FARKLI KONSANTRASYONLARDAKI BENZOKAININ
SAZAN BALIGININ (CYPRINUS CARPIO L., 1758)
BAZI KAN PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSI

YUKSEK LISANS TEZi
Mahmut OZCAN

Anabilim Dali: Su Uriinleri Temel Bilimleri
Danisman: Dog¢. Dr. Asiye BASUSTA

ARALIK-2017



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

FARKLI KONSANTRASYONLARDAKI BENZOKAININ SAZAN BALIGININ
(CYPRINUS CARPIO L., 1758) BAZI KAN PARAMETRELERI UZERINE ETKISI

YUKSEK LISANS TEZIi
Biyolog Mahmut OZCAN
(092127102)

Anabilim Dali: Su iiriinleri Temel Bilimleri

Danmisman: Dog¢. Dr. Asiye BASUSTA

ARALIK-2017



T.C.
FIRAT UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

FARKLI KONSANTRASYONLARDAKI BENZOKAININ SAZAN BALIGININ (CYPRINUS
CARPIO L., 1758) BAZI KAN PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSI

YUKSEK LiSANS TEZi

Mahmut OZCAN
(092127102)

Tezin Enstitiiye Verildigi Tarih : 08.12.2017
Tezin Savunuldugu Tarih » 27.12.2017

Tez Danmismanu: Dog. Dr. Asiye BASUSTA
Diger Jiiri Uyeleri: Prof. Dr. Metin CALTA 731 . Capldee
Yrd. Do¢. Dr. Engin SEKER

ARALIK-2017



ONSOZ

Oncelikle tez konusunu segerken isteklerimi géz 6niinde bulundurup bana yardimci
olan tez danismanim; Dog. Dr. Asiye BASUSTA ve tez verilerin degerlendirilmesinde Prof.
Dr. Nuri BASUSTA, Yrd. Dog. Dr. Engin SEKER ve Yrd. Dog. Dr. Mikail OZCAN’a
tesekkiirlerimi sunarim.

Kaynak aramak igin yardim talep ettigim, Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi
Dekanligina ve Dekan1 Prof. Dr. Metin CALTA ’ya ve bu teze SUF.17.02. No’lu proje ile
destek veren Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri birimine, tiim egitim — dgretim,
hayatim boyunca benden maddi ve manevi desteklerini esirgemeyen her zaman yanimda olan
sevgili aile liyelerim, babam - annem ve kardesime, sonsuz tesekkiirlerimi bir borg bilir, sevgi
ve saygilarimi sunarim.

Mahmut OZCAN
ELAZIG - 2017



ICINDEKILER

ONSOZ caeeeeeeeeveereeesesenssssssnsessnsassssssssssssssssssssssssnsasssssssssesssseressesessssesssssssesssssssssssesessseenes |

ICINDEKILER . ...........ooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt I

SEKILLER LISTEST ......cocooviiiiiiiieceeeeeseee ettt st v
TABLOLAR LISTESI ..ottt \%

L0 /21 PO RPRPPI VI

SUMMOARY L.ttt b et et b et et se et e e be et et e s e e be st et eneene e VIl

KISALTMALAR LISTEST ..ottt VI

| R ) 0 21 £ TR 1
2. MATERYAL VE METOT ...ttt ettt et e e snae e e nnae e e nnee s 7
N R AV oY =] V7 | USSR 7
p N Y, 1] o S PP TUPRTR 7
2.2.1. DENEY SrUPIATT ...c.vviiiiiiiiiiii ettt e st n e e e e e e snneane e 7
2.2.2. Kan Orneklerinin HAZIFIANMASL ...............cococooveviiiieeeeeeeeeeeeeeee e 8
2.2.3. Eritrosit (RBC) Miktarinin Belirlenmesi .................ccccooiiiiiiii 8
2.2.4. Lokosit (WBC) Miktarinin Belirlenmesi.................ccccooiiiiiiiii e 8
2.2.5. Hemoglobin MiKtarinin TaYini ......c.cccoviiiiiiiiece e 9
2.2.6. Hematokrit ve LOKOKIit Tayini..............cccoooiiiiiiiiii e 9
2.2.7. Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) .......coov it 9
2.2.8. Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MHQC) ... 9
2.2.9. Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC) ...........ccccccevviiiieeen. 10
2.2.10. Fagositik Oran ve INdeKS................cccooviviiieieicceeeceeee e, 10
2.2.11. Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)..............ccccocevviiiiiiniinnnn, 11
2.2.12. Istatistiksel ANALIZ ...............ccevveviveieiiieieieieee e 11
I = 1 I U I SRS 12



3.1 Benzokain Uygulanan Gruplarin Hematokrit Degerleri....................ccocoviininnnnnnn. 12

3.2 Benzokain Uygulanan Gruplarin Lokokrit Degerleri...............c.ccoooooviiiiniinnnnn. 13
3.3 Benzokain Uygulanan Gruplarin Eritrosit Degerleri .................cccoccoviiiniiiininnnnn, 14
3.4. Benzokain Uygulanan Gruplarin Lokosit Degerleri ..., 15
3.5. Benzokain Uygulanan Gruplarin Hemoglobin Degerleri..................cccoociiinninnnns 16

3.6. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) Degerleri....17
3.7. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)
DeBerIeri... ... 18
3.8. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu
(MCHQ) DEBETIETi.........eeiiiiiiiiiie ettt 19
3.9. Benzokain Uygulanan Gruplarin Fagositik Oran ve Indeks Degerleri.................... 20

3.10. Benzokain Uygulanan Gruplarin Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre

Aktivasyonu) Degerleri ............cccoooiiiiiiiiiiii e 21
3.11. Benzokain Uygulanan Gruplarin Total Protein Degerleri ....................c.ccooeenn. 22
4. TARTISMA Ve SONUC .......ooiiiiiiiiiiiiicii e 23
5. ONERILER.......coooiiiiiiiiiit et 27
KAYNAKLAR ..o bbbttt nn e nr b 28
OZIGECMIS ...ttt ettt ettt 36



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1. Benzokainin kimyasal formiilii (URL-2) ......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiecec e 3
Sekil 3.1. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin hematokrit ile
benzokain miktar1 arasindaki 11iSKi. .......cocviiiiiiiiiiiii e 12
Sekil 3.2. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Lokokrit degeri
ile benzokain miktart arasindaki iligKi........cccouerivrririienniiin e 13
Sekil 3.3. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Eritrosit ile benzokain
miktart arasindaki 11ISKi. .....oooueeiiiiiie i 14
Sekil 3.4. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Lokosit ile benzokain
miktart arasindaki 1lISKi. .......oueeiiiiiiiiiiie e 15
Sekil 3.5. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Hemoglobin ile
benzokain miktar1 arasindaki 11iSKi. ........oceeiiiiiiiiiiiiei e, 16
Sekil 3.6. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama Eritrosit
Hacmi (MCV) ile benzokain miktar1 arasindaki iligki. ........ccocoovoviniiiiniien, 17
Sekil 3.7. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama Eritrosit
Hemoglobini (MCH) ile benzokain miktar: arasindaki iligki. .........cccocoeriiinnnen. 18
Sekil 3.8. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama Eritrosit
Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC) ile benzokain miktar1 arasindaki iliski. ..19
Sekil 3.9. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Fagositik Oran ve
Indeks ile benzokain miktart arasindaki iliski. .......coceeveverererererereeeeeeeeeeeeeeeeeees 20
Sekil 3.10. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Adherent Diizeyi
(NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu) ile benzokain miktar: arasindaki iliski. ......... 21
Sekil 3.11. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan total protein ile benzokain

miktart arasindaki TSKI. ........ooouiiiiiiiii 22



TABLOLAR LISTESI

Sayfa No
Tablo 1.1 Benzokain, balik tiirlerine gore anestezi dozu, bayillma ve uyanma siiresi
(Ackerman vd., 2005; Neiffer ve Stamper 2009). ........ccceoveviereiiieieeie e 4

Tablo 3.1. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama hematokrit

4 [S1e453 4 (<) o DO SO TPR 12
Tablo 3.2. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Lokokrit

AEGETICTI. ...t 13
Tablo 3.3. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Eritrosit

