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Bu arastirmada pelin otu (Artemisia vulgaris L)’ nun gékkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss, Wal-
baum) bagisiklik ve Vibrio anguillarum® a karsi direng saglayan uygun dozlarinin tespiti amaglanmastir. Pelin
otu, ortalama agirligi1 20.48 + 0.19 — 20.81 +0,04 g olan baliklarin yemlerine toz (%0, %0.1, %0.5, %1, %2)
ve etanol ekstrakti (250 ve 1000 mg/kg) olarak ilave edilmistir. Bazi hematolojik (hematokrit, eritrosit ve
16kosit degerleri) ve immunolojik (lizozim, fagositik ve NBT aktivite) dzellikler incelenmistir. NBT, lizozim
ve fagositik aktivitenin kontrol grubuna gére arttig1 belirlenmistir (p<0.05). Gokkusagi alabaliklar1, 45. giinde
V. anguillarum ile deneysel yolla enfekte edilmistir. Arastirma sonuglarimizda pelin otunun yemlere ilavesi
ile baliklarin, immun sistemi ve V. anguillarum’ a kars1 direncinin arttig1 belirlenmistir. Pelin otunun balik-
lardaimmunostimulant olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Artemisia vulgaris, Vibrio anguillarum, Bagisiklik, Oncorhynchus mykiss, Lizozim,
Fagositik aktivite

ABSTRACT

EFFECT OF WORMWOOD (Artemisia vulgaris L) ON RESISTANCE AGAINST
DISEASES AND NONSPECIFIC IMMUNE SYSTEM IN RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum)

The present study was aimed at determining the effects of wormwood (Artemisia vulgaris L) on the immune
response and disease resistance against Vibrio anguillarum in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Wal-
baum). Wormwood was incorporated into the diets as powder (0%, 0.1%, 0.5%, 1%, 2%) and ethanol extracts
250 and 1000 mg kg* of rainbow trout O. mykiss (20.48 + 0.19--20.81 +0.04 g). Some haematological (WBC,
RBC, level) and immunological (NBTassay, lysozyme and phagocytic activity) parameters were determined
in fish blood. In NBTassay, lysozyme and phagocytic activity were enhanced in wormwood treated groups
compared with the control group (p<0.05). After 45 days, fish were challenged with V. anguillarum and
mortality (%) was recorded up to day 10 post-challenge. The best survival (100%) was in the 1% and 2%
wormwood diet groups. These results indicate that wormwood supplementation significantly increased the
immunity and makes O. mykiss more resistant to infection by V. anguillarum. It could be concluded that
wormwood could be used as immunostimulant for rainbow trout.

Keywords: Artemisia vulgaris, Vibrio anguillarum, Immunity, Oncorhynchus mykiss, Lysozyme,
Phagocyticactivity
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Giris

Antimikrobiyal maddelerin hayvansal tiretimde enfeksiyon-
larin tedavisi yani sira biiyiime destekleyici ve yem verimini
arttrmak amaciyla kullamldig:r bildirilmistir (Gorbach,
2001). Avrupa Birligi tarafindan 2006 yilindan itibaren hay-
vansal yemlerde antibiyotiklerin kullanimi yasaklanmustir.
Ulkemizde ise gerek bakteriyel dirence yol acabilecegi ge-
rekse hayvansal yan iiriinlerde kalint1 birakarak insan sagli-
g1 tehdit edebilecegi endisesiyle antibiyotiklerin yem
katki maddesi olarak kullanimi es zamanl olarak yasaklan-
mustir. Bu yasaklanma ile birlikte gerek gastro-intestinal
mikrofloranin saghgini koruyarak bakteriyel hastaliklarin
kontrol altina alinmasi gerekse hayvanlarin bagigiklik siste-
minin gii¢lendirilmesi ve biiylime performansinin destek-
lenmesi, mortalitenin azaltilmasi amaciyla antibiyotiklere
alternatif olabilecek bazi tibbi bitki tiirlerinin yem katki
maddesi olarak kullanilmasinm iyi bir alternatif oldugu bil-
dirilmektedir (Hermann vd., 2003; Goda, 2008; Keser ve
Bilal, 2008).

Baliklarda infeksiyoz hastaliklara karsi direncin arttirilmasi
icin, immunostimulantlar kullanilmaktadir. Bunlar asilarla
birlikte verildiklerinde spesifik savunma mekanizmasin ar-
tiran, tek baslarma verildikleri zaman da spesifik olmayan
savunma mekanizmasini aktive edebilen bilesiklerdir. Yay-
gin olarak kullanilanlar; biiyiime destekleyiciler; bitkisel
katki1 maddeleri; probiyotikler, beta-glukanlar, vitaminlerdir
(Goda, 2008). Son zamanlarda su iiriinleri yetistiriciliginde
de immunostimulant olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi igin
artan bir ilgi vardir (Goda, 2008; Galina vd., 2009; Ulukdy
vd., 2009; Bilen ve Bulut, 2010; Citarasu, 2010; Abdel-
Tawwab vd., 2010).

