Fikri BALTA, Ramazan SEREZLI,

Siileyman Demirel Universitesi !
Sevki KAYIS, Siileyman AKHAN, Ilhan YANDI

Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Dergisi
Cilt I, Sayr I, 7-11 (2005)

Gokkusagi Alabahginda (Oncorhynchus mykiss) Oksitetrasiklin HCI’nin
Notrofillerin Fagositik Aktivitesine ve Baz1 Kan Parametrelerine Etkisi*

Fikri BALTA Ramazan SEREZLI
Sevki KAYIS Siilleyman AKHAN Ilhan YANDI

KTU Rize Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii RIZE

OZET

Bu ¢aligmada ortalama 200+27 g agirliga sahip gokkusagi alabaliklar (O. mykiss)’na 10 giin siireyle
tedavi dozunda (100 mg.kg ' canl agirlik) oksitetrasiklin HCl yeme karistirilarak verilmistir. Daha sonra 5
er giinliik araliklarla alinan kan Grneklerinde oksitetrasiklinin ndtrofillerin fagositik aktivitesine etkisi
belirlenmistir. Ayrica eritrosit, 16kosit sayisi ve hemotokrit degerlere (%) etkisi de ortaya konulmustur.
Arastirma  sonuglar1 yemle birlikte karistirlarak 100 mgkg'dozunda oksitetrasiklin uygulamasi
gokkusagi alabaliklarinda 16kosit ve NBT (+) hiicre sayisinda artisa neden oldugunu, eritrosit sayist ve
hematokrit degerinde ise dnemli bir degisime neden olmadigint gostermistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi, nétrofil, NBT, 16kosit, eritrosit

Effect of Oxytetracycline HCI on Phagocytic Activity of Neutrophils
and Some Blood Parameters in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss)

ABSTRACT

In this study, rainbow trout (O. mykiss) at 200+£27 g weight were fed for 10 days with antibiotic coated
(100 mgkg-' biomass) commercial trout feed. After oral administration of oxytetracycline HCI,
phagocytic activity of neutrophils was determined by NBT test in 5 days intervals. Erythrocyte, leukocyte
numbers and heamotocrit value (%) were determined in blood samples. Results showed that oral
application of oxytetracycline HCl was reduce leukocyte and NBT (+) cell numbers but dit not effect
erythrocyte numbers and hematocrit value in rainbow trout.

Key words: Immune system, rainbow trout, NBT, blood, erythrocyte, hematocrit, leukocyte

*Bu ¢aligma, KTU Arastirma Fonu tarafindan 2000.117.001.4 no’lu proje kapsaminda desteklenmistir
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GIRiS

Gokkusag1 alabaligi (Onchorynchus mykiss) ekonomik
degerinin yiiksek olusu ve yavru temininde karsilasilan
birgok sorunun asilmis olmasi nedenlerinden dolay1 kiiltiir
balikgiliginda énemli bir paya sahiptir. Ulkemizde de yaygin
olarak {iiretilmekte ve kiiltlir balik¢iligmin biiyliik kismini
olusturmaktadir (Okumus, 2002).

Kiiltiir balig1 iiretimindeki artig, balik ¢iftliklerinin sayica
artmast kadar, her gecen giin iiretimde yeni tekniklerin
uygulamaya konulmasina da baglidir. Ureticiler en az alan ve
su kullanimiyla maksimum {retim yapabilmek ig¢in bu
teknikleri kullanmaktadirlar. Bu uygulamalarin dezavantaji
ise hastalik riskini arttirmasidir. Baliklarda goriilen bakteriyel
hastaliklarla miicadelede bagvurulan yontemlerin basinda
antibiyotik uygulamasi gelmektedir. Antibiyotikler i¢inde en
yaygin olarak kullanilanlar1 ise tetrasiklin grubu ilaglar,
ozellikle oksitetrasiklin HCI oldugu bildirilmektedir (Serezli
ve ark., 2005). Oksitetrasiklin HCl Amerikan Federal Besin
ve Ila¢ Birligi (FDA) tarafindan aquakiiltiirde kullanimina
izin verilen ilk antibiyotiktir (Reed ve ark., 2004). Ayrica
Norveg, italya ve Japonya gibi birgok iilkede bakteriyel balik
hastaliklarinin sagaltiminda kullanilmasina izin verilmis bir
antibiyotik oldugu rapor edilmektedir (Borklund, 1991;
Malvisi ve ark., 1996). Oksitetrasiklin HCl frunculosis,
vibriosis, pasteurellosis, yesiniosis gibi sitemik ve columnaris
gibi topikal balik hastaliklarinin = sagalttminda  genis
spektrumlu bir antibiyotik olarak kullanildig1 bildirilmektedir
(Austin ve Austin, 1999; Malvisi ve ark., 1996).

