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Ozet

Bu ¢aligmada Crocus cancellatus subsp. mazziaricus (Herbert) Mathew geofit bitki ekstrakti iki farkli konsantrasyonda
(0,5 ve 2 mg/balik) intraperitonal enjeksiyon yontemiyle Avrupa deniz levregine (Dicentrarchus labrax, L. 1758) uygulanmig
ve bagigiklik sistemine etkisi aragtirilmigtir. Enjeksiyon sonrasi 7., 14., 21., 28. ve 35. giinlerde baliklardan kan 6rnekleri
almmustir. Dogal bagisiklik ile ilgili parametrelerden olan toplam 16kosit sayisi, hematokrit seviye, NBT(+) hiicre sayisi,
lizozim aktivitesi ve serum total protein miktarindaki degisimler tespit edilmistir. Crocus cancellatus subsp. mazziaricus
uygulanan deneme gruplarinda kontrol grubuna kiyasla dogal bagisiklik sisteminin aktifleserek, NBT(+) hiicre sayisinin 21.
giinde, toplam 16kosit sayisinin 14.giinde, serum total protein miktarinin 14. ve 21. giinlerde ve serum lizozim aktivitesinin
21. giinde en yiiksek seviyeye ulastigi tespit edilmistir. Sonug olarak, 2 mg/balik dozunda uygulanan C. cancellatus subsp.
mazziaricus ekstraktinin 0,5 mg/balik dozuna kiyasla daha etkin oldugu bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Immunostimulant, bitki ekstrakti, bagisiklik sistemi, Crocus cancellatus subsp. mazziaricus,
Dicentrarchus labrax.

Effects of Crocus cancellatus subsp. mazziaricus (Herbert) Mathew Plant Extract on the Innate Immune System of
European Sea bass (Dicentrarchus labrax, L.1758)

Abstract

In this study, Crocus cancellatus subsp. mazziaricus (Herbert) Mathew geophyte plant extract was applied to European
sea bass (Dicentrarchus labrax, L. 1758) in two different concentrations (0.5 and 2 mg/fish) by intraperitoneal injection
method and its effect on the immune system was investigated. After injection on the 7th, 14th, 21st, 28th and 35th days,
blood samples were collected from fish. Some of the innate immune related parameters in blood and serum samples such as
total leukocyte count, hematocrit level, NBT (+) cell count, lysozyme activity and serum total protein content were
determined. C. cancellatus subsp. mazziaricus plant extract treated groups exhibited significant immunostimulatory effect,
increased NBT (+) cell count at 21st day, total leucocyte count in 14th day, serum total protein level at 14th and 21st day and
serum lysozyme activity at 21st day compared with the control group. As a result of plant extract application, the 2 mg/fish
group was found to be more effective than the 0.5 mg/fish group.

Keywords: Immunostimulant, plant extract, immune system, Crocus cancellatus subsp. mazziaricus, Dicentrarchus labrax.

GIRIS

Guniimiizde balik yetistiriciligi, artan diinya niifusuna paralel olarak ortaya ¢ikan hayvansal protein
ihtiyacinin karsilanmasinda biiyiik ekonomik dneme sahip olan bir sektordiir (Done ve Halden, 2015;
Wang vd., 2016). Balik yetistiriciligi genellikle intensif ve yari intensif sistemlerde yapilmaktadir.
Ulkemiz balik yetistiriciligi toplam 314.537 ton olup bunun 116. 915 tonunu Avrupa deniz levregi
iiretimi olusturmaktadir (TUIK, 2018).

