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Bu c¢alismada; levamisoliin gokkusagi alabaliginin (Oncorhyncus mykiss,
Walbaum) spesifik ve non spesifik savunma mekanizmalarina olan etkileri incelendi.

Arastirmada; afirhklan 99.35 — 215.95 g olan 60 adet gokkusagn alabaligi
kullamldi. Baliklara 5 mg kg’ levamisolun intraperitoneal uygulamasmndan sénra
kalpten alman kan da Hematokrit, Lokokrit, Glass-adherent NBT pozitif hiicre
aktivasyonu, Lokosit diizeyi, NBT aktivitesi, Nétrofil ve Monositlerin potansiyel
oldirme aktiviteleri, Fagositik aktivite, Myeloperoksidaz tiretimi, Immunoglobulin,
Lizozim ve Seroluplazmin aktiviteleri tespit edildi.

Calismada; Hematokrit, Lékokrit ve Immunoglobulin diizeylerinde, kontrol ve
deneme grubu arasinda farkliifin  olmadigi (p>0.05), ancak difer immun
parametrelerde artigin yiiksek oldugu ve kontrol grubu ile deney grubu arasinda anlaml
farklilik oldugu goriildii (p<0.05).

Anahtar kelimeler: Immunomodulasyon, Levamisol, Gokkusag: alabalig
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In this study, effects of levamisole on specific and non-specific immune
mechanisms of rainbow trout (0. mykiss) were examined . The mean weight of 60 fish
used in this study was 99.35 - 215,95 g.

After . injecting Smg kg’ levamisole intraperitonally, blood was taken from
hearth of fish and haematocrit, leucocrit, glass-adherent NBT positive cell activation,
leucocyte level, NBT activities, potential killing activities of neutrophyl and monocytes,
fagocytic activity, myeloperoxidase production, immunoglobulin, lysozyme and
ceruloplasmin activity were determined.

No differences were found at levels of haematocrit, leukocrit and
immunuglobulin between control and experimental groups (p>0.05). However, there
was considerable increase in other immune parameters and significant differences were

detected between control and experimental groups (p<0.05).
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1. GiRiS

Diinyadaki diger canlilarda oldufu gibi insanlar da metabolitik aktivitelerini
digaridan aldiklan1 besinlerden karsilamak zorundadirlar. Artan niifus yogunlugu ile
birlikte diinyanin bir ¢ok yerinde gida yetersizliginden dolay: olimler goériilmekte ve
oniimiizdeki yillarda bu durumun hzla artacagi bilinmektedir. Guniimiizde balik,
diinyanin besin ihtiyacimn énemli bir kismuni kargilamakta ve hatta mevcut yiyecek
sikintisina da kismi bir ¢6ziim olarak goriilmektedir. Bu nedente tiim diinyada intensif
kiiltiir balikgilidina verilen 6nem giin gectikge artmaktadir. Ancak geligen intensif kiltiir
balikgilifi uygulamalann ile birlikte balik hastaliklarn da gittikge sorun olmaya
baglamusgtir.

Balikgilik isletmelerinde herhangi bir nedenden dolay: meydana gelen ve 6nemli
ekonomik kayiplara neden olan bazi bakteriyel ve viral hastaliklara karst uygun bir
tedavi giiniimiize kadar geligtirilememigtir. Antibiyotik ve dezenfektanlarin sadece kisa
bir siire i¢in etkili olmas1 ve g¢evrede birikmesi gibi olumsuzluklara neden olmasi,
agtlarin  ise  tiim  hastaliklara  karst  kullamlabilirliginin = imkansizligy,
immunostimulantlarin balik hastaliklarinda koruyucu olarak kullamilmasini kaginilmaz
hale getirmistir.

Baliklanin non-spesifik savunma mekanizmalar;, konak¢i dokusunda hasara
neden olan- etkenleri ortadan kaldiran veya yayilmasim sinirlayan, enfeksiyonun
meydana gelmesini engelleyen ve enfeksiyona kars1 viicudun cevap vermesini saglayan
faktorlerin bir ¢ogunu igine almaktadir (Ellis, 1981). Immunostimulantlar bulasici
hastaliklara karsi baliklarin non-spesifik savunma mekanizmalarinda da olumlu bir
artiga neden olmaktadirlar. Dolayisiyla herhangi bir hastalik sirasinda immunostimulant
verilen baliklarda non-spesifik savunma mekanizmalan hizla devreye girer ve hastalik
baglamadan onlenmesine yardimc: olunabilir. immunostimulantlar, viicudun savunma
mekanizmasinda makrofajlan ve nétrofilleri kuvvetli bir sekilde uyarir ve non-spesifik
savunma mekanizmalarim harekete gegirir. Difer adjuvant karekterli maddelerle
kullamldifinda spesifik ve non-spesifik immun sistemi tamamen etkilemektedir (Arda
ve dig., 1994).

Farkli immunostimulantlarin ¢esitli baliklara degisik yollarla verildigi bir ¢ok
caligmada; hastaliklara karg1 miicadelede 6nemli bir etkiye sahip olduklari gézlenmigtir



(Olivier ve dig., 1985; Kitao ve Yoshida, 1986; Siwicki, 1987, Siwicki, 1989; Verlhac
ve dig., 1996; Findlay ve Munday, 2000; Findlay ve dig., 2000).

Immunostimulantlarin; notrofillerin fagositik faaliyetleri, serumda lizozim ve
lokosit seviyesi ile fagositik aktivite gibi immunolojik faaliyetlerin artigina neden
olmast bu maddelerin balik hastaliklarinda koruyucu ' olarak kullanilmasini
yayginlagtirmaktadir. Kiltiir balikgiliginda immunostimulantlarin enfeksiyonlara kars:
kullanilmas1 yeni bir uygulama olmasina ragmen ilerisi i¢in oldukga umut vericidir.

Bu aragtirmamin amaci; bir immunostimulant olan levamisoliin gokkusag
alabaliklarindaki stimulant etkilerini immunolojik testlerle belirleyerek literatiirdeki
boslugu doldurmaktir. Su iiriinlerinde immunolojik ¢aligmalarin hemen hemen yok
denecek kadar az oldugu ilkemizde, bu caligmayla levamisoliin infeksiyoz balik
hastaliklarinda koruyucu bir madde olarak kullanilabilirlii arastinldi. Dolayisiyla
kiiltiir balikgiliginda bu ve bunun gibi maddelerin kullanilmasiyla patojenlerden
kaynaklanan kayiplarin en aza indirilip, balik yetigtiriciligine katki saglanmasi
hedeflendi. ‘

Bu tez calismass; Firat Universitesi Arastirma Fonu (FUNAF) tarafindan 389 nolu

proje olarak desteklenmistir.



2. LITERATUR BILGiSi

Baliklarda, gok karmagik bir yap1 olan immun sistem iizerine yapilan galigmalar
yakin ge¢mise kadar ¢ok fazla degildi. Ancak son yillarda gelisen kiiltiir balikgihg ile
birlikte artan bahik hastaliklarina karg1 savunma mekanizmalar: 6nem kazanmig ve bu
konuda yapilan galigmalarin sayist bir hayli artmistir. Bu nedenle bir gok balik tiiriiniin
spesifik ve non-spesifik savunma mekanizmalan ile bu mekanizmalar iizerine etkili
immunomodiilator ilaglanin etkilerinin aragtirtldifs bir ok galigma birbirini izlemigtir
(Olivier ve dig., 1985; Kitao ve Yoshida, 1986; Chung ve Secombes, 1987; Siwicki,
1987; Siwicki, 1989; Baba ve dig., 1993; Sakai ve dig., 1993; Anderson ve Siwicki,
1994; Verlhac ve dig., 1996; Chen ve dig., 1998; Kakuta, 1998; Wahli ve dig., 1998;
Findlay ve Mundlay, 2000).

Balik yetigtiriciliini olumsuz bir gekilde etkileyen balik hastaliklarindan
korunmak amaciyla immunostimulantlarin kullamilmasi hakkinda diinyada bir ¢ok
aragtirma yapilmig olmasina ragmen iilkemizde bu alanda yalmzca bir galigmaya
rastlanilmigtir. Kubilay ve Timur (1997), Yersinia ruckeri bakterisine kargt gokkugag
alabaligs (Oncorhynchus mykiss)’nin antikor diizeyine FIA (Freund’s incomplete
adjuvant)’nin etkilerini gesitli aglutinasyon yontemleriyle tespit etmeye galigmuglardir.

Diinyada ise; bu alanda bir ¢ok aragtirmaci tarafindan ayrintili galigmalar
yapilmig ve oldukga onemli bilgiler elde edilmistir. Saccharomyces cerevisiae’nin hiicre
duvarlarindan elde edilen bir polisakkarit olan glucan ile B-1.3-glucan ve peptidoglucan’
gibi birgok tiirevinin gesitli baliklar {izerindeki etkileri aragtirma konusu olmustur
(Sakai, 1999). Glucan’in Atlantik salmonlara (Salmo salar) intraperitoneal olarak
verildiginde Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum ve V. salmonicida enfeksiyonuna
karst mortalitenin azaldifi ve balifin immun sisteminde olumlu bir artisgin oldugu
g6zlenmigtir (Robertsen ve dig., 1990). Sakai ve dig. (1992), gokkusag: alabaliklarina
intraperitoneal olarak verdikleri kitin ile ¥. anguillarum enfeksiyonuna kars: hiicresel
immunitenin, fagositik aktivite ve bébreklerde lizozim faaliyetinin artiy gosterdigini
bildirmiglerdir. Tavuk yumurtalariin fermantasyonu sonucu elde edilen ve
immunostimulatik karekterde olain EF-203 ile agilanan gokkusag: alabaliklarinda
Renibacterium salmoninarum’a karst baliklarin bobrek I6kositlerinde, NBT (Nitroblue

tetrazolium) yamtinda ve fagositik aktivitede yiikselme oldugu gozlemlenmistir (Sakai



ve dig., 1995). Makrofajlann ve B lenfositlerin faaliyetini artirmas1 gibi
immunostimulatik etkiye sahip Muramyl dipeptid (MDP)’in FCA (Freund’s complete
adjuvant) ile kangimin O. kisutch’larin Aeromonas salmonicida’ya kars1 direncini 47
kat arttirdify tespit edilmigtir (Olivier ve dig., 1985). Hardie ve dig. (1990; 1991),
vitamin C ve E’nin hiicresel ve humoral savunma sistemine olan etkilerini ortaya
koymuslardir.

