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Enterococcus faecalis ile Enfekte Edilen Yumurtaci Piliclerde A
Vitamini'nin Amiloid Artropati Olusumunu Artirici Etkisi
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Ozet: Bu raporda kahverengi yumurtaci piliclerde A vitamini'nin amiloid artropati olusumu Gzerine artirici etkisi bildirilmektedir.
Calismada 36 disi, 36 erkek pili¢ kullanild1. Pilicler ti¢ gruba ayrilarak calisma suresince, birinci gruptakiler (A vitamini grubu) yliksek
diizeyde (75.000 1.0/kg) A vitaminli yemle, ikinci (Pozitif kontrol grubu) ve tglincli (Negatif kontrol grubu) gruptakiler ise normal
dizeyde A vitaminli yemle beslendi. Calismanin besinci haftasinda birinci ve ikinci gruplarda amiloid artropati olusturmak amaciyla
10° cfu/ml Enterococcus faecalis (0,25 ml), Ugiincii grupta ise negatif kontrol olmasi amaciyla NaCl (% 0,9) enjeksiyonlari (0,25 ml)
tum civcivlerin sol tibio-metatarsal eklemine uygulandi. Calismanin sonunda gruplar amiloid artropati olusum orani ve dokulardaki
amiloid birikiminin siddeti bakimindan karsilastirildi. Sonug olarak; amiloid artropati olusumuna A vitamini, pozitif ve negatif kontrol
gruplarinda sirasiyla 19/20 (% 95), 18/24 (% 75) ve 0/24 (% 0) oranlarinda rastlandi ve gruplar arasi farklar istatistiki olarak
6nemli bulundu (P < 0,01). Ayrica A vitamini grubunda siddetli olgu sayisi 8/20 (% 42,1) iken, pozitif kontrol grubunda siddetli
birikimin hi¢ gézlenmemesi de anlamli (P < 0,05) bulundu. Bu veriler 1siginda; yemlerle yiksek dlzeyde A vitamini alinmasinin E.
faecalis ile indiklenmis kahverengi yumurtaci piliclerde amiloid artropati olusum oranini ve siddetini artirdigi sonucuna varildi.

Anahtar SézcukKler: Amiloid artropati, A vitamini, yumurtaci pili¢.

The Enhancing Effect of Vitamin A on the Occurrence of Amyloid Arthropathy in Laying
Chickens Infected with Enterococcus faecalis

Abstract: The enhancing effect of vitamin A on the occurrence of amyloid arthropathy in Brown layer chickens is reported. In this
study, 36 female and 36 male chickens were used. The chickens were allocated into 3 groups. Group I (Vitamin A group) was fed
a diet which contained high levels of Vitamin A (75,000 1.U/kg), whereas group Il (positive control) and group Il (negative control)
were fed a diet containing normal levels of vitamin A. In the fifth week of the experiment Enterococcus faecalis (10° cfu/ml) was
injected into the left femoro-tibial joint in groups I and Il (in order to produce amyloid arthropathy) and 0.9% NaCl (0.25 ml) in
group Ill. At the end of the study, the amyloidosis occurrence rates and the severity of amyloid accumulation were compared. The
occurrence of amyloid arthropathy in the vitamin A, the positive control and the negative control groups was 19/20 (95%), 18/24
(75%) and 0/24 (0%), respectively, and the differences among the groups were statistically significant (P < 0,01). Severe amyloid
accumulation was observed in 8/20 (42.1%) chickens in the vitamin A group, while no severe accumulation was found in the positive
control group (P < 0,05). In conclusion, these data showed that high levels of vitamin A in the diet can enhance the occurrence and
the severity of amyloid arthropathy induced with E. faecalis in Brown layer chickens.

Key Words: Amyloid arthropathy, Vitamin A, layer chicken.

