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OZET

Anahtar Kelimeler Nitrik oksit (NO) ve adenozin deaminaz (ADA)kazanilmis ve dogustan gelen bagsiklilikta

K T.a\.l$a.n onemli birer mediatorlerdir. Bu ¢alismada sulfadimidin ve Thymus serpyllum’un
oksidiozis . .. . R o C .
Thymus serpyllum metanolik ekstraktinin serum NO diizeyleri ve ADA aktivitesinin degisimleri tizerine etki-
Sulfadimidin leri gosterildi. Tavsanlar her birinde 6 hayvan bulunan 3 gruba ayrilds. 1. grup pozitif kont-
NO rol grubu (infekte, tedavi edilmemis grup), II. grup eckstrakt grubu (infekte, Thymus
ADA serpyllum’un metanolik ekstrakt ile tedavi edilmis grup) ve III. grup ilag grubu (infekte,
sulfadimidin ile tedavi edilmis grup) olarak diizenlendi. Tim gruplardaki hayvanlarin se-
Keywords rum NO ve ADA degetleri haftalik periyotlarla 6l¢iildi. NO iretiminin enfeksiyonun
Rabbit siddetiyle paralel bir seyir izledigi gorilmistir. Serum ADA aktivitesinin ise enfeksiyona
Coccidiosis paralel seyretmedigi tespit edilmistir.
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Anti coccidiosis effect of Thymus serpyllum in rabbits:
Serum NO levels and serum ADA activity
1Kafkas Universitesi SUMMARY

Veteriner Fakultesi
Farmakoloji ve Toksikoloji AD
Kars

Turkiye

Nitric oxide (NO) and ADA are an important mediator of innate and acquired
immunities. This study was to demonstrate the effect of sulfadimidine and methanolic
extract of Thymus serpyllum on serum NO levels and ADA activity change. The rabbits
were divided into three groups each consisting of 6 animals. Group 1 served the as
positive control (infected, non-treated), group 2 was the (infected and treated with
extract), and rabbits in group 3 was (infected and treated with sulfadimidine). Serum
levels of NO and ADA of Each rabbit in the all groups were determined by weekly. NO
production with the intensity of infection was observed to follow a parallel course. Serum
ADA activity parallel to the infection was not watching.
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Tavsanlarda cesitli Eimeria titleri tarafindan olustu-
rulan coccidiosis, genclerde siddetli, yaslt hayvanlar-
da ise subklinik olarak seyreden bir protozoon has-
taligidir. Siddetli enfeksiyonlar Slimle sonuglanir-
ken, subklinik enfeksiyonlarda yemden yararlanma-
nin azalmasina bagli olarak agirhk kaybina sebep
olmaktadir 3. Tirkiye’de evcil ve yabani tavsanlarda
Eimeria tirleri ile ilgili yapilan ¢alismalar simirlt sayida
olup %59, bu ¢alismalar sonucunda evcil ve yabani
tavsanlarda coccidiosisisin prevalansinin %13.8-80
arasinda degistigi belitlenmistir. Dunya’nin farklt
bélgelerinde yapilan ¢alismalar evcil tavsanlarda
Eimeria tirlerinin prevalansimnin olduke¢a yiksek ol-
dugunu géstermistir. 511-15

Tyme familyasinin  Gyelerinden olan  Thymus
serpyllum Glkemizde de yaygin olarak bulunmaktadir.
T.serpyllum aromatik terpenleri iceren dogal bir
esansiyel yag kaynagi olarak kabul edilmekte ve 2003
yilindan bu yana da European Farmakope’ye gore
ila¢ olarak siniflandirtlmaktadir. Bu bitki tird ile ya-
pilan farmakolojik calismalarin bildirdigine gére T.
serpyllum bir¢ok farmakolojik etkinligin yant sira an-
tioksidan!® 17 ve antimikrobiyal!®-!8 Szellikleri ile de
one ¢tkmaktadir 1619,