Balik yetistiriciliginde amag, gelisen teknoloji ile birlikte en ekonomik yolla kaliteli ve saglikli
balik iiretimi yapmaktir (Terech-Majewska, 2016). Ancak ¢esitli patojen mikroorganizmalarin sebep
oldugu enfeksiyoz hastaliklar balik ¢iftliklerinde yiliksek oranda oOliimlere neden olabilmektedir.
Yetistiricilik kosullarinda yasanan ¢esitli problemler 6rnegin; stok yogunlugunun fazla olmasi, su
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kalitesi ve su sicakligindaki ani degisimler, baliklarin yetersiz beslenmesi ve olumsuz ¢evre sartlari
baliklarda stresle birlikte bagisiklik sisteminin zayiflamasina neden olmaktadir. Zayiflayan bagisiklik
sistemi ile birlikte baliklar patojenlere kars1 daha savunmasiz bir hale gelmekte ve hastaliklar cok daha
hizli bir sekilde ortaya ¢ikarak yayilmaktadir (Awad ve Awaad, 2017). Hastaliklarla miicadelede
bircok kemoterapdtik madde kullamlmaktadir. Ozellikle bakteriyel balik hastaliklarinda yasanan
kayiplar1 6nlemek igin antibiyotikler tercih edilmektedir. Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginde
siklikla kullanilan antibiyotiklere 6rnek olarak florfenikol, sulfadiazin+trimetoprim, oksitetrasiklin,
amoksisilin, oksolinik asit ve enrofloksasini 6rnek olarak verebiliriz (Aksit, 2016). Antibiyotiklerin
bilingsiz ve asir1 kullanimu ¢esitli negatif etkilere yol agmaktadir. Balik ciftliklerinde antibiyotiklerin
hastalik ortaya c¢ikmadan profilaktif amacla ve biiyiime performansini arttirmak icin kullanildig
bilinmektedir (Rico vd., 2013; Pes vd., 2018). Asir1 antibiyotik kullanimi bakteriyel direng gelisimine,
cevreye antibiyotik kontaminasyonuna, baliklarda bagisiklik sisteminin baskilanmasina, toksik etkiye
ve kas dokusunda antibiyotik kalintisinin besin zinciri yoluyla insanlara ge¢mesine sebep
olabilmektedir (Lunden vd., 1998; Ren vd., 2014; Sukumaran vd., 2016). Antibiyotiklerin bilingsiz ve
yogun kullaniminin sebep oldugu bu negatif etkilerden dolay: balik yetistiriciliginde hastaliklardan
korunmak amaciyla profilaktif metotlarin kullanimi giderek 6nem kazanmakta ve yayginlagsmaktadir.
Balik bagisiklik sistemini uyararak aktive olmasini saglayan ve giiclendiren profilaktif metotlarin
basinda asi, probiyotik ve immiinostimulant uygulamalari yer almaktadir. (Beltran vd., 2018).
Immunostimulantlar bagisiklik sistemini giiclendiren, antijen ile verildiginde kazanilmis bagisiklik
sistemini uyaran yalmz verildiklerinde ise dogal bagisiklik sistemini harekete geciren dogal veya
sentetik maddelerdir (Candan ve Karatag, 2010). Balik sagligina olumlu yonde etki eden birgok tibbi
bitkinin immunostimulant olarak kullanimi giderek yayginlagmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, terapotik
maddelere alternatif olarak balik yetistiriciliginde antimikrobiyal 6zellige sahip, anti stresor, istah
arttirici, biiyiime ve hayatta kalma oranini arttiran ve bagisiklik sistemini giiglendiren cesitli tibbi
bitkilerin kullaniminda artis oldugu goriilmektedir (Hai, 2015 ; Ngugi vd., 2015; Sukumaran vd.,
2016; Yilmaz vd., 2016a; Diler vd., 2018; Bilen vd., 2018). Bitkisel immiinostimulantlar, fenolik,
polifenolik, lektin, alkaloit, kinon, terpenoid, lektdr ve polipeptid bilesenlerini igermektedir. Bu
immiinostimulantlarin antimikrobiyal 6zellik gdsterip insan ve balik sagligini tehdit etmeyen zararsiz
maddeler oldugu bildirilmektedir (Sukumaran vd., 2016; Saeidi asl vd, 2017).

Bu c¢alismada Iridaceae familyasina ait antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antioksidan 6zelliklere
sahip geofit bir bitki olan C. cancellatus subsp. mazziaricus segilmistir. Bu bitki ¢ok yillik, yumrulu
bir geofit bitki tiirtidiir. Bitkinin ¢i¢ekli donemi Eyliil ve Kasim aylarindadir ve beyaz mavi tonlarinda
cicekleri vardir. Yasam alanini kayalik yamagclar ile makilikler olusturur ve 50-2400 m yiiksekliklerde
bitkiye rastlanabilir. Ulkemizde bu bitkinin ismi ‘cigdem’ olarak bilinmektedir (Mammadov ve
Sahrang, 2003; Deniz, 2016). Iridaceae familyasina ait gesitli tiirlerin kullamildigr farmakolojik
calismalarda sagligt olumlu yonde etkileyen biyolojik aktiviteye sahip bilesenleri igerdikleri
bildirilmistir (Singab vd., 2016; Mykhailenko vd., 2019; Zengin vd., 2019). Fitokimyasal incelemeleri
sonucu izoflavonlar, flavonlar, flavanonlar, triterpenler, iridallar, ksanfonlar, kinonlar, peltojinoidler
ve stilbenlerin varligi tespit edilmistir (Munyemana, 2013).

Calismamizda, Mugla bolgesinde yogun bir sekilde yetistiriciligi yapilan Avrupa deniz levregi
(Dicentrarchus labrax, L.1758) baliginin spesifik olmayan bagisiklik sistemi tizerine C. cancellatus
subsp. mazziaricus (Herbert) Mathew geofit bitki ekstraktinin etkileri aragtirtlmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Bitki ekstraksiyonun elde edilmesi

Crocus cancellatus subsp. mazziaricus bitkisi Mugla ili Goktepe beldesinde, bitkinin dogal olarak
yayilim gosterdigi lokasyonlardan toplanarak identifikasyonu yapilmistir. Bitkinin soganlarn
yapraklardan ayrilarak 1sik almayan bir oda da kurutulmustur. Kurutulmus soganlarin kabuklari
soyulmus ve distile suda yikanarak kalintilardan armdirilmistir. Bitki soganlar1 kiigiik parcalara
ayrildiktan sonra erlenlere konarak lizerine etil alkol ilave edilmis ve calkalamali su banyosunda
50°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra siiziilerek sivi kisim kati parcaciklardan ayrilmistir (bu islem
3 kez tekrarlanmistir). Daha sonra elde edilen ekstrakta ki etil alkol rotary evaporator kullanilarak
uzaklastirilmistir. Bitki ekstrakti liyofilize edilerek denemede kullanilincaya kadar buzdolabinda
+4°C’de saklanmustir.
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Baliklar ve deneme dizaym

