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Abstract

The ldentification of Some Hematological Parameters and Non-Spesific Immune Respond in Cyprinion
macrostomus (Heckel, 1843) Living in Kangal (Sivas) Balikli Cermik Thermal Hot Spring and Topardi¢ Stream
(Sivas)

In this research, spotted carp,Cyprinion macrostomus Heckel, 1843 (known as doctor fish) which live in Balikli Cermik
Thermal Hot Spring and Topardi¢ Stream (involving the spa water) in Kangal county of Sivas city were studied.
Haematological and non-specific immune parameters of fish in both environments were compared as between
environments and also as summer and winter . Erythrocyte (RBC), leukocyte (WBC), Hb, Hct, monocyte, neutrophil,
phagocytic activity values were determined increase during the summer and decrease during the winter in Topardig
stream. Due to the constant for each season of water temperature in pools, it were not identified any changes in the blood
parameters of fish living in pools. While the lymphocyte, MCV and MCH values of Cyprinion macrostomus increasing
in winter and decrease in summer were observed in the stream. It wasn't found any changes in MCHC level. It couldn't
been finded any differences in both summer-winter and environmental in eosinophil cell amounts. With the increase of
water temperature in the water increase microbial activity, decreased oxygen levels, increased metabolic activity and
energy requirement has been interpreted as a major cause of these changes. In this study, the effects of different habitats
on hematology and non specific imminology of Cyprinion macrostomus as the differences between summer and winter
were determined.

Keywords: Spotted Carp Cyprinion macrostomus, Sivas Kangal Balikli Cermik, Heamatology, Non-Spesific Immunity.

Ozet

Arastirmada, Sivas ili'nin Kangal ilcesindeki Balikli Cermik Termal Kaplicasi ile Topardi¢ Deresi (kaplica suyunun
karisti§i)'nde yasayan benekli sazan, Cyprinion macrostomus Heckel, 1843 (doktor baliklar olarak bilinen) baliklarinda
calisiimistir. Her iki ortamdaki baliklarin hematolojik ve non-spesifik immiin parametreleri, ortamlar arasinda ve ayrica yaz
ve kis olarak ta karsilastiriimistir. Eritrosit (RBC), 16kosit (WBC), Hb, Hct, monosit, nétrofil miktarlar ve fagositik aktivite
degerlerinin Topardi¢ deresi'nde yazin artip, kisin ise azaldigi belirlenmistir. Havuz su sicakhiginin, her mevsim sabit
olmasindan dolayi, havuzlarda yasayan baliklarin kan parametrelerinde hicbir degisiklik olmadidi tespit edilmistir.
Lenfosit, MCV ve MCH degerlerinde kisin derede artis, yazin ise azalma goézlenirken, MCHC seviyesinde herhangi bir
degisiklik gérilmemistir. Osinofil hiicre miktarinda ise yaz ve kis farklihgi tespit edilememistir. Su sicakliginin artmasiyla
birlikte sudaki mikrobiyal aktivitenin artmasi, oksijen seviyesinin azalmasi, metabolik aktivitenin ylikselmesi ve artan
enerji gereksinimi bu degisimlerin baslica nedeni olarak yorumlanmistir. Arastirmada Cyprinion macrostomus'un
hematolojisi ve non-spesifik immun parametreleri Uizerine farkli ortamlarin etkileri, yaz ve kis arasindaki farkliliklar olarak
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Benekli Sazan Cyprinion macrostomus, Sivas Kangal Balikli Cermik, Hematoloji, Non-Spesifik
Immdinite.
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Giris