Bir aminohidrolaz olan adenozin deaminaz (A-
DA; EC 3.5.4.4) purin metabolizmasinin anahtar
enzimi olup, adenozin ve deoksi adenozinin htcre
icindeki diizeylerini kontrol etmektedir2). ADA akti-
vitesi hiicre immunitesini uyaran enfeksiyonlarda
artmaktadir. Kronik hepatit, karaciger sirozu,
hepatoselltiler karsinoma gibi immun sistemin uya-
rildigy karaciger hastaliklarinda serum ADA aktivite-
si yiiksek bulunmaktadir 2022, Ozellikle T lenfositle-
rinde aktivitesi yiiksek bulunan enzimin kalitsal ek-
sikligi T ve B lenfositlerinin fonksiyonlarinin bo-
zulmast ile siddetli kombine immun yetmezlik
sendromuna yol agmaktadir?324, Sayisal ve fonksiyo-
nel T lenfosit defektlerine bagh immun sistem bo-
zukluklarinda ADA aktivitesinin azaldigt ve bu ne-
denle ADA’nin hiicresel immunitenin bir gdstergesi
olarak kullanilabilecegi kaydedilmektedir23-25.

Nitrik oksit (NO) immun sistemde 6nemli bir rol
oynamaktadir. Intraselliler patojenlere karsi savun-
ma sisteminde gérev alir. Makrofajlar mikrobial en-
feksiyona karst immunsistemin bir reaksiyonu olarak
uyarilabilir NO sentetaz araciligiyla NO iretirler?.
NO’in en 6nemli fizyolojik fonksiyonlarindan biri
hiicreler arast iletisim iken, digeri enfeksiyonlara kar-
$1 organizmanin savunma sistemidir. NO immun sis-
tem icin esansiyel olan enfeksiyon hiicrelerinin 6ldi-
rilmesi ve tremelerinin durdurulmasinda ¢cok 6nem-
li roller Gstlenir. NO’in toksik etkileri, enfeksiyonlar
ve timor hiicresinin biiylimesi gibi yabanct organiz-
malar tarafindan meydana getirilen diger invazyonlart
kontrol etmeye yardimct olur?’ . Nitrik oksitin

makrofaj ve diger fagositik hiicreleri aktive etmesinin
yani stra bakteri ve bazi parazit tiileri icin toksik ol-
dugu bilinmektedir?® .

Calismamizda, deneysel olarak enfekte edilmis
tavsanlarda, T. serpyllum’an metanol ekstraktinin ve
sulfadimidin uygulamalarinin immun sistemin bir
gOstergesi olarak serum NO ve ADA diizeyleri tize-
rine etkilerinin arastirilmast amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Kars yoresinde coccidiosisis stiphesi olan 3 faklt
tavsan barinagindan pens ve spatil yardimuyla disks
ve altlik 6rnekleri alindt. Alinan digkt 6rnekleri en ki-
sa stirede Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Pa-
razitoloji Laboratuvarina getilerek sirasiyla nativ ve
cinko silfat santrifiijle flotasyon ydntemleriyle
Eimeria oocystleti varligy yéntinden incelendi. Oocyst
bulunan &rnekler sporlandirildiktan sonra bir araya
getirilerek gézenek buyuklugh 250, 160, 120, 70 ve
30 n olan eleklerden sirayla gecirildi. Devaml santri-
fij islemleri sonucunda potasyum dikromattan arin-
dirdarak hacimce azaltlmis bir inokulum elde edildi.
Inokulum iceriginde bulunan tiirlerinin morfolojik
ayrimlart; tavsanlarda bulunan FEimeria oosistlerinin
ortalama degerleri dogrultusunda bildirilen boy ve en
Slcimleri ile diger morfolojik 6zelliklerine bakilarak
belirlenmistir!->429. Tirlerin morfolojik ayriminin be-
lirlenmesinde her tiire ait en az 10 6rnek 6l¢imi or-
talamasi dikkate alinmistir.