Sentetik bir immunostimulant olan levamisol (Sakai, 1999) ile baliklar iizerine
yapilmig birkag ¢aligmaya rastlamlmaktadir. Siwicki (1987), sazan (Cyprinus carpio)
baliklarina oral yolla verdigi levamisoliin immunostimulatik etkilerini incelemis ve
fagositik faaliyetin, notrofil ve 16kosit diizeyinin, myeloperoksidaz ile serumda lizozim
aktivitesinin yiikseldiZini ortaya koymustur. Anderson ve Jeney (1992), 4. salmonicida
O-antijenine kars1 gokkugag: alabaliklarinin immun sisteminde levamisoliin humoral ve

hiicresel aktivitelerinin her ikisini de artirdigin bildirmiglerdir.
2. 1. Baliklarda immun Sistem

Viicudun ¢esitli patojen etkenlere karst kendini korumasi, hayatimi devam
ettirebilmesi i¢in zorunludur. Savunma mekanizmalarinin 6nemi enfeksiyonlarin ortaya
¢ikmasindan sonra daha iyi anlagilmaktadir. Balklar, bulunduklari ortam nedeniyle
hastalik yapabilme kabiliyetindeki bir ¢ok mikroorganizma ile her an kargilagsma riskine
sahip iken, bu karsilasmanin ¢ok az bir kisminda tehlikeli sorunlar ortaya ¢ikmaktadir.
Cunki; wvicudun savunma sistemi, Onemli bir belirti gostermeden patojc;,n
mikroorganizmay: etkisiz hale getirmektedir. Bu nedenle enfeksiyon yakalanma
olasilifinin gok yiiksek oldugu su ortaminda yagsamak zorunda olan baliklar igin patojen
mikroorganizmalara kargi viicudun gosterecegi direng biiyiik nem tagimaktadir.

Bir ¢ok aragtirmaci balifin immun sisteminin ¢esitli safhalarim inceledigi
¢aligmalarinda memeliler ile baliklarin bagigiklik sistemi arasinda biiyiik bir benzerlik
oldugunu bildirmiglerdir (van Muiswinkel, 1992; Heath, 1995; Vadstein, 1997, Sakai,
1999). Baliklar da, dier canhilarin bir ¢ogunda oldugu gibi spesifik ve non-spesifik
karakterde olan humoral ve hiicresel savunma mekanizmalarinin bir ¢oZunu
, igermektedir (Vadstein, 1997).



2. 1. 1. Baliklarda Non-spesifik Savanma Mekanizmalari

Baliklarda non-spesifik savunma mekanizmalar;, konakgida fizyolojik ve
morfolojik hasara neden olan etkenleri ortadan kaldiran, enfeksiyonun meydana geligini
engelleyen, olugmasim geciktiren veya viicudun cevap vermesini saglayan deri, mukus,
gastrointestinal bolge, fagositik hiicreler vb. gibi faktorlerin bir ¢ogunu igine almaktadir
(Ellis, 1981).

Baliklarda deri; keratin igermeyen epidermis hiicreleriyle yiiksek
omurgalilarinkinden farklilik gostermektedir (Ellis, 1981). Bir ¢ok patojenik
mikroorganizma saglam deriden gegememektedir. Saglam derinin epitel ortiisii
karg1 balifin ilk savunma sistemi olan deri ve solungaglarda mukus salgilanarak epitel
artigina gidilmektedir (Wandelaar Bonga, 1997). Bu epitel katmanin yaralanmamasi ve
bitiinligiiniin bozulmamas: gerekmektedir (Arda ve dig., 1994).

Mukus; antimikrobiyal sistemde komplementin olugmasi i¢in olduk¢a 6nemlidir.
Balik ile gevresi arasinda koruyucu bir tabaka konumunda olan mukus, ¢evrede patojen
mikroorganizmalarin goriilmesiyle tiim wviicudu kaplamaktadir (Ellis, 1981). Mukus
kivam olarak ¢ok yofun ve akigkan bir maddedir. Mikroorganizmalann igeri
girebilmeleri i¢in once bu mukus bariyeri gegmesi ve sonrada epitel hiicrelere temas
ederek onlara tutunmasi gerekmektedir. Mukoid tabakamin devamli hareket halinde
olmast mikroplarin hiicrelere direk temasiu zorlagirmaktadir (Arda ve dig., 1994).
Fiziksel ve kimyasal tahrigler ile enfeksiyonlara tepki esnasinda mukus salgisinin oram
artmaktadir, Derideki mukus komponentleri; antimikrobiyal sistemde onemli etkiye
sahip olmaktadir. Yakin gegmise kadar yapilan aragtirmalarda salmonlarin epitelial
hiicrelerinin gogebe davramiglart ve onlarin in vifro ortamda da fagositik ve yara
iyilestirici ozellikte olduklan ileri suriilmiigtiir (Dalmo ve dig., 1997).

Gastro-intestinal sistem; uzun bir slire yalmizca mikroorganizmalarin yagamlarini
devam ettirebilmeleri i¢in enerji ve doku yenilenmelerinde kullamlan temel maddelerin,
alnan besinlerden tretildigi bir organlar gurubu olarak bilinmekteydi. Fakat yapilan
aragtirmalar bu sistemin, bu ana gorevi yaninda canlinin yagamim tehlikeye sokacak
gesitli etkenlere kars1 korunmasinda da rol oynadigi ortaya koyulmugtur (istanbulluoglu,
1978). Gastro-intestinal bblge mikrobiyal invazyon igin bir bariyer gérevi goriir. Diigiik
pH’m etkisiyle gevredeki kuvvetli patojenlere karst midenin safra, tripsin ve pepsin gibi



enzimlerin salgilanmasi bu sistemin énemli gorevlerindendir (Ellis, 1981; Dalmo ve
dig., 1997). Salmonlarda ve diZer bazi balik tiirlerinde de, makro-molekiillerin
bagirsaklarda absorpsiyonu igin asil yerin bagirsaklarin posterior kismi oldugu
diisiinilmiigtir. Bagirsaklarda; immunoglobulinler, peroksidaz ve ferritin gibi makro-
molekiillerin absorpsiyon oramm tayin etmektedir. Balik larvalarmin olgunlagmamig
bagirsaklarinda proteinlerin, yetiskinlerin bagirsaklarinda ise B (1.3)-D-glucan gibi
immunostimulant karakterdeki makro-molekiillerin posteriér kisimda absorbe oldugu
ortaya konulmustur (Dalmo ve Seljelid, 1995; Dalmo ve dig., 1997).

Baliklarda non-spesifik savunma mekanizmalarinin en 6nemli faktorlerinden biri
de fagositik hiicrelerdir. Memelilerde makrofaj ve nétrofil olmak iizere baghca iki
fagositik hiicre tipi vardir. Makrofajlar bir ¢ok dokuda bulunmasina ragmen lenf
diigimleri, dalak ve karaciferde oldukga fazladir. Teleostlarda ise solungaglan igine
alan dokularda da bulunmasina ragmen kalbin atriumunda, dalak ve karacigerin
Reticulo-endothelial hiicrelerinde daha fazla bulunmaktadir (Ellis, 1981). Viicutta
humoral ve hiicresel savunma mekanizmalarinda ve diger immunolojik aktivitelerinde
direkt veya indirekt olarak onemli rolleri bulunan, myeloid sisteme ait ve mononiikleer
ozellikteki hiicreler olan makrofajlar balik ve diger omurgalilarda immun sistemin en
onemli elemam olarak goriilmektedir. Makrofajlar daha ¢ok, ayrilmig nukleuslariyla 1-
10 um boyutlarindaki partikiilleri yutacak giigtedir (Heath, 1995; Dalmo ve dig., 1997).
Her tiirlii yabanci partikiil yaninda viicudun 6lii ve hasta hiicreleri ile hiicresel artiklarini
yutarak viicuttan uzaklastirmaya galigirlar. Makrofajlar notrofillerden daha geg
fagositoza baglamalarina ragmen oOmirleri boyunca siirekli fagositoz yapabilirler.
Fagositoz olaymin bir devami olarak viicuda ilk kez giren yabanci maddeleri hiicre
icinde igleyerek immun sisteme sunma &zelligine sahiptir (Diker, 1998). Makrofajlarin
viicutta ¢ok yonlii bir igleve sahip olmas: (fagositoz, antijenlerin iglenmesi ve
sunulmasi, salgisal aktivite, tiimorisidal etkinlik vd.) bu hiicrelerin 6neminin ne kadar
fazla oldugunu gostermektedir. Fagositik hiicrelerin ikincisi notrofillerdir. Memelilerde
nétrofiller 6nemli fagositik hiicrelerden olup yangi olusumu sirasinda g¢ok hizli bir
sekilde meydana gelirler. Nétrofiller; baliklarda énemli bir granulopoetik organ olan
bobreklerde daha fazla bulunmakté, dalakta ise daha az goriilmektedir. Balik nétrofilleri
memeli nétrofillerine morfolojik ve histokimyasal boyama bakimindan benzerlik

gostermektedir. Baliklarda notrofillerin fagositik aktivitesi kesin olarak agiklanmig olsa



da celiskili ifadeler vardir (Ellis, 1977, 1981). Ellis (1976), Pisi balik (Pleuronectes
platessa)’larinda nétrofillerin karbon taneciklerini fagosite edemedigini bildirmigtir.
Ancak Finn ve Nielson (1971), gokkusag: alabahiklarinda deneysel olarak olusturulan
yara iltihaplanmasinda makrofajlarin ve notrofillerin fagositozunu kesin olarak
bildirmigtir. Fizyolojik ve patolojik bir isleme tabi tutulan omurgalilarin viicudunun pek
¢ok organ ve dokularinda fagositik hiicreleri bulmak miimkiindiir (Dalmo ve dig.,
1997).

Baliklarda non-spesifik hiicresel immunitenin yamnda, NK (Dogal Oldiiriicii
Hiicreler) hiicreleri, tripsin, lizozim, CRP (C-reaktif protein), seruloplazmin (Cp) ve
proteinaz inhibitorler gibi gesitli antimikrobiyal maddelerin non-spesifik humoral
savunma olusturdugu bilinmektedir (Dalmo ve dig., 1997).

Non-spesifik hiicresel bagisiklik kazandirma 6zelliinde olan NK hiicrelerinin
memelilerde sitotoksik ozellikte oldugu tespit edilmistir. Bu hiicrelerin kokenleri tam
olarak agiklik kazanmamakla birlikte lenfositlerin bir formu olarak diisiiniilmektedir.
Baliklarda da benzer hiicreler kesin olarak tamimlanmigtir. NK hiicreleri tatlisu
baliklarimin kan ve bobreklerinin normal hiicreleridir (Ellis, 1981). NK hiicreleri; tiimor
hiicreleri ve virusla enfekte olmug hiicrelere kars: sitotoksik etki gostermektedir. NK
hiicrelerinin antijene spesifiklik ve MHC (biiyiik doku uygunluk kompleksi) bagimlilig
yoktur. Bu nedenle NK hiicresi dogal bagigiklik kapsaminda etkinlik gosteren bir hiicre
olarak kabul edilmektedir. NK hiicreleri; sitotoksik T lenfosit hiicreleriyle hedef
hiicrenin arasinda fiziksel temas sonucunda olugan bir mekanizma ile yabanci hiicreleri
lize etme ozelligine sahiptir (Ellis, 1988; Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994).

Lizozim (Muramidase) ilk defa 1922 yilinda Micrococcus lysoidekticus tizerine
etkisi gosterilerek tammlanmigtir. Mukolitik enzim etkisi gosteren bazik bir proteindir.
Lizozim, 16kositler tarafindan salgilanmakta olup Gram pozitif bakterilerin hiicre
duvarlarindaki polisakkaritleri sekere indirgeyerek bakterilerin pargalanmasina ya da
par¢alanmadan &lmesine neden olur. Intraselliiler olarak Gram negatif bakterilere de
etkilidir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvarlanndaki peptidoglikan ve muramik asit
maddeleri en digtaki diy membran tarafindan korundugundan bunlara da lizozimin
komplementle birlikte etkisi vardlf. (Dalmo ve dig., 1997, Bilgehan, 1999).

