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Sap hastalikh koyunlarda serum nitrik oksit diizeyi ve adenozin
deaminaz aktivitesinin arastirillmasi1®
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Ozet: Bu ¢alismanin amaci, koyunlarda sap hastaliginin serum nitrik oksit (NO) diizeyi ve adenozin deaminaz (ADA) aktivi-
tesi lizerine etkilerini ve bu parametreler ile kan lenfosit ve monosit sayilar1 arasindaki iliskileri incelemektir. Caligmada 2-3 yash 40
adet sap hastalig1 virusu ile enfekte ve 20 adet klinik olarak saglikli koyun kullanildi. Koyunlarin vena jugularisinden antikoagulanli
ve antikoagulansiz tiiplere kan 6rnekleri toplandi. Antikoagulanh tiipteki kan O6rneginde kan sayim cihazi ile lenfosit ve monosit
saymmt yapildi. Antikoagulansiz tiipteki kanlar santrifiij edilerek serumlari ¢ikarildi. Serumda NO diizeyi enzimatik Greiss yontemi,
ADA aktivitesi Bertholet reaksiyonu ile spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Hastalikl ve saglikli koyunlarda, serum NO diizeyleri ile
ADA aktiviteleri, sirast ile, 40.0+7.3pmol/L ve 17.24+4.0 umol/L, 17.6+4.1 U/L ve 10.2+2.1 U/L olarak belirlendi. Sap hastalikli
koyunlarda serum nitrik oksit diizeyi ile adenozin deaminaz enzim aktivitesi saglikli gruba gore 6nemli derecede yiiksek bulundu
(p<0.001). Kandaki lenfosit ve monosit sayilari (x10*/uL) hastalikli koyunlarda, sirasiyla, 29.3+8.9 ve 9.6+3.3, saglikli koyunlarda
ise 4.0+0.4 ve 1.1+0.5 olarak ol¢iildii. Hastalikli koyunlarin kan lenfosit ve monosit sayilari ile saglikli koyunlarinki arasinda
p<0.001 diizeyinde 6nemli farklilik oldugu belirlendi.

Bu sonuglarin yaninda, hastalikli koyunlarda serum NO diizeyi, ADA aktivitesi, kan lenfosit ve monosit sayilar1 arasinda
o6nemli diizeyde pozitif iligkiler oldugu belirlendi. Sonug olarak, sap hastalikli koyunlarda serum NO ve ADA diizeylerindeki artisin,
uyarilmis hiicre aracili bagisiklik sistemi ile ilgili oldugu ve bu parametrelerin sap hastaliginin tanisinda yardimei olarak kullanilabi-
lecegi kanaatine varildi.

Anabhtar sozciikler: Adenozin deaminaz, koyun, nitrik oksit, serum, sap hastalig.

The investigation of the effect of foot and mouth disease on nitric oxide levels and adenosine
deaminase activity in sheep

Summary: The aim of this study is to investigate the effects of foot and mouth disease on serum nitric oxide (NO) levels and
adenosine deaminase (ADA) activity and correlations between these parameters and blood lymphocyte and monocyte numbers in
sheep. 2-3 years old 40 sheep with foot and mouth disease and 20 sheep with healthy were used in the study. Blood was collected
from jugular vein into the with and without-anticoagulant tubes from sheep. Lymphocyte and monocyte counts were made in with
anticoagulant tubes by cell-counter. Serum was removed from without-anticoagulant by centrifugation. Serum NO level was
measured by enzymatic Greiss, ADA activity by Bertholet reaction by spectrophotometrically. Serum NO levels and ADA activities
were determined as 40.0+7.3umol/L and 17.2+4.0 umol/L, 17.6+4.1 U/L and 10.2+2.1 U/L, respectively. Serum NO levels and ADA
activities were found to be significantly higher in sheep with foot and mouth disease compared to healthy (p<0.001). Blood
lymphocyte and monocyte numbers determined as 29.3+8.9 and 9.6+3.3, 4.0+0.4 and 1.1+0.5 in sheep with disease and healthy,
respectively. It was found significant differences at level of the p<0.001 between lymphocyte and monocyte numbers of disease
sheep and healthy. Besides, positive correlations were determined between NO level, ADA activity and blood lymphocyte and
monocyte numbers. In conclusion, it is thought that an increase in serum levels of NO and ADA is most likely related to induced
cell-mediated immune response and such parameters may serve as helpful diagnostic tool in foot and mouth disease.
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Giris yonde etkileyerek biiylik ekonomik kayiplara sebep olur
Sap hastaligi, sigir, koyun, kegi, domuz ve manda (18, 23). Sap hastaligina karsi korunmada, antikorlarin
gibi ¢ift tirnakli hayvanlara 6zgii, oldukca bulasici ve  rol aldigi ileri siiriilmiigse de (32), son yillarda yapilan