Dogada yetisen bitki gruplarinda en fazla ugucu yag iceren
familyalardan biri de Asteraceae (Compositae)’ dir. Astera-
ceae familyasindaki bitki tiirlerinin antimikrobiyal ve anti-
oksidan ozellikler gosterdigi bildirilmektedir (Brisibe vd.,
2009, Diilger vd., 1999). Bu familyada yer alan pelin otu
bitkisi yapraklar1 antitumor, antiinflamatuar, antioksidatif,
antibakteriyel, antiviral ve antiparaziter 6zelliklere sahip bi-
lesenleri icermektedir (Abad vd., 2012). Ulkemiz, tibbi bitki
sayist yoniinden olduk¢a zengin potansiyele sahip olmasina
ragmen, giiniimiizde ekosisteme zarar vermeyen, dogal, gii-
venilir, antimikrobiyal etkili bu ajanlarin su trinleri sekto-
riine kazandirilmasi ve uygun dozlarin bilinmesi gerekmek-
tedir.

Bu arastirma ile, tilkemiz bitki florasinda yer alan ve doga-
dan toplanan 6nemli bir tibbi ve aromatik bitki tiirii olan pe-
lin otunun (Asteraceae) ilk kez gokkusagi alabaliklarinda
immunostimulant etkisi (spesifik olmayan bagisiklik siste-

minin gii¢lendirilmesi) ve hastaliklara kars1 direncin aragti-
rilmas1 amaglanmistir. Ayn1 zamanda tilkemiz tibbi bitkile-
rinin katma degerinin arttirilmasi hedeflenmistir.

Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada Kullanmilan Baliklarin Temini ve Arastirmanin
Uygulama Yeri

Aragtirmada kullanilmak iizere ortalama  agirliklan
20,48 + 0,19--20,81 +0,04 g ve boylar1 10-12 cm olan top-
lam 1470 adet ((70x3)x7=1470 adet) gokkusagi alabalig:
(Oncorhnychus mykiss), Aksu bolgesindeki Dingler alabalik
iiretim biriminden temin edilerek SDU Egirdir Su Uriinleri
Fakiiltesi Yetistiricilik Unitesine tasinmustir.

Arastirmada baliklar igerisinde 4000 It su bulunan 3 bolmeli
7 adet uzun beton havuza yerlestirilmistir (Sekil 1). Deneme
baliklar1 adaptasyon siiresince ticari alabalik pelet yemiyle
giinde iki kez doyuncaya kadar beslenmistir. Deneme siire-
since tanklardaki yem artiklar1 su kalitesinin bozulmamasi
icin sifon yardimiyla ortamdan uzaklastirilmistir. Arastir-
maya baslamadan once rastgele segilen 15 adet balik mikro-
biyolojik yonden (bakteri, mantar, parazit) incelenmis ve
herhangi bir enfeksiyon tasimadigi goriilmiistiir.

Aragtirmada kullanilan artezyen suyunun debisi 12 L/dk,
tanklardaki suyun ortalama sicakligi 12 £2°C, pH’ s1 7.3 ve
suda ¢oziinmiis oksijen miktar1 7.4 mg/L olarak 6l¢iilmiis-
tur.

Pelin Otunun Temini ve Teshisi

Aragtirmada kullamlan pelin otu bitkisi, Van bolgesi civa-
rindan toplanarak temin edilmis ve uluslararasi koda sahip
bir herbaryum olan Giil Herbaryumu’ nda (Siileyman Demi-
rel Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii,
Isparta) sistematik uzmanlar1 Prof. Dr. Hasan OZCELIK ve
Dr. Belkis MUCA tarafindan klasik taksonomi metotlarina
gore teshis edilmistir. Ilgili tiiriin teshisinde Flora of Turkey
and the East Aegean Islands Vol V. (Davis, 1975) eseri kul-
lanilmustir. Ayrica tiir teshisi yapilirken bazi sistematik soz-
liklerden ve yardimci kaynaklardan da yararlanilmistir
(Baytop, 1984; Baytop, 1998; Se¢men vd., 2004). Pelin otu
bitkisinin toz halinin ve ethanol ekstraktinin ana bilesenleri
yoniinden kimyasal 6zellikleri Siileyman Demirel Universi-
tesi Deneysel ve Gozlemsel Arastirma Laboratuvarindaki
Gaz kromatografi cihaziyla (GC/MS kullanilarak) belirlen-
mistir. Gaz kromatografisi ¢alisma kosullar1 Tablo 1’ de ve-
rilmistir.
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Metot

Arastirmada Kullanilan Bitki Tiiriiniin Toz ve Etanol
Ekstrakt Seklinde Yeme Ilave Edilmesi