C-Reaktif Protein, bir rastlanttya bagh olarak Strepfococcus pneumaniae
kapsiilinde bulunan C polisakkaritine baglanma ozelligi gosterdiginden bu ismi



almigtir. CRP her biri 21.500 kDa agirlifinda olan aym yapidaki bes alt {inite igeren
yaklagik 110.000 molekiil agirlifinda bir proteindir. Alt uniteler kiiresel yapida .olup
birbirlerine nonkovalent baglarla baglanarak dairesel bir sekil olusturmuslardir. C-
reaktif protein; bakterilere baglanarak, aym zamanda buraya komplementin tutunmasini
da saglar. Bu sekilde kaplanan (opsonize olan) bakteriler fagositler tarafindan daha
kolay fagosite edilir (Bilgehan, 1999). Memelilerde goriilen CRP ile serum amiloid
protein (SA) bazi balik tiirlerinde bulundugu kanitlanmugtir. Gokkusag alabaliklarinda
6n bobrek lenfositlerinin ve dig yiizeylerinin' CRP ile kaplandifi tespit edilmigtir.
Mitojenik (Konkavalin A ve LPS) stimulasyondan sonra CRP-pozitif lenfositlerin
yiizdelik orammmin yiikseldigi gozlenmistir. On bobrek fagositleri ve onlarin bakteri
reseptorleri ile fagositozda CRP’nin etkileri iizerine yeteri kadar bilgi yoktur (Dalmo ve
dig., 1997).

Apotransferrinler (apotransferrine iki demir iyonun baglamsgi); seruloplazmin ve
metallothionin (bakir, ¢ginko, kadminyum ve civa gibi metal iyonlarinin baglandigz) gibi
metal baglayici proteinler (Siderophilinler) bakterilerin biiyiimesini engeller. Biitiin bu
maddeler balikta tespit edilmigtirr Metallothioninlerin spesifik baglayicilan
makrofajlarin plazma membraninda solunum faaliyetinin hizlanmasim baglattig: ileri
stiriilmiigtiir. Apotransferrinler; Listeria monocytogenes gibi intraseliiler bakterileri i¢ine
alan patojenlere kargi, demirleri baglayarak antimikrobiyal 6zellik gosterirler (Dalmo ve
dig., 1997).

' aa- makroglobulin gibi maddeler balik serumundaki proteinaz inhibitérlerdir.
Proteinaz inhibitorlerin temel gorevi kan ve diger viicut sivilannmin hemostasisini
siirdiirmek ve komplement ile pthtilagma gibi mekanizmalarin hareketini dizenlemektir.
Bir ¢ok mikroorganizma ve parazit, konakg¢: dokularini ekstraseliiler sindirimle digariya
tasir. Proteinaz inhibitorler bunlarin baz: faliyetlerine kars1 koyabilirler. Immun sistemin
spesifik boliimii ile proteinaz inhibitorler arasinda antijen modulasyonu bakimindan bir
iligki oldugu ortaya konulmustur (Dalmo ve dig., 1997).

Bunlardan bagka baliklarda; sitokinler, interferon ve yaklagik yirmi serum
proteinin olusturdufu komplement sistem de non-spesifik humoral savunma

mekanizmasinda gérevlidir.



2, 1. 2, Baliklarda Spesifik Savunma Mekanizmalar

Baliklarda spesifik savunma mekanizmalarinin en Onemli elemanlarim
immunoglobulinler olugturmaktadir. B lenfositlerin bagkalasimi ile ortaya ¢ikan
immunoglobulinler antijenik uyarimlar sonucu viicutta plazma hiicreleri tarafindan
sentezlenen ve homolog antijenler ile birlegerek spesifik bir reaksiyon verebilen
glikoprotein karakterindeki molekiillerdir. Immunoglobulinler biitin memelilerin kan
sivisinda (plazmada) bulunur. Daha az miktarda dokularda hiicreler aras: sivilarda yer
alirlar. Kan veya plazma pihtilagtifinda serumda bulunurlar. Bu giin memelilerde IgG,
IgM, IgA, IgD ve IgE olmak tizere bes farkli immunoglobulin sinifi  bulundugu
bilinmektedir (Arda ve dig., 1994; Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994). Baliklarda ise bir
simif immunoglobulin kesin olarak teghis edilmigtir. Bu immunoglobulin memelilerde
makroglobulin veya IgM olarak isimlendirilen sinifa oldukga benzerlik gostermektedir
(Darson, 1981; Tizard, 1992; Scapigliati ve dig., 1999). Kikirdakli baliklarin
serumunda IgM’nin pentamerik (19 S) ve monomerik (7 S) formlari; kemikli baliklarda
ise tetramerik (17 S) ve monomerik formlan bulunmaktadir (Tizard, 1992).
Memelilerde bu sinif antikorlar genellikle plazma proteini olarak bulunurlar ve immun
yamitta tegekkiil eden ilk immunoglobulinleri olustururlar. Sonra daha kiigiik molekiil
olan IgG’nin olugmasma yardimer olurlar. Memelilerde IgM ile IgG serumda ve doku
araliklarinda bulunurken, IgA mukus ve siit sekresyonlarinda bulunmaktadir. Baliklarda
antikorlar ise serumda, doku sivilarinda, sindirim kanalinda, deriden ve solungaglardan
salgilanan mukus i¢inde bulunmaktadir. Teleost baliklarda bulunan IgM’nin diginda,
hiperimmunize edilmis havuz baliklarinda (Carassius carassius) 1gG benzeri (Roberts,
1978); Avusturalya cadi baliklaninda (Myxinidae) ise molekiil agirligi 118 kDa olan ve
IgN adi verilen IgM benzeri ikinci bir immunoglobulinin olabilecegi bildirilmigtir
(Tizard, 1992).

T lenfosit populasyonu T yardimecr klonlarinin yam sira hiicreler arasi
bagisikliktan (Cells mediated immunity, CMI) sorumlu klonlara da sahiptir. immun
yamtin bu boliimi genis bir sahay1 igine alir ve viicudu istila eden mikroorganizmalar
fagosite ederek sindirmek suretiyle viicudun non-spesifik koruma mekanizmasini
olugturan makrofajlarin teminini saglar. Primer antijen stimulasyonunda T lenfosit

klonlar1 CMI’da rol alan oldiirticti, supresér ve lenfokin treten hiicreler gibi farkh
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fonksiyonel hiicrelere doéniigir. Bu hiicrelerde, spesifik hiicresel  bagisikligin
yiiriitiilmesinden sorumludurlar (Ellis, 1988).

2. 2. immunestimulantlar

Immunostimulasyon, immunostimul'ant verilen bir organizmanin immuniter -
sistemini uyarmaktan ibaret uygulama olarak tammlanmaktadir (Arda ve dig., 1994).
Immunostimulasyon konusuna ilgi 6zellikle insan hekimliginde; otoimmun hastaliklan,
AIDS ve kanser tedavisi ile transplantasyon teknolojileri sahalarinda, immunostimulator
etkili ajanlarin kullanilmalarinin gergeklesmesi bu maddelerin kullammim bir hayli
artirmigtir. Buna ragmen immunostimulatik etkili ilaglarin o6zelliklerinin ve etki
mekanizmalarinin tam olarak bilinmemesi (Erganis ve Kaya, 1990; Anderson, 1992), bu
maddelerin Su Uriinlerinde kullanimini simrlt kilmugtir.

Bakteriyel ve viral enfeksiyonlar zincirleme olarak organlara ait bir reaksiyonu
yuritiirler. Bu gibi enfeksiyonlar uzadikga organizmanin immun yaniti zayiflar.
Organizma akut enfeksiyon olaylarinda reaksiyonel faktorlerin gogalmasini harekete
gecirir. Bazi hallerde uyarilmig olan organizma reaksiyonlarin meydana gelmesine
yardim eder ve bu reaksiyonlarin olugmasimi kolaylastirabilir. Organizmada bu uyarimi
immunostimulantlar ve adjuvantlar kullanilarak  harekete gegirmek miimkiindiir.
Organizma, yapilacak olan bu uyarimin etkisine bagh olarak gerek antikorlar tarafindan
olusturulan humoral ve gerekse selliler yolla spesifik ve non-spesifik olarak immun
cevabin uyarilmasina tepki gosterir (Arda ve dig., 1994).

Halihazirda piyasada bulunan pek ¢ok immunostimulant madde rastlantisal
olarak bulunmug olup, sagitimsal uygulamalarda spesifik etki gostermeleri nedeniyle
sinirli bir klinik uygulamaya sahiptir. Cogu balifin kisa yagam siiresine sahip olmas: ve
immun sistemlerinin karmagiklif1 nedeniyle patojenlere kars: spesifik cevabin olugmasi
i¢in siirenin kisa olusu (Siwicki ve Anderson, 1993), immunostimulant kullanimi i¢in
bir dezavantaj olarak goriilmekteyse de, son yillarda kullamlan immunostimulant
ilaglarin bir ¢ou ile yapilan c¢aligmalarda spesifik ve non-spesifik savunma
mekanizmasinin her ikisini de artirdiklan ispatlanmigtir (Jeney ve Anderson, 1993 b;
Siwicki ve dig., 1994).

Enfeksiyoz etkenlere karsi organizmamn direncini artirmak amaciyla kullamlan

immunostimulant maddeler ile tiim bulagici enfeksiyonlarda mortaliteyi azaltmak
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miimkiin degildir. Baliklarda immunostimulantlar Streptococcus, Vibrio anguillarum,
Aeromonas salmonicida gibi bakteriyel; Infeksiyoz Hematopoetik Nekrozis (IHN) gibi
viral, Ichthyophthirius multifiliis gibi paraziter enfeksiyonlara karsi direnci
artirabilmektedir. Immunostimulantlarin; Viral Hemorajik Septisemi (VHS) gibi birkag
viriis enfeksiyonuna ve Cytophaga gibi bakteriyel enfeksiyonlara kars1 pozitif etkileri
bildirilmemigtir (Sakai, 1999).

Immunostimulantlar gerek gen¢ ve gerekse yetigkin hayvanlarda koruyucu ve
sagitict  olarak kullamlmistr (Arda ve dig., 1994). Baliklarda yapilan
immunostimulasyon ¢aligmalarinda da yavru ve anag¢ baliklarin immunostimulantlarla
bir ¢ok patojen mikroorganizmaya kargi immunizasyonu saglanmis ve bu etkenlere
kars1 koruyucu ve sagitici etkileri ispatlanmigtir (Kitao ve dig., 1987; Siwicki, 1987;
Jeney ve Anderson, 1993 c; Sakai ve dig., 1993).

Immunostimulantlar baliklarda yalnizca bazi enfeksiyonlara karsi spesifik ve
non-spesifik  savunma  mekanizmalanm1 = artirmamaktadr. Aym  zamanda
immunostimulantlar ile biiyiimeyi etkileyen etkenler arasinda bir iligkinin oldugu
bildirilmigtir. Baliklarin yumurta dokiimii sirasinda seks hormonlarimn etkisiyle immun
sistemde bir zayiflama gorillmektedir. Yumurta dokiimii sirasinda meydana gelecek
olan bu zayiflik immunostimulantlarin kullamimasiyla giderilebilir (Sakai, 1999).