4 (103§ (<) o T PRSP TR OTRR PP PR 14
Tablo 3.4. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Lokosit

4 (1053 § (<) o ST T PP UROPRTPPRTRTPRN 15
Tablo 3.5. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Hemoglobin

4 (1053 § (<) o PSP T PR PRTPPRPTRTPRN 16
Tablo 3.6. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit Hacmi

(MOCV) AEZTILTL. ..ttt 17
Tablo 3.7. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit

Hemoglobini (MCH) degerleri. ..o 18
Tablo 3.8. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit

Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC) degerleri. ........ccooveviiiiiiiiiiiiiiiiienne 19
Tablo 3.9. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Fagositik Oran ve Indeks

AEGETIETL. 1ttt 20
Tablo 3.10. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Adherent Diizeyi (NBT

Pozitif Hiicre Aktivasyonu) degerleri........ocoovvviiiiiiiiiiiiiiiiiecce 21

Tablo 3.11. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda total protein

4 (1453 4 (<) o DO O PSP O TR OU R OPRPPPR 22



OZET

Gerek iiretim ve yetistirme kiiltiir sartlarinda, gerekse laboratuvar ¢alismalarinda, pek
¢ok islem ig¢in anestezi canli baliklara elle miidahale ve balik nakilleri balik¢ilik
uygulamalarinin olduk¢a onemli bir boliimiinii teskil etmektedir. Bu amagla sazan baligina
uygulanan Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan (25, 50, 75, 100 mg/L) dozlar
secilerek Orneklerin kan ve serumunda meydana gelebilecek biyokimyasal degisimleri
arastirildi. Bu ¢alismada ortalama 30 gr agirliginda ve 4,9 cm boyunda Pullu sazan (Cyprinus
carpio) kullanildi. Arastirma 3 tekrarli olarak uygulandi. Calisma boyunca toplam 150 adet
balik iizerinde calisildi. Benzokain’in 25 ve 50 mg/L dozlarda uygulandig1 gruplarda kan
Hematokrit ve Lokokrit, Eritrosit ve Lokosit, Hemoglobin, Fagositik oran, Adherent diizeyi,
MCV gibi kan parametrelerinde kontrol grubu ile fark goézlenmezken, 75 ve 100 mg/L
dozlarda artig goriilmistiir. Kontrol grubuna gore 25, 50, 75 ve 100 mg/L dozlardaki

benzokain’in serum total protein degerinde herhangi bir degisim saptanmamustir.

Anahtar Kelimeler: Sazan Baligi, Cyprinus carpio, Benzokain, Kan Parametreleri

\



SUMMARY

The effect of Benzocaine in different concentrations on some blood parameters of Carp

(Cyprinus carpio L., 1758)

Not only in growth and production conditions, but also in the laboratory, anesthesia is
an improtant procedure required in many types of works including the times when an
intervention with hands is needed and when the fish are prepared for shipping. Because of
the fact that anesthesia with benzocaine is widely common, we wanted to investigate the
biochemical changes in the blood and the serum of Cyprinus carpio L triggerred by the
application of un-lethal (25, 50, 75, 100 mg/L) doses of benzocaine (ethyl aminobenzoate).
For this purpose, we picked the common carp (Cyprinus carpio) which were roughly in 30 g
weight and 4,9 cm in length. All mesaurements were performed in triplicates. During the
study, in total, 150 fish were examined. In the groups upon which 25 and 50 mg/L doses of
benzocaine were applied, there was no difference in blood levels of Hematocride, leucocratic,
Eurytrocyte, Leucocyte, Hemoglobin, Adherent, Fagocytic ratio, and MCV compared to the
control group while in the doses of 75 and 100 mg/L an increase in all these parameters was
observed. Additionally, there has been no change in serum protein levels when the fish were
exposed to 25, 50, 75 ve 100 mg/L doses of benzocaine.

Key Words : Carp, Cyprinus carpio, Benzocaine, Blood Parameters
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1. GIRIS

Su iriinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin &nemli kismin
karsilayan bir endiistridir ve FAO tarafindan diinyada en hizli biiyliyen gida sektori
olarak belirtilmistir (Francis vd., 2001). Diinya balik¢ilik {iretiminin yaklasik % 30’unu
su Uriinleri yetistiriciligi karsilamakta ve yilda % 10’dan fazla artarak biiylimektedir

(Anonymous, 2011).

Deniz ve i¢ sularda yer alan canlilar i¢inde insan gidasi olarak kullanilan en
onemli kaynaklarin basinda baliklar gelmektedir. Baliklar ¢ok 6nemli protein kaynagi
olmalar1 yani sira, avciligi ve yetistiriciligi ile de bir¢ok insana ge¢im kaynagi olmakta
ayrica ilkeler arasinda ticaretin gelismesine de katkida bulunmaktadir (Ciftgi ve

Okumus, 2002).

Sazan, iilkemizdeki tatlisu kaynaklarimizda en ¢ok bulunan bir balik tiirtidiir.
Ozellikle Egirdir, Beysehir, Uluabat, Manyas, Aksehir, iznik, Golmarmara gibi dogal
goller ile sonradan baliklandirilan bir¢ok baraj golii ve goletlerimizde sazan baligi
mevcuttur. Yapilan istatistiklere gore, yillik tatli su balik iiretimimizin yaklasik % 40’ m1
teskil etmekte bu durum; iilkemizin su kaynaklarinin, sazan tiiriiniin gelisim ve yayilimi

acisindan uygun yasam ortamlari igerdigini gosterir (Emre, 2004).

Sazan baliklarinin sirt yilizgecleri bastan baglayarak kuyruk kismina kadar
uzanir. Sirt yiizgeclerinde 3 veya 4 kalin ve sert kilgik vardir. Sayilar1 17°den 22’ye
kadar kadar degisen kilgiklar ise nispeten daha ince ve yumusakcadir. Agizlar
baslarinin tam u¢ kisminda olup viicutlarina oranla ufaktir. Dudaklar1 ince bir yapidadir.
Sazan baliklart yapr bakimindan kendilerine 6zgii bir viicut yapisina sahiptirler. Agiz
kenarlarinda 4 adet etten biyiklar1 vardir. On byiklar kisa ve ince, arka biyiklar ise kalin
ve uzuncadir. Renkleri ¢ok degisik olabilen sazan baliklar1 bolgelere ve yerlere gore
kirmizi, beyaz olabildikleri gibi esas renkleri yesile yakin acik kahverengiye yakindir.
Uzunluklar1 80 cm’ye ve canli agirliklar1 15-20 kg’a kadar ulasabilirler (Alpbaz, 1984).
Kulaklar1 ile hava keselerini birlestiren ve adina Weber cihazi denen bir kii¢iik kemik

zincirine sahiptir (Celikkale, 2002).

Sazan dipten beslenen omnivor 1lik su baligidir. Besinlerini bentik su canlilari,

planktonlar ve bitkisel artiklarla bitki pargalar1 olusturur. Kiiltiirii yapilan sazanlara



bitkisel orjinli yemler ve karma yemler verilir. Sazan zeminde bulunan kiigiik su
canlilarin1 ¢amurla birlikte alir. Sonra camuru geri atar, bu nedenle zeminde ¢camur

icinde karakteristik oyuklar agtig1 gozlenir (Atay, 1990).

Erkekler 3, disiler 3—4 yaslarinda eseysel olgunluga ulasirlar. Yumurta birakma
zamani, su sicakligma bagli olarak Nisan-Haziran arasindadir. Yumurtalar zemini
bitkilerle kapli, oldukca sakin ve s1g ortamlara birakilir. Yumurta birakmak icin ideal
olan su sicakligi 17-22 °C arasindadir. Disinin yas ve biiyiikliigiine bagli olarak bir
defada birakilan yumurta sayis1 1.000.000—1.600.000 arasinda degisir. Yumurta ¢ap1 1-
1.5 mg arasindadir (Polat ve Ugurlu, 2007). Yumurtalar hardal tohumu kadar ve kiil
rengindedir. Yavrular rotatoria, infusaria ve mikroorganizmalarla beslenirler (Demirsoy,
1993).

