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AMPROLYUMUN TAVSANLARDA IMMUN SISTEMIN
BAZI PARAMETRELERI UZERINE ETKILERI

Ender YARSAN! Selma YAZAR! Ismail KUTLU2 Hakan SALTAS3

OZET

Amprolyum veteriner hekimlikte koksidiyozun odnlenmesi amaciyla yaygin sekilde kullanilan bir ilagtir.
Bu calismada ilacin immun sistem Uzerine olasi etkileri arastirildi. Calisma tavsanlarda gercgeklestirildi. Deneysel
calismalar igin 4 grup olusturuldu. Grup 1 kontrol olarak tutuldu, Grup 2’ye 10 mg/kg, Grup 3’e 50 mg/kg ve Grup 4’e
100 mg/kg dozunda amprolyum agiz yoluyla verildi. Primer ve sekonder immun yanit donemlerinde alinan kan érnek-
lerinde antikor titreleri (IgG ve IgM ) belirlendi. Ayni zamanda yine bu donemlerde ilacin kan parametrelerine
yonelik etkileri de tespit edildi. Bu amacla kanda, alyuvar, akyuvar, lenfosit, ndtrofil, hemoglobin, eozinofil ve
hematokrit seviyeleri dlguldu.

Calisma sonunda, amprolyumun antikor titrelerinde ihmli bir azalmaya neden oldugu; ancak bunun istatistik
olarak dnemli olmadigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Amprolyum, tavsan, immun cevap

EFFECTS OF AMPROLIUM ON THE SOME PARAMETERS
OF IMMUN SYSTEM IN RABBITS

SUMMARY

Amprolium is a drug that is widely used in veterinary medicine for prevention of coccidiosis. In this study, prob-
ably effects of the drug on immune system were investigated. The study was performed on rabbits. Four groups were
made for experimental studies. Group 1 was kept as control whereas amprolium was administrated peroral to Group
2, Group 3 and Group 4 at 10 mg/kg, 50 mg/kg and 100 mg/kg respectively. Antibody titers (IgG and IgM) were
determined in blood samples collected in primary and secondary periods for immune response. In these periods,
effects of the drug on blood parameters were determined. Red blood cells, white blood cells, lymphocytes, neutrophil,
hemoglobin, eosinophil and haematochrite levels in blood were also measured for this aim.

Results show that amprolium caused slightly decreases in the antibody titers unless statistical significance.

Key words: Amprolium, rabbit, immune response

GIRIS

Amprolyum, hidroklorur tuzu seklinde koksidiyoz olaylarinin sagaltiminda yaygin
bulunan; beyaz, hafif nem cekici, suda serbestce  sekilde kullanilir. Koksidiyoz, protozoonlarin
¢dzunen asidik bir tozdur. llag yapisal olarak tavsanlarda karaciger, kazlarda bobrek tubulleri;
tiamine (Vitamin B1) benzer ve bu maddenin  sigir, koyun, kegi, kopek, kedi, tavsan ve
yarismali antagonistidir. Veteriner hekimlikte  kanatlilarda bagirsak epitel hiucrelerine girmesi
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ve tahrip etmesiyle seyreden bir hastaliktir. Bu
sekilde hastalik olusturan etkenler Eimeria ve
Isospora soyundaki parazitlerdir. Koksidiyozun
onlenmesi amaciyla farkli gruptan ¢ok sayida ilag
kullanilir; bunlar stlfonamidler, dinitrobilesikleri,
nitrofuranlar, kinolonlar, pridinler, iyonoforlar,
triazintrionlar ve amprolyumun da iginde yer aldigi
primidinlerdir (1- 4).

Amprolyum baglica E.tenella ve E.acervuli -
na’ya kargi etkinlik gosterir ve etkisi 0zellikle
hastaligin erken donemlerindedir. Tek basina
ya da etopabat ve sulfonamidler ile birlikte
kombine halde kullanilir (5-8). Koksidiyoz olay-
larinin dnlenmesine ybdnelik kullanilan ilaglar igin
onemli bir dzellik konakginin bagisiklik sistemine
yonelik olumsuz etkilerinin olmamasidir (3,7).
Bu dusunceden hareketle koksidiyoz sagal-
timinda yaygin olarak kullanilan amprolyumun
immun sisteme yonelik etkileri tavsan modelinde
primer ve sekonder dobonemlerde incelendi.
Bu degerlendirme antikor titrelerinin IgG ve IgM
tespiti ve kan tablosuna iliskin bazi parametrelerin
belirlenmesiyle yapildi.