Aragtirmada kullanilan pelin otu bitkisi kurutulduktan sonra
mikser yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getiri-
len bitki tirid %0.1, %0.5, %1, %2 ve %0 oranlarinda ticari
alabalik yemine ilave edilmistir. Pelin otu bitkisinin etanol
ekstrakt1 ise 15 g kuru bitki 6rnegi 50 mL etanolde 2 saat
stire ile tutulduktan sonra siizme islemi igin whatman nol
filtre kagidindan gegirilmis, su banyosu yardimiyla buhar-
lastirma islemi yapilmustir. Ekstrakt 250, 1000 ve O (kontrol)
mg/kg oranlarinda ticari alabalik yemine aygicegi yag ile
birlikte spreyleme yontemi ile ilave edilmis ve gékkusagi
alabaliklar viicut agirliklarinin %3 oraninda 60 giin siireyle
beslenmislerdir. Kontrol grubundaki baliklar ise bitki ve
ekstrakt ilavesi yapilmayan ticari alabalik yemiyle viicut
agirhgmin %3’ i oraninda beslenmistir.

Arastrmada Kullanilan Bitki Tiiriiniin Gokkusag
Alabaliklarimin Spesifik Olmayan Bagistklik Sistemi
Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Arastirmada kullanilan bitki tiirlerinin spesifik olmayan ba-
gisiklik sistemine etkisinin belirlenmesi i¢in gokkusag ala-

baliklarindan 20. ve 45. giinde kan alinarak; 16kosit ve erit-
rosit sayisi, hematokrit yiizdesi, NBT, fagositoz, serum li-
zozim aktivitesi incelenmistir.

Baliklardan Kan Alimi

Aragtirmanin 20 ve 45. giinlerinde gokkusagi alabaliklart
(her gruptan 6 balik) Quinaldine (50 ppm) ile anestezi edil-
dikten sonra kuyruklar1 kesilerek kaudal venalarindan si-
ringa ile heparinli tiiplere kan almmustir (Dorucu vd., 2009).

NBT-Pozitif Hiicrelerin Sayimi

NBT-pozitif hiicrelerin sayiminda Anderson vd. (1992) ta-
rafindan tanimlanan metot kullanilmistir. Nitroblue tetrazo-
lium (NBT) soliisyonu steril PBS ile %0.2 oraninda taze ola-
rak hazirlanmistir. Lamel iizerine 50 pL kan damlatildiktan
sonra kagit mendillerin slatilip igine konuldugu nemli petri
kutularinda 22°C” de 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha
sonra kirmizi kan hiicrelerini uzaklastirmak igin pH 7’ ye
ayarlanan fizyolojik tuzlu su ile lamel nazik bir sekilde y1-
kanmustir. Ardindan bir damla NBT soliisyonu damlatilmis
lam tizerine kirmizi kan hiicrelerinden arindirilmis lamel ka-
patilarak ve nemli petri kutularinda 22°C’ de 30 dakika in-
kiibe edilmistir. Pozitif koyu mavi boyanmus hiicreler mik-
roskopta x40 biiyiitmede her baliktan 5 lamelde ve 5 farkli
alanda sayilmis ve ortalamalari alinmustir.

» 'Jl - ‘;}" ﬂ',’: ‘f'
&7 5

Sekil 1. Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi beton havuzlari

Figure 1. Concrete ponds of Egirdir Fisheries Faculty at Siileyman Demirel University
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Tablo 1. Gaz kromatografisi ¢alisma kosullar

Table 1. Gas chromatography working condition

Injeksiyon kolonu 250° C

Dedektor 250° C

Akis hizi (mL/min) 15

Dedektor 70 eV

Tastyic1 gaz Helyum

Kapilar kolon Cp WAX52CB 50 m*0.32 mm, 1.2 pm

Sicaklik Programi

Kolon sicakhgi baglangigta 40°C olup, 230°C’

ye dakikada 4°C’ lik artigla ulagsmistir. 230°C’
de 10 dk siireyle sabit tutulmustur.

Bilgi bankasi Wiley, nist, tutor

Eritrosit ve Lokosit Sayimi

Kuyruklar kesilerek kaudal venadan alinan kan 6rnegi Natt-
Herick eriyigi ile eritrosit sulandirma pipeti araciligiyla 100
kat sulandirilarak Thoma laminda eritrosit ve total 16kosit
saymm yapilmistir (Kocabatmaz vd., 1982; Hoffman ve
Lommel, 1984).

Natt-Herrick soliisyonu i¢in, 3.88 g Sodyum kloriir, 2.5 ¢
Sodyum siilfat, 2.91 g Disodyum fosfat 12H,0,, 25 g Mo-
nopotasyum fosfat, 7.5 cc (%37) Formalin, 0.1 g Metil kir-
mizist ve 1000 cc Distile su karistirilarak hazirlanmustir.