Calismada, ortalama 130+3,5 gr agirhiginda 180 adet Avrupa deniz levregi (Dicentrarchus labrax,
Linnaeus, 1758) kullanilmistir. Deneme Bodrum/Giivercinlik’te bulunan su {irlinleri yetistiriciligi
yapan Ozel bir isletmede yiiriitiilmistiir. Baliklar deneme tanklarina alindiktan sonra iki hafta
adaptasyona tabi tutulmustur. Deneme baslamadan once rastgele 6rneklenen baliklar mikrobiyolojik
yonden incelenmis ve herhangi bir enfeksiyon tasimadigi tespit edilmistir. Deneme 3 gruptan (her bir
grupta 30 adet balik) olusmustur ve iki paralel olarak dizayn edilmistir. Bitki ekstrakti iki farkli
konsantrasyonda (0,5 mg/balik, 2 mg/balik) hazirlanarak 0,1 ml dozajinda intraperitonal enjeksiyonla
baliklara uygulanmistir. Kontrol grubuna ise 0,1 ml fosfat tampon soliisyonu (PBS) enjekte edilmistir.
Bahklardan kan alim

Enjeksiyon islemini takiben, belirlenen 6érnekleme giinlerinde (7., 14., 21., 28. ve 35. giin) her bir
gruptan 5’er adet balik rastgele secilmis ve anestezi (fenoksietanol 0,32 ml/l) uygulanarak kaudal
venadan enjektor yardimiyla hematolojik ve immiinolojik parametreler i¢in heparinli ve heparinsiz
tiiplere kan 6rnekleri alinmistir. Heparinsiz kan 6rneklerinden serum elde etmek amaciyla 6rnekler +4°
C’de bir gece bekletilmistir. Ertesi giin 3500 devirde 15 dk santrifiij edilerek serum elde edilmis ve
kullanilincaya kadar -20° C’de muhafaza edilmistir (Stolen vd., 1990).

Hematolojik parametreler

Levrek baliklarina iki farkli konsantrasyonda uygulanan bitki ekstraktinin bagisiklik sisteme
etkisini belirlemek amaciyla hematolojik parametrelerden toplam l6kosit sayisi, monosit, lenfosit ve
notrofil sayilar ile hematokrit deger tespit edilmistir. Toplam 16kosit hiicre miktar1 belirlenmesinde
Thoma laminda sayim yontemi kullanilmistir. Kan 6rnekleri 16kosit sayimi i¢in 6zel pipete alinmis ve
1/10 oraninda Natt-Herrick soliisyonu ile seyreltilmis ve boyanmistir. Boyanan renkli 16kosit hiicreleri
mikroskopta sayillmistir (Siwicki vd., 1994; Basusta, 2005).

Hematokrit degerin dlgiilmesinde mikrohematokrit yontem kullanilmistir. Her bir baliktan alinan
kan oOrnekleri hematokrit tiipe alinmig ve hematokrit santrifiijde 10500 devirde 5 dk santrifiij
edilmigtir. Santrifiij isleminden sonra % hematokrit deger, santriflij skalast kullanilarak belirlenmistir
(Basusta, 2005).

Baliklardan alinan kan ornekleriyle hazirlanan frotiler May Griinwald-Giemsa boyama teknigi
kullanilarak boyanmistir. Boyanan preparatlar mikroskop altinda immersiyon yagi kullanilarak
100X’de incelenmistir. Hazirlanan bu frotilerden 16kosit hiicreleri icerisinde yer alan monosit, lenfosit
ve notrofiller yiizde olarak belirlenmistir (Stoskopf, 1993).

Notrofillerde oksidatif radikal iiretimi-Nitroblue tetrazolium testi

Notrofillerde oksidatif radikal iiretiminin tespiti icin NBT (+) hiicre sayisimin belirlenmesinde
Anderson vd. (1992) tarafindan tanimlanan yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. % 0,2 oraninda
Nitroblue tetrazolium (Sigma, N-6876) soliisyonu steril %0,9’luk tuzlu su ile taze olarak
hazirlanmigtir. Heparinli kan 6rneklerinden alinan 50 pl kan 6rnegi lamel iizerine konularak nemli
ortamda 25°C’de 30dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi lamel PBS ile yikanarak eritrositlerden
arindirilmistir. inkiibasyon sonrasi yikanan lamel, NBT soliisyonu damlatilmis lam iizerine ters
kapatilarak tekrar nemli ortamda 25°C’de 30dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda NBT (+)
hiicreler mikroskop altinda mavi-mor renge boyanmis olarak goriintiillenmis ve 40X biiyiitmede
sayimlart yapilmistir. Her bir baliktan alinan iki ayr1 kan 6rneginde sayimlar yapilarak elde edilen
degerlerin ortalamalari alinarak hesaplanmgtir.