Baliklarda goriilen bakteriyel hastaliklarin tedavisinde
kullanilan  antimikrobiyal ajanlarin  immun  sistemi
baskiladig1, gastro-intestinal sistemde bozukluga, viruslarla
siiper enfeksiyonlara, nefro toksititeye, protein sentezini
inhibe ettii icin  bilyimede yavaglamaya, sucul
mikroorganizmalarda direng, ¢evresel problemler ve sagaltim
sonrast ila¢ kalintisina neden oldugu bildirilmektedir
(Grondel ve ark., 1987; Bjorklund ve ark., 1991; Van Der
Haidjen ve ark., 1991; Inglis ve ark., 1996).

Baliklarin  savunma mekanizmast ile antibiyotikler
arasindaki etkilesim iizerine yapilmig muhtelif arastirmalar
mevcuttur. Mevcut arastirmalarin sonuglari, arastirmalarda
kullanilan canli tiirline, ortam sicakligina, dozaj ve verilme
sekline gore farklilik gostermektedir (Malvisi, 1997). Rijkers
at al.,, (1980) oksitetrasiklinin HCl sazan baliklarinda
(Cyprinus carpio) immun sistemi baskiladigini bildirmistir.
Hauser ve Remington, (1984) fareler ve insanlar iizerinde
yaptiklart  bir  aragtirmada  oksitetrasiklinin  lenfosit
transformasyonunu engelleyerek antikor iretimini
baskiladigini ortaya koymustur. Yine Akhan ve ark., (2003),
levrek baliklarinda oksitetrasiklin ile oral yolla tedaviden
sonra notrofillerin fagositik aktivitesinin ve 16kosit sayisinin
azaldigini, Serezli ve ark., (2005) ise ¢ipura baliklarinda
yaptigi calismada NBT (+) hiicre sayisinin ve I6kosit
sayisinin arttigini bildirmektedir.

Bu arastirmada saglikli gokkusagi alabaliklarina sagiltim
dozunda (100 mg/kg) oksiterasiklin HCI, yeme ilave edilerek
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verilmis, periferik notrofillerin fagositik aktivitesine, 16kosit

sayisi, eritrosit sayisi ve hematokrit miktarina etkisi
aragtirilmistir.
MATERYAL ve METOT

Deneme Diizenegi ve Baliklarin Orneklenmesi

Denemede kullanilan alabaliklar 6zel bir isletmeden temin
edilmistir. Toplam 125 adet gokkusagi alabaligi 5 adet
(115x115x50) cm ebatlarindaki polyester tanklara esit olarak
dagitilmiglardir. Bu tanklardan 3’ deneme, 2’si ise kontrol
grubu olarak planlanmistir. Bir yasindaki ortalama boyu
25,841,3 cm ve agirligr 200+27 g olan gokkusag: alabaliklar,
toplam biyokiitle esit olacak sekilde 25 adet olarak
stoklanmiglardir. Su girisi 5-7 1/dk olarak saglanmis ve ayrica
hava motoruyla siirekli havalandirma yapilmistir (pH, 6,9;
¢Ozlinmis oksijen 12,3 mg/l; toplam sertlik 28 mg/l CaCQO;).
Bir haftalik adaptasyon siiresinden sonra baliklara tedavi
dozunda (100 mg/kg canli agirlik) oksitetrasiklin HCI (BP %98)
yeme ilave edilmis ve giinde bir 6giin olarak besleme
yapilmistir. Kontrol grubundaki baliklara aymi oranda ilagsiz
yem verilmistir. Su sicakligi ¢aligma siiresince giinde 2 kez
Olciilmiistiir.

10 giin boyunca yeme karistirilarak 100 mg/kg canlt
agirhk  dozunda OTC verilen deneme ve kontrol
gruplarindan, ilag¢ kesildikten sonraki 1, 6, 11, 16, 21 ve 26.
giinlerde olmak tizere 5 giin araliklarla 6 (1, 2, 3, 4, 5, 6) defa
ornekleme yapilmistir. Her 6rneklemede gruplardan 3 adet
balik rastlantisal olarak alinmistir ve anestezikle (benzocaine;
40 mg/l) ile bayiltilmigtir. Bayiltilan baliklarin kalbinden
yaklagik olarak 1 ml kan steril enjektorle alinarak Ks-
EDTA’l tiiplere konulmustur. Baliklardan kan alindiktan
sonra, cama yapisan NBT (+) hiicre testi, eritrosit, 16kosit
sayis1 ve hematokrit degerleri belirlenmistir.