Daha sonra deneysel enfeksiyonlardaki dozu be-
liflemek amactyla inokulumun 1 ml’sinde bulunan
oocyst sayist hesaplanmistir®. Deneysel enfeksiyon
oncesinde inokulumda bulunan oocystlere ait
sporozoitlerin  canliliinin  saptanmast  amactyla
Davis’! tarafindan Doran’a atfen bildirilen invitro
ekskistasyon teknigine bagvuruldu. Hazirlanmis olan
inokulum hayvanlara verilinceye kadar +4°C’de sak-
lanmisgtit.

Bitki Ekstrakemin Hazirlanmasi

Bitki numuneleri ticari olarak elde edildi. Tur tes-
hisleri yapilarak, kurutulmus &rnekleri Cumhuriyet
Universitesi herbaryumunda saklandi.

Bitki ekstraktt soxhlet ekstraksiyon metodu kul-
lanilarak hazirlandr. Kisaca, 20 gr bitki numunesi 500
ml metanol ile 3 kez ekstrakte edildi. Ekstraktt iceren
metanol 40°C’de, evaporatérde ucuruldu. Ekstrakt
tween 80 ile 4 misli sulandirildi. Ekstrakt kullantlin-
caya kadar -25°C’de saklanmistur.
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Deney Gruplarinin Olugturulmasi

Calismada kullamilan tavsanlar 3 farkli gruba aynldi.
Hazirlanmis olan inokulumdan tim gruplardaki
(Grup 1, II ve III) tavsanlara 500.000 sporlanmis
oocyst iceren miktar (yaklasik 8.3 ml) katater yardi-
miyla verilmistir. Kontrol grubu olarak ayrlan 1.
gruptaki (Kontrol Grubu) hayvanlara herhangi bir
antikoksidial madde ya da Dbitkisel ekstrakt
verilmezken, II. Gruptaki (Ekstrakt Grubu) hayvan-
lara bitkisel ekstrakt (100 mg/kg)32 x, II1. grup (Ila¢
Grubu) hayvanlara ise pozitift kontrol amaciyla
sulfadimidin (2 g/kg)® uygulanmustir. Deneysel en-
feksiyon  olusturulmasi,  bitkisel — ekstrakt ve
sulfadimidin verilmesi ¢alismanin baslangicinda ayni
giin tek doz olarak uygulandi. Inokulumun verilme-
sini takiben tim gruplardan ginlik olarak taze diskt
6rnekleri toplandi. Diski numuneleri sayim yapilinca-
ya kadar +4°C’de muhafaza edildi. Gram digkidaki
oocyst saytlart Modifiye McMaster Tekniginden ya-
rarlanilarak tespit edildi.>*

Numune Toplanmasi

Inokulumun verilmesini takiben tiim gruplardaki
hayvanlardan haftalik periyotlarla, kulak venalarindan
kan 6rnegi alindi. Alinan kanlar santrifiij isleminden
gecirilerek serumlart elde edildi. Serumlar kullanilin-
caya kadar -25°C’de muhafaza edildi.

ADA analizi

Giusti ve Galant’nin® bildirdigi yénteme gore ya-
pilmstir. ADA analizinde kullanilan ¢6zeltiler sudaki
amonyak  varligt ihtimaline karsi, cam  bir
Inokulumun verilmesinden sonra tiim gruplardaki
hayvanlarda 5.-7. glinlerde diskilarda yumusama, 9.
glinden itibaren ise hafif siddetli diare gbzlenmistir.
Diski oosist sayimlarina gére, 7. giinden baglayarak
10. gline kadar tim gruplarda yogun oosist atilimi
tespit edilmistir. Calismadan elde edilen serum NO
diizeyi ve ADA aktivitesine iliskin degerler Cizelge 1
ve 2’de gbsterilmistir.

