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Ozet

Bu arastirmada gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss)’larma, bir immiinostimulant olan
levamisoliin 1, 5 ve 10 pg ml' dozu ile 1 saat banyo uygulamasindan sonra, bazi hematolojik
parametrelerdeki degisimler arastirildi. Uygulamanin 1, 7 ve 14. giiniinde kontrol ve deney baliklarinin
kuyruk venasindan alinan kan ile; eritrosit ve lokosit sayisi, hematokrit, hemoglobin miktar1 ve eritrosit
indeksleri (MCV, MCH, MCHC) saptandi. Arastrma sonunda; levamisol uygulanan baliklarin
hematokrit hemoglobin, eritrosit deger ve eritrosit indekslerinde pek fazla bir degisim goriilmemistir.

Ancak 16kosit sayisinda uygulamanin ilk giiniinden itibaren bir farkliligin oldugu (p<0.05) tespit edildi.

Anahtar kelimeler: levamisol, Gokkusag1 alabaligi, hematolojik parametreler

The Effect of Levamisole on Some Blood Parameters of Rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss, W)

Abstract

In this study, alteration in some haematological parameters of Rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) exposed to 1, 5 and 10 pg ml”" levamisole for one hour were investigated. On days 1%, 7" and 14™
after bath treatment with levamisole; erythrocyte and leukocyte numbers, hematocrit, haemoglobin level
and erythrocyte indexes (MCV, MCH, MCHC) were determined. There were no changes in hematocrit,
haemoglobin and erythrocyte level and erythrocyte indexes of fish exposed to levamisole. However, there

was a significant difference in leukocyte numbers from the first day of exposure (p<0.05).
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1. Giris

Balik yetistiriciligi, diinyada hizla gelisen ve 6dnem kazanan bir endiistri kolu haline
gelmistir. Tath su baliklar1 icerisinde gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus mykiss, W.)
yetistiricili§inin en yaygin olarak yapildig: balik tiiriidiir. Ancak gelisen sanayi ve teknoloji ile
birlikte c¢evresel kosullarda meydana gelen olumsuzluklar sonucu; bakteriyel, paraziter ve
fungal hastaliklar bas gostermekte ve yliksek mortalitelere neden olmaktadir. Bu nedenle,
ozellikle son yillarda levamisol ve benzer immiinostimulantlar bu problemleri ortadan
kaldirmak i¢in uygulama alanina sokulmustur [1, 2].

Levamisol sentetik bir Phenyimidazoldiazde olup, 1970’lerden beri insan ve veteriner
hekimlikte antiparaziter olarak kullanilmaktadir [1 - 3]. Levamisoliin Avrupa yilan baliklarinda
Anguilla crassus parazitine [4], Sazanlarda Saprolegnia enfeksiyonuna [5] karsi etkili oldugu
bildirilmigtir. Ayrica levamisoliin baliklarda immiinostimulant olarak kullanilmasi konusunda
hicbir g¢eligki bulunmamaktadir [6 — 13]. Levamisoliin bazi hayvanlarda kullanimindan sonra
toksik etki ve dokularda birikimi s6z konusu oldugu halde [14] baliklarda boyle bir bilgiye
rastlanilmamustir.

Kan dokusu organizmada meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisiklikleri dogru ve
tam olarak yansitmaktadir [15]. Bu nedenle memeliler ve baliklarda kanin analizi; metabolik
bozukluklar ve septisemik hastaliklarda genis uygulama alani bulmaktadir. Bununla birlikte
immiinostimulantlarin viicutta olusturdugu fizyolojik degisiklikleri ortaya koymasi bakimindan
da 6nemlidir [1].

