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Oz: Bu caligmada 1sirgan otunun metanolik &ziitiiniin japon baliklarmin bagisiklik sistemi
lizerine etkileri incelenmistir. Oziitiin iki farkli konsantrasyonu (0,1 ve 0,5 g/kg yem) japon
balig1 yemi igerisine katilarak baliklar bu yemle 30 giin boyunca beslenmislerdir. Calisma
sonunda baliklarin kaudal venasindan kan 6rnegi alinarak siiperoksit anyon tiretimi (NBT),
lizozim, myeloperoksidaz ve fagozitik aktivite gibi parametreler bagisiklik sisteminde
meydan gelen degisimleri belirlemek i¢in kullanilmistir. Caligma sonunda tiim bagigiklik
yanitlarin her iki 1sirgan otu grubunda da kontrol grubu ile karsilastirildiginda kayda deger
yiiksek oldugu belirlenmistir (P<0.05). Isirgan otu gruplari kendi igerisinde degerlendirildi-
ginde en yiiksek bagisiklik yanitlar % 0,5 1sirgan otu igeren grupta gozlenmistir. Calisma
sonuglarina gore 1sirgan otu dziitiiniin japon baliklar i¢in etkili bir bagisiklik uyarict oldugu
sOylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Japon baligi, Metanolik 6ziit, Isirgan out, Bagisiklik Uyarici.

Effects of methanolic extracts of nettle (Urtica dioica) on non-specific immune re-
sponse of gold fish (Carassius auratus).

Abstract: In the study, the immunostimulant effects of the methanolic extract of nettle
(Urtica dioica) on non-specific immune response of gold fish (Carassius auratus) were
investigated. Two different concentration of extracts (0.1, 0.5 g/kg of feed) were individual-
ly mixed with the basal diet and fed to gold fish for 30 days. At the end of the study, blood
samples were collected from caudal vein of the fish to assess the immunomodulatory char-
acteristics of nettle using superoxide anion production (NBT), lysozyme, myeloperoxidase
and phagocytic activity. In the study all immune parameters were affected positively by
dietary nettle extract intake compared to control (P<0.05). The highest level of the non-
specific immune responses were determined in the 0.5% nettle group (P<0.05). According
to study results, it can be say that nettle extract is an effective non-specific immunostimu-
lant for gold fish.

Keywords: Gold fish, Methanolic extracts, Nettle, Immunostimulant.
1. GIRIS

Siis baliklar yetistiriciligi giinlimiizde 6nemli bir ticari degere sahip olup diinya capinda
yaygindir. Siis baliklart icerisinde adet ve ekonomik deger olarak en ¢ok tercih edilen tiir
Japon baligidir. Japon balig1 tiretimi lilkemizde de dnem kazanmakta ve giderek yaygin-
lagmaktadir. Diger tiim balik tiirleri iiretiminde oldugu gibi japon balig1 iiretiminde de bazi
smirlayici etmenler s6z konusudur. Ozellikle hastaliklardan kaynaklanan kayiplar dikkat
¢ekmektedir.

Giliniimiizde yogun balik iiretiminde tercih edilen yol baliklarin hastalandiktan sonra kim-
yasal veya antibiyotik tedavileri ile sagaltimlarinin yapilmasindan ziyade hastaliklara yaka-
lanmasini dnleyecek onlemlerin alinmasi yoniindedir. Baliklarin hastaliklardan korunmasi
i¢in en ¢ok tercih edilen yontemlerden biri asilamadir. Bununla birlikte asilmanin hastalik
yapici patojen tiirler arasindaki sinirli ve/veya belli tiirlere karsi etkili olmasi kullanimin
daraltmaktadir (Robertsen, 1999).

Son yillarda yetistiriciler baliklar1 hastaliklardan korumak icin bagisiklik uyarici maddelere
yonelmis durumdadirlar. Yaygin olarak tercih edilmeye baslayan bu yontemde kullanilan
tirlinler baz1 kimyasallar (Sahoo ve Mukherjee, 2001) yada bitki oziitleri (Bilen ve ark.,
2011, Bilen ve ark., 2013) olarak gdze ¢arpmaktadir.
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bagisiklik yanit {izerinde etkilerinin incelemek i¢in yapilmig ¢aligmalar mevcuttur ( Diigen-
ci ve ark., 2003). Bu calismada ise 1sirgan otunun metanolik 6ziitiiniin Japon baliklarinin
bagisiklik sistemi iizerine etkileri incelenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

Calisma Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’'nde gergeklestirilmistir. Calismada
ortalama agilig1 8,1+0,78 g olan japon baliklar1 kullanilmistir. Ticari bir isletmeden satin
alinan japon baliklar1 300 L hacmindeki 9 adet akvaryuma her bir akvaryuma 15 adet ola-
cak sekilde stoklanmustir. Ug tekerriirlii olarak siirdiiriilen calismada 1sirgan otunun metanol
0ziitli, yemlerin igerisine % 0, % 0,1 (Is 1) ve % 0,5 (Is 2) olacak sekilde spreyleme yone-
timi ile eklenmis ve baliklar bu yemlerle giinde iki kere doyana kadar beslenmislerdir. Ca-
lismada kullanilan yem Bilen ve ark (2014)’de belirtilen formiile gére hazirlanmustir.