Anestezi, amagli olarak canliya uygulanan islemlerle canlidaki duyu aliminin,
bilincin azaltilip yok edilmesi, refleks tepkilerinin yavaslatilip durdurulmas: ile canliya
yapilacak miidahalenin kolaylastirilmasi, canlinin yapilacak miidahaleden aci
duymamasi, canlidaki metabolizma hizinin yavaslatilmasinin saglanmasidir (Arda vd.,

2005).

Akuakiiltiirde ve balik¢ilik arastirmalarinda anestezik maddelerin kullaniminin
baliklarin agirlik ve uzunluk 6lgiimlerinde, asilama, markalama, patolojik analizler, kan
alma, cerrahi miidahale ve nakil gibi ¢esitli islemler boyunca fiziksel yaralanmay1 ve
stresi minimize etmek icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Hoskonen ve Pirhonen,

2006).

Anesteziklerin baliklar tizerindeki etkisini suyun sicakligi, pH, tuzluluk ve
mineral madde icerigi gibi ¢esitli faktorler etkilemektedir. Bununla birlikte baligin
buytikligl, agirhig, cinsiyeti, cinsel olgunlugu ve kondisyon gibi etmenler de goz
oniinde tutulmalidir (Gilderhus, 1989). Anestetiklerin se¢iminde kullanilan balik tiirii ve
sayis1, sliresi, uygulanacak yontem, suyun sicakligi ve kimyasal icerigi, kimyasal
maddenin toksik etkisi ve fiyat1 géz; onlinde bulundurulmasi gereken konulardir (Baris,

2001).

Baliklarda anestezi uygulamalar1 1989 yillarinda yeni uygulanmaya

baglanmistir.  Kiiltiir  balikgiligin  gelismesiyle;  gerek  baliklar  {izerindeki



maniiplasyonlar1 kolaylagtirmak, gerekse bolgeler ve lilkeler arasi balik ve ozellikle
yavru balik naklinin artmasiyla birlikte baliklarda anestezik madde uygulanmalari
yayginlagsmistir. Balik nakillerinde strese bagl olarak biiyiik miktarda 6liimler meydana
gelebilecegi gibi, balik nakillerinin isletmeye biiyiik maddi yiik yiiklemesi de balik¢iligi
olumsuz yonde etkilemektedir. Balik nakillerinde agirligin biiylik bir kisminit su
olusturur. Bu nedenle anestezik kullanmak suretiyle hem baliklar1 stresten kurtarmak,
hem de suyun miktarini1 azaltarak ekonomik yiikii en az diizeye indirilmesi saglanir

(Ytreklitiirk, 1989).

Anesteziklerin su {lirlinleri sektoriinde kullanimi anestezik maddelerin suya
ilave edilmeleri suretiyle kullanilmaktadirlar. Bununla birlikte intraperitoneal,

intramuskular, intravendz enjeksiyonlar ve solungaglara piiskiirtme gibi yontemler de

kullanilmaktadir (Serezli vd., 2005).

Su friinleri sektoriinde en ¢ok kullanilan anestezikler; MS-222 (Tricain-S),
benzocaine, kinaldin, 2-Fenoksietanol yagi, klorbiitanol, metomideyt, propanidit,
etomideyttir. Bunlarin yanisirada ketamin, saffan, halaton, kloralhidrat, diazepam ve
benzeri maddeler anestezik ve sedatif olarak kullanilmakta, fakat digerlerine gore
nispeten daha az kullanilmaktadir. Bunlar i¢inden sadece MS-222 FDA (Amerikan
ulusal ila¢ yonetimi) tarafindan kullanilmasia yasal olarak izin verilen anesteziktir.
Yeni Zelenda’da Aqui-S ismiyle yeni bir anestezik madde su tiriinleri sektoriine girdigi
ve kullaniminin giderek yayginlastigi bilinmektedir (Lemm,1993; Kanyilmaz vd.,

2007).

Etil Amino Benzoat, p-amino benzoik asit etil esteri, etil p-amino benzoat, 4-
amino benzoik asit etil esteri’dir (Sekil 1.1). En yaygin kullanilan jenerik adi
“benzokain” dir ve balik anestezigi olarak genis 6l¢iide kullanilmaktadir (Gontijo vd.,

2002; Coyle vd., 2004; Cetinkaya ve Sahin, 2005).

H,N



Sekil 1.1. Benzokainin kimyasal formiilii (URL-2).

Kimyasal olarak trikaine benzer, molekiil agirligi 165.2 g olan beyaz kristalin
bir tozdur. Suda ¢ok az ¢6ziiniir (0.4 g/L), aseton veya etanolde ¢6ziiniir, buradan suya
aktarilir. Benzokain hidroklor adinda suda ¢oziinebilen bir formu tiretilmistir (Cetinkaya

ve Sahin, 2005).

Ilik su ve soguk su baliklar1 igin 25-100 mg/L konsantrasyonlar verilmektedir.
Indiiksiyon siiresi genis bir aralikta degisim gostermekle birlikte bazen uzayabilir.
Alabaliklarda 50 mg/L’de siire 3 dakikadan daha kisadir. Benzokainle anestezide
uyanma siiresi; konsantrasyon, sicaklik, balik tiirii ve biiyiikliigline baghdir. 100
mg/L’de anestezi edilen tropikal baliklarda uyanma siiresi 120-150 dk iken; gokkusagi
alabaliginda 8.5 dakikadir. Benzokain hidrokloriir Salmonda 25-45 mg/L
uygulandiginda indiiksiyon: 2-4 dk, uyanma: <10 dakikada gerceklesmekte; cizgili
levrekte 55-80 mg/L, sazanda 50- 100 mg/L, morinada 40 mg/L anestezi saglamaktadir
(Tablo 1.1). EC50 ve LC50 arasi giiven araligi oldukg¢a dardir (lwama ve Ackerman
1993; Gontijo vd., 2002; Coyle vd., 2004).

Tablo 1.1. Benzokain, balik tiirlerine gore anestezi dozu, bayillma ve uyanma siiresi

(Ackerman vd., 2005; Neiffer ve Stamper 2009).

Baliklar Anestezi dozu Bayilma siiresi Uyanma siiresi
Morina 40 mg/L - -

Salmonid 25-50 mg/L 3dk 4.3-6.32 dk
levrek 55 -85 mg/L 3dk <10dk

sazan 50 -100 mg/L 1.2-3.9dk 3.1-2.2dk
Tilapia 50 -100 mg/L 1.6-6.5dk 2.9-2.2dk

Benzokain’in etkinligi lizerine su sicakligi etkilidir. Salmo trutta’da 7 °C’de
anestezi indiiksiyon siiresi 12 °C’de 1.5 dk; turna baliginda ise 3 dk. daha uzundur.

Sertlik, alkalinite ve pH’nin ise benzokain {izerine etkisi yoktur. Benzokain trikaine




gore daha toksiktir. 17 °C’de 50 mg/L’ye 10 dk maruz birakma Gokkusagi alabaliginda
% 40, dere alabaliginda % 90 6liime yol agmaktadir. Salmon ve alabalikta ECsg ve LCsg
arasindaki giiven araligi 30-35 mg/L arasindadir (Cetinkaya ve Sahin, 2005). Etanol
(%96) icinde 1000 mg/L’lik stok ¢ozeltisi hazirlanir. Calisma ¢ozeltisinin koyu renkli
bir sisede 1s1ktan uzak saklanmasi gerekir, bu ¢ozeltinin dmrii bir yi1l kadardir. Tavsiye
edilen konsantrasyon bu calisma c¢ozeltisinden gerekli hacim almip 10 litre
havalandirilmis suya ilave edilmesiyle elde edilir. Benzokain ¢ozeltilerinin de trikainde
oldugu gibi notralize edilmeleri onerilmektedir (Coyle vd., 2004; Cetinkaya ve Sahin,
2005).

Benzokainin balik¢ilikta kullanimi tescil edilmemis olup baliklarda MS-
222’den daha etkin ve daha giivenli degildir. Balig1 5 dk icinde anestezi edebilen
konsantrasyonlara 15 dk’dan daha uzun siire maruz birakmak giivenli degildir, maruz
birakma siiresi uzatilmamalidir. 15 dk benzokainde tutulup sonra 24 temiz akarsuda
tutulan baliklarda kaslardaki kalint1 kontrol seviyesinde veya daha altinda belirlenmistir

(Cetinkaya ve Sahin, 2005).