Kan Orneklemeler ve NBT Testi

Cama yapigan NBT (Nitroblue Tetrazolium-Sigma N-6876)
(+) hiicre testi igin kan 6rnekleri plastik enjektorle direkt balik
kalbine girilerek alimmustir. Enjektorle alman kan 15 dakika
(dk.) igerisinde lamel {izerine damlatilarak nemli petri kutusuna
konulmus ve nétrofillerin cama yapismalarini saglamak igin
oda sicakligimmda (22°C) 40 dk. inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, cama yapisan nétrofiller disindaki kan
hiicreleri Phosphat Buffered Saline (PBS), (pH 7,2) ile yavasca
yikanarak lamelden uzaklastirilmistir. PBS ile yikanan lamel
cama yapisan nétrofiller ve bazi monositler altta kalacak
sekilde, {iizerine 50ul NBT (%08,5 NaCl’de ve %02’lik)
solusyonu damlatilmig lam tizerine kapatilarak oda sicakliginda
40 dk. inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra lamellerdeki
NBT (+) hiicreler mikroskop altinda x400 biiyiitmede
sayilmistir (Anderson, 1990; Anderson, 1992).

Orneklenen her balik i¢in 2 lamel hazirlannus ve her lamel
iizerinde tesadiifi 3 mikroskobik alan sayilarak aritmetik
ortalamalar1 hesaplanmustir.

Eritrosit, Lokosit Sayimi ve Hematokrit

Eritrosit ve 16kosit sayimi igin eritrosit ve 16kosit pipetleri
kullanilmistir. EDTA’1 tiipteki kandan eritrosit ve 16kosit
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pipetlerinin 0,5 ¢izgisine kadar kan ¢ekildikten sonra, farkli
sulandirma eriyikleri (eritrosit sayimi i¢in Phosphat Buffered
Salin, 16kosit saym i¢in  Rees-Ecker  Soliisyonu)
kullanilmistir. Boylece hazirlanan o6rneklerde eritrosit ve
16kosit sayist Thoma sayma kamarasiyla Blaxhall ve Daisley,
(1973)’un metoduna goére yapilmustir.

Hematokrit ise mikro hematokrit yontemle belirlenmistir.
Hematokrit, kan 6rneginin 10.500 devirde 5 dakika santrifiij
edildikten sonra, 6zel skalada okunmasiyla belirlenmistir
(Blaxhall ve Daisley, 1973). Istatistiksel analizler Minitab
13.0 programinda %95 giiven araliginda varyans analizi
kullanilarak yapilmustir.

BULGULAR

NBT (+) Hiicre Sayisi

Non-spesifik immun cevapta 6nemli bir diger kriter olan
NBT (+) hiicre sayis1 10 giinliikk Oksitetrasiklin HCI
uygulamasinin ~ ardindan  belirlenmistir.  Ilagh  yemle
beslemenin bitiminde ilk yapilan kan orneklemesinde
36+0,46 olan NBT + hiicre sayis1 5. giin 40£2,5, 10. giinde
4240,67 olarak belirlenmistir. Ayn1 anda kontrol grubunda
yapilan 6rneklemelerde NBT (+) hiicre sayist 1., 5. ve 10.
ginlerde swrasiyla 11+0,2, 134£0,5 ve 14+0,52 olarak
saytlmistir. 4. donemde (15. glin) deneme grubunda ani bir
diisme gozlenmistir. NBT (+) hiicre sayis1 12+0,4’e diistigi
tespit edilmistir. Bundan sonra kontrol grubuyla benzer
sayida bulunmustur. Kontrol ve deneme gruplarindaki NBT
(+) hiicre sayist degisimleri Sekil 1’de verilmigtir. NBT (+)
nétrofil  sayist  agisindan deneme ve kontrol gruplari
karsilagtirildiginda 1., 2. ve 3. 6rnekleme zamaninda ilag
verilen grupta Ornekleme zamanina gore aralarindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (p>0,01). Ancak
ortalamalarin farki kontrol gurubundakilere gore Onemli
bulunmustur (p<0,01) Dordiincii 6rnekleme ve sonraki
orneklemelerde ise gruplar arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunamamistir (p>0,01).