Immunoloji konusunda yapilan aragtrmalar degerlendirildiginde, diger
konularda oldugu gibi immunolojik immunostimulantlarin gelistirilmesi ve daha genis
" amagh kullanilmalan: bilimsel geligmeye paralel olarak artmakta ve klasik yontemlerden
vazgegcilerek daha c¢ok sayidaki yeni teknikler ve yeni Uriinler uygulama alanina
sokulmaktadir.  Arastirmalar, balik immunostimulantlarimin  kullanmilmasi  ve
kullanmmminin yaygnlagtirilmasinin bu sanayi kolunun gelismesinde olumlu bir etkiye

neden olacagimi gostermektedir.

2.2.1. Levamisol

Levamisol kimyasal formiili 1-2,3,5,6-tetrahydro-G-pnenylimidazo (2,1-b)-
thiazole olarak bilinen bir imidazol bilegigidir. Levamisol bir tetramizol izomeri olup 20
yili agkin bir siiredir insan ve nihﬁnantlarda genig spektrumlu antihelmintik olarak
kullanilmaktadir ( Erganig ve Kaya, 1990; Anderson, 1992; Tizard, 1992; Anderson ve
dig., 1997, Sakai, 1999).
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Levamisoliin antijenle birlikte veya antijenlerden sonra verildigi durumlarda
primer antikor iretiminde bir baskilanma oldugu gozlenmistir. Ancak sekonder immun
cevapta bir artiy olduBu tespit edilmistir (Ellis, 1988; Erganis ve Kaya, 1990).
Antijenlere karsi direngte ve T-hiicre aktivasyonunda oldukga etkilidir. Bu nedenle
levamisol interferon iiretiminin ve makrofajlarda FcR aktivitesinin artirilmasinda
onemli rol oynar (Tizard, 1992; Anderson, 1992; Anderson ve dig., 1995).

Insanlarda melanom, brankogenik kanser, brucellosis, tekrarlayan iist solunum
yolu enfeksiyonlari, leprosi, tekrarlayan genital kanal herpes virus ve Staphylococcal
enfeksiyonlarda olumlu sonuglar vermektedir (Gokge ve dig., 1998). Sit sifircilig:
yapilan igletmelerde siit ineklerinde geng buzagilanin yetigtirilmesinde levamisoliin
biiyiik yararlari oldugu bildirilmistir (Arda ve dig., 1994). Gokge ve dig., (1998),
Levamisoliin koyun ¢igeginin sagaltiimasinda kullamlmasinin etkilerini inceledikleri bir
calismalarinda, hastah@in sagitilmasi ve korunmasinda levamisoliin etkili oldugunu
tespit etmiglerdir.

Cesitli aragtirmacilar parazitik enfeksiyonlarda levamisol uygulamasini tavsiye
etmektedir. Traschewski ve di3. (1988), 1mg It dozdaki levamisol banyosunda bir saat
bekletilen Avrupa yilan baliklarinda Anguilla crassu nematoduna kars1 etkili sonuglar
almislardir. Parazite kargi uygulanan levamisol baliklarda hipodermis, kas hiicrelerinde
stoplazmik pargalanma, barsak duvarinin yaygin hasari, telafisi miimkiin olmayan
vakuolizasyon sonucu parazitin 6limii gorilmiistiir.

Levamisoliin tek bir dozu antifungal olarak da etkilidir. Prost ve Sopinska
(1991), sazan fingerlinglerine bir saat boyunca 1mg mil! dozdaki levamisol
uygulamasinin Saprolegnia enfeksiyonuna karst olumlu etkilerini belirlemiglerdir.
Levamisol uygulamalari sazan fingerlinglerinin bilylimesini artirmakta ve dogal
mortalite kayiplarini en aza indirmektedir (Anderson, 1992).

Antihelmintik, antiprotozoan ve antifungal olarak aragtinimig olan levamisoliin
baliklarda immunostimulant olarak kullanlmasi konusunda herhangi bir geligki
bulunmamaktadir (Anderson, 1992). Diger bir ¢ok immunostimulant maddelerde
oldugu gibi sentetik bir immunostimulant olan levamisol (Sakai, 1999) ile baliklarin
immun sistemine etkileri ﬁzeﬁne birkag caliyma yapilmistir. Oncorhynchus
kisutch’larda levamisol ve Freund’s tam adjuvant kangiminin enjeksiyonundan sonra

Aeromonas salmonicida bakterisine karg1 balikta direncin arttig1 gozlenmigtir (Olivier
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ve dig., 1985). Ayrica levamisoliin intraperitoneal enjeksiyonu ve oral yolla verildigi
sazan baliklarinda fagositoz ve myeloperoksidaz faaliyetinin arttif, lokosit sayisinda ve
kan serumundaki lizozim seviyesinde de bir artmanin oldugu tespit edilmistir (Siwicki,
1987; 1989).

Levamisoliin baliklardaki etkisi doza, uygulama zamanina ve bali§in durumuna
bagl olarak degisir. Anderson (1992), Yersinia ruckeri — O antijenlerine kars1 spesifik
ve non-spesifik savunma mekanizmalarimn stimulasyonu ig¢in 5 mg kg! levamisol
enjeksiyonunun uygun oldugunu; yiikksek dozun immunosupresif, diisiik dozun ise
diizensiz direnis gosterdigini bildirmigtir. Baba ve dig. (1993), 24 saat stireyle 10 mg 1t
levamisol banyosuna daldirilan sazanlarda Aeromonas hydrophila bakterisine karsi
fagositik hiicrelerin faaliyetinin yiikseldigini ifade etmiglerdir. Siwicki ve dig. (1990),
ise disik ve yiksek levamisol dozunun Yersinia ruckeri’ye karst dalakta antikor
iiretimine uyarict bir etkiye sahip olmadifimi ispatlamglardir. Yapilan cgaligmalarda
levamisoliin optimal dozunun 3-5 mg kg™ canl agirlik oldugu gorilmektedir.

Levamisoliin immunostimulatér olarak uzun siireli kullamldifi hastalarda
agraniilositozis goriilmektedir. Bundan bagka 6nemli bir yan etkisine rastlanilmamgtir (

Erganis ve Kaya, 1990).
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3. METARYAL VE METOT

Aragtirmada kullanilan agirliklar 99.35 — 215.95 g ve boylar1 20.77 — 27.13 cm
arasinda olan toplam 60 adet Gokkusagi alabalifi (Oncorhynchus mykiss) yerel bir
isletmeden temin edildi. Calisma Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklari Labaratuarinda gergeklestirildi.

Baliklar her grupta esit sayida olmak wizere, elektrikli hava filtre ve motorlartyla
diizenli olarak havalandirilan fiberglas teknelere yerlestirildi (Foto 3.1). Baliklara
levamisol enjekte edilmeden énce 1 haftalik bir adaptasyon siiresi uygulandi. Baliklar
calisma boyunca ticari bir alabalik yemi (Pnhar No: 4) ile giinde iki kere alabildikleri
kadar yemle beslendi. Caligma strasinda su sicakligt ortalama 16 °C olarak tespit edildi.

Adaptasyon siiresi sirasinda baliklar 50 ppm’lik benzocaine solisyonunda
bayiltilip (Ingebrigtsen ve dig., 1993), tim biyometrik olgiimleri yapildi. Bu stire
sonunda baliklar tekrar anestezi edilerek 1. grup baliklara (kontrol) 0.2 ml PBS
(Phosphat buffer saline, pH: 7.2), I grup baliklara ise 5 mg kg levamisol
intraperitoneal yolla pelvik yiizgeglerin anterioriinde iki yiizgecin ortasindan (Akhlaghi
ve dig., 1993) enjekte edilip deneysel gruplar olugturuldu.

Levamisoliin gokkusag: alabaliklarinin immun sistemi tzerine etkileri 3, 7, 10
ve 14. giin sonunda anestezi uygulanarak alinan kan ornekleri ile tespit edilmeye

caligildi. Baliklardan kan érnekleri kalpten heparinli bir siringa yardimiyla alind1.

Foto 3.1. Denemede kullanilan tankmn goriiniisii
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Caligmada kullanilan kimyasal maddelerin tamami Sigma Chemical Company
(St, Louis, MO, USA)’den temin edildi.

Caligmada elde edilen verilerin degerlendirilmesi igin Rutin istatistiksel metotlar
ve Minitab istatistik programi kullanildi. Gruplar arasinda farkliligin olup olmadigt #-
student testi, zamana bagh degisim ise varyans analizi ile test edildi.

Levamisol’in gokkusagi alabaliginin immun sistemine etkilerini belirlemede

kullantlan immunolojik ve serolojik testlerin uygulanis sekli asagida agiklanmustir.

3.1. Balik Kaminda Hematokrit ve Lokokrit Diizeyleri

Kontrol ve deneme grubu baliklarina levamisol enjeksiyonundan sonra
baliklardan alinan kan ile hematokrit ve lokokrit degerleri mikrohematokrit metoda gore
belirlendi. Buna gore; heparinli hematokrit kapillar tiiplerin 2/3’i kan ile dolduruldu ve
tiplerin bir agz1 bunzen-bek alevinde kapatilarak mikrohematokrit santrifijde 12.500
rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hematokrit ve lokokrit yiizdesi 6zel skalada okundu
(Siwicki ve Anderson, 1993; Kakuta, 1998).

3.2. Adherens / NBT Testi (Glass-adherent NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)

Adherens testi Anderson ve dig. (1992), ile Siwicki ve Anderson (1993)’nun
bildirdikleri metoda gore yapildi. Buna gore; iki lamel iizerine birer damla (50 pl) kan
damlatildi ve bir 1slatilmig kagit havlu ile nemlendirilmis petri kutusuna yerlestirildi.
Notrofil ve monositlerin cama yapismalari igin oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edildi. Lameller dikkatlice alinarak bir pipet yardimiyla PBS ile yikandi ve bir kagt
havluyla kurulandi. Lamel, bir lam tizerine 50 pl damlatilmig % 0.2 NBT (Nitroblue
tetrazolium) iizerine kapatildi ve 20-30 dakika inkiibe edilerek 400 biyiitmeli
mikroskopta sayildi. Mavi boyali hiicreler ve yapisan hiicreler sayilarak, levamisol
enjekte edilmis baliklar ile, PBS enjekte edilmis kontrol baliklarindan elde edilen
sayilar kargilagtirildi.

3.3. Hemositometre ile Hiicre Saymm (Lokosit Diizeyi)

Kandan lokosit hiicre hesaplamasi igin baliktan alinan hiicre konsantrasyonu,
ornek sayist ve zamana bagli olarak, 1:20 oraninda PBS ile seyreltildi. Minimum hticre

siispansiyonu Hemositometre’nin kaplama cami altina damlatildi ve 1 dakika igin
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dagilmasi beklendi. Her bir 4 biiyiik kare (16 kiigiik kareden olusan) de toplam lenfosit
sayist belirlendi ve 50 ile garpilarak 1 ml ornekteki say1 belirlendi. Baz1 nétrofilleri
gormek zor oldugundan Trypan mavisi kullanilarak 6l ve canli hiicreler birbirinden

ayirt edildi (Jeney ve Anderson, 1993 b; Siwicki ve Anderson, 1993).

