksidan biyobelirteg
olan TAK seviyesinde istatistiki olarak anlamli olacak sekilde azalma oldugu tespit edildi.
TAK seviyesindeki bu azalma oksidatif siire¢ sirasinda serbest radikallerin olusumunu ve
bunlarin sebep oldugu hasar1 6nlemek i¢in hareket eden antioksidanlarin tiiketimine bagl
olabilir. Bu sonug babesiosisli grupta TAK ile OS] arasinda anlamli negatif korelasyon
bulunmasi ile desteklenmektedir. Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna gére TAK
degiskeninin istatistiki olarak anlamli olan egri altinda kalan alana sahip olmasi
babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin saptanmasinda tanisal performansa sahip
oldugunu gosterir. Babesia canis canis ile dogal olarak enfekte olan kopeklerde TAK
diizeyinde azalma oldugunu tespit eden caligmanin (Crnogaj ve ark., 2017) sonucu

bulgumuzu desteklemektedir.

Farkl1 Babesia tiirleri ile enfekte olan kdpeklerde oksidatif durumu belirlemek i¢in
Olctilen lipit peroksidasyon tiriinleri MDA, LPO ve TBARS diizeylerinin arttigini tespit
eden yukaridaki literatlirlerin sonuclar1 ile uyumlu olacak sekilde, bu calismada
babesiosisli grupta kontrol grubuna gore serum TOK seviyesinde istatistiki olarak anlaml1
olacak sekilde artis oldugu tespit edildi. Artan TOK seviyesi hastalik seyri sirasinda asiri
serbest radikal iiretimine bagli olabilir. TOK ile bakilan diger parametreler arasinda
korelasyon olmadigi saptandi. Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna gore TOK

degiskeninin istatistiki olarak anlamli olan egri altinda kalan alana sahip olmasi

37



babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin saptanmasinda tanisal performansa sahip

oldugunu gosterir.

OSI degeri reaktif oksidatif metabolitlerin birikimi ile oksidan ve antioksidan
belirteglerin arasindaki dengesizligi ortaya koyar (Pugliese ve ark., 2022). Calismamizda
babesiosisli grupta anlamli olacak sekilde TOK seviyesinde artis, TAK seviyesinde
azalma olmasi, yukaridaki yorumu destekleyecek sekilde babesiosisli grupta, kontrol
grubuna gore onem gosterecek sekilde yiiksek OSI degeri elde edilmesiyle sonuclandi.
Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna gore OSI degiskeninin istatistiki olarak anlamli
olan egri altinda kalan alana sahip olmasi babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin

saptanmasinda tanisal performansa sahip oldugunu gosterir.

Normal fizyolojik durumlarda antioksidan olan TT ve NT ile oksidan olan DS
denge halindedir. TDD olarak bilinen bu sistem oksidatif stresin olustugu cesitli
durumlarada etkilenir. Antioksidan sistemdeki tiyollerin iglevini bilmek ¢esitli hastaliklar
ve oksidatif stres arasindaki baglantiy1 anlamada giderek daha 6nemli hale gelmektedir
(Erel, 2004). TDD parametreleri (NT, TT, Ds, NT/TT, Ds/NT, Ds/TT) beseri hekimlikte
farkli hastaliklarin oksidatif durumunu degerlendirmek i¢in kullanilmasina ragmen,
veteriner hekimlik alaninda siirli sayida arastirma bulunmaktadir. Calismamizda
babesiosisli kopeklerde Erel ve Neselioglu (2014), tarafindan gelistirilen metot
kullanilarak TDD parametrelerinin diizeyi olgiilerek ve hesaplanarak belirlendi. Elde

edilen veriler diger hayvan hastaliklarinda elde edilen sonuglar kullanilarak karsilastirildi.

Rubio ve ark. (2017), klinik ve subklinik monositik ehrlichiosis teshisi konulan
kopeklerde sagliklt kopeklerle karsilastirdiklarinda serum tiyol diizeylerinin 6nemli

oOl¢iide azaldigini tespit etmiglerdir.