Cizelge T’den de gorildigi tzere serum ADA
aktivitesi haftalik degerleri gruplar arasinda kiyaslan-
miustir. 11k 3 hafta elde edilen degerler istatiksel olarak
6nemsiz bulunmustur. 4. hafta ise bitkisel ekstrakt
grubundan elde edilen degerlerin hem kontrol hem
de sulfadimidin grubuna gére O&nemli oranda
(p<0.01) azaldigy gorilmistir. Bitkisel ekstrakt gru-
bu icin 5. haftada sadece kontrol grubu ile 6nemli
farkllik (p<0.05) bulunmustur. Ancak 4. hafta de-
gerleri bakimindan kontrol ve silfadimidin grubu a-
rasinda istatiksel olarak fark bulunmazken 5. haftada
stlfadimidin grubu ile hem kontrol hemde bitkisel

ekstrakt grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nem-
siz bulunmustut.

Serum NO dizeylerine iliskin degerler Cizelge
2’de gosterilmistir. Verilerin istatiksel degerlendiril-
mesinde, ilk 4 haftada istatiksel olarak Onemli bir
fark gorilmemistir. Ancak 5. hafta da silfadimidin
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark Onemli
(p<0.05) bulunurken, bitkisel ekstrakt grubu ile diger
iki grup arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur. geri
sogutucu aractlifiyla distile suyun tekrar damitilmasi
sonucu elde edilen su ile hazirlanmustir. Bu yonteme
gOre substrat olarak kullanilan adenozin, numune ile
37 °C’de 1 saat inkiibe edildiginde amonyak meydana
gelmekte, olusan amonyak da alkali ortamda sodyum
hipoklorit ve fenol ile kuvvetli olarak mavi renkli
indofenol  olusturmaktadir.  Amonyak  derisimi
indofenoliin absorbanstyla dogru orantilidir. Sodyum
nitroprussid katalizor etkisi géstermektedir.

NO Analizi

Plazma NO diizeyleri Miranda ve ark.’nin3¢ metodu-
na gore Olcildi. NO tayini kendisini olusturan nitrat
ve nitritin toplamt seklinde belirtilir. Nitrat, vanad-
yum (II) klortr ile nitrite doéntstiirilir. Nitritle
stlfanilamidin ~ asidik ~ ortamda  N-(1-Natftil)
etilendiamine dihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu
kompleks diazonyum bilesigi olusur. Olusan bu
renkli kompleks 540 nm’ de kolorimetrik olarak 6l-
cular.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS Windows 10.0 paket prog-
ramit ile yapildi Haftalar (1. hafta, 2.hafta, 3.hafta,
4 hafta, 5.hafta) ve gruplar (kontrol, extrakt ve ilac)
arasindaki istatistiksel farkin arastirilmasinda varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan Testi kullamildi. Elde
edilen sonuglar  OrtalamatStandart Deviation
(X1£SD) olarak belirlendi. p<<0.05 degeri istatistiksel
olarak 6nemli kabul edildi.

Bu arastirma Kafkas Universitesi Hayvan Deney-
leri Yerel Etik Kurulw’nun izni ile yapdmistur.

BULGULAR

Inokulumun verilmesinden sonra tiim gruplardaki
hayvanlarda 5.-7. glinlerde diskilarda yumusama, 9.
glinden itibaren ise hafif siddetli diare gbzlenmistir.
Diski oosist sayimlarina gore, 7. giinden baglayarak
10. gline kadar tim gruplarda yogun oosist atilimi
tespit edilmistir.

Calismadan elde edilen serum NO diizeyi ve
ADA aktivitesine iliskin degerler Cizelge 1 ve 2’de
gOsterilmistir.
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Cizelge 1. Serum ADA aktivitesi
Figure 1. Serum ADA activity

Grup 1. hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta

| 8.13+1.28 7.62+0.88 6.89+1.21 7.65+0.862 7.85+0.75¢
] 6.7910.86 6.82+3.14  6.59+1.63 4.48+0.81° 4.41+1.16¢
1l 6.8540.43  6.1743.27  8.84+1.59 7.26+0.222 6.31+1.62%

a. b: p<0.01; c. d: p<0.05 Ayni siitundaki farkli harf tagiyan rakamlar birbirin-
den farklidir.