Benzokain gibi lokal anestezikler enjeksiyonla uygulandiginda, periferal sinir
uclaria olan iletimi bloke ederek etki ederler. Veterinerlik uygulamalarinda oldukga
yaygin olarak kullanilan benzokain, baliklarda da genel anestezide olduk¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu lokal anestezik koku duyusuna ait sinirleri ve ylizmede islev

goren organlar1 gecici olarak bloke eder (Burka vd., 1997; Kog ve Saritas, 2004).

Balik hematolojisi ile ilgili ¢alismalar 1900 yilindan sonra baslamistir. Balik
yetistiriciliginde hastaliklarin belirlenmesi 6nemli bir konudur. Hastalik etmenlerinin
etkilerini hematolojik bulgularla degerlendirilmesiyle erken tanisi yapilabilir. Bu
nedenle balik hematolojisi, son yillarda arastiricilarin {izerinde 6nemle durduklari bir

konu olmustur (Rimsh ve Adanova 1973; Lockhard ve Metner 1984).

Hematoloji, balik bilimi ile ilgili olarak baliklarin fizyolojik durumlarinin
belirlenmesinde yararlanilan bir dilim dalidir (Kayhan vd., 2009). Baliklarin
hematolojik parametreleri balik yetistiriciliginde baliklarin fiziksel durumlarinin
belirlenmesinde, stres ve hastaliklarin kontroliinde her gecen giin daha yaygin olarak

kullanilan indikatorlerdir (Aldrin vd., 1982).



Baliklarda her tiirlii stres faktorleri, su kalitesindeki degisimler, kirlilik
faktorleri, toksik maddeler, hastaliklar, beslenme yetersizligi gibi nedenler baligin direk
fizyolojik durumunu etkilemektedir. Hematolojik parametreler baligin fizyolojik

durumunu belirlemede iyi bir aragtir (Cengizler ve Sahan (Azizoglu), 2000).

Hematoloji, baligin kanindaki kan hiicrelerini ve bunlarla ilgili kan
parametrelerini incelemekte ve degerlendirmektedir. Hematoloji balik hastaliklarinin
tanisinin yani sira, beslenme ve cevresel etmenlerin etkilerini de belirleyen bir bilim
dalidir. Hematokrit seviyesi balik saglhiginda bir indikator olarak kullanilmaktadir

(Atamanalp vd., 2002).

Baliklardaki hematolojik degerler mevsime, cesitli cevresel faktorlere, yetersiz
beslenme, balik yogunluguna, tiirlere, yas, uzunluk, agirlik ve esey gibi etkenlere bagh
olarak degisebilmektedir (Kocabatmaz ve Ekingen, 1984; Shakoori vd., 1994; Pagés
vd., 1995; Al-Hassan vd., 1993; Bhagat ve Banerjee, 1986; Garcia vd., 1992; Joshi,
1989; Lowe-Jinde ve Niimi, 1983; Martinez vd., 1994; Murray, 1984; Sharma ve Joshi,
1986).

Kan ekstraselliiler sivinin (hiicre dis1 sivisi) bir pargasidir. Plazma adi verilen
stvi ortam i¢inde kan hiicrelerinin (eritrosit, 16kosit, trombosit) siispansiyon halinde
dagildigi, damar sisteminin i¢ini dolduran ve kalbin pompa giicli sayesinde bu sistem
icinde tiim viicudu dolasan bir dokudur. Kanin en 6nemli gorevi organizmada normal
sartlarin devamliligini saglamaktir. Cogu memelilerde genellikle viicut agirliginin %7-
8’ini kan teskil eder. Total kanin %45-65 plazma, %35-55 ‘ini ise kan hiicreleri
olusturur. Baliklarda kanmn hacmi diger omurgalilarin hacminden daha az olup 2-17
mL/100g arasinda degisir. Eritrositler, toplam kan hacminin yaklagik yarisina yakinini
olusturur. Eritrositlerin ana gorevi igerdigi hemoglobin sayesinde solungaglardan
dokulara oksijen ve dokulardan solungaglara karbondioksit tasimalaridir. Eritrositler
suda erimis oksijenin yaklasik %99’unu tasimaktadirlar. Ustten goriiniisleri yassi ve
oval olup ender olarak ortast ¢ukur bir diski andirir. Sar1 kirmizi renktedirler ve
cekirdek igerirler. Ortalama ¢aplari tiirlere gore degismekle beraber 7-36p arasinda olup
Imm? kanda 20.000-3.000.000 arasinda degisiklik gosterir. Trombositler, baliklarda ¢cok
az, lg bi¢iminde hiicreler olup oval sekilde ve kiigliktiirler. Kanin pihtilasmasinda rol

oynarlar. Lokositler, oval benzeri veya elips seklindeki kan hiicreleridir. Biiytikliikleri



10-33p arasinda degisir. Bunlarin sayist 1lmm?® kanda 20.000-150.000 arasinda
degismektedir. Savunma sisteminin bir parcasi olan lokositler, farkli islev ve yapiya
sahip alt gruplara ayrilirlar. Bunlar nétrofiller, monositler, lenfositler, eozinofiller ve

bazofillerdir (Basusta, 2005).

Bu ¢alismada Benzokain (ethyl aminobenzoate) letal olmayan (25, 50, 75, 100
mg/L) dozlar1 sazan baliklarinda uygulanmasiyla kan ve serumunda meydana

gelebilecek biyokimyasal degisimlerin saptanmasi amaglanmistir.



2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

Bu c¢alisma, Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat Fakiiltesi Su
Uriinleri Béliimiiniin balik hastaliklar1 laboratuvarinda gergeklestirildi. Arastirmada
ortalama agirligr 29,92 g ve boyu 4,89 cm olan 150 adet pullu sazan (Cyprinus carpio
L., 1758) kullamldi. Baliklar Elazig Devlet Su isleri IX. Bélge Miidiirliigii Keban Su
Uriinleri Sube Miidiirliigiinden temin edildi ve Su Uriinleri Béliimii balik hastaliklari
laboratuvarina canli olarak oksijen tiipii monteli tanklarin bulundugu bir kamyonetle
getirildi. Tanklar ¢alisma oncesi dezenfekte edildi ve sonrasinda igerisine su koyularak
olast dezenfektan kalintilarinin temizlenmesi saglandi. Temizlenen bos tanklara, su
doldurularak hava motoruyla 24 saat boyunca oksijen verildi. Laboratuvar ortaminda
250 L. lik fiberglas tanklar kullanilarak ti¢ tekerriir olarak kontrol ve deney gruplari
olusturularak c¢alismada kullanilacak baliklar birakildi ve deneysel c¢alismaya
baslamadan oOnce baliklarin hazirlanmis olan bu ortama adaptasyonlar1 saglandi.
Arastirma stiresince diizenli olarak, YSI profosyonel plus cihazi ile suyun Sicaklik,
Basing, Oksijen Doygunlugu (%), iletkenlik, TDS (mg/L), Tuzluluk, pH gibi degerleri
oOlgilildii. Baliklarin ortama adaptasyonu saglanana kadar ticari bir alabalik yemi ile
sabah ve aksam olmak iizere giinde iki kere beslendi. Benzokain, Firat Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi balik hastaliklari laboratuvarinda temin edildi ve Mattson ve Riple

(1989) tarafindan belirtilen yontem uyguland.
2.2. Metot
2.2.1. Deney gruplari

Calisma 4 farkli derisim ve kontrol grubu olmak iizere 5 grup iizerinde
yiirlitiilecektir.  Arastirma 3 tekrarli olarak uygulandi. Her bir doz i¢in 10 balik
kesilecek, ii¢ tekrarli oldugundan her bir doz i¢in 30 balik kullanildi. Calisma boyunca
toplam 150 adet balik iizerinde calisildi. Benzocain anestezik maddesinin 4 farkl
derisimde i¢in 4 tank ve birde kontrol grubu olmak iizere toplam 5 tank kullanilacaktir.