zoonotik karaktere sahip viral bir enfeksiyondur. Etkili immunolojik ¢alismalar sonucunda hiicre aracili bagisik-
asilamalara ragmen, diinyanmn gelismekte olan pek ¢ok lik cevaplarinin, 6zellikle de T-hiicre cevabinimn &nemli
iilkesinde etkilerini siirdiiren sap hastaligi, hayvanlarin oldugu ortaya konmustur (6, 15, 20). Virus ile enfeksiyo-

uluslararas1 tasmmasini ve hayvansal iiretimi olumsuz nu ya da agilamayi takiben, CD4+ ve CD8+ hiicreleri
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iceren spesifik T-hiicre aracili antiviral cevaplarin gekil-
lendigi ve virusun organizmadan uzaklastirilmasinda
hiicre-aracil1 bagisikligin rol aldig: rapor edilmistir (5, 24).

Nitrik oksit (NO), viicutta hem fizyolojik hem de
patolojik olaylara aracilik eden serbest bir radikaldir ve
viicutta endojen olarak nitrik oksit sentetaz (NOS) katali-
zorliigiinde L-arjininden sitrulin olusumu sirasinda iireti-
lir (19). Makrofajlar, nétrofiller ve mast hiicreleri NO’i
cok miktarda tiretirler ve nitrik oksidin kaynagi, spesifik
olmayan savunma mekanizmasi olup, antimikrobiyal ve
antitiimoral etkiye sahiptir (25). NO hem yangi dncesi
hem de yangi 6nleyici etkiye sahiptir (19). Antimikrobi-
yal, yangi onleyici, hiicre koruyucu ve hiicre 6ldiiriicii
fonksiyonlara sahip olan NO, organizmada bakteriyel,
viral, paraziter veya fungal bir enfeksiyon sekillendigin-
de agir1 miktarlarda tretilir (1, 10, 17, 21, 28).

ADA viicudun tim dokularinda bulunmasina rag-
men, ¢cogunlukla T-lenfositlerde bulunur (29). ADA’nin
baslica fizyolojik aktivitesi lenfositlerin gogalmast ve
farklilasmasidir. ADA aktivitesindeki diisiikliigiin, bagi-
siklik cevaplarinda yetersizlige neden oldugu bildirilmis-
tir (12). Bu enzimin serum aktivitesinin, hiicre-aracili
bagisiklik cevabmin uyarildigi, insanlarin salmonellozis,
brusellozis, tokzoplazmozis, viseral leishmanioz, riket-
siya ve enfeksiyoz mononiikleozis hastaliklart (11, 30)
kedilerin enfeksiy6z peritonitis (16) ve sigirlarin 16ykoz
(33) hastaliklarinda 6nemli oranda arttig1 bildirilmistir.

Bu calismanin amaci, sap hastalikli koyunlarda se-
rum nitrik oksit diizeyi ve adenozin deaminaz aktivitesi-
nin incelenmesi ve bu parametreler ile kan lenfosit ve
monosit sayilari arasindaki iliskilerin ortaya konulmasidir.