Serum total protein

Serum total protein miktarinin belirlenmesinde Bradford yontemi (Bradford, 1976) baz
modifikasyonlar yapilarak uygulanmstir. 96’lik mikroplaka kuyucuklarina 225 pl Bradford reaktifi ve
iizerine test edilecek serumdan 25 pl eklenmis ve spektrofotometrede 595 nm’de 6l¢iim yapilmistir.
Standart 6rnek olarak, Bovine serum albumin (BSA) farkli konsantrasyonlarda (0,25mg/ml, 0,50
mg/ml, 1 mg/ml ve 1,40 mg/ml) kullanilmis ve spektrofotometrede absorbans degerleri tespit
edilmistir. Elde edilen degerlerle standart egri grafigi olusturulmus ve deneme 6rneklerindeki sonuglar
degerlendirilmistir.

Serum lizozim aktivitesi

Serum lizozim aktivitesi turbidimetrik metotla belirlenmistir. Liyofilize Micrococcus lysodeikticus
bakterisi (Sigma M 3770) PBS ile siispanse edilmistir. 96’lik mikroplakalara hazirlanan bu
siispansiyondan 175 ul ve analiz edilecek serum 6rneklerinden 25 pl konularak spektrofotometrede
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450 nm’de Olgim yapilmistir. Standart olarak tavuk yumurtasi beyazindan elde edilen lizozim
(lysozyme chicken egg White, Sigma L 6876) kullanilmustir. Spektrofotometrik 6lgiimler sonucunda
0,001°1ik absorbans degerindeki azalma 1 iinite lizozime esdeger olarak hesaplanmistir (Demers ve
Bayne, 1997).
Istatiksel analizler

Deneme sonucu elde edilen veriler SPSS 25 paket programi kullanilarak degerlendirilmistir. Tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilmistir ve gruplar arasinda zamana bagh farkliligin
belirlenmesinde Duncan ¢oklu karsilastirma testi kullanilmistir. Onem seviyesi p<0.05’dir.

BULGULAR
Hematolojik parametreler

Avrupa deniz levregine 2 farkli dozda (0,5 ve 2 mg/balik) intraperitonal enjeksiyon yontemiyle
uygulanan C. cancellatus subsp. mazziaricus bitki ekstraktinin bagisiklik sisteme olabilecek etkisi
hematokrit deger, toplam 16kosit sayist (Tablo 1) ve ylizde monosit, ndtrofil ve lenfosit hiicre oranlar
tespit edilerek belirlenmistir (Tablo 2).

Toplam I6kosit sayisinda, bitki ekstrakti uygulanan deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda
istatistiki agidan farkliligin (p<0.05) oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). Bitki ekstraktinin uygulandigi
her iki deneme grubunda, kontrol grubuna kiyasla 16kosit sayisinda tiim érnekleme giinlerinde artigin
oldugu goriilmektedir. Bu artis 6zellikle 2 mg/balik dozunda uygulanan grupta 0,5 mg/balik grubuna
gore daha yiiksektir. Lokosit sayisindaki maksimum artis 14. giinde 2 mg/balik grubunda tespit
edilmisgtir.

Kan frotilerinde belirlenen lenfosit, monosit ve notrofil hiicrelerinin yiizde oranlarina ait veriler
Tablo 2’de gosterilmistir. Yapilan istatistik analiz sonucuna gore lenfosit hiicrelerinin ylizdeleri
degerlendirildiginde, her iki deneme grubunda kontrol grubuna kiyasla 7. giinde ki diisiis hari¢ diger
giinlerde biiyiikk bir farkliligin olmadigi bulunmustur (p>0.05). Nétrofil hiicre yiizdesinde, bitki
ekstraktt uygulanan deneme gruplarinda istatistiki olarak 7. giinden itibaren artis oldugu tespit
edilmistir (p<0.05). En yiiksek notrofil yilizdesi 0,5 mg/balik dozunda bitki ekstrakti uygulanan grupta
21. giinde goriilmektedir. Monosit hiicrelerinin yiizdesi degerlendirildiginde ise her iki deneme
grubunda 21. ve 28. giinlerde kontrol grubuna oranla artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Ozellikle
uygulamanin 21. giiniinde hem 0,5 hem de 2 mg/balik gruplarinda monosit yiizdesinin en yiiksek
degere ulastig saptanmustir.

Hematokrit seviyelerinde deneme grubu ve kontrol grubu baliklar1 arasinda istatistiksel olarak bir
farkliligin olmadig: tespit edilmistir (p>0.05) (Tablo 1).