Kopek Genglik Hastaligi’'nda (Distemper) kopeklerde oksidatif stresin
degerlendirilmesinde TDD parametre ve iskemi modifiye albiimin (IMA) seviyelerinin
tanisal degerini arastirmak amaciyla yapilan caligmada, kontrol grubuna gore
Distemper’li kdpeklerde rakamsal olarak NT, TT diizeyleri ile NT/TT oraninin azaldigi,
Ds diizeyi ile Ds/NT ve Ds/TT oranlarinin arttigit bulunmustur.  Antioksidan
parametrelerin (NT, TT) ve oksidan parametrelerin (Ds, Ds/NT ve Ds/TT) kendi

aralarinda anlamli pozitif korelasyon, bununla birlikte oksidan ve antioksidan
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parametrelerin birbirleri ile anlamli negatif korelasyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu
bulgular dogrultusunda Distemper hastaliginda TDD parametrelerindeki degisikliklerin
oksidanlar lehine oldugu ve bununda oksidatif stresin ve artan ROS {iretiminin bir
gostergesi olarak kabul edilebilecegi sonucuna varilmistir. Genel olarak artan oksidatif
stres artismin saptanmasi icin IMA, Ds/NT ve Ds/TT'nin tanisal performanslarinin

oldugu, fakat IMA nin daha etkin oldugu belirtilmistir (Degirmencay ve ark., 2021).

Pugliese ve ark. (2022), Ehrlichia canis ile enfekte olmus kopeklerde yaptiklari
caligmada plazma tiyol seviyesini dnemli derecede diisiik bulmuslardir. Bununla birlikte
aragtirmacilar yaptiklar1 farkli bir ¢aligmalarinda ise leishmaniasisli kdpeklerde tiyol
seviyesini onemli derecede yliksek bulmuslardir (Pugliese ve ark., 2021). Tiyol seviyesi
acisindan elde edilen bu iki farkli sonucun hastaliklarin seyrinde meydana gelen farkl

mekanizmalarla ilgili olabilecegi belirtilmistir (Pugliese ve ark., 2022).

Camkerten ve ark. (2009), sarkoptik uyuzlu kopeklerde saglikli kopeklere gore

tiyol seviyesini anlaml sekilde diisiik oldugunu bulmuslardir.

Yukanidaki arastirmacilarin sonuglarindan farkli olarak bu calismada kontrol
grubu ile karsilastirildiginda babesiosisli grupta istatistiki agidan anlamli olmayacak
sekilde TDD parametrelerinden antioksidan belirtegler olan TT ve NT seviyeleri ile
NT/TT oraninin azaldigi, bununla birlikte oksidan belirtecler olan Ds seviyesi ile Ds/NT
ve Ds/TT oranlarinin arttigi tespit edildi. Organizmada olusan serbest radikaller
tiyollerin oksidasyonuna neden olarak disiilfit bag1 olusturmalarina neden olurlar. Bu
nedenle tiyol seviyesindeki azalma ve distlfit seviyesindeki artis serbest radikal
tiretimindeki artistan kaynaklanmis olabilir. Bu sonu¢ Ds/NT orani ile NTseviyesi, TT
seviyesi ve NT/TT oram1 arasinda anlamli negatif korelasyon bulunmasi ile
desteklenmektedir. Ayn1 zamanda antioksidan parametrelerin kendi aralarinda anlaml
pozitif korelasyon gosterdigi tespit edildi. Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna gore NT,
TT, Ds/TT, NT/TT, Ds/NT ve Ds degiskenlerinin istatistiki olarak anlamli olmayan egri
altinda kalan alana sahip olmalar1 babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin saptanmasinda

tanisal performansa sahip olmadiklarini gosterir.

Oksidatif stres ile modifiye olmus albiiminin bir sekli olan IMA beseri hekimlikte

ilk olarak miyokard iskemisinin bir belirteci olarak tanimlanmigtir. Ancak simdi
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serebrovaskiiler hastaliklar, inflamatuar bagirsak hastaliklari, kronik karaciger
hastaliklari, obstriiktif uyku apnesi ve pulmoner hastaliklar gibi kalp dis1 iskemi ve

oksidatif stres durumlarinda yiikseldigi gosterilmistir (Ogan ve ark., 2020).

Arastirdigimiz kadariyla kdpeklerde oksidatif stresin degerlendirilmesinde IMA
diizeyinin kullanimina iligkin bir ¢alisma bulunmaktadir (Degirmengay ve ark., 2021).
Belirtilen bu ¢alismada Distemper’li képeklerde IMA seviyesinin saglikli képeklere gore
onemli olacak sekilde yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Yukarida belirtilen arastirmanin sonucundan farkli olarak bu calismada IMA
seviyesi acisindan kontrol grubu ile babesiosisli grup arasinda istatistiki olarak fark
olmadig1 tespit edildi. IMA ile bakilan parametreler arasinda korelasyon olmadigi
belirlendi. Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna gére IMA degiskeninin istatistiki olarak
anlamli olmayan egri altinda kalan alana sahip olmas1 babesiosisli kdpeklerde oksidatif

stresin saptanmasinda tanisal performansa sahip olmadigin1 gosterir.