Materyal ve Metot

Kan orneklerinin alinmasi ve analizler icin
hazirlanmasi

Caligmanin materyalini 40 adet sap hastalikli ve 20
adet klinik olarak saglikli olmak iizere toplam 60 adet
Karayaka 1rki koyun olusturdu. Sap hastaliginin klinik
bulgularin1 gosteren ve alinan marazi maddelere Sap
Enstitiisiit Miidiirliigii’nde yapilan tip tayinleri ile sap
hastalikli oldugu dogrulanan 40 adet koyun deneme gru-
bunu, klinik yonden saglikli oldugu belirlenen 20 adet
koyun kontrol grubunu olusturdu. Koyunlarin vena jugu-
larislerinden bir 6rnek antikoagulanli ve bir 6rnek an-
tikoagulansiz tiiplere olmak iizere iki 6rnek kan alindi.
Antikoagulansiz kan Orneklerinde hemen kan sayim
cihazi (Ermax-18, Erma Inc., Japan) kullanilarak lenfosit
ve monosit sayilar1 belirlendi. Antikoagulansiz tiipler
3000 rpm’de +4°C’da 10 dakika santriftij edildi. Santrifiij
isleminden sonra tiiplerin {ist kismindaki berrak kan
serumlart mikrosantrifiij tiiplerine alinarak, NO ve ADA
analizleri yapilincaya kadar -20°C’da muhafaza edildi.
Serumlar analizler yapilmadan 6nce laboratuvar sicakli-
gina getirildi ve analizler her bir 6rnek igin iki kez tekrar
edilip sonuglarin ortalamasi alindt.

Nitrik oksit diizeyinin ol¢iimii

Koyunlarin kan serumlarinda nitrik oksit diizeyleri,
enzimatik Greiss yontemine gore, total nitrit diizeylerinin
endojen NO iretiminin indeksi olarak kabul edilmesi
nedeniyle total nitrit olarak dl¢iildii (7).

Adenozin deaminaz aktivitesinin 6l¢iimii

Serum orneklerinde ADA aktivite diizeyini sapta-
mak amaciyla modifiye Bertholet reaksiyonuna dayanan
Giusti yontemi kullanildi (14).

Analiz sonuglarinin istatistik degerlendirmesinde
one-way ANOVA testinden yararlanildi (26). Enfekte
koyunlarda serum NO diizeyi ve ADA aktivitesi ile kan
lenfosit ve monosit sayis1 arasindaki iliskiler Pearson
korelasyon analizi ile incelendi. p<0.05 degerleri istatik-
siksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Deneme ve kontrol grubundaki koyunlarin serum
NO diizeyleri ve ADA aktivitelerine ait verilerin karsilas-
tirmast  Sekil 1°de Serum NO diizeyleri
(umol/L) sap hastalikli ve saglikli koyunlarda, sirast ile,
40.0+7.3 (22.3-50.8) ve 17.2+4.0 (11.4-25.8) olarak
olciildii. iki grubun NO diizeyleri arasindaki farkliligin
istatistiksel olarak p<0.001 diizeyinde anlamli oldugu
belirlendi. ADA aktivitelerinin (U/L) hastalikli koyun-
larda 17.6+4.1 (13.0-33.4), saglikli koyunlarda ise
10.2£2.1 (7.1-14.6) oldugu saptandi. Hastalikli koyunla-
rin serum ADA aktivitelerinin saglikli koyunlara gore
oldukga yiikselmis oldugu gozlendi (p<0.001). Kandaki
lenfosit ve monosit sayilarinin sap hastalikli koyunlarda,
sirastyla, 29.3+8.9 (16.8-44.7) x10°/uL, 9.6+3.3 (4.8-
16.8) x10°/uL, saglikli koyunlarda ise 4.0+£0.4 (3.1-4.6)
x10%/uL, 1.1£0.5 (0.40-1.7) x10*/uL oldugu anlasild:.
Sap hastalikli koyunlarin kan lenfosit ve monosit sayila-
riin, saglikli koyunlarinkinden p<0.001 diizeyinde yiik-
sek oldugu anlasildi. Serum NO diizeyi, ADA aktivitesi,

sunuldu.
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Sekil 1. Enfekte (n=40) ve saglikli (n=20) koyunlarda serum
NO (umol/), ADA (U/L), lenfosit (x10*/uL) ve monosit deger-
leri (one-way ANOVA, *: p<0.001).