Adaptasyonu saglanan baliklar 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100 mg/L Benzokain derisimi



iceren tanklara ayri ayr1 birakilacaktir. Tanklarda hareketsiz hale gelen baliklar kepge

yardimiyla alinacak ve kurutma kagidiyla kurulandi.
2.2.2. Kan Orneklerinin Hazirlanmasi

Kurulama isleminden sonra bir bistirii ile kavdal yiizge¢ kesildi. Dorsal
aorttadan akacak kan bir kismi i¢inde herhangi bir antikogulant bulunmayan deney
tiipiine ve diger kismu ise igerisinde ETDA (Etylendiamintetraacetic acid) bulunan kan
tiiplerine ayri, ayri alindi. Tiplerin i¢indeki kanlar +4 derecede buzdolabinda gerekli
parametreler belirleninceye kadar (48 saat siirece) saklandi. Bu sekilde elde edilen
plazmanin; hematokrit, 16kokrit, eritrosit, I6kosit, hemoglobin, fagositik oran ve indeks,
adherent diizeyi (NBT pozitif hiicre aktivasyonu), protein diizeyi, toplam
immunoglobin, ortalama eritrosit hacmi, ortalama eritrosit hemoglobini, ortalama

eritrosit hemoglobini konsantrasyonu seviyelerine bakildi.
2.2.3. Eritrosit (RBC) Miktarinin Belirlenmesi

Eritrosit hiicrelerinin belirlenmesi i¢in, EDTA’l1 tiipe alinan kandan, eritrosit
pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar cekilip, lizerine sulandirma amaci ile 101 ¢izgisine kadar
Natt-Herrick soliisyonu ilave edildi. Daha sonra pipet iginde karisan kan ve soliisyon,
hiicre sayimi i¢in Thoma lamina alinarak, 1s1ik mikroskobunun x40 biiyiitmesinde
incelendi. Eritrosit hiicrelerinin sayimi sirasinda thoma laminda bir goriis alanindaki
karelerden sol ve sag iist kose, sol ve sag alt koseler ile ortadan 16’lik kiigiik bir kare
olmak iizere 5 alan sayilip, Imm® kandaki eritrosit sayisi belirlendi ve (x10%/mm?®)
olarak ifade edildi. Buna gore toplam 80 kii¢iik karede sayilan hiicre miktar1 belirlendi
(Konuk, 1981; Hoffmann ve Lommel, 1984; Kocabatmaz ve Ekingen, 1984; imren ve
Turan, 1985; Siwicki ve Anderson, 1993).

2.2.4. Lokosit (WBC) Miktarinin Belirlenmesi

Lokosit hiicrelerinin belirlenmesi i¢in, EDTA’l1 tiipe alinan kandan, lokosit
pipetinin 1 ¢izgisine kadar ¢ekilen kan {izerine 101 ¢izgisine kadar Natt-Herrick
sollisyonu cekilip, karistirildi. Thoma lamindaki 16 biiyiik kare lizerine diisen (toplam

256 kiigiik kare) Iokositlerin tamami sayilip ve (x10° mm?®) olarak ifade edildi. Elde



edilen toplam 16kosit miktarlar1 formiilize edilerek 1mm® kandaki toplam l6kosit
miktarlar1 saptandi (Konuk, 1981; Hoffmann ve Lommel, 1984; Kocabatmaz ve
Ekingen, 1984; imren ve Turan, 1985; Siwicki vd., 1994).

2.2.5. Hemoglobin Miktarinin Tayini

Calismada Cyanmethemoglobin metodu kullanildi. Buna goére 0,02 ml kan
ornegi 5 ml drabkin soliisyonuyla karistirildi ve yavas hareketlerle alt {ist edildi.
Homojen bir karisim saglandi. Hemoglobinin  Cyanmethemoglobine tam olarak
doniismesi i¢in 10 dk. beklendi, daha sonra dipteki ¢okelti bir kiirdanla ¢ikarilarak
atildi. Spektrofotometrede 540 nm’de transmittans (%T) degeri Olciilerek elde edilen
degere karsilik gelen hemoglobin miktar1 standart tablodan bakilarak tespit edildi ve
9/100 cm® olarak yazildi (White vd., 1976; Ciltas 2000; Naziroglu, 2001; Girgin ve Sen,
2003).

2.2.6. Hematokrit ve Lokokrit Tayini

Hematokrit tayini i¢in mikrohematokrit yontem kullanildi. Hematokrit
tayininde  kanin  pihtilagmasi  istenmediginden  heparinli  kilcal  pipetlere
(mikrohematokrit pipetler) % ‘iline kadar kan doldurarak, diger ucu cam macunuyla
kapatildi. Her balik 6rnegi i¢in 4 adet hematokrit pipet hazirlandi. Hazirlanan pipetler
11.000 rpm hizda 5 dakika cevrildi. Santrifiijden sonra hematokrit ve 16kokrit miktar
hematokrit cetvel lizerine konularak okundu ve yiizdeleri hesaplandi (Konuk, 1981,
Siwicki ve Anderson, 1993; Basusta, 2005).

2.2.7. Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV)

Eritrosit indeksleri olan MCV (Ortalama alyuvar hacmi), eritrosit, hematokrit
ve hemoglobin degeri bulunduktan sonra hesap edildi. MCV, eritrositlerin ortalama
hacimlerini gosterir. Anemi siniflandirilmasinda 6nem tasir. MCV degeri asagidaki

formiil ile hesap edildi (Konuk, 1981; Imren ve Turan, 1985; Dériicii ve Girgin, 2001).

MCYV (um3)=Hct (%) x 10/RBC (10 /mm)
MCV: Eritrositlerin Ortalama Hacmi (;,Lm3)
Hct: Hematokrit Degeri (%)
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RBC: Eritrosit Sayis1 (10%mm?)
2.2.8. Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MHC)

MCH (Ortalama eritrosit hemoglobini) degerleri; eritrosit, hematokrit ve
hemoglobin degeri bulunduktan sonra hesap edildi. MCH, Kirmizi kan hiicrelerinde
bulunan ortalama hemoglobin miktarini vermektedir. MCH degeri asagidaki formiil ile
hesaplandi (Konuk, 1981; Imren ve Turan, 1985; Altun, 1996; Dériicii ve Girgin, 2001).

MCH( g / hiicre) = Hb(g/100 ml) x 10/ RBC(10 /mm)
MCH: Eritrositlerde bulunan ortalama hemoglobin (pg/hiicre)
Hb: Hemoglobin Miktari (g/100 ml)

RBC: Eritrosit Sayisi (10%mm?)

MHC (pg)=Hemoglobin x 10 / mm3’deki eritrosit say1s1

2.2.9. Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC)

MCHC (Ortalama eritrosit hemoglobin konsantrasyonu) degeri; eritrosit,
hematokrit ve hemoglobin degerleri bulunduktan sonra hesap edildi. MCHC, ortalama
eritrosit hemoglobin yogunlugunu vermektedir. MCHC degeri asagidaki formiil ile
hesapland: (Konuk, 1981; Imren ve Turan, 1985; Altun, 1996; Dériicii ve Girgin, 2001).

MCHC (g / 100 ml)= Hb (g / 100 ml) x 100/ Hct (%)

MCHC: Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu (g/100
ml)

Hb: Hemoglobin Miktari (g/100 ml)

Hct: Hematokrit Degeri (%)

2.2.10. Fagositik Oran ve indeks

Deneme grubu baliklar ile kontrol grubu baliklarin fagositik oran ve
indekslerini belirleyebilmek igin Anderson ve Jeney (1992)’in bildirdigi metot
uygulandi. Buna gore; koyun kirmizi kan hiicresi(SRBC) %3’liik gluteraldehit ile 17
saat fikse edilip kullanima kadar +4 °C ‘de saklandi. Kan 6rnekleri mikrotiter tabaklara

birakildi ve {lizerine fikse edilmis SRBC’nin %0.8 siispansiyonundan 1 ml ilave
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edildikten sonra 30 dakika inkiibe edildi. Her 6rnek i¢in bir damla alinip lam iizerinde
preparati hazirland1 ve kurutuldu. Daha sonra preparat Wright’s boyasi ile iki dakika
boyanacak ve distile su ile yikandi. Fagositik oran ve indeksin belirlenebilmesi igin 400
bliyiitmeli mikroskopta 100 I6kosit sayildi ve SRBC yutan hiicreler belirlendi.