3.4. Nitroblue Tetrazolium (NBT) Aktivitesi-Spektrofotometrik Test (Notrofil
Oksidatif Radikal Uretimi)

NBT kullanilarak O, radikalleri spektrofotometre ile tespit edilebilir. Bunun
igin; mikrotitir tabaklara 0.1 ml kan konuldu ve esit miktarda % 0.2 NBT soliisyonu
ilave edildi. Oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. NBT-Kan siispansiyonundan 50
pl alindi ve 1.0 ml N, N-dimetyhl formamide igeren cam tiipe ilave edildi. Cam tiip
3000 x g’de 5 dakika santriifiij edildi. Ustteki tabaka alindi ve 1 mI’lik kiivette 540 nm
veya 620 nm’de spektrofotometrede okundu (Siwicki ve Studnicka, 1987; Siwicki ve
Anderson, 1993; Siwicki ve dig., 1994).

Burada kaybolan deger soyle hesaplands;

Absorbans x 4 = mg NBT formazan / 1 ml Kan

3.5. Balikta Notrofil ve Monositlerin Potansiyel Oldiirme Aktiviteleri

Baliklarda nétrofil ve monositlerin potansiyel 6ldiirme aktivitelerini belirlemede
su metot kullanildi. Mikrotitir hiicrelere 0.1 ml kan ve 0.1 ml EMEM-0.1 (Eagles
minimal essential media, % 0.1 fetal calf sera’li) konuldu. Hiicrelerin plastik ylizeylere
yapismasi igin mikrotitir tabaklar oda sicakliginda 1-2 saat inkiibe edildi. Ustte kalan
kisim ve yapigmayan hiicreler bosaltildi ve 1 x 10° Yersinia ruckeri hiicreleri igeren
NBT (PBS de % 0.2) soliisyonu ile dolduruldu. Mikrotitir tabaklar, yapisan hiicreler ile
bakteri kontaminasyonu igin 5 dakika hafifce sallandi. Oda sicakliginda 30-60 dakika
inkiibe edildi Ustteki kismi ve yapigmayan bakteriler uzaklastildi ve % 100 metanol
ilave edilerek, 2-5 dakika inkiibe edildi. Plateler % 70’lik metanol’e 3-4 defa daldirilds,
hava ile kurutuldu ve spektrofotometre de 620 nm’de okundu. Spektrofotometrede
okurken; formazon 120 pl 2M KOH ilavesiyle ¢oziildii ve tizerine 140 pyl DMSO
(Dimethyl sulfozoide) ilave edildi ve 2 dakika karigtirildi (Siwicki ve Anderson, 1993;
Siwicki ve dig., 1994).
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3.6. Balikta Fagositik Aktivite

Fagositik aktivite; fagositik hiicreler, kan noétrofilleri, monositler ve doku
makrofajlan dahil partikiillerin fonksiyonel yiikseltgenmesiyle belirlendi. Buna gore su
islem yapildi. Mikrotitir tabaklara 0.1 ml hiicre siispansiyonu konuldu ve PBS’de
bekletilmis 0.1 ml Staphylococcus ssp. (1x107) ilave edildi. Bakterilerin lokositlerle
kontaminasyonu igin bir pipetle kanstirildi ve oda sicakhiginda 20 dakika inkiibasyona
birakildi, Daha sonra bir lam iizerine bu siispansiyondan 5 pl konuldu ve kan
srneklerindeki gibi slayt yapildi. 5 dakika etilalkol (% 95) ile fikse edildi. Giemsa (% 7)
ile 10 dakika boyandi ve 100 hiicre okundu. Bakterisiz fagositik hiicre sayisi, aktif hiicre
yiizdesi igin bakterili olanlarla kargtlagtirild: (Siwicki, 1989, Siwicki ve dig., 1990;
Siwicki ve Anderson, 1993).

3.7. Balik Hiicrelerinin Myeloperoxidas (MPO) Uretimi

Myeloperoksidaz aktivitesinin olgiilmesinde su metot kullanildi. 5 pl hiicre
eriyigi lam tizerine damlatildi ve kan frotisi yapar gibi cam iizerine yayildi Oda
sicakliginda 5 dakika igin kurumaya birakilir. Daha sonra Sigma Kit 390-A (Sigma
Chemical CO., St. Louis, MO) kullamlarak su islemler yapild. Slayt
ethanol/formaldehyde solusyonunda 30 saniye bekletildi ve musluk suyunda 2 dakika
yikanarak kurutuldu. 1:10 Trizmal 6.3 Buffer 50 ml seklinde sulandirilarak su
banyosunda 37 °C de bekletildi. Kullanmadan once, 1 sise peroxidase indikator ayiract
ve 0.2 ml % 3 Hidrojen Peroksit, on 1sitilmis Trizmal Buffer ailave edildi. Slayt 37 °C
su banyosunda ve karanlikta peroxidase indikator ayirag solusyonunda 30 dakika igin
fikse edildi. Slayt az akan musluk suyunda 15-30 dakika yikandi. Pozitif hiicreler
(koyu boyanan hiicreler) sayildi (Siwicki ve Anderson, 1993; Siwicki ve dig, 1994;
Sigma, 2000).

3.8. Balik Plazmasmda Toplam immunoglobulin

Plazmada toplam immunoglobulin analizi, aminoasitlerde azot miktarint
belirleyen Biuret metoduna dayandirilarak yapild. Ancak metodu uygularken, ilk olarak
immunoglobulinler Glikopolietilen glikol ile ¢okturilerek plazmadan ayrildi ve geriye
kalan iist kisim okundu. Bu degerden, toplam immunoglobulini bulmak igin toplam

protein gikarildi. Toplam protein diizeyini bulmak igin Kwapinski (1965)’nin bildirdigi
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metod modifiye edilerek kullanildi ve plazmadaki immunoglobulin miktarin1 bulmak
i¢in su gekilde devam ettirildi. Kan 5 dakika 1000 x g’de santrifiyj edildi. Mikrotiter
tabaklara 0.1 ml plazma konuldu. Uzerine deiyonize suda bekletilen % 12’lik polietilene
gilikol’dan 0.1 ml ilave edildi ve oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. 5000 x
g’de 10 dakika santrifiiji miiteakip iistte kalan tabaka alindi ve mikrometod igin
inkiibasyon ile 2 kere seyreltilmis 10 Ug protein solisyonu kullanildi. Protein
konsantrasyonu belirlendi. Siipernatanttan okunan protein polyethylene glycol ile
absorbe edilen protein miktarin1 vermektedir (Siwicki ve Anderson, 1993; Siwicki ve

dig., 1994).

3.9. Balhk Plazmasinda Lizozim Aktivitesi

Lizozim kanda bakterileri pargalayan 6nemli bir enzimdir. Balik kaninda lizozim
aktivitesini tespit etmek igin su yontem uygulandi. Kan 5 dakika 1000 x g’de santrifiij
edildi. Test tiipiine 0.1 ml plazma kondu ve PBS ile 1:1 oraninda seyreltildi. 450 nm’de
konsantrasyon belirlendi ve 0.5 ml Micrococcus lysoidecticus siispansiyonu ilave edildi.
Bakteri lizis kinetigi, bakteri karigtirildiktan hemen sonra 1, 2, 3 ve 30 dakika sonra
okunarak takip edildi (Studnicka ve dig., 1986; Grinde, 1989; Siwicki ve Andenson,
1993; Siwicki ve dig., 1994).

3.10. Balik Plazmasinda Seruloplazmin Aktivitesi

Seruloplazmin kanda bakir tasgmmasindan sorumlu bir a-globulin maddesidir.
Plazmada bulunusu bakir konsantrasyonuna baglidir. Bu durum spektrofotometre ile
analizini kolaylagtirmaktadir. Seruloplazmin aktivitesinin tespitinde su metot
uygulanmugtir. Kan 5 dakika 1000 x g’de santrifiij edildi. Su banyosunda 24 °C’de
tutulan 2 test tiipiine 0.5 ml buffer substrate (Asetat tamponda taze hazirlanmis % 0.1 P-
Phenylenediamine) soliisyonu kondu, iizerine 0.05 ml plazma ilave edildi ve 37 °C’de
15 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra test tiiplerine 2.5 ml sodyum azid (% 0.02)
ilave edildi. Kontrol tiiptine 0.05 ml serum ilave edildi ve her iki tiipiin igerigi iyice
kanistinldi. Dalga boyu 540 nm’de test absorbans: kontrole karst belirlendi (Siwicki ve
Studnicka, 1986; Siwicki ve Anderson, 1993). Seruloplazmin aktivitesi su formiille
hesaplandi: Absorbans x 349 = Uluslararas: Unite (IU) / 1.910 % mg Seruloplazmin
aktivitesi.



4. SONUCLAR

4.1. Balik Kaninda Hematokrit ve Lokokrit Diizeyleri

Deneysel grup ile kontrol grubu baliklarinin hematokrit ve lokokrit degerleri
Tablo 4.1°de verilmistir. Intraperitoneal olarak levamisol uygulanan baliklar ile PBS
enjekte edilmis (Foto 4.1) kontrol grubu baliklarin kalplerinden alinan kan (Foto 4.2)
ile yapilan hematokrit ve l6kokrit testleri sonunda gruplar arasinda bir farkliligin
olmadig tespit edildi (p>0.05). Ancak yine de levamisol ile immunizasyon saglanmis
baliklarin hematokrit ve lokokrit degerlerinin kontrol grubundan daha fazla oldugu
gozlendi. Levamisol uygulanan baliklarda en yiiksek hematokrit diizeyine uygulamanin
14. giiniinde; lokokrit diizeyine ise 3. giiniinde rastlamldi. Buna gore hematokrit
degerleri % 33.1 + 1.37 (5 mg kg™ levamisol) ve % 32.22 + 1.30 (kontrol); Lokokrit
degerleri ise % 2.50 + 1.78 ve % 2.30 + 1.33 olarak bulundu. Hematokrit ve 16kokrit

degerleri deneme siiresi boyunca fazla bir dalgalanma gostermedi.

Tablo 4.1. Levamisol enjekte edilen gokkusag: alabaligimin Hematokrit ve Lokokrit diizeyleri

Enjeksiyondan Hematokrit Lokokrit
Sourakigiier ~ CTUBIE %) (%)

3 Kontrol 32.22+1.30 230133

Deney 32.80+1.83 2.50+1.78

v/ Kontrol . 30.33+1.03 2.00+0.89

Deney 30.83 £3.86 233121

10 Kontrol 31.00+1.24 1.90+0.73

Deney 32.10+£2.02 1.90+0.73

14 Kontrol 30.50 +1.50 2.00+0.81

Deney 33.10+1.37 2.10+0.87
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Foto 4.1. intraperitoneal enjeksiyonun yapildiZi bolge

Foto 4.2. Baliklarin kalplerinden kan alma iglemi
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4.2. Adherens/NBT Testi (Glass-adherent, NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)

Levamisol ile immunize gokkusagi alabaliklarin nétrofillerinde immunize
olmayan kontrol baliklarina oranla nétrofillerinde glass-adherent hiicrelerin daha yogun
oldupu gorilldii (Tablo 4.2). Hiicreler genellikle; parlak olmayan, opak seklinde
boyanan ve stoplazma etrafinin mavi 151k halkasi seklinde sanilmastyla karakterize idi.
Bu hiicreler polimorfoniikleer lokositlere benzerlik gostermekteydi.