Figure 1. Serum NO, ADA, lymphocyte and monocyte values
in sheep with foot and mouth disease (n=40) and healthy
(n=20) (one-way ANOVA, *: p<0.001).
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Tablo 1. Sap hastalikli koyunlarda (n=40) serum NO ve ADA diizeyleri ile kan lenfosit ve monosit sayilari arasindaki iligkiler.
Table 1. Correlations between serum NO and ADA levels and blood lymphocyte and monocyte numbers in sheep with foot

and mouth disease (n=40).

NO (umol/) ADA (U/L) Lenfosit (x10*/uL) Monosit (x10°/pL)
NO (pmol/) 1.000 0.338* 0.387* 0.376*
ADA (U/L) 0.338% 1.000 0.851%* 0.847%*
Lenfosit (x10°/pL) 0.387* 0.851%* 1.000 0.991*
Monosit (x10°/pL) 0.376* 0.847%* 0.991%* 1.000

*#: p<0.01, *: p<0.05.

kan lenfosit ve monosit sayilar1 arasinda pozitif iligkiler
bulundugu saptandi (Tablo 1). Sap hastalikli koyunlarda,
serum NO diizeyi ile ADA aktivitesi arasinda p<0.05
(r=0.338), lenfosit sayist arasinda p<0.05 (r=0.387),
monosit sayist arasinda ise p<0.05 (r=0.376) diizeyinde
pozitif bir iliski oldugu saptandi. Serum ADA aktivitesi
ile kan lenfosit ve monosit sayilar1 arasinda sirasi ile
p<0.01 (r=0.851), p<0.01 (r=0.847) diizeyinde anlamli
bir pozitif iligki belirlendi.

Tartisma ve Sonuc¢

Gida, giyim ve deri gibi hayvansal iiriinleri isleyen
sanayi dallarina hammadde saglayan koyunlar iilke eko-
nomisi i¢gin oldukg¢a degerli hayvanlardir (2). Tiirkiye’de
yillik et liretiminin % 4.35’1 ve siit liretiminin % 13.10’u
koyunlardan elde edilmektedir (8). Sap hastaligina yaka-
lanan koyunlarda et, siit ve yapagi veriminde azalma ve
ozellikle gen¢ hayvanlarda akut miyokarditis nedeniyle
ani oliimler sekillenerek iilke ekonomisinde biiyiik eko-
nomik kayiplar olmaktadir (9). Bu hastaliga kars: konak
savunmasinda &zellikle monositleri ve makrofajlari ice-
ren hiicre aracili bagisikligin ve T-hiicre bagimli cevapla-
rin 6nemli rol aldig1 bildirilmistir (6, 31).

Nitrik oksit derigimine ve salindigi bolgeye gore
yangly1 uyaran ya da yangi Onleyici etkilere sahip olan
bir molekiildiir (19). Enfeksiyonda, l6kositlerin ve 6zel-
likle de makrofajlarin ¢ok miktarda NO sentezledigi
ortaya konmustur (25). Septik sokta (27) malarya (3)
hastaliginda perifer kanda, tiiberkiilozda bronko-alveolar
stvida (22) NO iireten lokositlerin varligi saptanmistir.
Bu galismalar, enfeksiyon nedeni ile uyarilan 16kositlerin
NO iirettigini desteklemektedir. Bizim ¢aligmamiz sonu-
cunda da, sap hastalikli koyunlarin serum NO diizeyleri,
saglikli koyunlarimki ile kiyaslandiginda anlamli diizeyde
yiiksek bulundu (p<0.001). Sap hastalikli koyunlarda
serum NO diizeyindeki artigin, bu hastalikta aktive olan
makrofajlar tarafindan iiretildigi diisiiniilebilir. Ayrica
serum NO diizeyi ile serum ADA aktivitesi ve kan lenfo-
sit ve monosit sayilar1 arasinda da pozitif bir iligki oldugu
belirlendi (p<0.05). Yapilan ¢aligmalar ile, virus, bakteri,
protozoa ve parazit etkisi ile uyarilan makrofajlarin NO
iireterek, bu etkenlerin iizerine oldiiriicii etki yaptig1 ve
konak savunmasinda 6nemli rol aldig1 rapor edilmistir (1,
10, 17, 21, 25).