Giris

Amiloid maddesinin dokularda birikmesine amiloidozis
denir. Bircok organ ve sistemi etkileyen sistemik
amiloidoz, primer (AL = immunglobulin light chain
amyloid) ve sekonder (AA = amyloid protein A) tip
amiloidozis olarak ikiye ayriimaktadir. AL amiloidozis
herhangi bir hastalikla iligkili olmaksizin lenf yumrulart,
gastrointestinal kanal ve kardiyovaskiler sistemde

amiloid toplanmasidir. Bdyle amiloid birikimleri, bozuk
immunglobdlin Gretiminin bir sonucudur. AA amiloidozis
ise tuberkiloz, osteomyelitis ve metritis gibi uzun slren
kronik enfeksiyonlardan sonra i¢ organlarda amiloid
birikimi ile karakterizedir. En sik biriktigi organlar dalak,
karaciger, bobrekler ve bobrek Ustl bezleridir (1,2).
“Amiloid artropati” amiloidozisin ¢zel bir formu olup,

eklemlerde amiloid birikimi ile karakterizedir. Insanlarda,
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kronik hemodiyaliz hastalarinin karpal dokularinda ve
eklemlerinde (3,4), multiple miyeloma’ll hastalarin
periartikiler dokularinda ve sinoviyal sivilarinda (5,6) AL
tip amiloid birikimi go6zlenebilmektedir. Ayrica eklem
kapsdlleri ve kikirdakta artan yasla iliskili olarak amiloid
birikimleri de bildirilmistir (7,8). AA tip amiloidozisin
artikiler yerlesimi ise ne insan ne de hayvanlarda yaygin
degildir. Buna karsilik arastirmacilar (9-11) son yillarda
tavuklarda AA tip amiloidozisin artikiler yerlesimine
dikkat cekmektedirler. AA amiloid artropati, tavuklar
disinda sadece romatoid artritis bulgulari bulunan iki
kopekte (12) ve iki fare tlrinde (5,13) rapor edilmistir.
AA amiloidozisin olusumunda kronik enfeksiyonlar,
yangisel durumlar, timaor olusumlari ve cesitli predispoze
kilict faktorlerin etkili oldugu sanilmaktadir (1,14).
Fiziksel stres, viral hastaliklar ve bakteriyel enfeksiyonlar
gibi durumlarda, serum amiloid A (SAA) dizeyinin
yukseldigi ve dokularda parcalanip ¢okerek spesifik
amiloid fibrillerini olusturdugu bildirilmektedir (14-17).
SAA'nin baglica yapim yeri karacijer olmakla birlikte
ekstrahepatik olarak (fibroblastlar, monositler ve
sinoviyal hucrelerden) da Uretilebilmektedir (18-20).
Ornegin romatoid artritis ve diger artrit olgularinda
eklem dokusundaki sinoviyal hicrelerden SAA'nin
biyosentezi yiksek oranda tesvik edilmektedir (20,21).
Amiloidozisin olusumunda immun sistemin etkili bir rolt
oldugu duslUnulmektedir. SAA'nin  hepatik ve
ekstrahepatik sentezinin interleukin-1 (IL-1), interleukin-
6 (IL-6), tumor necrosis factor (TNFa) ve macropahage
colony stimulating factor (M-CSF) gibi cesitli sitokinler
tarafindan artirildigi  bildirilmektedir (21-23). Ayrica
SAA'nin parcalanmasinda ve dokularda ¢okmesinde cesitli
serine proteinase’larin da etkili oldugu bildirilmistir.

SAA'nIn parcalanmasinin muhtemelen doku
makrofajlarinin  hicre ylzeyleri etrafinda gelistigi
belirtiimektedir. ~ Ozellikle  nétrofillerin - azurofil

granillerinde ve daha az miktarda da monositlerde
bulunan proteazlarin prekirsor proteinleri parcalayip
amiloid fibrillerinin olusumunda Onemli role sahip
olduklari distunulmektedir (24-26).

