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Ozet: Bu galismada septik ok stipheli neonatal dénem buzagilarda serum nitrik oksit (NO) konsantrasyonlarindaki degigim
aragtinldi. Caligmanin hayvan materyalini 10'u saghkl ve 15' septik sok giipheli olmak iizere, yaslan 5-29 giin arasinda degisen
farkl cinsiyetlere sahip toplam 25 Holstein buzag: olusturdu. Klinik olarak septik sok siipheli buzagilarin serum nitrik oksit
konsantrasyonlan istatiksel olarak 6nemli dlgiide (p< 0.001) yiiksekti. Neonatal buzagilarda septik gokun degerlendirilmesinde,
serum nitrik oksit konsantrasyonunun faydali bir kriter olabilecegini kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Septik sok, neonatal buzag, nitrik oksit.

Sera Nitric.Oxide (NO) Concentrations in Neonatal Calves with Presumed Septic Shock

Summary: The purpose of this study was to examine the changes of nitric oxide (NO) concentrations in neonatal calves
serum with presumed septic shock. In this study, 10 clinicaly healhty and fifteen diseased (suspected with septic shock), totaly
twenty five neonatal Holstein calves in different ages and different sex were used. In this research, it was concluded that serum
nitric oxide levels were significantly increased (p< 0.001) compared to control group. The study documents that serum NO may
be a useful indicator for evaluation of septic shock in neonatal calves.
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GIRIS

Neonatal buzag oliimleri tiim diinyada sigir yetistiri-
ciligin en 6nemli problemlerindendir ve ¢ogunlukia en-
feksiyoz hastaliklara bagli olarak sekillenmektedir.
Oliimler bakteriyemi, viremi ve endotoksemi sonucun-
da meydana gelir'. Neonatal donem hastaliklara modern
isletmelerde de siklikla rastlanmakta olup mortalite ora-
m % 15'lerden % 30'lara kadar degismektedir'?.

Septik sok, sepsisle birlikte gelisen hipotansiyonu
tamimlar ve sepsisli hastalarin yaklagik yarisinda bir
komplikasyon olarak ortaya ¢ikar**. Septik sok hipo-
tansiyon, vaskiiler kollaps, vasopleji ve multiple organ
yetmezligi ile karekterizedir®. Sok gelisimi dolasim
yetmezligine yol agar ve vital organlarin perfiizyonu ve
oksijenizasyonu yeterince saglanamaz®. Septik sok ol-
gulan akciger, bobrek ve beyin gibi organlarin disfonk-
siyonlarina ve sonugta multiple organ yetmezliklerine
ve Oliime yol agabilmektedir®**’. Septik hastalarda hi-
perdinamik donemde tagikardi, diisiik sistemik vaskii-
ler direng, hipoksemi, oligiiri ve laktik asidozis tipik-
tir*e. Enfeksiyonun ilerlemesiyle birlikte katesolamin-
ler, kortizol ve glukagonun dolagimdaki seviyelerinin
artmasl, tagikardi ve periferal vazokonstruksiyona yol
acar*®. Bu donemi, progressif vazodilatasyon takip eder
ve daha sonra olay kardiak yetmezlik, doku perfiizyo-
nu ve oksijenizasyonundaki bozulma ile sonuglanir*,

Septik sok siklikla Gram-negatif infeksiyonlar (en-
dotoksemik gok) sonucu geligmesine ragmen, vakala-
rin yaklagik 1/3'iinde Gram pozitif enfeksiyonlar rol
oynamaktadir. Nadir gozlenmekle birlikte, viral, man-
tar ve paraziter etkenlerde etiyolojik nedenler arasinda
sayilabilir’. Gram negatif bakterilerin dig membraninda
bulunan LPS (lipopolisakkarit) yapisindaki bakteriyal
endotoksinler Gram-negatif septik soklardaki yiiksek
morbidite ve mortalitenin baglica nedenleridir***. Bak-
teriyal endotoksin (LPS)'ler; interlokinler, tiimor nek-
rozis faktor, serbest oksijen radikalleri, toksik eicosa-
noidler, platelet aktive edici faktor ve nitrik oksit
(NO) gibi bir¢cok mediatoriin salinimina yol agarlar.
LPS, NO saliniminda etkin rol oynayan kuvvetli bir
uyarilabilir NO sentaz (iNOS) aktivatoriidiir®. Gram-
pozitif septik sok olgularinin geligsiminde ise farkli me-
diatorier rol oynar. Peptidoglikan ve lipoteichoic asid
(LTA) bilinen baglica mediatorlerdir®”.