Hematolojik parametreler bahgin sagli-
ginin ve fizyolojik durumunun belirlenmesinde
blyuk bir dGneme sahiptir (Adeyemo vd., 2009,
Clauss vd., 2008). Ayrica organizmadaki
degisiklikleri dogru bir sekilde yansitan, farkli
ekolojik ortamlarda yasayan baliklarin metabo-
lizmalari ile hastaliklarin tespitinde 6nemli rol
oynayan faktorlerden birisidir (Cengizler ve
Sahan 2000, Basusta ve Sen 2003, Clarence ve
Hickey 1982). Hematolojik ve imminolojik
degerler balik sagligi agisindan énemli kriterler
olarak kabul edilir (Swicki vd., 1994). Baliklar
bakteri, parazit, su sicakhgi, oksijen miktari,
pH vb. gibi cevresel faktorler sonucu hema-
tolojik parametrelerinde degisimler gozlenen
poikilotermik canlilardir. Baliklarda hemato-
lojik degerler su sicakhgi ve iklimsel degisik-
liklerle iliskili olan mevsimsel varyasyonlarin
etkisiyle degisiklik gostermektedir (Atamanalp
ve Yanik 2003).

Calismada Kangal (Sivas) Balikli Cer-
mik ile Topardi¢ Deresinde yasayan Cyprinion
macrostomus HECKEL tirlnde, her bir orta-
min mevsimler bazinda karsilastiriimasi ve her
bir mevsimin ortamlar bazinda karsilastirmasi
seklinde hematolojik ve dogal immdin para-
metreler cahisiimistir. Calisma kapsaminda,
eritrosit sayisi (RBC), ortalama eritrosit hacmi
(MCV), eritrosit basina diisen ortalama hemog-
lobin (MCH), eritrosit basina dusen ortalama
hemoglobin konsantrasyonu (MCHC), l6kosit
sayisi (WBC), hemoglobin (Hb) ve hematokrit
(Hct) miktarlari gibi hematolojik parametreler
incelenmistir. Ayrica dogal imminolojik
parametreler olarak, fagositik hiicre aktivitesi,
monosit, lenfosit, eosinofil ve notrofil hucreler
de ele alinmistir. Bahsedilen parametrelerin
sonuglari, Balikli Cermik ile Topardi¢ Dere-
sinde yasayan baliklar acisindan yaz (haziran,
temmugz, agustos) ve kis mevsimi (aralik, ocak,
subat) olarak karsilastirmali sekilde degerlen-

dirilmistir. Calisma temel olarak, Balikl
Cermik ve Topardi¢ Deresi'nde yasayan,
insanlik tarihinde saglik bulma arayisina ev
sahipligi yaptiklari bilinen doktor baliklarin
(Cyprinion macrostomus) bilinmeyen bazi
hematolojik parametreleri ve dogal immin
yanit ozelliklerini gun 1s1§ina ¢ikart-mayi
amaclamaktadir.

Materyal ve Metod

Balikl Kaplica, Sivas iline 90 km
uzaklikta bulunan Kangal ilgesine kuzeydogu
yoniinde 13 km mesafededir (Ozer vd., 1987).
Uzerine havuzlarin yapildigi yer altindan ¢ikan
termal kaynak sulari ve bu suyun 100 metre
ilerdeki Topardi¢ Deresi'ne karistigi bir yerdir.
pH' 1 yaklasik 7,2 olan su, izotermal olup yil
boyunca sicakhgi yaklasik 35°C-36 °C arasinda
degismektedir (Ozer vd., 1987). Arastirmada
baliklar termal havuzlardan ve havuzlarin
dereye desarj oldugu derenin yaklasik 500 m
ilerisinden elde edilmistir. Arastirma suresince
toplam 180 adet Cyprinion macrostomus bireyi
kullanilmistir. Kaplicada bulunan bu baliklar
sicak ortama adapte olmus benekli sazan
(Cyprinion macrostomus) tiru bahklardir.
(Gozukara ve Cavas, 2004, Timur vd.,1983,
Demirsoy, 1993).