Nitroblue tetrazolium pozitif hiicre sayisi

Bitki ekstraktinin uygulandigi deneme gruplarinda NBT (+) hiicre sayisimin kontrol grubuna
kiyasla istatistiki agidan farkliligin dnemli oldugu tespit edilmistir (p<0.05). Orneklemenin yapildig
tim gilinlerde, her iki deneme grubunda da NBT (+) hiicre sayisinin kontrol grubuna kiyasla artig
gosterdigi goriilmektedir (Tablo 1). Denemede 2 mg/balik grubunun NBT pozitif hiicre sayisinin 28.
ve 35. giinlerde 0,5 mg/balik grubuna gore daha yiiksek degere ulastig1 saptanmaistir.

Serum lizozim aktivitesi

Deneme ve kontrol grubu baliklarinda, serum lizozim aktivitesi bulgulart Sekil 1’de verilmistir.
Bitki ekstrakti uygulanan gruplarda o6zellikle 14., 21. ve 28. giinlerde lizozim aktivitesinin kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 6nemli bir artis gosterdigi tespit edilmistir. Maksimum lizozim aktivitesi
2 mg/balik grubunda 21. giinde saptanmistir (p<0.05).

Serum total protein

C. cancellatus subsp. mazziaricus geofit bitki ekstraktinin levrek baliklarina intraperitonal
enjeksiyonu sonrasi 1.glinden 35. giine kadar alinan kan 6rneklerine ait serum total protein miktar
bulgulart Sekil 2’de verilmistir. Varyans analiz sonucuna goére kontrol grubu ile bitki ekstrakti
uygulanan gruplar arasinda istatistiki farkliligin oldugu belirlenmistir. 0,5 mg/balik grubu kontrol
grubu ile kiyaslandiginda 1., 21. ve 35. giinlerde artis gosterirken, 2 mg/balik grubunda ise 1., 14. ve
21. giinlerde artis oldugu saptanmustir (p<0.05).
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TARTISMA ve SONUC

Hastaliklara karst koruyucu amagli dogal bagisiklik sistemini uyarip harekete geciren cesitli
bitkisel maddelerin balik yetistiriciliginde kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Ayrica baliklar da
biiyiimeyi tesvik etmeleri, istah arttirmalari, ve antimikrobiyal 6zelliklere sahip olmalari nedeni ile
bitki ekstraktlarinin su triinleri yetistiriciliginde kullanimi ilgi goren 6nemli konular arasinda yer
almustir (Abdel-Tawwab vd., 2018).

Yapilan bu ¢alismada C. cancellatus subsp. mazziaricus geofit bitki ekstraktinin levrek baliklarmin
bagisiklik sistemi ilizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bu amagcla iki farkli dozda hazirlanan (0,5 ve 2
mg/balik) geofit bitki ekstrakti baliklara intraperitonal enjeksiyon yontemiyle uygulanmaistir.

Farkli bitki tiirlerinin baliklara uygulanmasi sonrasinda cesitli hematolojik parametrelerin
seviyesindeki artis bu tiir bitki  immunostimulant olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(Moghanlou vd., 2018). Hematolojik parametreler, beslenme, su kalitesi ve hastalik gibi etmenlere
bagli olarak baligin fizyolojisi, bagisiklik sistemi ve dolayisiyla da saglik durumu hakkinda bilgi
edinmemizi saglayan Onemli indikatorlerdir (Fazio, 2019). Savunma mekanizmasinin ilk hattin
olusturan 16kositler dogal bagisiklik sisteminin en Snemli hiicreleridir. Saglikli bireylerde l6kosit
sayisinda ki artis immiin sistemin aktive oldugunu gostermektedir (Ngugi vd., 2015; Laith vd., 2017).
Saleh vd. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada levrek baliklar1 sarimsak (10, 20 ve 30 g/kg diet) ve
sogan (5, 10 ve20 g/kg diet) tozu igeren yem ile 8 hafta beslenmislerdir. Deneme sonucu toplam
lokosit sayisinin 30 g/kg oraninda sarimsak tozu uygulanan grupta kontrol grubuna gore daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Farkli oranlarda sogan tozu uygulanan tiim deneme gruplarinda ise toplam
16kosit sayisinin kontrol grubuna kiyasla daha yiliksek oldugu belirlenmistir. Diler vd. (2018)
tarafindan yapilan bir arastirmada gokkusagi alabaliklarinin dietine pelin otu (Artemisia vulgaris L )
bitkisi, toz (%0, %0.1, %0.5, %1, %2) ve etanol ekstrakt1 (250 ve 1000 mg/kg) olarak ilave edilmistir
ve baliklar 60 giin siiresince hazirlanan bu yem ile beslenmistir. Denemenin 20. giiniinde yapilan
orneklemede 16kosit sayisinin %2 grubunda kontrol ve diger deneme gruplarindan daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Denemenin 45. giinlinde ise gruplar arasinda herhangi bir farklilik goriilmemistir. Bagka
bir ¢aligmada ise Nil tilapyasinda, Excoecaria agallocha yapragi ekstraktinin bagisiklik sisteme ve
Streptococcus agalactia’ye karsi etkisini belirlemek amaciyla 5 farkli konsantrasyonda diyete bitki
ekstrakti ilave edilmistir. Baliklar 28 giin bu diyetle beslenmis ve calisma sonucu toplam Iokosit
sayisinin 50 mg ekstrakt uygulanmis deneme grubunda 28. giinde arttigi bulunmustur (Laith vd.,
2017). Calismamizdan elde ettigimiz veriler sonucu C. cancellatus subsp. mazziaricus geofit bitki
ekstrakti verilen deneme gruplarinda toplam 16kosit hiicre sayisinda ki artisin yukaridaki arastirma
sonuclart ile uyumlu oldugu goriilmektedir. 2 mg/balik dozunda bitki ekstrakti uygulanan grupta
toplam 16kosit sayisinda ki artisin daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Calismamizda 16kosit grubu kan hiicrelerinden olan monosit, nétrofil ve lenfosit hiicrelerinin yiizde
oranlar1 belirlenmistir. Farkli bitki tiirleri uygulanan ¢esitli balik tiirlerinde yapilan arastirmalarda
monosit, ndtrofil ve lenfosit oranlarinda artig oldugu bildirilmistir (Binaii vd., 2014; Saeidi asl vd.,
2017; Dias vd., 2019) Enfeksiyon olmadigi halde artan 16kosit grubu hiicre sayis1 bagisiklik sistemin
uyarilarak aktive oldugunu gosteren olumlu bir sonugtur. Lokosit hiicre sayis1 bulgular
incelendiginde, C. cancellatus bitki ekstraktinin uygulandigi bu ¢alisma ile yukarida belirtilen farkl
balik tiirlerinde uygulanan immunostimulant ¢aligmalarina ait sonuglarin  uyumlu oldugu
goriilmektedir.