Levamisoliin gokkusagi alabaliginin, kan hiicrelerine etkisi iizerine literatiir eksikligi

bulunmaktadir. Bu nedenle bu calismada, banyo seklinde uygulanan levamisoliin farkl
dozlarimin baz1 hematolojik parametrelere etkisinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

2. Materyal ve Metod
2.1. Bahk

Caligmada kullanilan ortalama agirligi 58.85 (42.0 — 87.3) g olan 120 adet gokkusagi
alabalig1 Firat Universitesi Kemaliye Hac1 Ali Akin M.Y.O. Su iiriinleri Aragtirma ve Uygulama
Biriminden temin edildi. Baliklar, 11°C’deki suyun siirekli akitilarak su sirkiilasyonunun
saglandigr 400 L’lik fiberglas tanklara kondu ve ticari bir alabalik yemi ile gilinlik olarak
beslendi.

2.2. Deneysel Plan ve Levamisol Uygulamasi

Baliklar her grupta 30 adet olacak sekilde, biri kontrol iicii deneysel olmak {izere dort
gruba ayrildi. Deneysel grup baliklara sirasiyla 1, 5 ve 10 pg ml™ levamisol ile 1 saatlik banyo
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uygulamasi yaptirildi. Kontrol grubu baliklarina ise sadece fosfat buffer salin (PBS) uygulandi.
Daha sonra baliklar i¢cinde 400 L su bulunan ve diizenli su sirkiilasyonunun saglandig1 teknelere
alindi. Levamisol uygulamasindan 1, 7 ve 14. giin sonunda baliklar bir anestezik madde
(Benzocain, 50 ppm) ile bayiltilarak kuyruk venasindan tiim kani, ig¢inde ETDA bulunan tiiplere
alind1.

Hemoglobin miktar1 (g/100 cc), Cyanmetheamoglobin yodntemine goére, Drabkin’s
ayiraci kullanarak spektrofotometrede belirlendi [16] .

Hematokrit deger (%) mikrohematokrit yontemle saptandi. Kan o6rnekleri 5 dakika
12.500 rpm’de santrifiij edilerek okundu. Eritrosit ve 16kosit sayimlari, Natt Herrick soliisyonu
kullanilarak Thoma laminda ayni anda yapildi [17].

Ortalama eritrosit hacmi (MCV), ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) ile ortalama
eritrosit hemoglobin konsantrasyonu (MCHC) elde edilen bulgulara gore Jain [18]’in bildirdigi
formiillerle hesaplandi.

Gruplar arasinda hematolojik parametrelerdeki farkliliklar Minitab Statistical Software
Release 10 paket programi kullanilarak Varyans Analizi (One — Way ANOVA) ile test edildi.
Gruplarin zamana bagli olarak kan parametrelerindeki degisim ise Korelasyon ile analiz edildi.

3. Bulgular

Levamisol (1, 5 ve 10 ug ml'; 1 saat) ile maruz birakilan gokkusagi alabaliklarinda
hematokrit ve hemoglobin seviyesi, eritrosit ve 16kosit sayisi ile eritrosit indekslerinde meydana
gelen degisimler Tablo 1°de verilmistir. Lokosit sayinda zamana bagl olarak goriilen degisim
Grafik I’de goriilmektedir.

Levamisoliin 1, 5 ve 10 ug ml" dozu ile 1 saatlik banyo uygulanan her ii¢ grupta da
hematokrit, hemoglobin ve eritrosit sayisinda elde edilen bulgular kontrol grubuna gore, calisma
sonuna kadar istatistiki olarak farkli olmayan bir degisimin oldugu tespit edildi (p>0.05). Buna
ragmen, l6kosit sayisinin deneysel gruplarin her tiglinde de kontrol grubundan daha fazla oldugu
goriildii (p<0.05). Levamisol uygulamasindan sonra 7. giinde her ii¢ grupta da hiperkromik
anemi goriildiigii halde 14. giinde bu aneminin ortadan kalktigi goriilmektedir. Aymi sekilde
uygulamanm ilk giinlinde her ii¢ grupta da makrositik aneminin goriildiigii ancak 7. ve 14.
giinde boyle bir olusumun olmadig: tespit edildi.