Nitrik oksit (NO) niketinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) varliginda iNOS tarafindan L-argini-
nin terminal azot atomundan iiretilen sitotoksik ser-
best bir radikaldir'®. NO immiinomodiilasyonda rol
oynamakla birlikte, antimikrobiyel ve tiimorisidal et-
kisi de vardir. Ayrica, sinirsel ileti olusumu, solunum
ve bagirsak hareketleri, hormon salimiminin diizenlen-
mesi ve kalp damar sistemi iizerine 6nemli gorevler
iistlenmigtir. Nitrik oksit, canlilarin yagamsal iglevleri-
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ni siirdiirebilmeleri i¢in ¢ok onemli bir molekiil ol-
makla birlikte, fazla miktarda salindiginda zararli etki-
ler olusturabilmektedir''. Ornegin, septik sokta sito-
kinlerin uyardig: iNOS tarafindan olusturulan fazla
miktardaki NO, dokularda hasar olusturabilmektedir.
NO'nun trombositlerin endotele yapismasini engelle-
mek ve hayati organlara kan akimini diizenlemek gibi
~ rolleri de vardir. Bu bilgiler nitrik oksitin hem proenf-
. lamatuvar, hem de yangi onleyici etkilerinin oldugunu
gostermektedir'*2.

Septik sok olgularinda, uyarilabilir NO sentaz en-
zim aktivitesindeki uyarima bagli olarak NO konsant-
rasyonlarinda asir1 yiikselmeler tespit edilir®. NO; en-
dotoksemi ve sepsis olgularinda, dolagima salinan ¢ok
sayidaki aktif biyolojik maddenin en 6nemlilerinden
biridir". Sepsiste gelisen multiple organ yetmezligine
yol agan irreversibl doku hasarindan oksijen radikalle-
rinin sorumlu oldugu bildirilmekte ve NO'nun yiiksek
konsantrasyonlar: normal olarak sepsis olgularinda
gozlenen makro ve mikrodolasim diizensizliklerinin
en temel nedeni olarak gosterilmektedir. Oksijen radi-
kalleri ve NO, sepsisin ilk doénemlerinde ortaya ¢ik-
makta ve hastaligin gelisim seyrini etkilemektedir®”.

Bu calismanin amaci septik sok neonatal buzagilar-
da serum Nitrik Oksit (NO) konsantrasyonlarini belir-
lemektir.

MATERYAL ve METOT

Bu caligmanin hayvan materyalini yaslar1 5-29 giin
arasinda degisen, farkli cinsiyete sahip 10'u saghkli ve
15 klinik olarak septik sok siipheli olmak lizere top-
lam 25 Holstein buzag: olusturdu. Septik sok siipheli
buzagilar ortalama 1-3 giinliik hastaydi ve sok tedavisi
uygulanmasina karsin (siv1 ve elektrolitler, antibiotik-
ler, solunum ve dolagim diizenleyiciler, nonsteroidal
antienflematuar ilaglar ve destek tedavisi) bu buzagila-
rin alt1 adedi oldii.

Serumda nitrat (NO;) konsantrasyonlarinin belir-
lenmesi: Nitrik oksit ol¢iimii i¢in alinan kan ornekleri
pithtilastiktan sonra, 15 dakika stire ile 1500 devirde
santrifiije edilerek serumlar ¢ikarildi ve serumlar 6l-
cliim yapilincaya kadar -20°C'de derin dondurucuda
saklandi. Serumlardaki nitrat konsantrasyonlarr Ste-
venson® ve Gokce ve Woldehiwet'" tarafindan uygula-
nan metodlara gore belirlendi. Kisaca; her bir serum
orneginden 30 ul bir godeye eklendi ve tizerlerine 5 ul
nitrat reduktaz enzimi (5 U/ml; Sigma) ve 15 ul
NADPH (1,25 mg/ml; Sigma) eklendi ve oda 1sisinda
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20 dk inkiibe edildi. Daha sonra bu godelerden her bi-
rine 100 ul Griess Reagent (%1 oraninda Sulfanilamid
dihidroklorid, % 0.1 oraninda naftiletilendiamin dihid-
roklorid ve % 2.5 oraninda fosforik asid) ve 100 ul
triklorasetik asid (%10 solusyonu; Sigma) eklendi ve
olugan protein ¢okeltisi 8000 devirde santrifiij edilde-
rek ¢oktiiriildii. Bu godelerdeki supernatantlarin her

_birinden 100 pl olmak iizere 96 gukurcuklu ELISA

plaklarinin iki ¢ukurcuguna aktarildi. Daha sonra or-
neklerin zaman gecirmeden optikal dansiteleri 550 nm
filtre kullanilarak ELISA okuyucusunda okundu. Se-
rum nitrat konsantrasyonlarinin belirlemek igin sod-
yum nitrat (NaNO,; Sigma) 6lii buzagi serumu (Sig-
ma) i¢inde 2 kati sulandirilarak (0.97-1000 gM arali-
ginda) yukarida agiklandig: gibi optikal dansiteleri be-
lirlendi. Daha sonra standart olarak kullanilan NaNO,
sonuglari grafik kagidina aktarilarak serumdaki gercek
nitrat diizeylerinin ol¢iilmesinde kullanildi.