Bitki ekstraktinin uygulandigi bu ¢alismada kandaki hematokrit seviye belirlenmistir ve deneme ile
kontrol gruplari arasinda istatistiki agidan 6nemli bir farklilik olmadig: tespit edilmistir (p > 0,05).
Yilmaz ve Ergiin (2012 b) tarafindan yapilan bir aragtirmada levrek baliklarina sarimsak (0.01 ve 0.02
mL/L) ve zencefil (0.01 ve 0.02 mL/L) yag1 ve ikisinin karigimi (herbir yag i¢in konsantrasyon 0.005
ve 0.01 mL/L) immersiyon yOntemiyle (96 saat) uygulanmustir. Deneme sonucu hematokrit
seviyesinde deneme ve kontrol grubu arasinda bir farklilik tespit edilememistir. Yapilan baska bir
arastirmada ise Stachys lavandulifolia Vahl ekstrakti iceren yem ile beslenen alabaliklarda hematokrit
degerde farklilik olmadig tespit edilmistir (Moghanlou vd., 2018). Calisma bulgularimiz ile yukarida
ornek olarak verilen aragtirma bulgular1 benzer sonuglar gostermistir. Baliklara uygulanan bitkisel
immunostimulantlarin kan hematokrit seviyesinde olumsuz bir etki yaratmadigi goriilmektedir.

Fagositik hiicrelerin patojenik mikroorganizmalar 6ldiirebilme yetenegi, viicudun hastaliklara karsi
korunmasinda goérev alan 6nemli mekanizmalardan biridir. Aktif noétrofil hiicrelerinin belirlendigi
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NBT (+) hiicre sayisindaki artis dogal bagisiklik sisteminin aktive oldugunu gosteren bir parametredir.
C. cancellatus geofit bitki ekstrakti uygulanan baliklardan haftalik alinan kan 6rneklerinde NBT (+)
hiicreler belirlenerek sayilmistir. Bilen vd. (2018) tarafindan yapilan bir ¢alismada sazan baliklari dere
otu (Anethum graveolens) ve tere (Lepidium sativum) bitkilerinden 1 ve 2 g/kg oranlarinda hazirlanmig
diet ile 45 giin beslenmiglerdir. Siiperoksit anyonlarinin iiretimini belirlemek amaciyla NBT testi
yapilmis ve deneme gruplarinda siiperoksit anyon iiretiminin kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi
belirlenmistir. Nil tilapyalarinda yapilan baska bir arastirmada baliklar 6 farkli konsantrasyonda targin
iceren yem ile 8 hafta siiresince beslenmistir. Calisma sonucuna gore 3 ve 10 g/kg oranlarinda targin
ile beslenen gruplarda NBT (+) hiicre sayisi kontrol grubuna kiyasla artig gostermistir (Abdel-Tawwab
vd., 2018). Bilen vd. (2013 a) tarafindan yapilan baska bir arastirmada koi baliklari 3 farkli dozda (0.5,
1, 1.5 g kg-1) tetra oziitii (Cotinus coggygria) igeren yem ile 4 hafta beslenmistir. NBT (+) hiicre
say1s1 tiim deneme gruplarinda kontrol grubundan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica NBT (+) hiicre
sayisinin tetra dozunun miktartyla dogru orantili olarak artis gosterdigi tespit edilmistir. Calismamizda
iki farkli dozajda uygulanan geofit bitki ekstraktinin uygulandigi gruplarda saptanan NBT (+) hiicre
sayisindaki artis yukarida belirtilen calismalara ait sonuglar ile uyumludur. Her iki deneme
grubumuzda da NBT (+) hiicre sayisi artis gostermistir, 6zellikle 2 mg/balik grubu 0,5 mg/balik
grubuna kiyasla 28. ve 35. giinlerde daha yiiksek degerlere ulagsmustir.