Serum ADA aktivitesi, ADA-1 ve ADA-2 izoen-
zimlerinin aktivitesinin toplamidir. ADA-1 tiim dokular-
da ve ¢ogunlukla da lenfoid dokuda bulunur ve lenfosit
cogalmasi ve farklilagsmasi ile ilgili olup, bagisiklik ce-
vaplariin yeterliligi i¢in gereklidir (30). ADA-2’nin ana
kaynag1 ise monosit-makrofaj hiicre sistemidir ve fizyo-
lojik fonksiyonu ADA-1 ile birlikte monositlerde
deoksiadenozin derisimini etkileyerek, patojenik orga-
nizmalara karsi yeterli savunma cevabini saglamaktir
(12). Antiviral konak¢i savunmasinda monositlerin
onemli gorev aldigi bilinir (4). Bu calisma sonucunda,
sap hastalikli koyunlarda serum ADA aktivitelerinin
saglikli koyunlara gore 6nemli diizeyde (p<0.001) yiik-
selmis oldugu belirlendi. ADA’nin baslica fizyolojik
aktivitesi lenfositlerin c¢ogalmast ve farklilagsmasidir.
Hiicresel bagisikligin gostergesi olan bu enzimin lenfo-
sitlerdeki aktivitesi, hiicre-aracili bagisiklik cevabiin
uyarildigi hastaliklarda 6nemli oranda artar (13). Yasuda
ve ark. (33), sigirlarda serum ADA o6lgiimlerinin,
lenfositozis ile karakterize subklinik olgularin teshisinde
bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.
Ungerer ve ark. (31), tifolu hastalarda serum ADA-2
aktivitesinden monosit-makrofaj aktivitesinin bir belirle-
yicisi olarak faydalanilabilecegini ileri slirmiislerdir.
Bizim ¢alismamizda, sap hastalikli koyunlarda serum
ADA aktivitesi ile kan lenfosit ve monosit sayilari ara-
sinda giiclii bir pozitif iliskinin bulunmasi, sap hastalig
nedeni ile hiicre aracili bagisikligin uyarildiginin goster-
gesidir. Bu sonuclar, sap gibi viral hastaliklarda,
lenfositik yanitin uyarilmasinda ADA aktivitesinin
onemli oldugunu gostermektedir. Yiikselen ADA aktivi-
tesinin, enfeksiyon nedeniyle lenfosit artisinin bir sonucu
olabilecegi ve artan ADA aktivitesinin ise lenfositik
yanit1 giiglendirecegi diisiiniilmektedir. Buna ek olarak,
enfekte koyunlarda yiikselmis serum ADA aktivitesine,
ADA-2 nin kaynagi olan monosit-makrofaj hiicre siste-
minin, sap hastalig1 virusuna maruz kalmasi sonucunda
uyarilmasinin da katkida bulundugu ileri siiriilebilir.

Sonug olarak, sap hastalikli koyunlarda serum NO
ve ADA diizeylerindeki artisin, hiicre aracili bagigiklik
sisteminin uyarilmasi ile ilgili oldugu ve serum NO ve
ADA olgiimlerinin sap hastaliginin izlenmesinde ve
hastaligin meydan getirebilecegi etkilerin takibinde yar-
dimc1 olacak laboratuvar analizleri arasinda kullanilabi-
lecegi kanaatine varildi.
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