Arastirma suresince dere ve havuzlardan
su sicakhgi, oksijen miktari ile baliklarda boy,
agirhk olcumleri ve yas tayini yapilmistir.
Olgumler kis ve yaz mevsimlerinde ayhk
olarak yapilmis ve ortalamalari mevsimsel
olarak verilmistir. Havuzlardaki baliklarin yas
tayini icin Peterson yontemi kullaniimistir
(Akbulut vd., 2008). Orneklemeler sirasinda
cinsiyet ayrimi yaptimamis ve baliklar her bir
ortamdan rastgele alinmistir. Baliklardan kan,
anastezik madde (MS-222) kullanilarak,
kuyruk bolgesinden bir enjektor yardimiyla
alinmistir. (Imanpoor vd., 2010).
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Arastirmada hemoglobin miktari tayini
icin Syanmethemoglobin yontemi uygulan-
mistir (Sahan ve Cengizler, 2002; Blaxhall ve
Daisley, 1973; Tanyer, 1985). Hct tayini igin
“Mikrohematokrit Teknikten” yararlaniimistir
(Sahan ve Cengizler 2002, Balta vd., 2005,
Tanyer, 1985).

“Lokosit Hicre Formdillerinin Tayini
icin” baliklardan antikoagllentsiz olarak
kuyruk bolgesinden direkt lamin izerine alinan
bir damla kan May-Grinwald ve Giemsa
boyama ile boyanip, 1sik mikroskobunda x100
blyUtmede incelenmistir. Ayrica boyali prepa-
ratlardan kan hicrelerin fotograflari cekil-
mistir. Her bir preparattaki tim alan taranmis,
taranan alandan toplam 100 adet I6kosit hiicresi
sayilarak Iokosit hiicrelerin (monosit, lenfosit,
notrofil, eosinofil) ylzde (%) olarak oranlari
belirlenmistir (Dorafshan vd., 2008, Sahan ve
Cengizler, 2002). Eritrosit ve I0kosit hiicrelerin
tayininde Natt-Herrick solusyonu kullanilarak
hicreler thomalaminda sayilmistir (Sahan
2000). Eritrosit indeksleri ise asagidaki formi-
le gbre hesaplanmistir:

Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) (1) =

Hct (%) + RBC (10°/ mm®) x 10

Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)

(pg) = Hb (g/100 mL) + RBC (10°/ mm°)

x10

Ortalama Eritrosit Hemoglobin Konsan-

trasyonu (MCHC) (%) = Hb (g/ 100mL)

+ Hct (%) x 10 (Yilayaz ve Bitmis, 2002,

Basusta ve Sen, 2003).

Fagositoz deneyi kongo kirmizisi ile
boyanmis maya hticrelerinin I6kositler tarafin-
dan fagosite edilen duzeylerinin spektro-
fotometrik 6lcumi prensibine dayanir. Hemag-
lutinasyon tampon ¢6zeltisi iceren Histopaque
1.119 (Sigma) ve Histopaque 1.077 (Sigma) ta-
baka olusturacak sekilde silikonlu tiplere ilave
edilmistir, daha sonra en Ustte yine tabaka olus-
turacak sekilde 1 ml kan dikkatli bir sekilde
eklen-mistir. Ornekler 500 g 'de 15 dakika (4

°C) santrifuj edilmis ve l6kositler 6zenle ayril-
mistir. iki kez HBSS ile yikanmis ve léko-
sitlerin fagositik aktivitesinin incelenmesi icin
hiicre sayisi 2 x 10°/ ml' ye ayarlanmistir. 250 pl
I6kosit solisyonu, otoklavlanmis ve kongo
kirmizisi ile boyanmis 500 pl maya hicresi
stispansiyonu ile karistirilmistir (maya hiic-
resi/lokosit sayisi 40/1 oraninda). Bu karigsim
oda sicakhginda bir saat suresince inkibe
edilmis, sonra karisimin tizerine 1 ml HBSS,
dip kismina ise 1 ml Histopaque 1.077 (Sigma)
ilave edilmistir. Histopaque'lar, yogunlugu
1,077+0,001 g/mL ve 1,119+0,001 g/mL'ye
ayarlanmis sodyum diatrizoate ve polysucroze
soliisyonlaridir. Ornekler, maya hiicrelerinden
Iokositleri ayirmak icin 850 g'de 5 dakika
santrifuj edilmistir. Elde edilen l6kositler
HBSS' de iki kez yikanmis ve 1 ml tripsin-
EDTA solisyonu (5.0 g/l tripsin ve 2.0 g/l
EDTA, Sigma) ile karistirilarak 12 saat
suresince 37°C'de bekletilmistir. Tripsin-
EDTA koriine karsi spektrofotometrede 510
nm 'de okunmustur (Jeney vd., 1997, Sahan ve
Duman 2010).