Fagositik oran, sayilan 100 16kositte SRBC yutan hiicrelerin sayisi, indeks ise

SRBC yutan hiicrelerin 16kosite oran1 olarak hesaplandi.
2.2.11. Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)

Deneme grubu ile kontrol grubu baliklarin kanlarindan 50’ser mikron alinarak
lamellerin iizerine damlatildi. Bu lameller islatilmis bir kagit havlu ile nemlendirilen
petri kutusuna yerlestirildi ve laboratuvar sartlarinda 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Lameller Fosfat Buffer Tuzu ile yikanip kurutuldu. Bir lam tstiine 50 mikron %0.2
NBT soliisyonu hazirlanmig lameller bu soliisyona ters olarak kapatildi ve oda 1sisinda
20-30 dakika beklendikten sonra 400 biiylitmeli mikroskopta yapisan hiicreler sayildi
(Anderson vd., 1992; Siwicki ve Anderson, 1993).

2.2.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS 18.0 (SPSS
Inc.) paket programi kullanilarak, MANOVA tek yonlii varyans analizi, Homogeneous
Subsets testi uygulandi. Grafiklerin olusturulmasinda Excel 2007 programindan

yararlanildi.
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3. BULGULAR
3.1 Benzokain Uygulanan Gruplarin Hematokrit Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin hematokrit seviyelerinde asagidaki ortalama degerler

ve benzokain miktarlar aras1 ayrim tespit edildi (Tablo 3.1; Sekil 3.1.).

Tablo 3.1. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama hematokrit

degerleri.

Benzokain (mg/L) Hematokrit Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 22,0267+1,01510°
25 18,6900+1,02679%°
50 21,0600+0,96504°
75 26,0067+0,77835"
100 31,5067+0,51936°

X=+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

35

31,5067
30

26,0067

25 1
22,0267 21,06

20 18,69

Hematokrit Degeri %

0 T T T
kontrol 25 50 75 100
Benzokain miktalar: (mg/L)

Sekil 3.1. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin hematokrit ile

benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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3.2 Benzokain Uygulanan Gruplarin Lokokrit Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Lokokrit seviyelerinde asagidaki ortalama degerler

ve benzokain miktarlar arasidaki ayrim tespit edildi (Tablo 3.2; Sekil 3.2.).

Tablo 3.2. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Lokokrit

degerleri.
Benzokain (mg/L) Lokokrit Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 4,1233+0,05132°
25 4,0600+0,05568°
50 4,1700+0,08544°
75 5,0500+0,04000°
100 6,0767+0,03055°

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

7 A
6,0767
6 .
5,05
5 4
N
?: 4,1233 4,06 4,17
en 4
D
a
=<
Q
-
2 A
1 4
O - T T T T 1
kontrol 25 50 75 100

Benzokain mg/L

Sekil 3.2. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Lokokrit degeri

ile benzokain miktar1 arasindaki iliski.
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3.3 Benzokain Uygulanan Gruplarin Eritrosit Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Eritrosit seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi
(Tablo 3.3; Sekil 3.3.).

Tablo 3.3. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Eritrosit

degerleri.
Benzokain (mg/L) Eritrosit Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 1,0800+0,3606°
25 1,1067+0,1528°
50 1,1300+0,2000°
75 1,3267+0,1528"
100 1,4533+0,3512%

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

1,6 ~
1,4533

1,3267
1,08 1,1067 1.1 I
25 75 100

Eritrosit Degeri %
s o o 2ok
£ (op] (o] = [\ £
1 1 1 1 1 1

o
N
1

o

3
Kontrol 50
Benzokain mg/L

Sekil 3.3. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Eritrosit ile

benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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3.4. Benzokain Uygulanan Gruplarin Lokosit Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Lokosit seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi
(Tablo 3.4; Sekil 3.4.).

Tablo 3.4. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama Lokosit

degerleri.
Benzokain (mg/L) Lokosit Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 114,7000+1,71555°
25 115,6033+2,8184°
50 115,9000-+0,5000°
75 120,5433+0,4933°
100 122,6233+1,0017°

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

124 -
122,6233
122 -
120,5433
120 -
S
5 118 -
)gh
= 116 - 115,6033 1159
Z 114,7
Q
-
114 -
112 -
110 .

Kontrol
Benzokaln (mg/L)

Sekil 3.4. Benzokain’in ¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Lokosit ile

benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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3.5. Benzokain Uygulanan Gruplarin Hemoglobin Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Hemoglobin seviyelerinde asagidaki degerler tespit
edildi (Tablo 3.5; Sekil 3.5.).

Tablo 3.5. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda ortalama

Hemoglobin degerleri.

Benzokain (mg/L) Hemoglobin Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 6,7267+0,07638°
25 6,8567+0,10017°
50 6,9033+0,04041°
75 8,2033+0,06028"
100 8,7000+0,04583*

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

10 1
9 - 8,7
8,2033
8 4
_ 6,9033
S 7 6,7267 6,8567
k=
g ]
= 5 1
._g
=) 4 A
(=]
g
= 3]
2 4
1 4
0 T T T T 1
kontrol 25 50 75 100

Benzokain (mg/L)

Sekil 3.5. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Hemoglobin ile

benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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3.6. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlart uygulanan baliklarin Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) seviyelerinde
asagidaki degerler tespit edildi (Tablo 3.6; Sekil 3.6.).

Tablo 3.6. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit
Hacmi (MCV) degerleri.

Benzokain (mg/L) Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) (%)
X+SH
0 (kontrol) 220,2000+0,36056°
25 186,9000+0,07550°
50 210,6067+0,02517°
75 260,0067+0,37541°
100 315,0000+0,11358"

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

315
260,0067
220,2 2106067

200 186,9

150 -

100 -

0 T T T
25 75 100

Kontrol

w w
o a
o o
1 )

N

[on)

o
1

Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV) (%)
a
o

50
Benzokain (mg/L)

Sekil 3.6. Benzokain’in c¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama
Eritrosit Hacmi (MCV) ile benzokain miktar1 arasindaki iliski.
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3.7. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)

Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L.  dozlart uygulanan baliklarin  Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)
seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi (Tablo 3.7; Sekil 3.7.).

Tablo 3.7. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit
Hemoglobini (MCH) degerleri.

Benzokain (mg/L) Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH) (%)
X+SH
0 (kontrol) 67,2067+0,03055"
25 68,5000+0,57297¢
50 69,0033+0,12741°
75 82,0033+0,10786"
100 87,0000+0,12288°

X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

100 -
90 1 82,0033 i
80 |

70 |
60 -
50 -

67,2067 68,5 69,0033

40 A
30 A
20 -
10 ~

Ortalama Eritrosit Hemoglobini (MCH)
(%)

0 (kontrol) 25 50 75 100
Benzokain (mg/L)

Sekil 3.7. Benzokain’in c¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama
Eritrosit Hemoglobini (MCH) ile benzokain miktar1 arasindaki iliski.
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3.8. Benzokain Uygulanan Gruplarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini

Konsantrasyonu (MCHC) Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100
mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Ortalama Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu
(MCHC) seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi (Tablo 3.8; Sekil 3.8.).

Tablo 3.8. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Ortalama Eritrosit

Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC) degerleri.

Benzokain (mg/L) Ortalama Eritrosit Hemoglobini
Konsantrasyonu (MCHC) (%)
X+SH
0 (kontrol) 30,5100+0,7810°
25 36,6533+1,1240°
50 32,6867+1,9655
75 31,5300+1,41772
100 27,6133+1,2662°

X=+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata

40 1 36,6533
5 35 32,6867
88 30,51 31,53
50 30 - 27,6133
55
[«5]
£Q 251
T >
g 15
g e
g 10-
< <
5% 51
O T T T T 1
Kontrol 25 50 75 100

Benzokain (mg/L)

Sekil 3.8. Benzokain’in c¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Ortalama

Eritrosit Hemoglobini Konsantrasyonu (MCHC) ile benzokain miktar1 arasindaki iliski.
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3.9. Benzokain Uygulanan Gruplarin Fagositik Oran ve Indeks Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100

mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Fagositik Oran ve Indeks Degerleri seviyelerinde
asagidaki degerler tespit edildi (Tablo 3.9; Sekil 3.9.).