Serum Lizozim Aktivitesinin Belirlenmesi

Alinan kan ornekleri +4°C’ de 24 saat bekletildikten sonra
5000 devirde sogutmali santrifiijiinde 10 dk santrifiij edil-
mistir ve serum kismi -20°C” de 30 giin iginde lizozim akti-
vitesi belirlenene kadar saklanmistir. Lizozim aktivitesini
belirlemek amaci ile diffiizyon agar (Agar plate, lysoplate)
metod kullanilmigtir (Ellis, 1990). Kisaca, PBS (Fosfat buf-
fer saline) igine %0.5 Agar ve %0,12 g liyofilize Micrococ-
cus lysodeicticus katilarak hazirlanmustir. Petrilerde agar ka-
tilastiktan sonra 5 mm ¢apinda gukurlar agilmistir. Daha 6n-
ceden alinan serum 25 pl olacak sekilde gukurlara ilave edil-
mistir. Petriler 36°C” de 20 saat inkiibe edildikten sonra ¢u-
kurlarin etrafinda olusan zonlarin ¢aplari 6lgiilmiistiir.

Hematokrit Degerinin Saptanmasi

Hematokrit degeri (%) mikrohematokrit yontemiyle belir-
lenmigtir. Mikrohematokrit tiiplerinin %’ i kan ile doldurul-
duktan sonra, tiiptin kan olmayan ucu alevde yakilarak ka-
patilarak hematokrit santrifiijde 10500 devir/dakika 5 da-
kika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda % he-
matokrit deger santrifiijiin skalasindan okunmustur. Her ba-
lik 6rnegi igin iki adet mikrohemotokrit tiipii hazirlanmigtir
(Tanyer, 1985).

Fagositik Aktivitenin Belirlenmesi

Lokosit hiicrelerinin fagositik aktiviteleri i¢cin PBS’ de
%0.87 oraninda hazirlanan Kongo red soliisyonunun 3 mL’
si maya hiicreleri siispansiyonuna (1.5 g) ilave edilmis ve 15
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra 7 mL dis-
tile su eklenerek otoklavlanmistir. Bu metotta Kongo redle
boyanan maya hiicreleri fagosite ettirilerek dlgiilmistiir. Lo-
kosit soliisyonuna (250 pL) son konsantrasyonda 1:40 ora-
ninda maya hiicresi: 16kosit olacak sekilde 500 uL Kongo
red boyas ile boyanan ve otoklavlanan maya hiicreleri siis-
pansiyonu eklenmistir. Bu karisim oda sicakliginda 60 da-
kika inkiibe edilmis ve inkiibasyondan sonra 1 mL buzla so-
gutulmus HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) eklenmis
ve 1 mL Histopaque (1.077) her 6rnek tiipiiniin dip kismina
enjekte edilmistir. Ornekler 850xg de 5 dakika santrifiijle-
nerek makrofajlar maya hiicrelerinden ayrilmistir. Makro-
fajlar alinmis ve HBSS’ de 2 kez yikanmistir. Daha sonra
hiicreler 1 mL trypsin-EDTA soliisyonu (5.0 g/L trypsin ve
2.0 g/L EDTA, Sigma) ile tekrar siispanse edilerek 37°C’
de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Orneklerin absor-
bansi tripsin-EDTA kullanilarak 510 nm’ de olglilmiistiir
(Seeley vd., 1990).

Deneysel Enfeksiyon Uygulamalar

Aragtirmanin 45. giiniinde pelin otu bitkisi toz (%0.1, %0.5,
%1.0, %2.0 ve %0 oraninda) ve etanol ekstrakti (250, 1000
ve 0 mg/kg oraninda) ilaveli yemlerle beslenen gokkusagi
alabaliklarinda Vibriosis hastaligma kargt direng saglayip
saglamadigimn1 belirlemek i¢in baliklar Vibrio anguillarum
ile enfekte edilmistir. Deneysel enfeksiyonda kullanilan V.
anguillarum susu Fethiye bolgesindeki bir alabalik isletme-
sinden izole edilmis olup, bu sus Egirdir Su Uriinleri Fakiil-
tesi Balik Hastaliklar1 Anabilim Dali stok kiiltiirden alinarak
T-TSA’ ya ekimleri yapilmistir. Bu besiyerinde 22°C’ de
24-48 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra TSB’ a alinarak
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subkiiltiirii yapilmistir. TSB besiyerinde 22°C’ de 24 saat
inkiibe edildikten sonra mililitredeki canli bakteri sayisi
(cob/mL) ve optik dansite degerleri (O.D.) spektrofotometre
ile tespit edilmistir (Ekici, 2010; Cagirgan, 2004; Altun,
2001; Santos vd., 1991).

Deneysel enfeksiyon yapilan baliklarda bagisikligin tespi-
tine gegmeden Once, test yapilacak balik populasyonunda
%50’ ini oldiren bakteri sayist (LDso) belirlenmistir. LDso
degerini saptamak i¢in her biri 25 er adet baliktan olusan
gruplara 2x107, 2x10°, 2x10% 2x10% ve 2x10! kob/mL yo-
gunlukta bakteri i.p. yolla injekte edilip, baliklar 25 giin bo-
yunca takip edilmistir. Deneysel enfeksiyon uygulamalari
neticesinde elde edilen sonuglar semilogaritmik grafik ka-
g1d1 lizerinde degerlendirilerek LDsp degeri belirlenmistir
(Ekici, 2010; Ellis,1999).