Bagisiklik parametrelerinden NBT aktivitesi Siwicki ve Anderson (1993)’e gore yapilmis-
tir. Kisaca, her bir baliktan alinan 0,1 ml kan 6rnegi {izerine esit miktarda % 0,2 NBT ige-
ren sollisyondan eklenmistir. Bu karisim karigtirildiktan sonra 25 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Aktivasyonu durdurmak i¢in bu karigimin iizerine 1 ml N,N-dimetilformamid
eklenmistir. Karisim 3000 g’de 5 dakika boyunca santifiij edilmis ve supernatant alinmistir.
Bu 6rnekler spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda N,N-dimetilformamid kor drnegine
kars1 okunmustur.

Lizozim aktivitesi Siwicki ve Anderson (1993)’e gore yapilmustir. Sonuglar Lizozim
Unit/ml olarak verilmistir.

Myeloperoksidaz aktivitesi Quade ve Roth (1997)’e gore belirlenmistir. Kandan elde edilen
20 pl serum Ca®* ve Mg?" icermeyen Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Sigma) ile
seyreltilmistir. Daha sonra bu karisimin {izerine 35 pl 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin hidroklo-
rid (TMB, 20 mM) (Sigma) ve H,0, (5 mM) eklenmistir. Aktivasyonu durdurmak i¢in
karisimin tizerine 2 dakika sonra 35 pl 4 M sulfirik asit eklenmistir. Karigim 450 nm de
okunmustur.

Fagozitik aktivite (FA) Siwicki ve ark. (1994)’e gore belirlenmistir. Sonuglar asagidaki
formiil kullanilarak hesaplanmustir.

FA= (Fagozitik hiicre sayis1/ Toplam hiicre sayis1) x 100.

Calisma sonunda elde edilen veriler tek yonlii varyans analize tabi tutulmus ve gruplar
arasindaki farkliliklarin tespiti igin Duncan’s Multiple Range (P<0,05) testi kullanilmistir.

3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Calisma sonuglarina gére NBT aktivitesi tiim 1sirgan otu gruplarinda kontrol grubu ile ki-
yaslandiginda kayda deger artis gostermistir (Sekil 1). Bununla birlikte gruplar arasinda bir
farklilik tespit edilememistir (P>0.05).

b

%%

NBT {mg NBT formazan/ml)
[
u

Kontrol Is1(%0,1) Is2 (% 0,5)

Sekil 1. Farkli dozlarda uygulanan 1sirgan otunun metanol dziitliniin japon baliklarindaki
NBT aktivitesi. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 ifade eder (a=0,05).
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Lizozim aktivitesi tiim gruplarda kontrol grubuna gore yiiksek olmustur (P<0,05) (Sekil 2).'55'\1:1307'3311

Isirgan otu gruplari kontrol edildiginde Is 2 grubunun lizozim aktivitesi Is 1 grubuna kiyas-
la daha yiiksek tespit edilmistir (P<0,05).
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Sekil 2. Farkli dozlarda uygulanan 1sirgan otunun metanol 6ziitiiniin japon baliklarindaki
lizozim aktivitesi. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 ifade eder (0=0,05).

Myeloperoksidaz aktivitesinde de NBT aktivitesine benzer sonuglar elde edilmistir. Calis-
ma sonunda deneme gruplarindaki myeloperoksidaz aktivitesi kontrol grubuna gore kayda

deger oranda artig gosterirken gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde herhangi bir
farklilik tespit edilememistir (P>0,05).
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Sekil 3. Farkli dozlarda uygulanan 1sirgan otunun metanol 6ziitiiniin japon baliklarindaki
myeloperoksidaz aktivitesi. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklar1 ifade eder
(0=0,05).

Fagozitik aktivite sonugclar1 Sekil 4. gosterilmistir. Bu sonuglara gére tiim deneme gruplari

kontrol grubuna gore kayda deger yiikselirken gruplar arasinda farklilik g6zlenmemistir
(P>0,05).
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Sekil 4. Farkli dozlarda uygulanan 1sirgan otunun metanol 6ziitiiniin japon baliklarindaki
fagozitik aktivite. Farkli harfler gruplar arasindaki farkliliklari ifade eder (0=0,05).