Istatistiki analizler icin SPSS 10.0 prog-
rami kullanilarak One-Way ANOVA - Tukey
Testi uygulanmis, deney gruplari arasinda
olusan farkliliklar ve bu farkliliklarin 6nem
dizeyleri belirlenmistir (P<0,05 P>0,05) (Hay-
ran ve Ozdemir, 1995).

Bulgular

Havuzlardan ve dereden elde edilen
baliklarin boy, agirlik ve yas degerleri Tablo 1
'de, oksijen ve sicaklik miktarlari Tablo 2 ‘de
Cyprinion macrostomus 'un RBC, Hb, Hct,
MCV, MCH, MCHC, WBC, lenfosit, monosit,
notrofil, dsinofil ve fagositik aktivite degerleri
Tablo 3'te belirtilmistir. Ayrica bu Cyprinidae
tirlerinden elde edilen eritrosit, lenfosit,
monosit ve noétrofil hiicrelerin fotograflari da
Sekil 1, Sekil 2 ve Sekil 3'te gosterilmistir.
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Tablo 1. Dere ve havuzlarda yer alan Cyprinion macrostomus ‘un boy, agirlik ve yaslari

KIS YAZ
Cyprinion macrostomus (X + SD) (X + SD)
Havuz Dere Havuz Dere
Boy (cm) 11,44+0,71 12,31+0,52 10,91+0,57  11,37+0,92
Agirlik (g) 17,38+1,36  18,24+1,19 16,87+1,65  17,16%1,21
Yas (y1l) 3 3 3 3
X = SD : Ortalama deger + Standart sapma
Tablo 2. Dere ve havuzlarda oksijen ve sicaklik diizeyi
KIS YAZ
(X+=SD) (X +=SD)
Havuz Dere Havuz Dere
Oksijen (mg/Lt) 5,1+0,15 11,6+0,35 4,9+0,16 5,8+0,40
Sicaklik (°C) 35,3+0,36 10,3+0,60 35,1+0,20 31,6+1,45

X + SD : Ortalama deger + Standart sapma

Tablo 3. Cyprinion macrostomus'un RBC, Hb, Hct, MCV, MCH, MCHC, WBC, lenfosit,

monosit, nétrofil, sinofil ve fagositik aktivite degerleri

RBC (x10%/mm?)
Hb (g/dL)

Het (%)

MCV (1)

MCH ( pg)
MCHC ( %)
WBC(x10*/mm”®)
Lenfosit (%)
Monosit (%)
Notrofil (%)
Osinofil (%)
Fagositik
aktivite

(0.D. 510 nm)

KIS YAZ

(X +SD) (X+=SD
Havuz Dere Havuz Dere
2,06 +0,19% 1,02 = (),32b 2,03 + 0,44" 2,01 +0,37*
7,33 + 1,09* 6,25 + (),95b 7,85 + 1,06* 7,51 + 1,00*
37,02 +0,52° 32,26 + 0,58b 38,62 +0,71° 37,77 + 0,55°
180,8 +17,1° 366,6 + 194,6b 200,5 + 52,7% 194,3 + 38,2°
35,8 + 6,2° 71,6 = 41,6b 40,7 + 12,0° 38,9 +10,8%
19,8 +2,92% 19,3 +2,94% 20,33 +2,82% 19,8 +2,63%
3,23 +0,07% 1,96 + (),04b 3,19 +0,05% 3,21 +0,10*
65,3 +1,22% 75,9 + (),52b 65,8 +0,52% 66,6 + 1,73%
20,5 + 0,85" 14,8 + (),47b 22.0 +0,56" 21,8 +0,57*
11,0 + 0,66" 4,9 + (),65b 11,2 +0,77% 8,9 +0,54°
2,01 +0,58" 1,90 + 0,54% 1,96 + 0,59% 1,82 + 0,49%
0,43 +0,01* 0,31 (),08b 0,42 +0,01* 0,43 +0,01*

X = SD : Ortalama deger + Standart sapma. Her satirda ortalamalarda gosterilen farklh

harfler, istatistiksel olarak farklilig1 ifade etmektedir (p<0,05).
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Sekil 1. Cyprinion macrostomus'ta kan-
hicreleri (M:monosit), May-Grin-
wald Giemsax100 (orijinal).