Denemenin 45. giiniinde her gruptan 10 adet toplamda 30
adet gokkusag: alabaligma 2x10% kob/mL LDso oranindaki
V. anguillarum patojeni i.p. enjeksiyon (0,1 mL) ile veril-
mistir. Deneysel enfeksiyon uygulamasindan sonra baliklar
21 giin boyunca izlenerek, dlimler giinlikk olarak kayit edil-
mis ve olii veya olmekte olan baliklarin i¢ organlarindan
reizolasyon i¢in T-TSA’ya ekimler yapilmistir. Ekimler so-
nucu oliimlerin V. anguillarum’ un neden oldugu enfeksi-
yondan kaynaklanip kaynaklanmadigi tespit edilmistir
(Ekici, 2010; Cagirgan, 2004; Altun, 2001; Santos vd.,
1991).

Bagisikhigin Degerlendirilmesi

Dogal immunostimulant maddelerin olusturdugu koruma,
baliklarin hayatta kalma yilizdesi (RPS= Relative Percent
Survival)’ ne gore degerlendirilmistir (Altun, 2001; Santos
vd., 1991).

v' RPS = [1-(Bitkisel iriinlerin kullanildig1 balik grupla-
rindaki mortalite (%)/Kontrol grubundaki mortalite
(%))] X 100

Istatiksel Analizler

Denemede elde edilen veriler (immunolojik parametreler,
mortalite ve RPS degerleri) SPSS 10.0 paket programinda
Anova testi ile degerlendirilmistir (SPSS Inc, Chicago, IL,
USA). Denemede incelenen ¢esitli parametrelerin énem de-
recelerini karsilastirirken sonuglar ortalama deger ve stan-
dart sapma olarak verilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Pelin Otunun GC-MS Analiz Sonuclar

Bu arastirmada pelin otu bitkisinin kimyasal kompozisyo-
nunda 46 farkli bilesen elde edilmis olup isoamyl format

(%18), B-tuyon (%14.02), vinyl amil karbinol (%7.15), B-
karyofilen (%5.06)’ in ana bilesenler oldugu belirlenmistir.

Arastirmada Kullamilan Bitki Tiiriiniin Gokkusag: Alaba-
Iiklarimin Spesifik Olmayan Bagisiklik ~ Sistemi Uzerine
Etkisi

Aragtirmanin 20. gliniinde 16kosit sayiminda %2 gruplarinin
kontrol grubu ve diger gruplardan daha yiiksek oldugu 45.
giinde ise gruplar arasinda fark olmadigi belirlenmistir. Erit-
rosit sayisinin 20. giinde %0.5, %0.1 ve 1000 mg/kg grup-
larinda, 45. giinde ise %2, 250 mg/kg ve 1000 mg/kg grup-
larinda kontrol grubu ve diger gruplardan daha yiiksek ol-
dugu belirlenmistir. Hematokrit (%) degerinin 20. giinde
1000 mg/kg gruplarinda, 45. ginde ise %2 %0.1 ve 250
mg/kg grubunda kontrol grubu ve diger gruplardan daha
yitksek oldugu gorillmiistiir (Tablo 2).

20. giinde kontrol grubu ve diger gruplara gore %0.1 ve %1
gruplarinin en yiiksek NBT aktiviteyi verdigi ve 45. giinde
bu aktivitenin tiim gruplarda kontrolden daha yiiksek oldugu
dikkati ¢cekmistir. Lizozim aktivitesinin ise 20. ve 45. giin-
lerde kontrole gore tiim gruplarda artmis oldugu, en etkili
gruplarin %0.1 ve 1000 mg/kg oldugu goriilmiistiir. Fagosi-
tik aktivitenin tiim gruplarda kontrol grubuna gére 6nemli
Olgiide arttig1 ve en yiiksek aktivitenin %0,5 ve %0.1 dozla-
rinda oldugu bulunmustur (Tablo 2).

Gokkusagi Alabaliklarinda Pelin Otu Bitkisinin V. anguil-
larum Patojenine Kars: Direng Etkisi ve Nishi Yasama
Oranlart (RPS)

Deneysel enfeksiyon uygulama sonrasi gokkusagi alabalik-
larinda Vibrio anguillarum’ a karsi yasama orani bakimin-
dan sirasiyla %2, %1 ve 1000 mg/kg ekstrakt grubunun daha
iyi sonuglar verdigi belirlenmistir (p<0,05) (Tablo 3).