5 mg kg™ lavamisol ile enjekte grupta 3. giinde baliklarda glass-adherent, NBT
pozitif hiicre seviyesinde yiikselme goriildi ve uygulamamin 10. giniinde en st
seviyeye cikti. Bu giinden sonra adherent hiicrelerinde azda olsa bir azalmanin oldugu
goriildii. Deneysel grup baliklarin dagiliminda her sahada en fazla 179 adet hiicre
sayildi. Halbuki PBS enjekte edilen kontrol baliklarinda bu say1 47°nin altinda tespit
edilmistir. Deneme siiresi sonunda, levamisol uygulanan baliklarin bu aktivitelerinin
kontrol grubu baliklarmdan daha fazla oldugu gorilmiis ve bu farkliliin istatistiksel
olarak o6nemli oldugu tespit edildi (p<0.001). Ayrica deneme grubunun bu
aktivasyonunun uygulama siiresince zamana bagl olarak onemli degisiklikler gosterdigi
gorildii (F= 12.34, p<0.001).

4.3.Hemositometre ile Hiicre Saymmi (Lokosit Diizeyi)

Levamisol verilen gokkusag: alabaliklan ile kontrol grubu baliklart arasinda
lokosit seviyesinin zamana bagli aktivasyonu ve gruplar arasindaki iligki diizeyi Tablo
42°de goriilmektedir. Buna gore deney grubu baliklarin I6kosit seviyesi kontrol
grubundan farkli oldugu tespit edildi (p<0.001). Levamisol uygulanan grupta lokosit
seviyesi 10. giinde artmaya bagladi ve deneme sonuna kadar devam etti. Uygulamanin
14. giiniinde ise en iist seviyeye (85.96 + 5.07 x 10%) ulagti. Kontrol grubu baliklarmin
lokosit seviyesinde ise 37.30 + 1.28 ile 37.86 + 1.09 x 10* arasinda degisme goriildi.
Ayrica deney grubu baliklarda lokosit sayist bakimindan zamana bagl olarak anlamli
farklilik tespit edildi (F=47.65; p<0.001).

4.4. Nitroblue Tetrazolium (NBT) Aktivitesi (Notrofil Oksidatif Radikal Uretimi)

Levamisol verilen grupta, nétrofillerin oksidatif radikal iretiminde kontrol
grubuna oranla gozle goriilir 6nemli derecede bir artigin oldugu tespit edildi (p<0.05).

Tablo 4.2°de levamisoliin nétrofillerin oksidatif radikal iiretimine etkisi goriilmektedir.
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Buna gore levamisol uygulanan baliklarda notrofil oksidatif radikal tiretimini belirleyen
NBT test sonuglan ilk giinden itibaren artmaya bagladi ve maksimum seviyeye 14.
giinde ulagt. Bu zamanda NBT aktivitesi 2.24 mg ml™” olarak 6lgiildiigii halde kontrol
grubu baliklarinda bu degerin 1.30 mg ml™ oldugu tespit edildi. Deneme siiresi sonunda
dahi NBT aktivitesi bakimindan deney grubunun kontrol grubundan daha aktif oldugu

goruldii.

Tablo 4.2. Levamisoliin gbkkusag alabaliklarmin glass-adherent, 16kosit ve notrofil oksidative radikal

iiretimine (NBT) etkisi
Enjeksiyondan Lokosit NBT
Sonraki giinler Gruplar Glass-adherent Diizeyi x 10° ?ll;z\;ltef)l
3 Kontrol 29.20 £2.68 37.63+3.25 1.30+0.08
Deney 82.60 + 10.89%** 40.8+4.69 1.65 £ 0,10%%*
7 Kontrol 27.80+3.49 37.30+:1.28 1.30+£0.12
Deney 121.00 & 24.76%** 4635831 1.87 £ 0.10%**
10 Kontrol 28.00 +8.42 37.77+1.17 1.30+0.15
Deney 154.80 £ 16.09*** 46,90 + 5.34* 2.18 % 0,774k
14 Kontrol 29.40 £ 6.69 37.86+£1.09 1.31+0.10
‘Deney 15324 29.65%%% 8596 5.07%*% 22410730k

*p<0.05 *** p<0.00]

4.5. Balikta Notrofil ve Monositlerin Potansiyel Oldiirme Aktivitesi

Levamisol edilmis gokkusagi alabaliklarinin polimorfoniikieer

lokositlerinde notrofillerin potansiyel oldiirme aktiviteleri Tablo 4.3’de verilmistir.

enjekte

Levamisol uygulanan gruptaki baliklarin nétrofillerinin 6ldiirme aktivitesinde kontrol
grubuna oranla énemli bir artigin oldufu gorildi (p<0.05). Deney grubu baliklarda 14.
giinde bu aktivitenin en iist seviyéye ulagtigi (0.63 = 0.04) ve deneme siiresi sonuna
kadar bu artigin siirdigi gozlendi. Deneysel grubu ile kontrol grubu baliklarinda
bakterisidal etki bakimindan elde edilen farklilik anlamli bulundu (p<0.001).
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4.6.Bahikta Fagositik Aktivite

Levamisol uygulanmig gokkusag: alabaligimin periferal kan lokositlerinin
fagositik aktivitesi Tablo 4.3’de verilmistir. Buna gore deney grubu ile kontrol grubu
baliklarinda fagositik aktivite bakimindan elde edilen fark istatistiksel olarak onemli
bulundu (p<0.001). Deney grubu baliklarninda fagositik aktivitenin 3. giinden sonra
onemli bir sekilde arttif1 ancak uygulama siiresi olarak kabul edilen 14. giinde azda olsa
bir azalmanin oldugu gériildii. Buna ragmen bu siire sonunda dahi deney grubunun bu
aktivasyonunun kontrol grubundan daha fazla oldugu gozlendi (p<0.001). Deneme
siiresi boyunca deney grubu baliklarinin kan preparatlarinda sayilan her yiiz hiicredeki
bakteri yutan hiicre sayisi en fazla 10. giinde 83 adet olarak tespit edildi. Kontrol
grubunda ise bu saymnin en fazla 39 oldugu goriildii. Levamisol verilen baliklarda bu
aktivasyonun zamana bagli olarak grup icerisinde de anlaml1 olarak farkliik gosterdigi
gozlendi (F=21.88; p<0.001).

Tablo 4.3. Gokkusap alabalifinda Levamisol enjeksiyonunun polimorfoniikleer nétrofil graniilositlerin
potansiyel dldiirme aktivitesine ve periferal kan 16kositlerinin fagositik aktivitesine etkisi

Enjeksiyondan Potansiyel
Sonraki giinler Gruplar Oldiirme aktivitesi Fagositik aktivite
3 Kontrol ‘ 0.40+0.03 33.44+3.20
Dengy 0.59 £0.08* 59.20 £ 4,20%**
7 Kontrol 0.42+£0.05 35.00+3.00
Deney 0.61£0.07* 69.20 + 4 49%**
10 Kontrol 0.42+0.06 33.60+4.27
Deney 0.60 + 0.07* 78.80 == 3. 49%**
14 Kontrol 0.41+0.03 3520+2.58
Deney 0.63 £ 0.04*** 71.20 £ 3.36%**

¥ p<0.05 *** p <0.00]
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4.7.Balik Hiicrelerinin Myeloperoksidaz (MPO) Uretimi

Levamisol uygulanan baliklar ile kontrol grubu bahklarn arasinda
Myeloperoksidaz (MPQO) aktivitesinin zamana bagli defisimi ve gruplar arasindaki
iligkisi Tablo 4.4’de ifade edilmistir. 5 mg kg™ levamisol verilen baliklarda MPO
aktivitesinde 7. giinden sonra 6énemli bir artigin oldufu gorilidi. Buna gére, baliklarin
bu zamanda MPO aktivitesi ortalama 120.6 gibi bir defere ulagti. Kontrol grubu
baliklarinda ise bu deger 90.2 olarak tespit edildi. Deney baliklarinda, her sabada en
fazla uygulamamn 14. giiniinde 147 hicre sayilmigken kontrol grubunda bu deger 97
olarak tespit edildi. Deneme siiresince uygulama grubundaki MPO aktivitesi kontrol
grubundan daha fazla ¢iktifindan gruplar arasinda anlamh bir farklilifin oldugu gériildi
(p<0.05). Levamisol uygulanan balikiarin MPO aktivitesinin uygulama sonuna kadar bir
artiy igerisinde oldugu goriildi. Levamisol uygulanan baliklardaki MPQO aktivitesi
deneme stiresi iginde anlamhi olarak farkl: bulundu (F= 3.29, p<0.05).

4.8.Balik Plazmasmda Toplam immunoglobulin

Levamisoliin gokkusag alabalifinin kan plazmasindaki toplam immunoglobulin
diizeyine etkisi Tablo 4.4’de verilmigtir. Plazmada en yiiksek immunoglobulin diizeyine
(22.04 £ 1.78 mg ml™”) levamisol enjekte edilen baliklann olusturdugu grupta rastlands.
5 mg kg™ levamisol uygulanan baliklann plazmasindaki toplam immunoglobulin
dizeyi gahgmamn 14. giniinde en yiiksek diizeye ulagh ve bu gruptaki baliklarn Ig
diizeyi galiymamn 10. giiniinden sonra kontrol grubundan daha yiiksek olarak &l¢ildii.
Buna ragmen her iki grup arasinda toplam Ig diizeyi bakimindan elde edilen farkliigin
istatistiksel olarak 6nemli olmadig1 g6zlendi (p>0.05).



25

Tablo 4.4. Gokkusagh alabalifinda levamisolin  Myeloperoksidaz (MPO) ve toplam immunoglobulin

(Ig) miktarna etkisi
Enjeksiyondan MPO . Toplam
. Gruplar (Toplam) Immunoglobulin
Sonraki giinler (mg ml™)
3 Kontrol 89.80+3.03 20.52+ 147
Deney 102.00 £ 5. 78%* 21.10+2.18
7 Kontrol 90.20 + 5.06 21.80+1.38
Deney 120.60 £ 13,90%%* 21.22+2.54
10 Kontrol 89.60+3.43 21.06+2.19
Deney 122.20 + 15.61%* 21.10+2.77
14 Kontrol 88.20+3.96 21.14+1.45
Deney 132.40 £ 22.44%* 22.04+1.78
** p<0.0]

4.9. Balik Plazmasinda Lizozim Aktivitesi

Gokkusag alabah@min plazmasinda lizozim diizeyine levamisoliin etkisi Tablo
4.5°de gosterilmistir. Tablo incelendiginde plazmada en yiiksek lizozim aktivitesine
sahip grubun levamisol uygulanmis deneysel grubun oldugu gorilmektedir.
Uygulamamn ilk giiniinden itibaren lizozim aktivitesinde bir artigin oldugu gorilmiis,
ancak bu artigin levamisol uygulanan baliklarda uygulamamn 14. giiniinden sonra bir
azalmanin oldugu gorildii. Buna ragmen levamisol uygulanan baliklarin plazmasinda
lizozim aktivitesinin zamana bagli gostermis oldugu reaksiyon degisiminin istatistiksel
olarak farkl1 oldugu tespit edildi (F= 74.52, p<0.001).