Sekil 2. Cyprinion macrostomus 'ta kan hiic-
releri (E:ertrosit, N:notrofil), May-
Grunwald Giemsax100 (orijinal).

Sekil 3. Cyprinion macrostomus 'ta kan htic-
releri (L:lenfosit), May-Griunwald Gi-
emsax100 (orijinal).

Yaz mevsiminde havuz ve deredeki ba-
liklarin karsilastiriimasi sonucu; Cyprinion
macrostomus bireylerinde RBC, Hb, Hct,
MCV, MCH, MCHC, WBC, lenfosit, monosit,
osinofil ve fagositik aktivite miktarlarinda fark
bulunmamis, nétrofil hicreler de ise derede
havuza g6re azalma saptanmistir.

Kis mevsiminde havuz ve deredeki
baliklarin karsilastiriimasi sonucu; Cyprinion
macrostomus tirt bahiklarda RBC, Hb, Hct,
WBC, monosit, notrofil, fagositik aktivite
seviyelerinde derede havuza gore azalma
olurken, MCV, MCH ve lenfosit diizeylerinde
artis olmustur. MCHC ve Osinofil degerlerinde
ise fark tespit edilmemistir.

Havuzdaki baliklarin yaz ve kis mevsim-
lerinde karsilastiriimasi sonucu; RBC, Hb, Hct,
MCV, MCH, MCHC, WBC, lenfosit, monosit,
notrofil, 6sinofil ve fagositik aktivite dizey-
lerinde istatistiki bir fark belirlenmemistir.

Deredeki baliklarin yaz ve kis mevsimle-
rinde Kkarstlastirilmast sonucu; Cyprinion
macrostomus tirt balhiklarda RBC, Hb, Hct,
WBC, monosit, nétrofil ve fagositik aktivite de
yazin artis kisin azalma tespit edilirken MCV,
MCH ve lenfosit dlzeylerinde yazin azalma
kisin artis olmus, MCHC ile &sinofil deger-
lerinde fark olmamustir.

Tartismave Sonug

Termal suyun havuzlarda yer almasi,
havuz suyunun mevsimsel farkliliklardan
etkilenmemesine neden olmus, ancak deredeki
suyun termal icerikli olmamasi baliklarda
hematolojik ve dogal imminolojik para-
metreler Uzerinde fark yaratmistir. Su sicakli-
gindaki farklilik, oksijen seviyesindeki degi-
sim, metabolik aktivitenin artmasi ve bunun
sonucunda artan enerji gereksiniminin yaz
aylarinda RBC miktarinin artmasina neden
oldugu dusunulmektedir. Onceki calisma-
lardan elde edilen sonuclara gére bu degisim-
lerinsu parametrelerindeki mevsimsel farkli-
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liklardan kaynaklandigi, kanin oksijen tasima
kapasitesinin su sicakligina bagh oldugu ve bu
nedenle su sicakligindaki degisimlerin eritrosit
hicreler Uzerine etkide bulundugu ifade edil-
mistir (Aras vd. 2008, Nanba vd., 1987, Oriin
vd., 2003). Baliklarin yasam kosullari ile farkli
ortamlardaki oksijen seviyesi ve su sicakhgi
degisimlerinin Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC
miktarlarini etkiledigi goérulmastir. Yapilan
benzer calismalarda MCH ve MCHC deger-
lerinde sicaklik ile birlikte degisme egilimi
gortlmektedir.