Hizla gelismekte olan su irlnleri yetistiriciliginde intensif
tretim sartlarinda infeksiy6z hastaliklar nedeniyle ekono-
mik kayiplar goriilmektedir. Bakteriyel enfeksiyonlarin te-
davisinde kullanilan antibiyotikler su iirtinlerinde ve son tii-
keticilerde olumsuz etkilere ve patojenik bakterilerin direng
kazanmasina neden olmaktadir. Ayrica, oral kemoterapi sin-
dirim sistemindeki yararli olan mikrobiyal floray1 inhibe et-
mektedir (Teuber, 2001; Hermann vd. 2003). Bu nedenle,
hastaliklara kars1 diren¢ kazandiran alternatif trtinlerin kul-
lanilmas1 giindemdedir (Xiang ve Zhou 2000; Irianto ve
Austin 2002; Lin ve Zhang., 2004; Abdel-Tawwab vd.,
2008; Ard’o vd., 2008; Goda, 2008; Kesarcodi-Watson vd.,
2008).

Su diriinleri yetistiriciliginde farkli tibbr bitki tiirlerinin im-
munostimulant etkilerinin incelendigi arastirmalar yapil-
maktadir (Terzioglu ve Diler 2016, Goda, 2008; Galina vd.,
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2009; Ulukoy vd., 2009; Bilen ve Bulut, 2010; Citarasu,
2010; Abdel-Tawwab vd., 2010; Pratheepa ve Sukumaran,
2014). Bu calismalarda, Pratheepa ve Sukumaran (2014),
farkli konsantrasyonlarda hazirlanan Euphorbia hirta ekst-
rakt1 ile beslenen ve deneysel yolla Aeromonas hydrophila
ile enfekte edilmis Cyrinus carpio baliklarinda eritrosit, he-
moglobin, 16kosit saymm gibi hematolojik reaksiyonlarin
bakteriyel enfeksiyonun olumsuz etkilerini azalttig: bildiril-
mistir. Ayn1 aragtirmada bitkiyle beslenen gruplarda NBT+
hiicre say1s1 ve lizozim aktivitesinin de kontrol grubuna gore
Onemli seviyede arttig1 tespit edilmistir.

Benzer olarak Bilen vd. (2013) ise tetra (Cotinus coggygria)
bitkisinin metanol ekstrakti ile koi baliklarin1 (Cyprinus car-
pio carpio) 3 farkli dozda 4 hafta beslemislerdir. Baliklarda
16kosit, NBT + hiicre sayisi ve lizozim aktivitesinin 6nemli
Olgiide arttigin1 belirlemislerdir. Ayrica Ndong ve Fall
(2011), hibrid tilapia (Oreochromis niloticus x O. aureus)
baliklarinin diyetine 0, 0.5 ve 1 g/kg sarimsak (Allium sati-
vum) ilavesinin bagisiklik sistemi tizerine etkisini degerlen-
dirmistir. 4 hafta sonunda 0,5 g/kg sarimsak ilave edilen di-
yetle beslenen balik grubunun kontrol grubuna gore toplam
l16kosit sayisi, fagositik aktivite ve lizozim aktivitesinde
onemli artig oldugunu belirlemislerdir.

Lizozim bakteri hiicrelerine karg1 etkili bir antimikrobiyal
peptid olup bagisiklik sistemi igin 6nemli bir parametredir.
Lizozim aktivitesi stres, su sicakligi, besin maddeleri, en-
feksiyon gibi faktorlerden etkilenebilmektedir. Bitkisel
ekstraktlarin balik yemlerinde yem katki maddesi olarak
kullanimi sonucu lizozim salgis1 yapan fagositik makrofaj
hiicrelerinde artig saglamaktadir. Ayrica lizozim aktivitesi-
nin artis1 kandaki monosit ve nétrofil varligr ile iliskili ol-
mas1 sonucunda lizozim artigt ile NBT+ hiicre sayisimin da
arttig1 tespit edilmistir (Pratheepa ve Sukumaran, 2014).
Spesifik olmayan bagisiklik ¢alismalari igin 16kosit sayimi
O6nemli bir parametre olup lokosit sayisindaki artis immu-
nostimulasyon igin bir kanit olarak kabul edilmektedir (Tre-
ves-Brown, 2000).

Awad ve Austin (2010) %1 oraninda Lupinus perennis,
Mangifera indica, Urtica dioica bitkileri ile 21 giin beslenen
gokkusagi alabaliklarinda Aeromonas hydrophila’ ya karsi
yapilan deneysel enfeksiyonda mortalitenin kontrole gore 3
farkli bitki grubunda onemli 6l¢iide azalmasi, s6z konusu
etkinin baliklarda lizozim, bakterisidal etki ve respiratory
burst aktivitelerinin artmasi ile baglantili bulunmusgtur. Ay-
rica hematolojik parametreler bakimindan U. dioica harig
diger bitkilerin eritrosit ve 16kosit degerleri , U. dioica’ da
ise hematokrit (%) sayisinda artis tespit edilmistir.