GEREC VE YONTEM

Calisma ortalama 2-2.5 kg agirhigindaki Yeni
Zellanda irki tavsanlarda gerceklestirildi. Tavsan-
lar her birinde 5 adet olacak sekilde 4 gruba
ayrildi. Tavsganlar 7 gun karantinada tutuldu. Ku-
lak arterinden kan alinarak (1cc) Brucella abortus
antijeni ile titre caligildi. Titreleri O ¢ikan tavsanlar
calismaya alindi. Randominazasyon yapilarak
kafeslere tek olacak sekilde yerlestirildi. Su,
yem ve yesillik verilerek beslendi. Calismanin
baslangicinda butun gruplara Brucella abortus 99
susundan hazirlanan antijen (birinci antijen)
2x109 yogunlugunda olacak sekilde verildi (damar
ici yolla 0.5 cc) ve bu uygulamadan 1 gun sonra
kontrol grubu (Grup 1) disindakilere amp-
rolyum uygulamasina baslandi. Birinci grup
kontrol olarak tutuldu (sadece Brucella abortus
99 antijeni verilen grup); ikinci, ug¢uncu ve
dorduncu gruplara ise sirasiyla 10 mg/kg, 50
mg/kg ve 100 mg/kg dozda olacak sekilde ampro-
lyum 7 gun sureyle uygulandi. lla¢ hayvanlara
suya katilarak, agiz yoluyla verildi. llag uygula-
mas! tamamlandiktan bir gun sonra dolayisiyla
birinci antijenin verilmesinden 8 gun sonra butun
gruplardan kan alinarak antikor titreleri belirlendi
(primer immun cevap). lkinci antijen uygulamasi
da ilk antijen verilmesinden 9 gun sonra yine
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2x109 yogunlugunda ayni antijenin 1cc miktarinda
damar ic¢i uygulamasiyla yapildi. Ikinci antijen
verilmesinden bir gun sonra ikinci, uguncu ve
dorduncu gruplara ilk uygulamada oldugu sekilde
yedi gun sureyle amprolyum verildi. lla¢ uygula-
mas| tamamlandiktan bir gun sonra yine butun
gruplardan kan alinarak sekonder immun cevap
calisildi. Kan dogrudan kalpten alindi. Primer ve
sekonder immun yanitin degerlendiriimesinde
belirlenen gunlerde kan alinip antikor titreleri
Brucella Aglutinasyon Wright teknigi ile dlguldu
(8,9). Calismada antikor titreleri 1IgG ve IgM
seviyeleri ile degerlendirildi. Bu amacla ornekler
2-merkaptoetanol ile muamele edildi. 1gG’ler
Uzerine etkisiz olmasina ragmen IgM’leri
parcalayan bu kimyasal ile s6z konusu antikor-
larin ayri ayri belirlenmesi yoluna gidildi (10).
Primer ve sekonder dbonemlerde alinan kan
orneklerinde amprolyumun kan tablosu Uzerine
olasi etkileri de calisildi. Bu amagla akyuvar,
nodtrofil, lenfosit, eozinofil, alyuvar, hemoglobin
ve hematokrit degerleri otoanalizator ile dlguldu
(sysmex se-9000, hemocounter) ve calisma
kapsaminda degerlendirildi.

Istatistik Hesaplamalar: Gruplardaki ortala-
ma, standart sapma, en alt ve en Ust degerler ve
gruplar arasi karsilastirmalar tek ydonlu varyans
analizi (ANOVA) ve Duncan’s testleri ile belirlendi.

BULGULAR

Calismada amprolyumun immun sistem
uzerine primer ve sekonder donemdeki etkileri,
Brucella Aglutinasyon Wright teknigi ile antikor
titrelerinin belirlenmesi seklinde yapildi. Humoral
immun cevabin gostergesi niteligindeki bu
bulgular Tablo 1’de verildi. Antikor titreleri
IgG ve IgM’lerin belirlenmesiyle yapildi. Bu
amagcla 2-merkaptoetanol kullanildi ve sonuglar
2-merkaptoetanole dayanikli ya da duyarh
olanlar seklinde ifade edildi (2-MEs ve 2-MEr).

Tablo 1 incelendiginde, gerek primer ve
gerekse sekonder immun yanit doneminde ilacin
artan dozuna bagli olarak antikor titrelerinde 1hmh
bir baskilanmanin oldugu gorulecektir. Bu
baskilanma hem IgG ve hem de IgM titreleri igin
sbz konusudur.