NBT + Hiicre Sayisi—4—— deneme
- - & - -kontrol

NBT + Hiicre
(adet/saha)

0 T T T T 1

1 2 3 4 5 6
Periyot

Sekil 1. Kontrol ve deneme gruplarindaki NBT (+) hiicre
sayis1 degisimleri

Eritrosit Sayisi

Bu arastirmada 10 giinlik Oksitetrasiklin  HCI
uygulamasinin ardindan yapilan orneklemelerde saptanan
eritrosit sayist degisimleri Sekil 2’de verilmistir. 1. gilin
deneme grubunun eritrosit sayisi ortalamasi
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1.237.500+£72.500 adet/mm’ iken 21. gin bu degerin
830.000+94.281 adet/mm’® olarak belirlenmistir. Kontrol
grubunda ise 980.000+90.241 olan eritrosit sayist 21. giinde
533.3334£75.250°’ye  diigmiistiir. Oksitetrasiklin -~ HCI
uygulamasini takiben eritrosit sayisinin kontrol grubundan
yiiksek oldugu belirlenmistir ve eritrosit sayisi degerleri
kontrol grubuyla birlikte dalgalanma gostermektedir.

—&—— deneme
- - & - - kontrol

1400000

1200000
— 1000000
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600000
400000
200000
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Eritrosit Sayisi
(adet/mm3

Periyot

Sekil.2. Kontrol ve deneme gruplarindaki eritrosit sayisi
degisimleri

Lokosit Sayisi

Oksitetrasiklin HCl uygulamasini takiben yapilan kan
orneklemelerinde ilk drneklemede 22.750+2.750 olan 16kosit
sayisi, 21. glinde 34.43344.649 olarak belirlenmistir. Kontrol
grubunda ise 23.000 olan sayr 21. giinkii Orneklemede
35.000£3.250 olarak tespit edilmistir. Kontrol ve deneme
gruplarinda 16kosit sayist degisimleri Sekil 3’de verilmistir.
Oksitetrasiklin HCI’nin yemle verilmesinin ardindan lokosit
sayisinda kontrol grubuyla deneme grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamaistir (p>0,01).
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Sekil.3. Kontrol ve deneme gruplarinda 16kosit sayisi
degisimleri
Hematokrit

Deneme grubunda diizenli oldugu belirlenen hematokrit
deger kontrol grubunda siirekli azalma gostermistir. Deneme
grubunda baslangicta %35,1+0,46 olan hematokrit ¢aligma
stiresince %32,742,5 ile %37,2+2,6 arasinda degisirken,
kontrol grubunda ise baslangigta %36+0,46 olan hematokrit,
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calisma siiresince %29+2,7 ile %37+2,9 arasinda degismistir.
Kontrol ve deneme gruplarindaki hematokrit degisimleri
Sekil 4’de verilmistir.

Hematokrit —&— deneme

w
©

- - -®- - - kontrol

Hematokrit (%)
N N WO W Ww w
N © =~ W o N

N
[6)]

Periyo?

Kontrol ve deneme hematokrit

degisimleri

Sekil 4. gruplarindaki

TARTISMA ve SONUC

Insan gereksinimi olan protein kaynaklarmin dogada
siirlt hale gelmesi, alternatif yaklasimlar: ortaya ¢ikarmistir.
Buna bagli olarak su iiriinleri yetistiriciligi de her gecen giin
biiyiiyen bir sektor haline gelmistir. Farkl: tiirlerin kontrollii
sartlarda yetistirilmesi ve stok yogunlugunu arttirarak yapilan
yetistiricilik beraberin ¢esitli sorunlar da getirmektedir.
Bunlarin baginda hastalik problemleri gelmektedir. Bakteriyel
hastaliklarin sagaltiminda antibiyogram sonuglarina gore
antibiyotikler kullanilmaktadir. Ancak bu antibakteriyal
maddelerin bazilarmin kullaniminda sakinca goriilmezken,
bazilarmin kullanimina izin verilmemektedir. Su iriinleri
sektoriinde canlilar iizerinde kullanimina yasal olarak izin
verilen ilaglarin baginda Oksitetrasiklin HCI gelmektedir.
Cok yaygin olarak kullanilan ve genis bir mikroorganizma
grubuna karst oldukga etkili olan bu antibiyotik (Rijkers ve
ark., 1980) alabalik vyetistiriciliginde de oldukca fazla
kullanilmaktadir.