Gizelge 2. Serum NO diizeyleri
Figure 2. Serum NO levels

Grup 1. hafta 2.hafta 3.hafta 4.hafta 5.hafta

| 16.57+1.56 25.52+7.13 17.90£2.05 19.91+6.46 13.76%2.352
] 19.35+7.14 22.2915.58 18.92+6.77 17.361£3.36 12.42+1.04e0
i 17.79+2.76  17.54+5.39 13.15+1.23 13.33+4.40  8.88+0.86°

a, b; p<0.05. Ayni siitundaki farkli harf taglyan rakamlar birbirinden farklidir.

Cizelge T’den de gorildugl tzere serum ADA
aktivitesi haftalik degerleri gruplar arasinda kiyaslan-
mistir. 11k 3 hafta elde edilen degerler istatiksel olarak
O6nemsiz bulunmustur. 4. hafta ise bitkisel ekstrakt
grubundan elde edilen degerlerin hem kontrol hem
de sulfadimidin grubuna gére O&nemli oranda
(p<0.01) azaldigy gorilmistir. Bitkisel ekstrakt gru-
bu icin 5. haftada sadece kontrol grubu ile 6nemli
farkllik (p<0.05) bulunmustur. Ancak 4. hafta de-
gerleri bakimindan kontrol ve silfadimidin grubu a-
rasinda istatiksel olarak fark bulunmazken 5. haftada
stlfadimidin grubu ile hem kontrol hemde bitkisel
ekstrakt grubu arasindaki fark istatiksel olarak 6nem-
siz bulunmustut.

Serum NO dizeylerine iliskin degerler Cizelge
2’de gosterilmistir. Verilerin istatiksel degerlendiril-
mesinde, ilk 4 haftada istatiksel olarak Onemli bir
fark gorilmemistir. Ancak 5. hafta da silfadimidin
grubu ile kontrol grubu arasindaki fark Onemli
(p<0.05) bulunurken, bitkisel ekstrakt grubu ile diger
iki grup arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur.

TARTISMA ve SONUC

Son yillarda Ozellikle etlik piliclerin  kullamldigy,
coccidiosise karst bitkisel ekstraktlarin alternatif ola-
rak kullanddigt calismalar artarak devam etmekte-
dir?”. Benzer calismalara tavsanlarda daha az sayida
rastlanmaktadir. Ancak etlik piliclerde yapilan calis-
malar géstermektedir ki, bazi tibbi bitkilerden elde
edilen ekstraktlar coccidiosisisle miicadelede yaygin
olarak kullanilan ilaglara iyi bir alternatif sunmakta-
dir. Etlik piliclerde yapilan deneysel coccidiosisis ¢a-
lismalarinda NO O6l¢timleri de 6nemli bir parametre
olarak 6lctlmektedir. NO 6ncelikli bir mediator ola-
rak hem kazanilmis hem de dogustan gelen bagisiklik
sisteminde gorev almaktadir. Ozellikle coccidiosisis
enfeksiyonlarinda NO duzeylerinin artt@y bildiril-
mektedir38. Serum ADA aktivitesi ise 6zellikle hiicre-
sel immunitenin uyarddigt enfeksiyonlarda artis gos-
termektedir?0-22 . Gerek NO gerekse ADA aktivitesi
bu Ozellikleri nedeniyle enfeksiyon hallerinde kilit
roller Ustlenmektedir.

Bu nedenle ¢alismamizda deneysel olarak enfekte
edilmis evcil tavsanlarda silfadimidin  ile Tt
serpyllumr’dan elde edilen metanolik ekstraktin serum
ADA aktivitesi ve NO diizeylerinin karsilastirilmasi
yapimistir.