Tablo 3.9. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Fagositik Oran ve

Indeks degerleri.
Benzokain (mg/L) Fagositik Oran ve indeks Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 62,3267+0,4163°
25 62,4133+0,5859
50 62,4733+0,4933°
75 63,3333+0,4509%
100 63,3367+0,6658%
X+SH: Aritmetik ortalama; +: Standart hata
63,6 -
;\g 63,4 63,3333 63,3367
T 632
g
S 63
<
"]
E 62,8 -
2
= 6261 62,4733
g 62,4133
O 624 62,3267
=
2 62,2 -
&
= 62 -
61,8 T T T
25 50 75 100

Kontrol

Benzokain (mg/L)

Sekil 3.9. Benzokain’in gesitli derisimlerinin etkisinde kalan baliklarin Fagositik Oran

ve Indeks ile benzokain miktar1 arasindaki iliski.
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3.10. Benzokain Uygulanan Gruplarin Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre

Aktivasyonu) Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100

mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)
seviyelerinde asagidaki degerler tespit edildi (Tablo 3.10; Sekil 3.10.).

Tablo 3.10. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda Adherent Diizeyi

(NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu) degerleri.

Benzokain (mg/L) Adherent Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre
Aktivasyonu) (%o)
X+SH
0 (kontrol) 29,5867+0,8145

25 29,5233+0,4041°
50 29,6133+0,2082°
75 29,4900+0,5568"
100 29,5533+0,2517*

X=+SH: Aritmetik ortalama; +:

29,64 -
5 29,62
=

= 296
=

is 29,58 -
&< 2956 A
B3

B £ 2954 -
A

= & 2952 -
L >

SE 2051
| <

= 29,48 -
2

5 29,46
<

b 29,44 -

29,42

Standart hata

29,6133
29,5867
29,5533
29,5233
I 29,49
kontrol 25 I 50 I 75 I 100

Benzokain (mg/L)

Sekil 3.10. Benzokain’in g¢esitli derigimlerinin etkisinde kalan baliklarin Adherent

Diizeyi (NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu) ile benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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3.11. Benzokain Uygulanan Gruplarin Total Protein Degerleri

Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in letal olmayan 0 (kontrol), 25, 50, 75, 100

mg/L dozlar1 uygulanan baliklarin total protein seviyelerinde asagidaki degerler tespit
edildi (Tablo 3.11; Sekil 3.11.).

Tablo 3.11. Benzokain uygulanan deney ve kontrol grubu baliklarda total protein

degerleri.
Benzokain (mg/L) Total Protein Degerleri (%)
X+SH
0 (kontrol) 28,9267+0,1528™
25 28,8833+0,3055"
50 28,9067+0,3786™
75 28,9433+0,3055™
100 28,9633+0,2517°

X+SH: Aritmetik ortalama; +:

28,98 -
28,96 A
28,94 -
28,9267
28,92 A

28,9 A

28,88 A

Total Protein Degeri (%)

28,86 -

28,84

Standart hata

28,9633

kontrol

Sekil 3.11. Benzokain’in g¢esitli derisimlerinin etkisinde kalan total protein

28,9433
28,9067
28,8833 I
25 50 75 100

Benzokain (mg/L)

benzokain miktar1 arasindaki iligki.
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4. TARTISMA ve SONUC

Bu arastirmada; oncelikli olarak sazan baligina uygulanan Benzokain (ethyl
aminobenzoate)’in letal olmayan (25, 50, 75, 100 mg/L) dozlar1 segilerek 6rneklerin
kan ve serumunda meydana gelebilecek biyokimyasal degisimleri arastirildi.
Hematokrit ve Lokokrit, Eritrosit ve Lokosit, Hemoglobin, Fagositik oran, Adherent

diizeyi, MCV ve serum total protein degerleri incelendi.

Sazan balig1 ile yapilan bu ¢alismada Benzokain (ethyl aminobenzoate)’in 25,
50, 75 ve 100 mg/L derisilerin etkisinde kalan baliklarda mortaliteye rastlanilmamustir.
Anestezik maddenin derisimine, ¢esidine ve balik tlirtine gore degisiklik gdstermektedir
(Mattson ve Riple, 1989).

Baliklarin saglik kontrollerinde ilk bagvurulan hematokrit parametresi diizenli
olarak tayin edilebilmektedir (Siwicki ve Anderson,1993). Kandaki sekilli elemanlarin
plazmaya olan oranini ifade eder. Bu ¢alismanin amaglarindan biri de benzocainin
cesitli derisimlerin etkisinden kalan baliklarin hematokrit diizeyini saptamaktir. Kontrol
grubu dikkate alindiginda 25 ile 50 mg/L derisimleri hem kendi aralarinda hemde
kontrol grubu ile istatistiki ayrim gostermemistir. Ancak 75 ve 100 mg/L derisimler
istatistiki agidan 6nemli ayrima sahiptir. Bu bulgular 1518inda anestezik maddenin 100
mg/L ve bunun tizerindeki degisimlerinde hematokrit diizeyinin arttigi soylenebilir.
Ancak hematokrit diizeyi tiirden tiire degistigi gibi tiir i¢inde de farklilik gosterir.

Ayrica beslenme, mevsimsel ve cevresel faktorlerden etkilendigi de arastiricilar

tarafindan kabul edilmistir (Houston, 1997).

Lokokrit degeri Kontrol grubunda 4,1233; 25 mg/L 4,0600; 50 mg/L 4,1700; 75
mg/L 5,0500; 100 mg/L 6,0767 olarak olgilmistiir. Siwicki ve Anderson (1993),
kandaki 16kositlerin yiizde hacmini veren 16kokrit degerinin, baliklarin sagligi hakkinda
bilgi verdigini, normal kosullarda gokkusagi alabaliklarinda 16kokrit yilizdesinin 1-2
arasinda oldugunu belirtmigtir. Ancak bu calismada 16kokrit yiizdesi daha yiiksek
bulunmustur. Baliklarda hematolojik parametrelerin degisiminde balik tiiriiniin yaninda;
mevsim ve sicakligin, tireme donemi ve beslenme durumunun, balik biiyiikligi ve
agirhiginin, yasin, ayrica suyun tuzlulugunun, hastaliklarin, toksik maddelerin, agir

metal ve sanayi atiklari ile stres faktorlerinin de etkili oldugu bildirilmistir (Sandnes vd.,
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1988; Shakoori 1994; Pages vd., 1995; Knoph ve Throud 1996; Luskova 1997; Das ve
Mukherjee 2003).

Eritrosit degerleri (%) ortalamasi kontrol grubunda 1,0800; 25 mg/L 1,1067; 50
mg/L 1,1300; 75 mg/L 1,3267; 100 mg/L 1,4533 olarak Ol¢iilmiistiir. Benzokain
miktarlart arast ayrimi belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Cengizler ve
Sahan (Azizoglu) (2000)’nin Seyhan Baraj Golii ve Seyhan Nehrin de Yasayan Aynali
Sazan (Cyprinus carpio, Linnaeus, 1758)’larda yaptigi ¢alismada Eritrosit Degerleri
0,682428- 3,168142 arasinda degisim gostermistir. Ayrica Seker ve Akkan (2016).
Yilinda sazan baliklarinda yaptig1 calismada kontrol gruplarinda eritrosit degerleri 1,0 -
1,64 arasinda oldugunu belirledi. Bu c¢alismada elde edilen sonuglar ile benzerlik

gostermektedir.