Van Der Heidjen ve ark. (1991), baliklarda bagisiklik
sistemi ile antibiyotikler arasinda etkilesim {izerine yaptigi
derlemede her antibiyotigin baligin savunma sistemine farkli
etki yaptigmi ve balik tiirii, antibiyotik tiirli, doz, ilacin
verilme sekli, su sicakligi gibi etkenlere bagli olarak immun
sistemin farkli cevaplar olusturdugunu bildirmektedir. Bu
nedenle her antibiyotigin belirli bir balik tiirline
uygulanmadan  6nce immun cevabin ne sekilde
etkileneceginin bilinmesi gerekmektedir. Ornegin balikta
patojen olan bakteriye etki eden, fakat immun sistemi
baskilayan bir antibiyotik ile tedavide her zaman basarili
olunamayabilinir. Bu nedenle kullanilan antibiyotiklerlerin
etkilerinin ortaya konulmasi gerekmektedir (Lunden ve ark.
2002).

Diger taraftan su sicakligi, baliklarda hem bagisiklik
sistemini hem de oksitetrasiklinin HCI emilimini ve atilimini
etkilemektedir.  Arastirma  siiresince  sicaklik  farkindan
kaynaklanabilecek hatalart azaltmak i¢in baliklarin stoklandigt
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tanklardaki su sicakligi sabit tutulmaya c¢alisilmistir
(6,5+0,5 °C). Collazos ve ark. (1995), yesil sazanlarda (Tinca
tinca L.) graniilositlerin 30 °C’de 22 °C’dekine gére daha az
fagositik aktiviteye sahip olduklarini bildirmistir. Rijkers ve ark.
(1980) baliklarda sekonder antikor cevabin seviyesinin
sicakliga bagli oldugunu, 18 °C’de tutulan sazanlarda sekonder
cevabin primer cevaptan daha kisa siirmesine karsin 20°C’de
primer cevabin sekonder cevaptan 10 kat daha uzun siirdiigiinii
bildirmisgtir.

Baliklarda hastaliklarin sagaltiminda kullanilan
antimikrobiyal ajanlarin genelde bagisiklik sistemi {izerine
olumsuz etki yaptig1 bildirilmistir. Akhan ve ark. (2003), 100
mgkg~' dozunda yemle verilen oksitetrasiklinin levrek
(Dicentrarchus labrax L.1758)’lerde nétrofillerin aktivitesini ve
16kosit sayisini azalttigini ancak eritrosit sayisini etkilemedigini
bildirmistir. Sazanlarda da oksitetrasiklin HCI’e bagli olarak,
bazi organlardaki 16kositlerin T-hiicre mitojenlerine karsi
gelisen mitojenik cevabin in vitro olarak azaldig: bildirilmistir
(Rijkers ve ark., 1980; Van Der Haidjen ve ark., 1991). Ancak
bu ¢aligmada oldugu gibi Serezli ve ark., (2005), oksitetrasiklin
HCl’nin ¢ipuralarda (Sparus aurata L. 1758) NBT (+) notrofil
sayisint  arttirdigint  bildirmistir. Bu arastirma sonuglari da
gokkusagi alabaliklarina 100 mg.kg-' dozunda 10 giin siireyle
yemle verilen oksitetrasiklin HCI’in NBT (+) hiicre sayisini
artirdigini - gostermistir  (42+0,67). Eritrosit sayisinda disiis
goriilmesine ragmen bu diisiisin  oksitetrasiklin  HCI’den
kaynaklanmadig1 disiintilmiistir. Cilinkii benzer bir diisis
kontrol grubunda da ol¢iilmiistiir. Diger taraftan Rijkers ve ark.,
(1980), oksitetrasiklin HCI ve kloramfenikol’tiin yilan baliklart
(Anguilla anguilla)’nda eritrosit sayisini azalttigini bildirmistir.

Bu c¢alismada; oral yolla yem igersinde 100 mgkg’
dozunda uygulanan oksitetrasiklin HCI’nin nétrofillerin
fagositik aktivitesini, 16kosit sayisini arttirdigi, hematokrit
degerini ise degistirmedigi ortaya belirlenmistir. Buna
ilaveten poikilotermik canlilarda tiim parametreler sicaklikla
yakindan ilgili olup, su sicakligindaki 10 °C’lik bir artis
metabolizma hizin1 2 kat artirdigi, gokkusagi alabaliklarinda
yapilan bir arastirmada 7+1 °C su sicakliginda 150 mg/kg
dozda oksitetrasiklinin HCI’nin %2,6’sinin absorbe edildigi
bildirilmektedir (Balta, 1999). Bu nedenle bu tip ¢aligmalarin
alabalikta ve Kkiiltiirii yapilan diger baliklarda farkli su
sicakliklarinda arastirilmas: gerekmektedir.
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