A vitamininin immun sistemi indUkleyici roli bugiine
kadar yapilan cok sayidaki calisma ile kanitlanmistir (27-
31). Bu konuda yapilan cesitli calismalar sonunda A
vitamininin nétrofil, makrofaj ve lenfosit gibi immun
sistem hucrelerinin fonksiyonunu artirdigr ve cesitli
sitokinlerin salgilanmasini indikledigi bildirilmektedir
(32-37).
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Patomorfolojisine ve epidemiyolojisine  yonelik
yapimisg sayisiz ¢alismalara ragmen amiloidozisin
patogenezi hakkindaki bilgiler hala yeterli degildir (23).
Bu calismada, A vitamininin immun sistem Uzerindeki ve
immun sistemin de amiloidozis olusumu Uzerindeki
etkilerinden yola cikarak, yuksek dizeyde A vitaminli
yemlemenin Enterococcus faecalis ile indiklenen amiloid
artropati olusumu uzerinde artirict bir etkisinin bulunup
bulunmadiginin arastiriimasi amaclanmigtir.

Materyal ve Metot

Bu calismada, cesitli arastirmacilar (38,39) tarafindan
amiloid olusumuna daha yatkin olduklari bildirilen,
kahverengi yumurtact (Isabrown) pilicler (72 adet)
kullanildi. Cinsiyetin amiloid olusumu Uzerindeki etkisinin
de arastirilmasi amaciyla ¢alisma materyalinin yarisini disi,
yarisini da erkek pilicler olusturdu. Pilicler 1 giinlik iken
alindi ve 24’er hayvandan olusan 3 gruba ayrildi. Ancak
calismanin ilk haftasinda I. grupta bulunan civcivlerden
doért tanesi 6ldu. Bu nedenle bu gruptaki denek sayisi
20'ye dlsta.

Calisma suresince rutin asilama programi ¢ercevesinde
hayvanlara; 4. ve 21. gunlerde Newcastle (Hipraviar-
clon), 10. ve 17. ginlerde Gumboro (Hipragumboro-
Bpl2), ve 35. giinde infeksiydz bronsitis (Hipraviar)
asilart uygulandi.

Calismanin basindan sonuna kadar 1. gruptaki (A
vitamini grubu) piliclere ylksek oranda (75.000 1U/kg) A
vitamini iceren civciv blyitme yemi verilirken, Il. (pozitif
kontrol) ve Ill. (negatif Kontrol) gruptakiler normal
duzeyde A vitamini (5000 IU/Kg) iceren ticari civciv
buyltme yemi ile beslendiler.

Calismada, daha 6nce sahadaki amiloid artropati
olgularindan izole edilmis (9) ve bir¢ok deneysel
calismada (10,11,40) npiliclerde amiloid artropati
olusturdugu kanitlanmig olan amiloidojenik ve artropatik
E. faecalis 6085.94 no’lu sus kullanildi. Animal Health
Service Center ( Deventer, Hollanda) tarafindan liyofilize
halde gonderilen sus Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda 10° cfu/ml olacak sekilde
sulandirilarak enjeksiyona hazir hale getirildi.

Besinci haftanin sonunda 1. ve II. gruptaki piliclere
amiloid artropati olusturmak amaciyla sol tibio-metatarsal
eklem icerisine 10° cfu/ml E. faecalis 6085,94 (0,25 ml)
enjekte edilirken, Ill. gruptaki civcivlerin sol tibio-



metatarsal eklemlerine 0,25 ml 9% 0,9'luk NaCl solusyonu
enjekte edildi (10). Pilicler enjeksiyonu takiben bes hafta
sureyle gozlem altinda tutuldu ve daha sonra nekropsileri
yapildi. Nekropside, tim piliclerin sol tibio-metatarsal
eklemleri alinarak % 10’luk tamponlu formaldehid
solusyonunda tesbit edildi. Takiben doku érnekleri bilinen
rutin yontemlerle parafin blok haline getirildi ve 5 p
kalinliginda Kkesitleri alinarak hematoxylin-eosin (H.E.),
Congo red ve streptavidin biotin peroxidase boyama
yontemleri ile boyandi. Peroxidase boyama icin amiloid-A
Ab-1(mcl) Mouse mab (Biogen) antikoru kullanildi. Tim
preparatlar 1sik mikroskobu altinda degerlendirildi. Congo
red ile boyanmig preparatlar ayrica polarize filtre altinda
incelendi. Gruplardaki amiloid olusum oranlari ve siddeti
yarl kantitatif bir skorlama yontemi (41) ile 107luk
buylitmede degerlendirildi; Congo red ve peroxidase
boyama uygulanmis Kesitlerdeki pozitif boyanmanin
dagihmi ve yogunlugu gdéz o6nlne alinarak; negatif (-),
hafif-orta (1+) ve siddetli (2+) olmak Uzere bir skala
kullanildi. Degerlendirmeler iki Kisi tarafindan yapildi.
Elde edilen degerler gruplar arasi Kikare (Chi square)
testi ve gerekli gorulenler Fisher Kesin Kikare testleri ile
degerlendirildi (42).