Istatistik analiz bilgisayar ortaminda istatistik prog-
rami kullanilarak yapildi (Minitab 12, Windows).
Kontrol ve hastalik gruplar1 arasindaki karsilastirma
icin two sample Student testi kullanildi. Onemliligin
kontrolii p<0.05 degerine gore yapildi.

BULGULAR

Sistemik klinik muayene sonucu hasta buzagilarda;
sternal veya lateral yatma, depresyon, tepkisiz veya
komatoz, hiperemik veya siyanotik mukoz membran-
lar, dehidrasyon (8-12), uzamig kapillar dolma zamani
(>3 saniye), artmis nabiz oran1 (>120 vurum/dakika),
artmis solunum sayisi (>45 vurum/dakika), femoral ar-
terial nabzin zayif veya hissedilmemesi, emme reflek-
sinin zayif veya olmamasi, artmis (>40.5°C) veya azal-
mus (<37°C ) rektal derece tespit edildi. Bu buzagilar-
da ayn1 zamanda solunum distresi ve diyare, veya her
ikisi birden belirlendi. Kan siirme preparatlarinda tok-
sik notrofiller belirlendi. Hasta buzagilarin, sivi-elektro-
lit, antibiyotik, solunum ve dolasim diizenleyici, nons-
teroidal antienflamatuar ve destek tedavisine ragmen,
alt1 tanesi oldii. Septik sok siipheli buzagilarda ortala-
ma serum NO degerleri (42.40+5.5 uM), kontrol gru-
buyla (19.32+1.0 uM) karsilastirildiginda istatistiksel
olarak onemli diizeyde (p<0.001) yiiksek bulundu.

TARTISMA ve SONUC

Serumda NO'in par¢alanmasi sonucu bir ara iiriin
olan nitrat olusmaktadir ve invivo ortamda nitrat kon-
santrasyonunun artig1 direkt olarak NO iiretimininde
artmus oldugunu gosterir'®. Bu nedenle ¢alislmamizda
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serum oOrneklerinde bulunan NO iiretiminin bir indika-
torii olan nitrat NADPH ve nitrat reduktaz enzimi ile
nitrite indirgenerek oOl¢iilmiistiir.

Calismada neonatal buzagilarda septik sok siipheli ol-
gularda serum NO konsantrasyonlarindaki degisim aras-
tirilmug ve elde edilen sonuglar kontrol grubu ile karsilas-
tinldiginda istatistik yonden 6nemli veriler elde edilmisgtir.

Sepsis ve septik sck olgularinda serum nitrik oksit
konsantrasyonunda artig meydana gelmektedir'™*
Beizer sonuglar Schoenberg ve ark.” ve Titheradge®
tarafindan da bildirilmistir. Uretilen bu agin NO'nun,
vasomotor tonusta degisikliklere ve myokardiyal
fonksiyonda azalmaya yol agtifi ve sepsiste gelisen
vazodilatasyon ve hipotansiyon gibi patofizyolojik de-
gisikliklerle yakin iligkili oldugu bildirilmektedirs<'*
#. NO'nun septik sokun patogenezisinde rol oynayan
Onemli bir anahtar mediatér madde oldugu Wolfe ve
Dasta* tarafindan da bildirilmistir.

Sunulan c¢aligmada da septik gok siipheli neonatal
buzagilarda serum NO konsantrasyonlarinda énemli
derecede artig (p< 0.001) tespit edildi. Bu sonug Shi
ve ark®'in bulgulariyla benzerlik géstermekte ve yu-
kardaki aragtirmacilarin da ifade ettikleri goriisle para-
lellik arz etmektedir.

Sonug olarak, serum nitrik oksit diizeyinin neona-
tal buzagilarda sepsise yol agan hastaliklarin seyrinin
ve siddetinin belirlenmesinde ve septik sokun deger-
lendirilmesinde kullanilabilecek faydali bir kriter oldu-
gu kanatine varildi.
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