Bununla birlikte yine calisma kapsaminda
amprolyumun artan dozlarinin kan tablosundaki
cesitli parametrelere etkileri de degerlendirildi.
Bu amacgla primer ve sekonder donemlerde
alinan kan odrneklerinde akyuvar, alyuvar, notrofil,
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Tablo 1: Farkh dozlarda amprolyumun tavsanlarda
primer ve sekonder donemlerdeki antikor titreleri

Gruplar Primer Sekonder
Grup 1 1/1280 1/160 1/320 1/10240
(Kontrol) 1/1280 1/320 1/320 1/10240
1/640 1/160 1/80 1/1280
1/1280 1/320 1/640 1/5120
1/640 1/320 1/80 1/5120
1024.0+ 350.52 256.0+ 87.63  288.0+ 230.47 6400.0x+ 3840.0
Grup 2 1/640 1/160 1/160 1/5120
(10 mg/kg) 1/640 1/80 1/80 1/5120
1/640 1/80 1/80 1/5120
1/1280 1/320 1/160 1/5120
1/640 1/160 1/80 1/2560
768.0£286.21 160.0+97.97 112.0+43.81 4608.0+1144.86
Grup 3 1/320 1/40 1/80 1/2560
(50 mg/kg) 1/640 1/80 1/80 1/2560
1/640 1/80 1/160 1/5120
1/640 1/80 1/80 1/2560
1/640 1/80 1/160 1/5120
576.0x143.10 72.0+17.88 112.0+43.81 3584.0+1402.16
Grup 4 1/320 1/20 1/40 1/1280
(100 mg/kg)  1/320 1/40 1/40 1/2560
1/640 1/40 1/80 1/2560
1/640 1/80 1/80 1/2560
1/640 1/80 1/40 1/5120
1/640 1/80 1/40 1/5120

533.33+165.24  56.66+26.58 53.33+20.65 3200.0+1567.67

lenfosit, eozinofil, hemoglobin ve hematokrit
degerleri olculdu. Elde edilen veriler incelen-
diginde primer donemde amprolyumun artan
dozuna baglh olarak; eozinofil ve hematokrit
seviyesinde azalma buna kargin akyuvar, notrofil,
lenfosit ve hemoglobin duzeylerinde artis
gorulmustur. Ayni sekilde sekonder donemde ise
primer donemden farkli olarak hematokrit duzey-
lerinde de artis kaydedilmistir. Kan tablosuna
iliskin veriler primer donem icin Tablo 2’'de ve
sekonder donem icin de Tablo 3’de verilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Amprolyum koksidiyoz olaylarinin sagaltimi
ve dnlenmesinde yaygin sekilde kullanilan bir
ilactir. Yeme 60 ppm miktarda katilip verildiginde
E.tenella, E.acervulina ve kismen E.necatrix'e
karsi etkili bicimde kullanilabilir. Buna karsin
E.maxima, E.mivati ve E.brunettiye etkisi daha
zayiftir. llag tiamin antagonisti olarak etkinlik
gosterir ve etkisi 0zellikle 1. nesil sizontlar uze-
rinedir ve bu sekilde merozoitlerin gelismesini

Tablo 2: Farkli dozlarda amprolyum uygulanan tavsanlarda primer donemdeki bazi kan parametreleri

Gruplar Akyuvar Notrofil Lenfosit Eozinofil Alyuvar Hemoglobin Hematokrit
(x106 1470 (%) (%) (%) (X103/,ul) (g/dI) (%)

Grup 1 0.09+0.003 11.05+5.65 4.70+3.6 84.25+9.25 0.10+0.04 1.55+0.40 0.53+0.16
(Kontrol) (0.09-0.10) (5.4-16.7) (1.10-8.30) (75.0-93.5) (0.01-0.19) (0.60-2.5) (0.20-0.70)
Grup 2 0.23+0.09 28.16+4.96 16.06+6.45 46.73+11.73 0.09+0.03 1.70+0.50 0.32+0.09
(10 mg/kg) (0.10-0.57) (18.8-35.7) (7.10-28.6) (28.6-68.7) (0.03-0.24) (0.70-2.20) (0.20-0.60)
Grup 3 0.21+0.11 32.15+17.85 53.55+3.55 35.40+6.80 0.20+0.16 2.17+0.36 0.20+0.0
(50 mg/kg) (0.10-0.54) (14.3-50.0) (50.0-57.10) (28.6-42.2) (0.03-0.7) (1.50-3.20) (0.20-0.20)
Grup 4 0.30+0.13 34.83+ 9.47 56.55+8.65 28.8+7.48 0.4+0.01 2.65+0.42 0.26+0.08
(100 mg/kg) (0.10-0.80) (17.40-50.0) (47.9-65.2) (17.2-42.9) (0.01-0.08) (1.90-3.80) (0.10-0.40)