Enterococcus faecalis'in reizolasyonu

Nekropsi esnasinda deney gruplarina ait piliglerin sol
tibio-metatarsal eklemlerinden svab érnekleri alindi ve E.

A. SEVIMLI, D. MISIRLIOGLU, C. OZAKIN

faecalis'in reizolasyonu Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yapildi.

Bulgular

Klinik Bulgular: intra-artikiiler enjeksiyonlari takip
eden bir hafta icerisinde I. ve Il. gruplardaki tim piliclerde
topallik ve sol tibio-metatarsal eklemde sislik dikkati
cekti. I1l. grupta ise bdyle bir bulguya rastlanmadi. I. ve II.
gruplardaki bu bulgular ¢alisma sonuna kadar giderek
artis gosterdi.

Nekropsi Bulgulart: Nekropsi esnasinda . ve II.
gruplarda enjeksiyon yapilan sol tibio-metatarsal eklemin
sag eklemle karsilastirildiinda degisen derecelerde sismis
oldugu gozlendi (Sekil 1). Bu piliclerin eklemlerine kesit
yapildiginda eklem ytzeyinden bulanik bir eksudatin aktig
ve eklemde Kkavunici renkli yumusak bir birikim
bulundugu goézlendi. Buna Kkarsilik 1. ve Il. gruplardaki
hayvanlarin sag tibio-metatarsal eklemlerinde ve III.
gruptaki hayvanlarin her iki tibio-metatarsal ekleminde
herhangi bir patolojik bulguya rastlaniimadi.

Mikroskopik Bulgular: [. ve Il. gruptaki piliclerin
eklemlerinde degisen siddette artritis ve sinovitis bulgulari
gozlendi. Sinoviyal membranda ve sinoviyal boslukta
heterofillerden ve mononlkleer hicrelerden olusan
infiltrasyonlar dikkati cekti. Sinoviyal hicreler degisen

Sekil 1.

eklemde siskinlik (oklar)

Vitamin A grubunda amiloid artropati olusumuna bagl olarak sol tibio-metatarsal
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derecelerde hiperplaziye ugramisti. Congo red ile
boyanmis Kesitlerde amiloid birikimine farkli yogunlukta
olmak Uzere sinoviyal hicreler arasinda, sinoviyal
boslukta ve sinoviyal membrandaki damarlarin cevresi ile
kikirdak yuzeylerinde (Sekil 2) polarize filtre altinda yansi

veren amorf sekilsiz yapilar seklinde, rastlandi (Sekil 3).
immunohistokimyasal boyamada ayni eklemlerde amiloid
birikiminin yogunluguna goére degisen siddet ve
yayginlikta pozitif boyanma sahalari gézlendi (Sekil 4).

Sekil 2. Vitamin A grubunda sinoviyal membranda siddetli amiloid birikimi (oklar). Congo red,

x 240.

Sekil 3. Sekil 2 deki Kesitin polarize filtre altinda amiloid birikimlerinin yansimasi (oklar).
Congo red, x 240.
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Sekil 4.

A. SEVIMLI, D. MISIRLIOGLU, C. OZAKIN

Pozitif Kontrol grubunda Streptavidin biotin peroksidaz boyamada sinoviyal

membranda hafif-orta siddette pozitif boyanma (oklar), x 360.