Levamisol uygulamasindan sonra eritrosit (r: 0.906) ve 16kosit (r: 0.896) degerlerinde
zamana bagli bir degisimin oldugu goriildii.
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Tablo 1. Gokkusagi alabaliginda levamisoliin bazi hematolojik parametrelere etkisi. a: kontrol grubu, b: 1
pg ml” levamisol uygulanan grup, ¢: 5 pg ml” levamisol uygulanan grup, d: 10 pg ml™” levamisol
uygulanan grup, p<0.05, ~p<0.01, "p<0.001

Uygulamadan sonraki giinler
1 7 14
Parametre Gruplar Ortalama = SD Ortalama = SD Ortalama = SD
Hematokrit (%) Kontrol 35.60 + 3.05 36.20 +2.28 35.40 +3.05
1 pg ml” 36.80 + 1.30 35.80 £2.77 36.60 £ 3.36
5 g ml! 35.00 £2.92 35.00 £ 2.55 35.40 £ 6.11
10 pg ml™! 35.20 +1.92 36.00 + 1.87 36.00 +7.11
Eritrosit Kontrol 1.144 + 0.09 1.224 +0.06 1.210 +£0.20
1 pg ml” 1.104 + 0.09 1.232 +0.59 1.418 +0.04
5 pug ml’ 1.072+0.07  [1.450+0.04*"*| 1.32040.13
10 pg ml” 1.110 £ 0.12 1.228 +0.20 1.290 +0.21
Hemoglobin Kontrol 6.86 + 0.25 6.56 + 0.81 6.72+1.16
(/100 ml) 1 pg ml™ 6.68 + 0.86 6.88 £ 0.69 6.28 +0.41
5pugml’ 6.70 +1.23 6.84 +0.26 6.42 +0.80
10 pg ml”! 6.64 +1.26 6.72 + 1.07 6.58 +0.96
Lokosit (Adet) Kontrol 25.80 + 4.09 32.6+2.07 35.00 £2.92
1 ug ml” 30.80 + 0.83" 4124192 | 47.80+5.07""
5 ug ml” 32.00 + 1.58* 40.6 +5.03°7 | 46.40 +4.72*"
10 pgml’ | 38204589 | 43.0+245"" | 48.80 +6.30""
MCV (1)) Kontrol 313.2+40.7 295.95 + 16.23 298.8 +50.9
1 pg ml” 330.5 + 29.9 292.39 + 18.02 258.2+23.4
5pugml! 3272 +£26.7 241.55 + 272.8 £ 68.0
19'273***,}3**
10 pg ml™”! 320.3 +39.3 285.50 + 57.70 278.4+24.8
MCH (ppg) Kontrol 60.67 + 11.41 53.59 + 6.22 55.23 +7.67
1 pg ml” 61.37 + 13.57 56.88 + 11.23 4434 +3.44
5 g ml! 62.77 £ 12.76 4714+ 4.70 48.66 + 3.79
10 ug ml™ 60.42 + 13.29 53.29 +6.22 51.84 + 8.87
MCHC (%) Kontrol 19.36 +2.39 18.09 + 1.69 19.14 + 4.02
1 pg ml” 18.49 +3.58 19.33 +2.69 17.26 + 1.86
5 pg ml” 19.12 +3.14 19.52 + 1.46 18.75 + 4.81
10 pg ml” 19.39 +2.02 18.63 +2.62 18.83 + 4.07
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Grafik I. Levamisoliin gokkusagi alabaligi’min 16kosit diizeyine etkisi. a: kontrol grubu, b: 1 ug ml™
levamisol uygulanan grup, c: 5 ug ml" levamisol uygulanan grup, d: 10 pg ml™" levamisol uygulanan
grup, p<0.05, “p<0.01, ""p<0.001

4. Tartisma

Levamisol, diinyanin bir ¢ok bdlgesindeki balik iiretim tesislerinde 6zellikle bakteriyel
enfeksiyonlarin engellenmesinde immiinostimulant olarak kullanilmaktadir [1]. Levamisoliin
baliklarda immiinostimulant olarak kullanilmasi {izerine hicbir ¢eligki bulunmamasina ragmen
[6 — 13], baliklarin eritrosit sayist ve hemoglobin gibi kan profili iizerine etkisi heniiz tam olarak
ortaya konulamamstir.