Saglikli kdpek ve kedilerin plazmasindaki proteinin %35-50'sini olusturan (Ceron
ve ark., 2005) albiiminin serum seviyesinin azalmasi hastalik durumunda sentezinin
azalmasi, kaybinin artmasi ve viicutta dagiliminin bozulmasina bagl olarak gelisir. Diger
yandan albliminin yikimlanmas1 doku hasar1 ve yangisal durumlarda artar. Organizmada
olusan akut faz yanita (AFY) bagli olarak serum albiimin seviyesinde azalma meydana
gelir (Kirmizigiil ve ark., 2020). Negatif akut faz protein olan albiimin, ROS'un ortadan
kaldirilmasindan sorumludur (Lippi ve Montagnana, 2009). Kinoshita ve ark. (2017),

artan oksidatif stresin azalmig albiimin seviyeleri ile iligkili oldugunu belirtmislerdir.

Genel olarak ¢esitli arastiricilar tarafindan babesiosisli kopeklerde serum albiimin
seviyesinin azaldig: bildirilmistir (Lobetti ve ark., 2000; Camacho ve ark., 2005; Yadav
ve ark. 2011; Bilwal ve ark., 2017; Ullal ve ark., 2018; Kirmizigiil ve ark., 2020).
Tothova ve ark., (2020) Babesia gibsoni ve Babesia canis ile dogal olarak enfekte olmus
kopeklerde serum proteinlerinin elektroforetik farkliliklarini arastirdiklart ¢alismada,
albiimin seviyesinin B. gibsoni ile enfekte olmus kopeklerde, B. canis ile enfekte olmus
kopeklerden daha diisiik oldugunu bulmuglardir. Diger yandan Yogeshpriya ve ark.
(2018), B. gibsoni ile dogal olarak enfekte olmus kopekler ile saglikli kopekler arasinda

albiimin seviyesi agisindan fark olmadigini bulmuslardir.
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Yukaridaki literatiir sonuclar1 ile uyumlu olacak sekilde bu c¢aligmada, kontrol
grubu ile karsilastirildiginda babesiosisli grupta istatistiki olarak anlamli olacak sekilde
alblimin seviyesinin azaldig1 tespit edildi. Albiimin seviyesindeki bu azalmanin akut faz
reaksiyona, karaciger ile bobrek fonksiyon bozukluguna ve yetersiz protein alimindan
kaynaklanmig olabilecegi diisiiniilmektedir. ALB ile bakilan diger parametreler arasinda
korelasyon olmadigi saptandi. Ayrica yapilan ROC analizi sonucuna goére ALB
degiskeninin istatistiki olarak anlamli olan egri altinda kalan alana sahip olmasi
babesiosisli kopeklerde oksidatif stresin saptanmasinda tanisal performansa sahip

oldugunu gosterir.

Sonug¢ olarak; babesiosisli kopeklerde TAK, TOK, OSI ve ALB
parametrelerindeki degisikliklerin ve ROC egrisi altinda kalan alanlarinin istatistik olarak
anlamli olmas1 bu parametrelerin babesiosisde artan oksidatif stresi belirlemede etkin
parametreler oldugunu gosterir. Bu caligmanin temel amaclarindan biri babesiosisli
kopeklerde oksidatif stresin degerlendirilmesinde TDD parametreleri ile IMA’nin
kullaninmim1  ortaya koymakti. Bu baglamda yapilan analizler sonucu TDD
parametrelerinin ve IMA’nin oksidatif stresin saptanmasinda etkili olmadiklar belirlendi.
Ancak IMA ile karsilastirildiginda TDD parametrelerindeki degisikliklerin daha belirgin
ve ROC egrisi altinda kalan alanlarin (Ds hari¢) daha biiyiik olmasi, babesiosisli
kopeklerde oksidatif stresin degerlendirilmesinde TDD parametrelerinin IMA’dan daha
etkili olduklarmi gosterir. Bunu destekleyecek daha ileri ¢alismalar yapilmasi

ongoriilmektedir.
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