4.10. Balik Plazmasinda Seruloplazmin Aktivitesi

Balik kaninda seruloplazminin en yiiksek diizeyine (21.05 + 0.89 mg.100 mi™)
deneysel grubu baliklarinda rastlamildi (Tablo 4.5). Levamisol verilen baliklarda
seruloplazmin aktivitesinin enjeksiyondan 3 giin sona artmaya basladif ve 7. giinde
maksimum diizeye ulastif1 tespit edildi. Bu grup ile kontrol grubu baliklar1 arasinda
seruloplazmin aktivitesi bakimindan elde edilen farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulundu (p<0.001). "
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Tablo 4.5. Levamisoliin gékkusag: alabalifinin kan plazmasindaki lizozim ve seruloplazmin aktivitesine

etkisi
Enjeksiyondan Lizozim Seruloplazmin
Sonraki giinler Gruplar Aktivitesi Aktivitesi
gl (ulmg™® (% mg)
3 Kontrol 0.90 +0.05 15.05+0.80
Deney 1.37 £ 0.03%** 19.80 + 1.75**
7 Kontrol 0.92+0.03 15.16+1.03
Deney 1.50 &£ Q.12 21.05 = 0.89%*%*
10 Kontrol 0.92+0.04 1548+ 1.14
Deney 1.12 £ 0.06%** 20.39 & 1,34%*%
14 Kontrol 0.93 £0.03%* 15.16 +1.52
Deney 0.830.04 20.38 & 1.46%**

¥p<0.0] *** p<0.001
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5, TARTISMA

5.1. Bahk Kaninda Hematokrit ve Lokokrit Diizeyleri

Bu ¢aligmada; levamisol enjekte edilerek immun sistemi gii¢lendirilmis baliklar
ile kontrol grubu baliklann hematokrit degerleri arasindaki iligkiyi gosteren Tablo 4.1
incelendiginde, levamisoliin hematokrit diizeyi bakimindan immunostimulatik etkisinin
deneysel ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilifin olmadig:
goriilmektedir. Ancak yine de 5 mg kg™ levamisol verilen baliklar ile kontrol grubu
baliklann arasinda hematokrit diizeyi bakimindan azda olsa bir farkliligin oldugu
bulunmugtur. Siwicki ve Anderson (1993), balik saghgini kontrol etmede
kullamlabilecek ve yiiksek stres altinda oldukga degiskenlik gosterebilecek hematokrit
deger iizerine immunostimulantlarin ¢ok az etkili oldugunu bildirmiglerdir. Siwicki ve
dig. (1994), farkli immunostimulant maddeleri oral yolla verdikleri gokkusag:
alabaliklarinda hematokrit diizeylerindeki artisin 6nemli olmadifin1 rapor etmiglerdir.
Kakuta (1998), deneysel olarak olusturdugu gevresel stres altindaki sazan (Cyprinus
carpio)’lara oral yolla verdigi laktoferrin uygulamasindan sonra gruplar arasinda
hematokrit diizeyleri bakimindan bir farkhilifin oldugunu ancak bu farkliligin
istatistiksel olarak anlamh olmadifim tespit etmistir. Findlay ve Munday (2000),
ameboik solungag hastalifina karsi 2.5 mgL™ dozda levamisol uyguladiklari Atlantik
salmonlarin hematokrit diizeyinin kontrol grubu baliklariyla hemen hemen aym
oldugunu bulmusglardir. Bu g¢ahigmada ise bulunan veriler degerlendirildiinde;
levamisol uygulanan grubun hematokrit degeri kontrol grubu baliklardan daha fazla
¢ikmigsa da istatistiki olarak bir anlam ifade etmediginden diger ¢aligmalarla paralellik
arz ettifi gorilmektedir.

Balik kaninda 1okokrit yiizde oram: (beyaz kan hiicreleri) hematokrit deger ile
birlikte baligin saglipn hakkinda ipuglan vermekte ve abnormaliteleri agiklamaya
yardim etmektedir. Normal kogullarda gbkkusag alabaliklarinda 16kokrit diizeyi % 2
civarindadir. Lokokrit dizeyini pek ¢ok faktor etkilemekle beraber bir ¢ok
immunostimulant madde bu diizeyi artirmaktadir (Siwicki ve Anderson, 1993). Findlay
ve Munday (2000), levamisoliin, Atlantik salmonlarin 16kokrit diizeyine etkisinin
kontrol grubu baliklantyla aymi oldugunu tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada da ortalama
16kokrit diizeyi deney ve kontrol gruplarinda birbirine yakin gikmigtir,
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5.2. Adherens/NBT Testi (Glass-adherent, NBT Pozitif Hiicre Aktivasyonu)

Periferal kan nétrofillerinin glass-adherent, NBT pozitif hiicre aktivasyonu
onemli bir non-spesifik savunma mekanizmasidir. Bu aktivasyonun 6lgiilmesi balik
saghig: hakkinda ipuglan vermektedir. Enjeksiyon ile immunizasyonda; sirkiilasyon kan
nétrofillerinde, oksidatif radikallerin ve glass-adherent aktivaéyonu artinlabilir. Bu
hiicreler sorunlu dokularda kapillardan gog¢ii kolaylagtiran birbirine yapisan proteinlerin
iiretimi ile doku hiicresinin etrafin1 kaplayan yapigkan hiicrelerdir (Anderson ve dig.,
1992).

Jeney ve Anderson (1993 a), levamisol, bir polipeptid olan ISK ve bir amonyum
bilesigi QAC ile in vitro olarak yapmis olduklari bir galigmada, glass-adherent hiicre
aktivasyonu bakimmndan uygulama dozlarmin (1.0, 10, 100 pg ml™) tamaminda
levamisolin difer immunostimulantlara oranla daha fazla etki gosterdigini
ispatlamiglardir.  Siwicki ve dig. (1989), levamisoliin tetrasiklin ve oksolinik asit
antibiyotiklerine kargt etkilerini incelemis ve adherent hiicre atktivasyonunun
antibiyotik uygulamalarindan daha fazla oldugunu tespit etmiglerdir.  Yine Siwicki
(1989), levamisoliin sazan baliklarinin non-spesifik savunma mekanizmalarina etkilerini
aragtirdif bir caliymasinda; levamisol uygulanan bahklarda 12 hafta boyunca glass-
adherent hiicre aktivasyonunun yiiksek ¢iktifim1 bildirmistir. Yoshida ve dig. (1995),
Aeromonas hydrophila bakterisi ile aktivitesi zayiflatilmmg Afrika yayin (Clarias
gariepinus) baliklarinin oligosakkarit ve glucan ile 12 giinliik tedavisinde, glass-
adherent NBT pozitif hiicre aktivasyonunda biiyiikk bir artig gérﬁlmesine ragmen
tedavide esas alinan 30 giinliikk oligosakkarit uygulanan baliklar ile kontrol baliklan
arasinda 6nemli bir farkliifin olmadifim tespit etmiglerdir. Ancak 30 giinliikk glucan
uygulamasinda adherent hiicre aktivasyonu kontrol grubundan daha yitksek ¢ikmustir.
Bu bakimdan ¢aligmada elde edilen veriler diger galigmalarin bulgulariyla paralellik arz
etmektedir. Siwicki (1987), farkli dozlardaki levamisolii sazanlara enjekte ettiginde; 5
ve 10 mg kg™ dozun NBT poxzitif hiicre aktivasyonundaki 2. haftadan itibaren bir artiga
neden oldugu, ancak daha sonra azda olsa bir azalma ile 12 hafta boyunca devam
ettifini tespit etmigtir. 15 ve 20 mg kg'’lik dozlarda ise 10 hafta boyunca
immunosupresif etki gosterdigini ve 12. haftada ise az da olsa bir artmanin oldugu
gorilmigtir. Bu ¢aliymada; 5 mg kg™ uygulama dozunda 10 giin sonra baliklarda glass-
adherent, NBT pozitif hiicre aktivasyonunun en iist seviyeye ulaghg goriilmigtir. Bu
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caligmada glass-adherent NBT pozitif hiicrelerinin zamana bagli olarak gosterdikleri
aktivasyon etkisi diger aragtirmacinin bildirdigi sonuglarla uyum saglamaktadur.

Siwicki ve dig. (1990), 5, 25 ve 50 pg ml" levamisol konsantrasyonlariyla
yapmig olduklar in vifro testlerde glass-adherent aktivasyonunda degisik geniglikte
etkilerin oldugunu tespit etmislerdir. Ancak yinede 5 pg mi™ levamisoliin ¥. ruckeri O-
antijeni ile birlikte enjekte edildigi gokkusag alabalifinin dalak hiicrelerinin adherent
aktivasyonunun 25 ve 50 pg mi” levamisol uygulanan gruplardan daha etkili oldugu
tespit edilmigtir. 5 mg kg’ lik dozun aktivasyonda etkili oldugunun gorillmesi bu

¢aligmanin diger ¢aligmalarla uyum igerisinde oldugunu gostermektedir.

5.3.Hemositometre ile Hiicre Saymn (Lokesit Diizeyi)

Levamisol enjekte edilen baliklarin l6kosit seviyesi kontrol grubundan,
uygulamanin ilk zamanlaninda dahi farkli gikmigsa da denemenin 14. giinlinde 16kosit
diizeyinin oldukga fazla arttif1 tespit edilmistir. Siwicki (1987), 5, 10, 15 ve 20 mg kg™
levamisol dozunu uyguladif sazan baliklarinda; 5 mg kg™ levamisoliin verildigi grupta
Iokosit diizeyindeki artigin uygulamamin hemen ardindan artig gosterdigini ve bu artigim
12 hafta boyunca korudugunu tespit etmistir. Bu aktivite bakimindan diger gruplarda bir
dalgalanmanin oldugunu rapor etmistir. Siwicki (1989), levamisolii sazanlara oral yolla
vermis ve bahklarin 16kosit seviyesinin 3 aylik deneme siiresi boyunca kontrol
grubundan farkli oldugunu gézlemlemistir. Jeney ve Anderson (1993 b), QAC, ISK ve
levamisol ile A. salmonicida O-antijenlerinin  kombinasyonlaniyla bagigiklik
olugturulmug gokkusag: alabaliklarimin 16kosit diizeylerini incelemis ve levamisoliin
diger iki immunostimulanta oranla daha az aktivasyon gosterdigini ancak kontrol grubu
baliklanyla karsilagtinidiginda 16kosit diizeyini artirdig: tespit edilmigtir. Gluean ve Y.
ruckeri O-antijen kombinasyonunun enjeksiyon ve banyo seklinde uygulandigy bir
baska caligmada ise, her iki uygulama geklinde de kontrol grubu baliklarina oranla
16kosit diizeyinde 6nemli artiglarin oldugu rapor edilmigtir (Jeney ve Anderson, 1993 c).
Bu caligmada da, elde edilen veriler aragtirmacilann bildirmis oldugu bulgular ile
uygunluk gostermektedir.