Amiloid artropati olusum oranlari ve siddetinin
gruplara gore dagilimi Tablo ve Sekil 5 te verilmistir.
Buna gore amiloid artropati olusumu A vitamini grubunda
19/20 (% 95), pozitif Kontrol grubunda 18/24 (% 75) ve
negatif kontrol grubunda 0/24 (% 0) oranlarinda
gozlendi. Gruplar arasindaki bu farklilik istatistiki olarak
o6nemli (P < 0,01) bulundu. Amiloid birikimlerinin
siddetini belirlemek icin yapilan skorlama sonucunda;
siddetli derecede amiloid birikimine A vitamini grubunda
8/19 (% 42,1) oraninda rastlandi. Buna karsilik pozitif
kontrol grubunda siddetli birikim hi¢ gézlenmedi (0/18).

iki grup arasindaki bu fark da istatistiki olarak anlamli (P
< 0,05) bulundu. Amiloid olusum orani ve siddeti
bakimindan gruplardaki disi ve erkek pilicler arasinda
belirgin bir farklilik saptanamadi.

Reizolasyon Bulgulart:

Enterococcus faecalis (10° cfu/ml) verilen 1. ve II.
gruptaki hayvanlarin sol tibio-metatarsal eklemlerinden
yapilan ekim sonucunda, I. gruptaki hayvanlardan 19/20
(% 95), II. gruptaki hayvanlardan ise 23/24 (% 96)
oraninda E. faecalis reizole edildi.

Tablo. Gruplara gére amiloid artropati olusum orani ve siddeti.

Gruplar Hayvan Sayisi Amiloidozis Olusumu Amiloidozis Siddeti
(n) Pozitif Negatif Hafif-Orta Siddetli
Vit. A + E. faecalis 20 19 1 11 g
(% 95) (% 5) (% 57,9) (% 42,1)
E. faecalis 24 18° 6 18 o
(% 75) (% 25) (% 100) (% 0)
Kontrol 24 0 24 - --
(% 0) (% 100)

a-b: Gruplar arasi farklilik istatistiki olarak ¢énemli (P < 0,01)
¢-d: Gruplar arasi farklilik istatistiki olarak énemli (P < 0,05)
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Sekil 5. Gruplara gore amiloid olusum oranlari ve siddeti.