Lokosit degerleri (%) ortalamasi kontrol grubunda 114,7000; 25 mg/L 115,6033;
50 mg/L 115,9000; 75 mg/L 120,5433; 100 mg/L 122,6233 olarak olglilmiistiir.
Benzokain miktarlar1 aras1 ayrimi belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Sazan
balig1 ve gokkusagi alabaligimin 2-fenoksietanol ile muamelesi sonucunda anesteziden
hemen sonra yapilan analizlerde l6kosit miktarinda 6nemli derecede artisin oldugu
rapor edilmistir (Velisek, 2007). Bu ¢alismada ise ozellikle 75 mg/L ve 100 mg/L
benzokain gruplarinda anesteziden sonra kontrol grubuna goére 6nemli dereceden artis

gorilmiistiir.

Hemoglobin degerleri (%) ortalamasi kontrol grubunda 6,7267; 25 mg/L 6,8567;
50 mg/L 6,9033; 75 mg/L 8,2033; 100 mg/L 8,7000 olarak olgiilmiistiir. Benzokain
miktarlar1 aras1 ayrimi belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Stres faktorii
olarak diisiiniilen enfeksiyon olusumunun baliklardaki kan parametreleri {lizerine olan
etkilerini belirlemek igin sazan baligi (Cyprinus carpio) anestezi (%25°lik
fenoksiethanol) edilerek kan ornekleri analizlerini yapmislar (Giileg ve Sahan 2009).
Elde edilen veriler kontrol grubu (5,16+0,20 g/dl) ile karsilastirildiginda hemoglobin
degerinin (6,7267+0,07638 g/dl) yiikseldigini belirtmislerdir. Bu arastirma sonuglart ile

bizim yaptigimiz caligma sonugclari ile benzerlik gostermektedir.

Eritrosit indeksleri (MCV, MHC, MCHC) hematokrit, eritrosit ve hemoglobin
yogunlugu ile iligkili olup eritrositlerin biiylikliigli veya capt hemoglobin miktarini

belirtir. Eritrosit indeksleri anemi tiplerinin tanisinda yardimci olur. MCV degerlerinin
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artmasi1 durumunda makrositer, azalmasi durumunda ise mikrositer anemi, MHC
degerlerinin artmasi durumunda hiperkrom, azalmasi durumunda hipokrom anemi
oldugu belirtilmistir (Naziroglu, 2001). Ortalama eritrosit hacmi (MCV) (%) ortalamasi
kontrol grubunda 220,2000; 25 mg/L 186,9000; 50 mg/L 210,6067; 75 mg/L 260,0067;
100 mg/ 315,0000 olarak Ol¢iilmiistiir. Benzokain miktarlari arasi ayrimi belirtmek
amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Ortalama eritrosit hemoglobini (MCH) (%)
ortalamasi kontrol grubunda 67,2067; 25 mg/L 68,5000; 50 mg/L 69,0033; 75 mg/L
82,0033; 100 mg/ 87,0000 olarak olgilmiistiir. Benzokain miktarlar1 arasi ayrimi
belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Analiz sonucunda 0 (kontrol) d, 25 mg/L
ve 50 mg/L ¢, 75 mg/L b ve 100 mg/L a harflerle gosterilen p<0,05 diizeyinde istatistik
ayrim vardir. Ortalama eritrosit hemoglobini konsantrasyonu (MCHC) (%) ortalamasi
kontrol grubunda 30,5100; 25 mg/L 36,6533; 50 mg/L 32,6867; 75 mg/L 31,5300; 100
mg/ 27,6133 olarak Ol¢iilmiistiir. Benzokain miktarlari arasi ayrimi belirtmek amaci
istatistiksel analiz yapilmistir. Bizim bu ¢alismamizda MCV ve MCH degerleri 100
mg/L Benzokain grubunda bir artis vardir. Makrositer ve hiperkrom anemi olma

ihtimali vardir.

Fagositosis, hiicreler yardimiyla istilact mikroorganizmalari i¢ine alan, 6ldiiren
ve daha sonra sindiren bir mekanizmadir. Fagositosis, hiicre ylizeyine partikiiliin
tutunmasi, bir fagozom olusumu ile bu partikiilii yutma ve daha sonra fagozom i¢inde
partikiiliin parcalanmas1 seklinde ii¢ temel asamada gerceklesir. Baliklarda fagositik
olan monosit/makrofaj ve graniilositler (nétrofiller ve bazi durumlarda eosinofiller)
antijenik partikiilleri etkisiz hale getirerek sindirebilen hiicrelerdir (Siwicki vd., 1985;
Ainsworth, 1992; Secombes ve Fletcher, 1992; Secombes, 1994). Baliklarda
fagositosisin, istilaci mikroorganizmalara karst savunmada rol oynayan Onemli bir
mekanizma oldugu kabul edilmektedir (Mac Arthur ve Fletcher, 1985). Fagositik oran
ve indeks degerleri (%) ortalamasi kontrol grubunda 62,3267; 25 mg/L 62,4133; 50
mg/L 62,4733; 75 mg/L 63,3333; 100 mg/ 63,3367 olarak Ol¢iilmiistiir. Benzokain
miktarlar1 aras1 ayrimi belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir. Yonar, (2002)
Siilfamerazin uygulanan gokkusagi alabaliginda fagositik aktivitenin istatiksel olarak
Oonemli olmayan bir artis gosterdigini bildirmistir. Bu calismada da benzer artig

belirlenmistir.
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Adherent diizeyi (NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu) (%) ortalamasi kontrol
grubunda 29,5867; 25 mg/L 29,5233; 50 mg/L 29,6133; 75 mg/L 29,4900; 100 mg/
29,5533 olarak Olcililmiistiir. Benzokain miktarlar1 aras1 ayrimi belirtmek amaci
istatistiksel analiz yapilmistir. Aydin, (2006) ve Sarithan, (2005) yaptig1 calismalarda
kontrol grubu ile diger gruplar arasinda fagositik aktivitede artis oldugunu belirlemistir.
Ancak bizim yaptigimiz c¢alismada gruplar arasinda istatistiksel olarak Onemli artis

gorilmemistir.

Ortalama total protein (%) ortalamasi kontrol grubunda 28,9267; 25 mg/L
28,8833; 50 mg/L 28,9067; 75 mg/L 28,9433; 100 mg/ 28,9633 olarak Ol¢iilmiistiir.
Benzokain miktarlar1 arast ayrimi belirtmek amaci istatistiksel analiz yapilmistir.
Yapilan bu c¢alismada benzokainin gesitli derisiklerinin etkisi altinda kalan deneklerin
serum protein diizeyleri arastirtlmistir. Kontrol grubu baz alindiginda denenen
derisiklerin tamaminda 6nemli kabul edilecek istatistiki ayrima rastlanmamuistir. Elde
edilen veriler anestetik madde etkisindeki baliklarin serumunda total protein diizeyinin
degismedigini gostermektedir. Bu bulgular daha 6nce yapilan ¢alismalar ile benzerlik
gostermektedir (Bourne, 1984; Lockhard ve Metner, 1984; Kocabatmaz ve Ekingen,
1984; Wilson ve Taylor, 1993).
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5. ONERILER

Benzokain (ethyl aminobenzoate) 25 mg/L ve 50 mg/L dozlar1 kullanildiginda
baliklarin hematolojik parametreleri {izerine olumsuz etkileri olmadigi belirlenmistir.
Ozellikler her anastezik madde igin optimal dozlar tercih edilmedir.

Baliklarin saglik kontrollerinde ilk basvurulan hematolojik parametreler diizenli
olarak tayin edilmesi gerekir. Bunu i¢in standart hematolojik yontemler belirlenmeli ve

rutin duruma getirilmelidir.
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OZGECMIS

Malatya ili Dogansehir ilgesine bagli Kurucaova kasabasi’nda 10.11.1976
tarihinde dogdum. Ilkdgrenimimi burada, orta 6grenimimi ise Siirgii kasabasinda
tamamladim. inénii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi’ne 1999 yilinda kayit yaptirdim
ve 2003 yilinda mezun oldum. indnii Universitesi 2003 yilinda tezsiz yiiksek lisansa
basladi ve 2004 yilinda bitirdim. Firat Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Temel
Bilimler Anabilim dali’nda 2009 yilinda Yiiksek Lisans’t basladim. Halen Temel
Bilimler Anabilim Dali’nda yiiksek lisansa devam etmekteyim.

Yiiksek Lisans 6grencisi
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