Eimeria le enfekte hayvanlarda daha 6nce yapil-
mus calismalarda enfeksiyonun seyri ile NO arasinda
pozitif bir korelasyon bulunmustur. Lillehoj, H. S. ve
ark.38 piliclerde yaptiklari bir calismada, Eimeria sp.
ile enfekte gruplarda NO diizeyinin enfekte olmayan
grupla kiyaslandiginda yiiksek ciktigini tespit etmis-
lerdir3s. Allen PC ve ark.’da ¥ piliclerde yaptiklari ¢a-
lismada NO dtzeyleri ile enfeksiyonun siddeti ara-
sinda iliski kurmuslardir. Calismadan elde edilen veri-
lere gére oosist atitlimi ile NO diizeyleri arasinda po-
zitif korelasyon gorilmustiir. Yazarlar NO Uretimi-
nin enfeksiyonla birlikte arttigini ve piliclerde Eimeria
enfeksiyonlara karsi direng gelistirilmesinde NO di-
zeyinin 6nemli oldugunu vurgulamislardir.

Tavsanlarda benzer metotla yapilmis calismalara
rastlanmamustir. Ancak elde ettigimiz veriler piligler-
de elde edilen verilere benzerlik géstermektedir.
Eimerialarin dogal seyri ile serum NO oksit diizeyleri
arasinda paralellik gorilmistir. Enfeksiyon olustu-
rulduktan sonraki 2. hafta NO degerleri maksimum
degerlere ulastiktan sonra, enfeksiyonun seyrine ko-
sut olarak diismeye baslamistir. Istatiksel olarak sa-
dece 5. hafta degerlerinde 6nemli bir fark olusmus-
tur. Ancak NO diizeyleri incelendiginde enfekte edi-
len ve hicbir tedavi uygulanmayan kontrol grubunun
diger gruplara oranla yiksek seyrettigi gérilmustir.
En disik NO dizeyi sulfadimidin grubunda goéri-
lirken bunu sirasiyla bitkisel ekstrakt ve kontrol gru-
bu izlemistir.

Serum ADA degerleri coccidiosisis enfeksiyonla-
rinda yayginlikla incelenen parametreler arasinda de-
gildir. Ancak 6zellikle hiicresel immunitenin bir gos-
tergesi olarak calismamizda incelenmistir. 5 haftalik
Olgtimler sonucunda serum ADA degerlerinin NO
gibi enfeksiyonla paralel bir seyir gostermedigi g6-
rulmistir. Enfeksiyonun baslangicinda ki degerler,
enfeksiyonun siddetlendigi 2. haftada da yakin sey-
retmis, 4. ve 5. hafta ise tim gruplarda dusts egili-
mine girmistir. 11k 3 hafta istatiksel olarak &nemli
farklar tespit edilememistir. 4. ve 5. haftalarda ise
bitkisel ekstrakt grubunun hem kontrol hem de
sulfadimidin grubuna gére 6nemli (p<<0.05) oranda
azaldiy gorillmistiir.

Calsgmanuzdan elde edilen bulgnlar dogrnltusunda sonug
olarak ozellikle NO basta olmak iizere serum NO e
ADA diizeylerinin, tavsanlarda enfefesiyon varlys ile degis-
kenlik gosterdigi kanaatine varipugster. Ayrica 2. hafiada
pik yapan NO diizeyleri enfeksiyonun 2. haftada siddetli ol-
dnguna, 5. haftadan itibaren tim gruplarda NO diizeylerin-
de goritlen disiisiin enfeksiyon siddetinin azaldigina veya ba-
Gusekligin gelismeye bagladigimn bir gistergesi olarak yorum-
lannustir. Ancak gerek T. serpyllum’un sernm ADA aktivi-
tesi gerekse NO  diizeyleri digerine etkisi bakummdan dabha
ayrintuls incelemelerin yapilmast sonucuna varipustrr m
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