Hematokrit diizeyi balik saglig1 icin genel bir indikatordiir. Bu parametre, balik sagligi
hakkinda ip uglar1 vermekte ve immiinostimulantlardan kaynaklanan anormaliteleri agiklamaya
yardim etmektedir. Yiiksek sicaklik altinda dahi oldukca degiskenlik gosterebilecek hematokrit
deger iizerine immiinostimulantlarin ¢cok az etkili olabilecegi bildirilmistir [1]. Kakuta [19], bir
immiinostimulant olan laktoferrinin sazanlarda hematokrit diizeye pozitif etki gosterdigini
bildirmis olmasina ragmen Ispir [12], gékkusag1 alabaliklarinda levamisoliin hematokrit diizeye
etkisinin olmadigini tespit etmistir. Bu calismada da gruplar arasinda hematokrit diizey
bakimindan kontrol grubuna gore istatistiki farklilik gostermemesi (p>0.05) dnceki bilgileri
dogrulamaktadir.

Siwicki ve Anderson [20], immiinostimulantlarin bazi hematolojik parametreler {izerine
etkili olmadigini bildirmislerdir. Bu calismada da, levamisoliin eritrosit ve hemoglobin deger ile
eritrosit indeksleri iizerinde fazla etkili olmadig1 tespit edilmistir. Bu parametrelerin bazilari
zamana bagli olarak bir azalma veya artma gostermesine ragmen kontrol grubuna gore anlamli
farklik (p>0.05) arz etmemistir.

Tim hayvanlarda oldugu gibi baliklarda da patojenik mikroorganizmalara karsi ilk
savunma non spesifik immiin mekanizmalar ile olmaktadir [21]. Non — spesifik savunma da
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lokositler tarafindan ydnlendirilmektedir [22]. Baliklarda levamisol ile yapilan ¢aligmalarda
l6kosit diizeyindeki degisimlerde onemli farkliliklarin oldugu goriilmiistiir. Anderson ve Jeney
[23], Aeromonas salmonicida’ya karsi bazi immiinostimulantlarin etkisini arastirmis ve
levamisoliin 16kosit diizeyini artirdigini ortaya koymuslardir. Siwicki [6], sazanlarda yiiksek doz
levamisoliin 16kosit diizeyinde azalmalara neden oldugunu tespit etmissede optimal levamisol
dozunun oOnemli artiglara neden oldugunu belirtmistir. Bu caligmada da banyo seklinde
levamisol uygulanan baliklarda 16kositoz olusmasi nceki bilgileri dogrular niteliktedir.

Calismada, levamisol uygulamasindan sonra goriilen makrositik ve hiperkromik
anemiyi, levamisol uygulamasiyla birlikte olusan strese bagli olarak hematopoetik dokularda
meydana gelebilecek yikimlara baglamak miimkiindiir [1].

Levamisoliin yiliksek dozlarinin immunosupresyona neden oldugu bilinmektedir [10,
24]. Ancak bu galismada en yiiksek doz olan 10 pg ml" levamisol uygulanan baliklarda 16kosit
diizeyi, uygulamanin ilk giiniinden itibaren artmaya baglamig ve 14. giin sonunda dahi kontrol
grubundan istatistiki olarak farkli ¢ikmistir (p<<0.05).

Bu ¢alismada, hastaliklara karsi banyo seklinde levamisol uygulamasinin etkilerini kan
hiicrelerindeki degisimin ortaya konmasiyla fizyolojik olarak bakilmistir. Ancak g¢alismada
immuno — hematoloji i¢inde degerlendirilen fizyolojik olaylarda degisimin pek olmamasi;
incelenen parametreler ¢ercevesinde, levamisoliin baliklarn kan profili iizerine etkili olmadigini
gostermektedir. Bununla birlikte, 16kosit diizeyindeki artis, bu maddenin yiliksek mortaliteye
neden olan enfeksiyonlarin kontroliinde banyo seklinde uygulanmasinin faydali olabileceginin
acik bir gdstergesidir.
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