Baliklarda humoral faktdrelerden biri olan lizozim, , mukus, kan serumu, bobrek, karaciger, dalak
ve fagositik hiicrelerde bulunan bir enzimdir ve dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir parcasidir.
Antimikrobiyal 6zellige sahip olan lizozim bakterilerin hiicre duvarini inhibe ederek etki gosterir ve
balig1 patojen mikroorganizmalara kars1 korur (Iwama ve Nakanishi, 1996; Kav ve Erganis, 2008;
Uribe vd., 2011). Yapilan bircok aragtirmada bitkisel kokenli immunostimulantlarin lizozim
aktivitesini arttirdig1 belirlenmistir. Ornegin; Yilmaz vd. (2016 a)’nin yaptig1 bir ¢aligmada levrek
baliklar1 %1 oraninda kekik (Thymus vulgaris L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.,) ve ¢cemen
(Trigonella foenum graecum L.) ilave edilen yemler ile 45 giin boyunca beslenmistir. Lizozim
aktivitesinin 30. gilinden itibaren tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artis gosterdigi
bulunmustur. Wang vd. (2016) tarafindan yapilmis bir ¢alismada bitkisel polisakkaritler (Ficus carica,
Radix isatidis, Schisandra chinensis) diyete eklenerek sazan baliklarina 21 giin boyunca verilmistir.
Serum lizozim aktivitesinin Ozellikle yemlemenin 14. giiniinden sonra kontrol grubuna kiyasla
polisakkarit igeren yemle beslenen deneme gruplarinda artig gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan baska
bir ¢alismada alabaliklar %1, %2 ve %3 oranlarinda 1sirgan otu ilaveli yemle 8 hafta siiresince
beslenmistir ve serum lizozim aktivitesinin 8. haftada %2 ve %3 oraninda 1sirgan otunun kullanildig
deneme gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek seviyelerde oldugu bulunmustur (Saeidi asl vd.,
2017). Cipura baliklarinda yapilan bir aragtirmada, Muscari comosum bitki ekstrakt1 0,5 ve 2 mg/balik
konsantrasyonlarinda intraperitonal enjeksiyon yontemiyle baliklara uygulanmistir. Calisma sonucu en
yiiksek serum lizozim aktivitesi 7. giinde 0,5 mg/balik grubunda ve 21. giinde 2 mg/balik grubunda
belirlenmistir (Baba vd., 2014). Yapilan ¢alismalar gosteriyor ki immunostimulantlar bagisik cevabi
aktive ederek lizozim seviyesinde artisa sebep olmaktadir. Yukarida bahsedilen arastirmalar ile
calisma sonuglarimiz benzerlik gostermektedir ve C. cancellatus subsp. mazziaricus geofit bitki
ekstraktinin her iki dozda da 14., 21, ve 28. giinlerde lizozim seviyesinde kontrol grubuna oranla
belirgin bir artis gosterdigi tespit edilmistir.

Serum total protein humoral kompenetlerden olan albiimin, globiilin, lipoprotein ve glikoproteinler
gibi ¢esitli proteinlerden olusmaktadir ve baliklarda dogal bagisiklik sisteminin bir pargasidir. Serum
total protein miktar1 baligin tiirine, yasma ve yasadigt su kosullarina gore degisiklik
gosterebilmektedir (Baba, 2014). Asya deniz levreginde yapilan bir arastirmada zencefil (Zingiber
officinale Roscoe), baliklarin yemine 1, 2, 3, 5 ve 10 g/kg oranlarinda karistirtlmistir ve 15 giin
boyunca beslenmislerdir. Deneme sonucu 3, 5 ve 10 g/kg zencefil ile beslenen gruplarda toplam
protein miktarinin kontrol grubuna kiyasla artis gdsterdigi tespit edilmistir (Talpur vd., 2013). Bir
baska arastirmada, kahverengi hazar alabaliklar1 %1, %2, %3 oranlarinda nane ekstrakti iceren yemle
8 hafta boyunca beslenmistir ve serum total protein miktarin 6zellikle %3’liik nane konsantrasyonu
ile beslenen grupta deneme grubuna kiyasla artis gosterdigi belirlenmistir (Adel vd., 2015). Calisma
bulgularimiz incelendiginde farkli balik tiirlerinde, farkli bitkisel uygulamalarin yapildigi yukarida
bahsedilen arastirma bulgular ile benzer sonuglara sahip oldugu goriilmektedir ve serum total protein
miktarinda deneme gruplarinda kontrol grubuna kiyasla artis kaydedilmistir.
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Sonug olarak bu ¢aligmada C. cancellatus subsp. mazziaricus bitki ekstrakti levreklerde dogal
bagisiklik sistemini harekete gecirmekte ve bazi immiin sistem parametrelerinde artisa sebep oldugu
tespit edilmistir. Ozellikle 2 mg/balik dozunun, bagisik cevapta dnemli bir rol oynayan toplam lokosit
hiicre sayisinda ve NBT pozitif hiicre sayisinda 0,5 mg/balik dozuna goére daha etkili oldugu ve deniz
baliklar yetistiriciliginde kullanilabilecegi tespit edilmistir. Hastaliklara karst korunmada alinabilecek
onlemler arasinda diyetlere immunositimulant ilave edilmesi yetistiricilik agisindan uygulanmasi
gereken alternatif ve faydali yontemlerden biridir. Ekonomik, etkin ve uygulanabilir olmas1 sebebiyle
biiyiik bir avantaja sahiptir. Stirdiiriilebilir bir yetistiricilik i¢in, dogal ve ¢evre dostu bitkisel kokenli
immunostimulant uygulamalarinin gelistirilmesine devam edilerek, farkli balik tiirlerinde, farkli
yetistiricilik kosullarinda bilimsel ¢alismalara ihtiya¢ vardir.