Tablo 3: Farkli dozlarda amprolyum uygulanan tavsanlarda sekonder dbnemdeki bazi kan parametreleri

Gruplar Akyuvar Notrofil Lenfosit Eozinofil Alyuvar Hemoglobin Hematokrit
(x106/,ul) (%) (%) (%) (X103/,ul) (g/dI) (%)
Grup 1 0.10+0 17.80+7.49 21.65+12.94 49.02+20.50 0.01+0.0 0.47+0.09 0.46+0.25
(Kontrol) (0.10-0.10) (12.50-23.10) (12.50-30.80) (25.0-75.0) (0.01-0.01) (0.40-0.60) (0.20-0.70)
Grup 2 0.20+0.10 41.50+11.59 30.13+13.44 40.50+33.65 0.73+0.81 1.02+0.45 1.70+1.55
(10 mg/kg) (0.10-0.30) (33.30-49.70) (21.20-45.60) (16.70-64.3) (0.16-1.89) (0.50-1.50) (0.80-3.50)
Grup 3 0.30+0.13 51.15+33.72 30.30+4.24 31.05+20.29 0.17+0.28 1.34+1.57 0.90+1.53
(50 mg/kg) (0.18-0.44) (27.30-75.0) (27.30-33.30) (16.70-45.4) (0.01-0.60) (0.40-4.10) (0.10-3.20)
Grup 4 0.36+0.26 63.85+16.19 39.85+14.63 18.83+3.17 0.91+0.81 2.47+1.72 4.78+4.59
(100 mg/kg) (0.11-0.80) (52.40-75.30) (29.50-50.20) (16.30-22.4) (0.12-1.87) (0.90-4.30) (0.4-10.60)
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engeller. llag parazitlerde oldugu Uzere, konak-
cidan da tiaminin etkisini tersine cevirebilir,
bu durum 0zellikle yemdeki ila¢ miktari yuksek
seviyelere (500 ppm’in Uzerine) ¢iktiginda
gorulur. llag sagaltim dozlarinda yem tuketimi,
agirhk kazanci ve dol verimi Uzerine istenmeyen
etkiler olusturmaz (5,11-13). Amprolyumun
immun sistem Uzerine etkileri ile ilgili calismalar
son derece sinirlidir. Gergekten de bu konudaki
calismalar ozellikle kanathlarda ilacin yemle
verilmesine bagli olusabilecek cevabi deger-
lendirmek seklinde olmustur (14,15).

Bagisiklik sistemi, infeksiyonlara, viucuda
yabanci maddelere ve neoplastik hiicrelere kargi
organizmayi koruyan en dnemli sistemdir. Bu
sistem Uzerinde basta gevresel kirleticiler olmak
Uzere sagaltim amaciyla kullanilan ¢ok sayida
maddenin de farkli etkileri s6z konusudur. Immun
sistem Uzerinde toksik etki gosteren maddeler 2
grupta toplanir; farmasotik ilaglar (antibakteriyel,
anestezik, yangi onleyiciler vb) ve immunotoksik
maddeler (metaller, pestisitler, yem katkilari vb)
(16,17).

Bagisiklik sistemi Uzerine bu olasi toksik
etkilere karsi canli organizmada farkl savunma
sistemleriyle cevap olusturur. Bunlar kazaniimig
ve 0Ozel bagisiklik mekanizmalaridir. Ozellikle
antijenik nitelikteki uyaricilara kargl organizmada
humoral ve hucresel immun yanit sekillenir.
Humoral immun yanit kan ve doku sivilarindaki
antikorlarin olusturdugu sivisal bagisikliktir.
Hucresel immun yanit ise T lenfosit araciligiyla
degerlendirilir (18,19).

Yine bagisiklik sistemi kapsaminda olacak
sekilde antijenik nitelikteki maddenin ilk kez
verilmesi sonucunda primer immun reaksiyonlar
ortaya c¢ikar ve bu donem de IgM’ler daha yogun
lokalize olur. Buna karsin antijenik maddenin ikin-
ci kez verilmesiyle sekonder immun yanit sekil-
lenir ve bu donemde de IgG’ler daha fazla etkinlik
gosterir. Sekonder ddonemde olusan antikor
miktarlari primer cevaba gore 10-100 kat daha
fazladir ve bu oran yillarca surebilir (17-19).