Dorucu vd. (2009), gokkusagi alabaliklar1 Nigella sativa
(¢orek otu) bitkisi ile %1, %2.5 ve %5 oranlarinda 21 giin
stire ile beslemislerdir. Hematolojik parametreler ve spesifik
olmayan bagisiklik sistemi iizerine etkiyi arastirdiklart bu
¢aligmanin sonunda %1, %2.5 gruplarinda hematokrit de-
gerlerinin kontrole gore degismedigi ancak %5 ¢orek otu di-
yeti ile beslenen balik gruplarinda hematokritin arttig1 16ko-
sit sayisinin degismedigi belirlenmistir.

Bu arastirmada ise 20. giinde pelin otu ile beslenen grup-
larda 16kosit sayimida %2 gruplarinin kontrol grubu ve di-
ger gruplardan daha yiiksek oldugu goriilmistir (p<0.05).
Eritrosit sayisimin 20. giinde %0.5, %0,1 ve 1000 mg/kg
gruplarinda, 45. giinde ise %2, 250 mg/kg ve 1000 mg/kg
gruplarinda kontrol grubu ve diger gruplardan daha yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Hematokrit (%) degerinin 20.
giinde 1000 mg/kg gruplarinda, 45. giinde ise %2 %0.1 ve
250 mg/kg grublarinda kontrol ve diger gruplardan daha
yiiksek oldugu gorilmiistiir.

Bu galismada hematolojik bulgular bakimindan 20. giinde
%2 grubunda 16kosit sayim1 ve hematokrit degerlerinde ar-
tislar nedeniyle sirastyla Awad ve Austin (2010) ve Dorucu
vd. (2009)’ a benzer, Treves-Brown (2000)’ dan farkli so-
nuglar elde edilmistir.

Terzioglu ve Diler (2016) tarafindan Echinacea angustifolia
Hell)’ nin %1 ve %0.1 olmak iizere 2 farkli konsantrasyo-
nunun gokkusagi alabaliklarinda spesifik olmayan bagisik-
lik sistemi tizerine etkisini tespit etmek amaciyla yapilan bir
arastirmada, ¢alismanin 20.giiniinde %1 grubunda NBT ak-
tivitenin arttig1, %0.1> de ise kontrolle benzer oldugu,
45.giinde ise her 2 grupta da kontrole gore NBT aktivitenin
O6nemli seviyede arttig1 tespit edilmistir. Bu arastirmada da
20. giinde NBT aktivitenin artmaya basladig1 45. giinde ise
kontrole gore %2, %1, %0.5, %0.1, 250 mg/kg, 1000 mg/kg
gruplarinda kontrole gore 6nemli seviyede artmis olmasi
Terzioglu ve Diler (2016)’ nin bulgularimi desteklemistir.
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Tablo 2. 20 ve 45. giinlerde A. vulgaris’ in gokkusagi alabaliklarinda hematolojik ve immiinolojik parametreler tizerine etkisi

Table 2. Effect of A. vulgaris on hematologic and immunological parameters in rainbow trout at 20 and 45 days

20 01684011  0.90+0.03° 01434006 0097+0.02° 0.065-0.03 0.093+0.04*  0.088+0.02
= 1.125+0.15  1.300+0.63  1.175+038  1550+0.64 1.075+0.50 12754028  1.000+0.21
20 0.098+0.04®  0.080+0.03*  0.173+0.01° 0.150+0.02° 0.085+0.04* 0.135+0.04  0.103+0.02%
45 0.238+0.06°  0.118+0.04*  0.133+0.03*°  0.135+0.26° 0.178+0.06® 0.165+0.05®  0.115+0.19%
20 35254464  3350+1.29° 38.5042.64% 35754095 33.0044.08°  39.75+5.25°  36.75+1.70%
45 4575+1.18°  3550+2.59*  38.25+0.75®  4550+1.32° 44.75+1.10° 40.50+2.39%  41.7542.65"
20 3254125  19.004520°  4.4042.08%  14.30+5.15° 4.55+140°  4.60+2.01°  1.65+0.66°
45 355+0.77°  370+0.93®  2.3040.66°  2.60+124  4.20+028°  3.9042.12*  0.30+0.11°
20 7.00+1.73°  10.67+0.58°  9.00+1.00®  8.00+2.65° 9.00+1.00  9.00+0.00°  4.00+0.00°
45 10.67+0.58®  11.00+3.46®  8.00+1.00®  11.67+2.08° 10.00+1.73®  11.33+0.58°  7.00+3.46°
20 ) _ _ ) ) _ )

45 2.286+0.28¢  2.073+0.07°  2.867+0.03° 2.119+0.12° 1.759+0.19° 1.983+0.02*°  1.428+0.08?
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Tablo 3. Gokkusag alabaliklarinda A. vulgaris’ in koruyuculuk degerleri (RPS) ve 6liim oranlar1

Table 3. Relative percent survival (RPS) and mortality of A. vulgaris in rainbow trout