Tablo 1. Farkli dozlarda Crocus cancellatus subsp. mazziaricus ekstrakti uygulanan levreklerde hematokrit
(%), NBT (+) hiicre say1s1 ve toplam 16kosit hiicre sayis1 sonuglari

Grup Hematokrit NBT (+) Toplam lokosit
(%) hiicre sayisi (10%cell/mm®)
0,5 mg 36 +0,47° 6+ 0,52° 60,30 + 2,07%
7.giin 2mg 36 +0,29° 3,4+0,19" 67,34 + 2,44
Kontrol 36 +0,47° 0,9 +0,19" 54,68 + 0,96
0,5 mg 35,6 +0,28° 6+0,21 62,22 + 0,49%
14.giin 2 mg 36 +0,47° 6,3 +0,53° 82,96 + 2,422
Kontrol 36,3 + 0,29 1,7 + 0,24°1" 50,15 +2,08™
0,5mg 35,6+ 0,33 6+ 0,62° 80,46 + 3,46°
21.giin 2mg 36 +0,69° 6,6 + 0,54° 82,37+ 1,77°
Kontrol 36,4+ 0,33 2,1 +0,22%f 46,09 + 1,58%"
0,5mg 35,7+ 0,24 2,9 +0,22% 70,64 + 1,29°
28.giin 2mg 36,2+ 0,13 4+0,72° 68,32 + 225"
Kontrol 36 + 0,76 1,3 + 0,207 50,80 = 0,37™
0,5 mg 36,1 +0,33% 1,9 + 0,16%"" 60,46 + 1,92%
35.giin 2mg 36,2 + 0,24° 2,2 +0,30% 65,68 + 1,96°
Kontrol 36+0,21° 140,18 50,00 = 1,05™

Tablodaki harflendirmeler istatistiki farkliliklar1 gostermektedir (p > 0,05; n:30)

Tablo 2. Farkli dozlarda Crocus cancellatus subsp. mazziaricus ekstrakti uygulanan levreklerde
kan frotisinde sayilan lenfosit, notrofil ve monosit hiicrelerin yiizde oranlari

Grup Lenfosit Notrofil Monosit
(%) (%) (%)
0,5 mg 83,8+ 1,42 6,2+0,51" 8+1,31°
7. giin 2mg 89 + 1,38° 5+0,13° 6+1,32°
Kontrol 94,6 + 0,33 2,4+0,26 3+0,24°
0,5 mg 95,6 + 0,33° 2,2 + 0,33 2,2+021"
14.giin 2mg 94,8 +0,32 3+0,13¢ 2,2+021"
Kontrol 94,8 + 0,77 2,1 +0,32° 3,1+£0,61°
0,5 mg 82,8 +0,53" 7,2 +0,74° 7,2 +0,93"
21.giin 2mg 92,8+ 0,57 3,2 +0,32° 4 +0,47°
Kontrol 96,4 + 0,54° 1,6 +0,429 2+0,16"
0,5 mg 96 +0,21" 240,29 2+0.21"
28.giin 2mg 96,6 + 0,4° 1,4 +0,29° 2+0,16'
Kontrol 97,2 +0,24° 1,8+0,13¢ 1+£0,16°
0,5 mg 96,8 +0,13° 1,2+0,13¢ 240
35.giin 2 mg 95 +£0,55° 3 +0,44° 240,24
Kontrol 95,4 +0,33° 2,6 +0,.21° 2+0,13f

Tablodaki harflendirmeler istatistiki farkliliklar1 gostermektedir (p > 0,05; n:30)
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Sekil 2. Gruplar arasinda serum total protein miktarlarindaki degisim (p>0,05; n:30),
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Tesekkiir: Bu calisma, TUBITAK 104V126 no’lu kariyer projesinin bir pargast olup Mugla Sitki
Kog¢man Universitesi BAP tarafindan da 09/19 nolu yiiksek lisans tez projesi olarak desteklenmistir.
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