Sagaltimda ve hastaliklarin dnlenmesinde
kullanilan ilaglarin ve diger kimyasal maddelerin
immun sistem Uzerine etkilerinin incelenmesi ve
bilinmesi, rasyonel ve ekonomik bir sagaltim igin
onemli bir husustur (2,13). Immun sistem tzerine
ilaclarin etkileriyle ilgili calismalar genellikle
antibiyotiklerle sinirli kalmigtir. Humoral ve
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hucresel temele dayanan galismalarin yapildigi
arastirmalarda ©ozellikle tetrasiklin, penisilin,
aminoglikozid ve sefalosporin grubu antibiyotik-
lerin etkileri incelenmistir. Antiprotozoer ilaglardan
ise daha ¢ok iyonofor antibiyotikler (maduramisin,
monensin gibi) calisiimistir (14, 15, 17, 20).

Akar ve ark. (7) tarafindan yapilan ¢alismada
buyumekte olan civcivlerin immun sistemleri
Uzerine maduramisinin etkisi arastiriimigtir.
Calisma sonunda IgM ve IgG seviyelerinde
Bursa Fabricius ve timus agirliklarinda dnemli
degisikliklerin olmadig! ve bu sekliyle de madu-
ramisinin buyumekte olan piliclerin immun sistemi
Uzerine olumsuz bir etkisinin olamayacagi
sonucuna variimistir.

Ruff ve Chute (21) tarafindan yapilan
calismada koksidiyozisin kontrolu amaciyla
surekli ya da kisith yemleme ile ila¢ uygulamasi
(amprolyum, klopidal, monensin) ve bunun
immunite Uizerine etkisi degerlendirilmis; sonucta
ozellikle kisith beslemenin immunite ile iligkisinin
olmadig! tespit edilmistir. Boiadzhieva ve ark.
(22) tarafindan yapilan calismada da Newcastle
hastaligina karsi asilanan tavuklarda antikok-
sidiyal ilaclarin immun sisteme ybnelik etkileri
arastirilmigtir. Amprolyum ve monensinin cali-
sildigi arastirmada, amprolyumun bu ybdnde bir
etkisi belirlenemezken, monensinin immun cevap
Uzerinde daha guclu etkisinin oldugu tespit
edilmigtir.

Mc Dougald ve Mc Quistion (23) tarafindan
yapilan calismada ise amprolyum, monensin
ve polystat'in hindilerde antikoksidiyal etkinligi
ve bagisiklik sistemine etkileri incelenmistir.
Calisma sonunda sbz konusu ilaglarin koksi-
diya enfeksiyonuna karsi hindilerde koruyucu
etki olusturdugu belirlenmis, bununla birlikte
enfeksiyonun etkisiyle sekillenen kazaniimig
bagisikligin da hastaliklara karsi direncte etkili
oldugu tespit edilmistir.

Karlsson (24) ise yaptigi calismada antikok-
sidiyal ilaglarin koksidiyozise kargi immun
cevap gelismesindeki etkilerini degerlendir-
mislerdir. Calisma sonunda monensin (121 ppm),
salinomisin (80 ppm), lasalosidin (75 ppm)
guglu; monensin (100 ppm), dekokuinat (30 ppm),
klopidol (125 ppm) ve narasinin (80 ppm) orta
dereceli; arprinocid (70 ppm), nikarbazin
(125 ppm) ve amprolyum (125 ppm+ethopabat
4 ppm) ihmli derecede baskilayici etki olugturmustur.
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Buna karsin robenidin (33 ppm), zoalene (125
ppm) ve aklomid (250 ppm) etkisiz olarak bulun-
mustur.

Bu calisma sonunda elde edilen veriler lite-
ratur bilgiler ile karsilastirildiginda aralarinda
uyumluluk oldugu gorulecektir. Amprolyumun
immun sisteme yobnelik etkilerinin primer ve
sekonder olarak degerlendirildigi calismada doza

parametrelerde de amprolyumun artan dozlarina
bagh olacak sekilde ve istatistiki olarak dnemli
olmayan oranlarda degisiklikler kaydedilmistir.
Amprolyum basta kanathlar olmak uizere, diger
hayvan turlerinde de koksidiyoz olaylarinin dnlen-
mesinde yaygin sekilde kullanilan bir ilagtir.
Sonug olarak elde edilen ve immun sisteme yone-
lik etkilerinin bnemsiz olmasiyla agiklanan bulgu-

bagh olarak antikor titirelerinin IgG ve IgM
seviyelerinin baskilandigi tespit edilmistir; ancak
bu azalmalar istatistiki olarak anlamli bulun-
mamistir. Benzer sekilde kan tablosuna yonelik

lar; sbz konusu ilacin koksidiyoz sagaltiminda
genis Olcude kullaniimasi ve etkili olmasinin
gerekgesini de ortaya cikaracak niteliktedir.
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