Arastiricilar MCV degerinde ise kisin
daha yiiksek yazin ise daha disuk degerleri
tespit etmislerdir. Bu farkhhklarin cevresel
etkilerden dolayr su sicakliginin ve sudaki
oksijen seviyesinin degisiminden kaynak-
landigini belirtmislerdir (Basusta ve Sen 2003,
Siwicki vd., 1994, Sahan 2000, Yilayaz ve
Bitmis 2002, Ginneken vd., 2007, Dias vd.,
2008, Arnaudova vd., 2008). Bu parametreler
ile RBC arasinda oransal bir iliski vardir ve
degisimlerin genelde RBC miktarindaki artis
ve azalislarla da baglantili olabilecedi disunul-
mektedir. Hct, Hb, RBC ve WBC miktarlarinin
su sicakliginin azalmasina bagli olarak distigu
belirlenmis ve bu durum diger arastirmacilar
tarafindan da ifade edilmistir (Basusta ve Sen
2003, Rambhaskar ve Rao 2006, Leard vd.,
1998, Grigg 1969). Yapilan mevcut calisma-
larda su sicakligindaki mevsimsel degisimlerin
baliklarin dogal (non-spesifik) immdin yanit
parametrelerinde farkliliklara neden oldugu
bildirilmektedir (Basusta ve Sen 2003, Yilayaz
ve Bitmis 2002, Oriin vd., 2003).

Bu calismalar farkli mevsimlerde farkh
degerlere ulasilacagini isaret etmektedir. Calis-
mamizda Lenfosit ylzdesinde kis aylarinda
baslayan artislari, yaz aylarinda azalislar takip
etmis, monosit ve notrofil yizdelerinde sicak
ve soguk mevsimlere gore farkliliklar oldugu
yaz aylarinda en yuksek seviyeye ciktiklari

sonucuna ulasilmistir. Osinofil yiizdesi yok
denecek kadar az tespit edilmis, inceledigimiz
tirler icin hem mevsimsel hem de ortamlar
acisindan osinofil yuzdesinde degisim gozlen-
memistir.

Konuyla ilgili fazla calisma olmamasina
ragmen diger arastirmacilar da benzer sonuglar
bildirmislerdir (Basusta ve Sen 2003, Morvan
vd., 1998, Swain vd., 2007, Korter ve Vainikka
2008). Arastirmamizda fagositik htcrelerin
genel olarak su sicakhginin yukseldigi ilkbahar
ve yazin arttigini, dustk sicakliklarda ise
baliklarda immin baskilanma nedeniyle fago-
sitik aktivitede dusmelerin oldugu sonu-cuna
ulastimistir. Bu bulgu yapilan benzer galisma-
larla paralellik gostermekte olup, fagositik
aktivitenin yazin en yuksek, kisin ise en dusuk
degerde oldugu ifade edilmektedir. Bu duru-
mun yazin su sicakliginin yuksek olmasi,
dolayisiyla sudaki mikrobiyal kapasitesinin
artmasi sonucu canlinin immin sisteminin
olusturdugu cevapla ilgili oldugunu belirtmis-
lerdir (Korter ve Vainikka 2008, Collazos vd.,
1995).

Arastirmada l6kositler tizerinde su sicak-
liginin etkili oldugunu sicakliktaki mevsimsel
degisimin WBC'yi pozitif olarak etkiledigi
izlenmistir. Ayrica yazin 1sinan sularda
mikrobiyal aktivitenin artmasi ve sudaki
mikroorganizma yogunlugunun fazlalasmasi
ile bahgin immin sisteminin bunlara karsi
olusturdugu cevabin bu degisimler Uzerinde
etkili oldugu dustintulmektedir. Daha Onceki
benzer calismalarda da su sicakliginin art-
masiyla birlikte metabolik aktivitenin yiksel-
mesi, oksijen seviyesinin azalmasi ve bunun
yani sira artan enerji gereksinimi bu degisim-
lerin baslica nedeni olarak yorumlanmistir
(Yilayaz ve Bitmis, 2002, Akmirza ve Tepecik
2007). Konuyla ilgili daha o©nce yapilmis
calisma sonuclari, arastirmamizda elde etti-
gimiz verileri destekler nitelikte bulunmustur.
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