Tartisma

AA amiloidozisin artikiler lokalizasyonu hem insan,
hem de hayvanlarda pek alisiimamis bir durumdur ve son
yillarda tavuklarda rastlanmasi dikkati cekmigtir.
Eklemlerde AA amiloid birikimi ile Kkarakterize olan
amiloid artropati olgulariyla ginimuzde 6zellikle
kahverengi yumurtaci tavuklarda kimesin % 20-30'unu
etkileyen ve ekonomik kayba yol acan bir klinik problem
olarak Avrupa'nin bir ¢ok Ulkesinde giderek artan bir
6nemde karsilasiimaktadir (9). Yapilan sayisiz ¢alismalara
ragmen, amyloid fibrillerinin olusumu ve dokularda
¢cOkmesi konusundaki bilgiler hala yetersizdir. Amiloid
fibrillerinin prekirsér proteini oldugu kanitlanan SAA'nin
hepatik ve ekstrahepatik sentezinin IL-1, IL-6, TNFa, M-
CSF gibi sitokinlerce artirildigi ileri strulmektedir (21-
23). Dokulara gelen akut faz proteini SAA’nin dokularda
amiloid fibrilleri seklinde ¢Okmesinin bu proteinin
notrofiller ve doku makrofajlari gibi I16kositlerin enzimleri
olan cesitli proteazlara maruz kalarak yikimlanmalari
sonucunda gerceklestigi sanilmaktadir (24-26). Kuskusuz
ki bltin bu bilgiler amiloidozis olusumunda immun
sistem hucrelerinin aktif roline isaret etmektedir. Diger
yandan, A vitamininin immun sistemi indUkleyici rold,
yapilan cesitli calismalarla bu vitaminin nétrofil, makrofaj
ve lenfositlerin aktivitesini artirict ve gesitli sitokinlerin
salgilanmasini indtkleyici rollerinin gésterilmesi ile ortaya
konmustur (27-36). Clark ve Seawright (43), kronik
hipervitaminozis A saptadiklari 6 Kedinin cesitli
organlarinda amiloid birikimlerine rastladiklarini
bildirmislerdir. Arastiricilar bu kedilerin higbirisinde
amiloidozis sebebi olabilecek kronik bir enfeksiyon
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durumu gozleyemediklerini ve bu nedenle bu hayvanlarda
gozledikleri amiloid birikimlerinin, hipervitaminozis A'nin
yol actigi retikiloendotelial — hicrelerdeki asiri
aktivasyondan kaynaklandigini ileri sirmuslerdir.
Yaptigimiz kaynak taramasinda Clark ve Seawright
(43)'In ¢alismasi disinda A vitamini ile amiloid iliskisinin
calisildiyt baska bir yayina rastlanilamamigtir. A
vitamininin amiloid olusumu ve siddeti Uzerinde artiric
etkisinin olup olmadidinin sorgulandigi bu calismada
amiloid artropati olusturmak amaciyla, daha ©nce
denenmis bir kanatli amiloid artropati modeli (10)
kullanilmis ve her iki grupta da gézlenen makroskobik ve
mikroskobik bulgular daha &nce bildirilenler ile (10,11)
benzer bulunmustur. Calisma boyunca normal ticari civciv
buyltme yemi ile besledigimiz kontrol grubu piliclerde E.
faecalis enjeksiyonu ile tibio-metatarsal eklemlerde
amiloid birikimi 18/24 pilicte (% 75) gozlenebilmistir.
Landman ve ark. (40) E. faecalisin intra-artikiler
injeksiyonlari sonunda 5 haftalik piliclerde 2/6 (% 33,33)
oraninda amiloid artropati olusumu sagladiklarini
bildirmiglerdir. Buna karsilik, calismanin bagindan itibaren
yuksek diizeyde A vitamini iceren yem ile besledigimiz
piliclerde amiloid artropati olusumuna 19/20 (% 95)
pilicte rastlanmistir. iki grup arasinda gozledigimiz bu
farklilk (P < 0,01), A vitamininin amiloid olusumu
Uzerinde artirict bir etkisinin bulundugunu acikca
gostermektedir. Calismada ayrica eklemlerdeki amiloid
birikimlerinin siddetini belirlemek amaciyla yapilan
skorlama sonucunda yiksek dizeyde A vitamini ile
beslenen amiloidoz olusumunun pozitif oldugu civcivlerin
8/19 (% 42,1)'unda eklemlerde siddetli derecede birikim
saptanirken, normal yemle beslenen pozitif kontrol
grubundaki piliclerin hicbirisinde siddetli birikime
rastlanamamis olmasi (P < 0,05) da A vitamininin
amiloidozisin siddetini artirabildigini distndirmustir.

Sonug¢ olarak; bu calismada amiloidozis olusumu E.
faecalis ile indiklenmistir. Hem A vitamini hem de pozitif
kontrol gruplarinda sadece E. faecalis enjekte edilen sol
eklemlerde amiloidozis olusumu saptanmisg, buna karsilik
her iki grupta da enjeksiyon yapilmayan sag eklemlerde
degisiklik gézlenmemistir. Sol tibio-metatarsal eklemdeki
amiloidozis olusum orani ve siddeti A vitamini grubunda
pozitif kontrol grubuna oranla daha yuksek bulunmustur.
Elde edilen bulgular, amiloid fibrillerinin parcalanmasi ve
cOkmesi (21-23,26) ve A vitamininin immun sistem
Uzerine etkisini bildiren literatirler (27-36) esliginde
degerlendirildiginde, yemlerle yiksek dizeyde alinan A



vitamininin herhangi bir sebeple baslatiimis olan
amiloidozis olayinin ilerlemesinde, amiloid fibrillerinin
dokularda parcalanip ¢coékmesini artirmak suretiyle artirici
rol oynayabildigi, ancak yemlerle ylksek dizeyde alinan A
vitamininin tek basina amiloidozis olusumunda etkili
olmadigi sonucuna varilmistir.
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