Akvakiiltiir caligmalarinda immunostimulant kullanimi her gegen giin dnemini arttirmakta-
dir. Ozellikle organik {iriin yetistirme calismalarinda hastaliklara kars1 6rnegin balig1 koru-
yacak ve antibiyotik ve kimyasal kullanimini en az diizeye indirecek bitkisel kaynakl tiriin-
lerin kullanim1 her gecen giin daha biiyiik bir 6nem kazanmaktadir.

Bu c¢alisma sonuclarina gore 1sirgan otunun metanol 6ziitiiniin japon baliklarinda bagigiklik
yanitt olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir. Isirgan otunun sulu &ziitiiniin alabaliklarda
bagisiklik sistemi olumlu yonde uyardig: tespit edilmistir (Diigenci ve ark., 2003). Ayrica
isirgan otunun dogal olarak kullaniminin mersin baliklarinda (Huso huso) da bagisiklik
yaniti olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir (Binaii ve ark., 2014).

Caligma verilerine gore her iki deneme grubu i¢in de tim bagisiklik parametrelerinde ben-
zer sonuglar elde edilmis ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda artis gézlenmistir. Stiperoksit
radikal salimmi (NBT) patojenlerin 6ldiiriilmesinde hiicreler tarafindan salinan 6nemli bir
elementtir. Calismada elde edilen sonuglar degerlendirildiginde benzer sonuglar tetra uygu-
lanan alabaliklarda (Bilen ve ark. 2011), tetra uygulanan koi baliklarinda (Bilen ve ark
2013) ve japon baliklarinda (Bilen ve ark 2014) tespit edilmistir. Bunlarin aksine tilapia
baliklar1 (Oreochromis niloticus) Lonicera japonica ve Ganoderma lucidum (Yin et al.,
2008), Astragalus radix ve Scutellaria radix (Yin e al., 2006) bitki oziitleri ile muamele
edildiklerinde NBT aktivitisinde bir artisa rastlanmamistir. NBT aktivitesindeki artislarin
hiicreler igerisindeki zararh etkilerinin de degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu noktada,
daha sonra yapilacak olan ¢aligmalar ile 1sirgan otu metanol 6ziitiiniin antioksidan 6zellikle-
rinin de tespit edilmesi faydal olacaktir.

Lizozim onemli bir enzim olup ayni zamanda viral, parazitik ve bakteriyal hastaliklarda
patojenin hiicre duvarinin pargalanarak etkisiz hale getirilmesinde énemli rol oynayan do-
gal olmayan bagigiklik yanit aktivitesidir (Kumari ve Sahoo 2006). Calismamizda lizozim
aktivitesi her iki deneme grubu iginde artarken en yiiksek seviyesine Is 2 grubunda ulagmis-
tir. Onceki calismalarda farkli bitki 6ziitlerinin lizozim aktivitesini ¢aliymamiza benzer
sekilde arttirdig: tespit edilmistir (Diigenci ve ark., 2003; Xie ve ark, 2008; Bilen ve ark.,
2011; Bilen ve ark., 2013; Bilen ve ark 2014).

Myeloperoksidaz (MPQO) nétrofiller tarafindan salgilanan ve H,0;’i kullanarak yabanci
amillerin etkisiz hale getirilmesini saglayan bir enzimdir (Hampton ve Kettle, 1996). Bu
caligmada deneme gruplarinin MPO aktiviteleri kayda deger arterken gruplar arasinda fark-
lilik goézlenmemistir. Bu sonuglar Alexander ve ark. (2010) ve Bilen ve ark. (2014) ¢aligma-
lar1 ile ortligmektedir.

Fagozitik aktivite sonuglari, bagigiklik yanitta gérev alan hiicrelerde fagozitosisi gergekles-
tiren hiicre sayilarinmn attirdigini ve buna ek olarak fagozitosizin arttigi sdylenebilir. Ozel-
likle bu sonuglar Diigenci ve ark. (2003)’nin 1sirgan otunun sulu Oziitiiniin alabaliklar iize-
rinde ve Bilen ve ark. (2011)’nin tetra yaprak tozlarinin alabaliklarin tizerindeki fagozitik
aktivitelerindeki artig ile ortiismektedir.
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Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde 1sirgan otunun metanolik Oziitiiniin alabaliklarda'®>N"30733

bagisiklik yaniti olumlu yonde etkiledigi sdylenebilir. Dolayisiyla 1sirgan otunun bagisiklik
uyarici olan bir yem katkisi olarak kullanilmasi dnerilmektedir. Bunlara ek olarak 1sirgan
otunun Tiirkiye sinirlari igerisinde bol olarak bulunmasina ragmen 6ziit ¢itkarma metodu ve
maliyetinin yem katkist olarak kullanimi diisiiniilen 1sirgan otunun ekonomik kriterleri de
g0z Oniinde bulundurulmalidir.
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