MORTALITE (%) RPS
% 2 0 +0.00? 100 +0.00¢
% 1 0 +0.00? 100 +0.00°
% 0,5 9.33 £2.30P 81.74 +4.19°
% 0.1 13.33 +2.30° 73.73 +£5.52°
250 22.67 £2.30¢ 55.47 +£5.44%
1000 4.00 +4.00° 91.99 £8.16°
Kontrol 51.00 +£1.73° -

Lizozim aktivitesinin ise 20. ve 45. giinlerde kontrole gore
tim gruplarda artmis oldugu, en etkili gruplarin %0,1 ve
1000 mg/kg oldugu goriilmiigtiir. Bu arastirmada spesifik
olmayan bagisikligin iki 6nemli parametresi olan lizozim ve
NBT aktivitelerinin 45. giinde pelin otu ile beslenen biitiin
gruplarda artis gostermis olup dolayisi ile bulgularimiz s6z
konusu parametrelerin birbiri ile baglantili olarak artabile-
cegi goristnii (Pratheepa ve Sukumaran, 2014) destekle-
mistir.

Fagositik aktivitenin tim gruplarda kontrol grubuna goére
6nemli ol¢iide arttigi ve en yiiksek aktivitenin %0.5 ve %0.1
dozlarinda oldugu bulunmustur. Pelin otunun gokkusagi
alabaliklarinda hematolojik ve immunolojik paramatreleri
olumlu olarak etkiledigi tespit edilen bu arastirmadaki bul-
gular, Bilen vd. (2013), Ndong ve Fall (2011) ve Dorucu vd.
(2009)’ un bulgularm desteklemistir.

Diler vd. (2016), gokkusagi alabaliklarinda yeme ilave edi-
len Origanum onites ugucu yaginin 0.125, 1.5 and 2.5
mL/kg oranlarmm gokkusagi alabaliklarda mortaliteyi
azalttigi 3.0 mL/kg grubunda ise L. garvieae’ ye kars1 %100
yasama orani sagladigini tespit etmislerdir. Diger bir ¢a-
lisma da Diler vd. (2014), Origanum vulgare ile beslenen
gokkusag1 alabaliklarinda Lactococcus vulgare ve Vibrio
anguillarum patojenlerine karsi direng meydana geldigini
bildirmislerdir.

Terzioglu (2012), %0.1 ve %1 oraninda yaban mersini ilave
edilen yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinda lizozim
aktivitesini arttigin1 ve Vibrio anguillarum ile deneysel en-
feksiyon uygulamasi sonrasi yagama orammnin yiikseldigini
tespit etmistir.

Sahu vd. (2007), Lobeo rohita’ larda sarimsagin (Allium sa-
tivum) bagisiklik sistemi ve hastaliklara karsi direng {izerine
etkisinin incelendigi ¢aligmada %0 (kontrol), %0.1, %0.5,
%1.0 oranlarinda sarimsak (Allium sativum) ilave edilmis
yemlerle beslenmiglerdir. Sarimsak ilave edilmis diyetle

beslenen baliklarda kontrole gére serum bakteriyel aktivi-
tesi, lizozim, serum protein ve albiiminin arttig1 ve 60 giin
sonra Aeromonas hydrophila ile yapilan deneysel enfeksi-
yon sonrasi yasama Oranlarmin kontrol grubuna gore artmus
oldugu belirlenmistir.

Awad ve Austin (2010), yaptiklari ¢aligmada gokkusag: ala-
baliklarin1 % 1 oraninda Lupinus perennis, Mangifera in-
dica ve Urtica dioica ile beslemisler ve 14 giin sonra Aero-
monas hydrophila ile yapilan deneysel enfeksiyon uygula-
masi sonrasinda 6lim oraninda azalma oldugu tespit edil-
mistir. Caligmamizda gokkusagi alabaligina uygulanan de-
neysel enfeksiyon sonras1 %1 ve %2 oraninda pelin otu ile
beslenen gruplarin diger gruplara gére Vibrio anguillarum’
a karst %100 yasama orami sagladigi goriilmistiir. Pelin
otunun V. anguillarum’ a kars1 direng olusturmasi nedeniyle
bulgularimz Diler vd. (2016), Diler vd. (2014), Terzioglu
(2012), Sahu vd. (2007) ve Awad ve Austin (2010)” in yap-
t181 caligma sonuglarimi desteklemistir.

Sonug¢

Sonug olarak bu arastirmada, pelin otu bitkisinin terpenoid
bilesenler bakimindan zengin olmasi nedeniyle Vibrio an-
guillarum* a kars1 direng sagladigi, ayrica pelin otunun lizo-
zim aktivitesi, fagositoz aktivite ve NBT pozitif hiicre sayi-
sinda artig saglamasi nedeniyle bagisiklik sistemini stimiile
ettigi ve gokkusagi alabaliklarinda etkili bir immunostimu-
lant olarak kullanilabilecegi tespit edilmigtir.

Tesekkiir

Calismamiza 1120484 nolu Hizli Destek projesi ile destek
veren Tirkiye Bilimsel ve Teknik Arastirma Kurumu
TUBITAK ’a tesekkiir ederiz.
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