Levamisol ile yapilan baél ¢aligmalarda, baliklarin l6kosit diizeylerinde bir
azalmanin oldugu fespit edilmigtir. Anderson ve Jeney (1992), 4. salmonicida O-antijen
bakterinine kargt QAC, ISK ve levamisoliin etkisini aragtirdiklan bir ¢alimalarinda,
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baliklarin 16kosit diizeyini levamisol digindaki immunostimulantlarin arttirdiint
gozlemledikleri halde levamisol uygulanan baliklardaki 1okosit diizeyinin kontrol grubu
baliklardan daha az c¢iktifint bildirmiglerdir. Siwicki ve dig. (1994), farkh
immunostimilantlar1 igeren yemlerle beslenen gokkusag: alabaliklarinin 16kosit diizeyini
incelemis ve bir immunostimulant (FinnStim) hari¢ diger gruplardaki degerlerin kontrol
grubundan daha diigiik oldugunu rapor etmislerdir. Caligmada ise bu bilgilerin tam tersi
bir durum s6z konusu oldugundan dolay: elde edilen sonuglar bu aragtiricilarin

bulgulariyla tezat olugturmaktadir.
5.4. Nitroblue Tetrazolium (NBT) Aktivitesi (Notrofil Oksidatif Radikal Uretimi)

Balikta fagositoz; parazit, viriis ve bakteri gibi patojenik faktorlere karst non-
spesifik immun direncin en 6nemli mekanizmasidir. Cesitli safhalarin olugum siiregleri,
kemotaksis, opsonizasyon, absorpsiyon, intraseliiler yikim ve sindirimde makrofajlar ve
polimorfoniikleer lokositler ¢ok onemlidir. NBT (Notrofillerin oksidatif radikal
firetiminin tespiti) notrofillerin fagositik aktivitelerinin balirlenmesinde kullamlan bir
testtir (Siwicki ve Studnicka, 1987).

Siwicki ve dig. (1990), levamisoliin tetrasiklin ve oksolonik asit antibiyotiklerine
kars1 etkilerini incelemis ve levamisol uygulanan grupta nétrofillerin oksidatif radikal
iiretiminin antibiyotik uygulanan grupta daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. Yine
Siwicki ve dig. (1994), farkli immunostimulantlarla beslenen gokkusag: alabaliklarinin
kaninda notrofillerin oksidatif radikal iiretiminin tutarli olarak arttigini bildirmiglerdir.
Bu ¢aliymada; levamisol uygulanan baliklarda notrofillerin NBT yanitinda o6nemli
artiglarin  goériilmesi c¢aligmamn, diger aragtirmacilanin bildirdigi bulgularla uyum
saglamasina neden olmustur.

Siwicki ve dig. (1990), Y. ruckeri O-antijeni ve levamisoliin 5, 25 ve 50 pg ml™
konsantrasyonlanyla yapmis olduklari bir in vitro gahgmada; 5 pg ml” levamisol
konsantrasyonunun uygulandigi baliklarin NBT yanitindaki artigin diger gruplardan
daha fazla oldugunu bildirmiglerdir. 25 pg mi” levamisoliin verildigi baliklarda bu
aktivitede bir artig goriilmesine ragmen 50 pug ml™’lik dozun uygulandig: baliklarda da
NBT yanitinda bir azalma tespit edilmigtir. Bu uygulama dozundaki aktivitenin kontrol
grubundan daha az gikmasindan dolayr 50 pg ml? miktanndaki dozun baliklarda
immunosupresif etki gosterdigini rapor etmiglerdir. 5 mg kg levamisol enjekte edilen



31

bu caligmada ise;, NBT aktivasyonunun arttifi gorilmiigse de bu aktivasyonun
degiskenlik gostermesi; ¢aligmanin diger aragtirmacilann bulgulanyla uyum

sagladifinin bir gostergesidir.

5.5.Balikta Nétrofil ve Monositlerin Potansiyel Oldiirme Aktiviteleri

Baliklarda patojen olan bir ¢ok mikroorganizmaya karst dalak, bébrek veya
periferal kan nétrofil veya monositlerinin potansiyel oldirme aktiviteleri; canlimn
patojene kargt gostermis oldugu 6nemli bir non-spesifik savunma mekanizmasidir.

Cesitli balik tiirlerinde farkli immunostimulantlar ve bu galismada kullanmilan
teknikten farkl teknikler kullanilarak balifin mikroorganizmaya karsi gostermis oldugu
reaksiyonlar incelenmig ve bu etkenlere kargt immunostimulantlarin etkili olduklan
kamtlanmigtir (Robertsen ve dig., 1990; Matsuyama ve dig., 1992; Sakai ve dig., 1992).
Siwicki ve dig. (1994), bu g¢aligmada kullamlan teknife benzer bir teknik kullanarak
yapmis olduklan bir ¢aligmada, oral yolla verilen immunostimulantlarin (Macrogard,
Candida utilis, Saccharomyces cerevisia, Evestel, Chitosan ve Finn Stim) tamaminda
nétrofil ve monositlerin potansiyel oldiirme aktivitelerini kontrol grubundan daha
yiiksek olarak bulmuglardir. Bu ¢alismada da, levamisol uygulanan baliklarin
notrofillerinin  bakteri 6ldiirme aktivitesi kontrol grubundan daha fazla ¢ikmigtir. Bu
nedenle caligmada elde edilen bulgular diger aragtirmacilanin sonuglanyla paralellik

gostermektedir.
5.6. Balikta Fagositik Aktivite

Fagositik sistem; bir mikroorganizmanin veya yabanci partikiiliin yakalanarak
tahrip edilmesi veya viicuttan uzaklagtirilmasinda en o6nemli ve erken savunma
mekanizmalarindan biridir. Graniilositler ve mononiikleer fagositler veya makrofajlar
balifin hiicresel non-spesifik savunma mekanizmalarinda 6nemli bir role sahiptirler
(Dalmo ve dig., 1997).

Farkh immunostimulantlarin degisik yollarla verildigi bir ¢ok balik tiiriinde, bu
maddelerin organizmamn fagositik aktivitesini artirdif1 ispatlanmugtir, Siwicki (1989),
farkh sicakliklarda (12 °C ve 22 °C) tutulan sazan baliklarina levamisoli oral yolla
vererek immunostimulatik etkilerini aragtirdigs bir galigmasinda, 22 °C’deki baliklarin
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fagositik aktivitelerinin 12 hafta kadar devam ettigini bildirmigtir. Sakai ve dig. (1992),
gokkusag: alabaliklarina kitin enjekte ederek Vibrio anguillarum enfeksiyonuna kars:
etkilerini incelemigler ve kitin uygulanan bahklarin bobrek fagositik hiicrelerinin lateks
partikiillerine karg: fagositik aktivitelerinin 3 ve 7. giinden sonra en iist diizeye ulagtigin
bildirmiglerdir. Anderson ve Jeney (1992) ile Jeney ve Anderson (1993 b), Levamisol,
QAC ve ISK immunostimulantlarimn Aderomonas salmonicida Q-antijen
kombinasyonuyla bagisiklik kazandirilmig gékkusag alabaliklarinda dalak hiicrelerinin
fagositik aktivitelerini incelemigler ve levamisoliin difer immunostimulantlardan daha
diisiik olmasina ragmen fagositik aktivite bakimindan kontrol grubu ile istatistiksel
olarak onemli farkhilik bulmuglardir. Kajita ve dig. (1992), gokkusaf: alabalifina
FCA’y: intraperitoneal olarak enjekte ettikten 5 ve 30 glin sonra bobrek hiicrelerinin
fagositik aktivitesinde énemli bir artigin olustugunu; Sakai ve dig. (1993), laktoferrin ile
Vibrio anguillarum ve Streptococcus sp.’ye kars1 tedavi edilen gokkusag: alabaliginin
fagositik aktivitesinin albumin uygulanan kontrol grubu baliklarimin hiicreleriyle
kargilagtinldiginda 6nemli derecede farklilik gosterdigini; Yoshida ve dig. (1995),
EF203 uygulanan baliklarin fagositik aktivitesinin uygulamadan 1 giin sonra énemli bir
artiy gosterdifini, bu artigin 3 ve 5. giinlerde siirdiifiinii tespit etmislersede, 7. giinde
kontrol grubu ile arasinda istatistiksel olarak o6nemli bir farkhhiin olmadiini
gozlemlemiglerdir. Bu galiymada elde edilen bulgular degerlendirildiginde, levamisol
uygulanan gruplarda 3. giinden sonra fagositik aktivitede artigin goriildigii ve fagositoz
bakimindan en yiitksek diizeye uygulamamn 14. giiniinde ulagildifi goriilmektedir.
Burada elde edilen veriler fagositik aktivite agisindan diger immunostimulantlarla

yapilan ¢aligmalarla paralelik gostermektedir.

5.7. Balik Hiicrelerinin Myeloperoksidaz (MPO) Uretimi

MPO, nétrofillerin fagositozu ile ilgili bir mekanizma olup yiizey zarlarinda
bulunan bir oksidaz ile siiperoksit anyonlarimin olugturulmasidir. Bu siiper oksitlerin bir
kismi hidrojen perokside (H,0,) donistiriiliir ve diger kisimla birlikte fagositoz
vakuolu igine taginir. Hiicre igine alindiktan sonra lizozomlarla birlegir. Burada H,0,,
myeloperoksidaziann egliginde klor iyonlanyla tepkimeye girerek etkili bir bakterisit
olan hipokloriti olugturur (Akay, 1999). MPO, H,0; ve halojenler ile birlikte bakterileri
oldiirler. MPO, Hz02, halojenler ve asit pH, antibakteriyel, anti-viral, anti-fungal ve
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antimukosal etki gosterirler (Giilmezoglu ve Ergiiven, 1994). Bu ¢ahigyma da kullamlan
teknikte; kan yaymalarinin mikroskopta dikkatle bakilmasi gerekmektedir (Siwicki ve
dig., 1994).

Yapilan ¢aligmada levamisol uygulanan baliklarda MPO aktivitesi kontrol
baliklarindan daha fazla gikmugtir. Siwicki ve dig. (1994), alti farklh (Macrogard,
Candida utilis, Saccharomyces cerevisia, Evestel, Chitosan ve Finn Stim)
immunostimulant: oral yolla verdikleri gokkusag: alabaliginda non-spesifik savunma
mekanizmalarim incelemis ve tiim immunostimulant maddelerin MPO aktivitesini
artirdifini  gézlemlemiglerdir. Yapilan bu g¢aligmada elde edilen veriler bu
aragtirmacilarin bildirdigi verilerle uyum igerisindedir.

Siwicki (1987), farkli dozdaki (5, 10, 15 ve 20 mg kg™) levamisolii yumurtlamak
lizere olan sazanlara intraperitoneal olarak enjekte etmis ve baliklarin non-spesifik
savunma mekanizmalarini incelemigtir. Buna gére MPO aktivitesi bakimindan en
yitksek aktiviteyi 5 mg kg™ levamisol dozu uygulanan baliklarda tespit etmistir. Bu grup
baliklarda MPO aktivitesi 2. haftadan itibaren artmaya baglamg ve deneme siiresi sonu
olan 12. haftaya kadar bu yiiksek aktivitesini stirdiirmiigtiir. Bu ¢aligmada, levamisol
uygulanan baliklarda MPO aktivitesinin olduk¢a yiikseldigi goriilmiigtiir. Bu grup
baliklarda MPO aktivitesi 7. giinde artmaya baglamis ve deneme sonuna kadar yiiksek
aktivitesini siirdiirmiistiir. Deney grubundaki baliklar da MPQO aktivitesi bakimindan
elde edilen diger aragtirmacilarin bulmug olduklart verilere yakin oldugu

gozlenmektedir.

5.8. Balik Plazmasinda Toplam immunoglobulin

Baliklarda, spesifik savunma mekanizmalarimn en 6nemli elemanlarim
antikorlar olusturmaktadir. Balikta immunoglobulinler herhangi bir immunizasyondan
sonra kisa bir sirede olugmasmna ramen normal kosullarda meydana gelmesi igin
oldukga uzun zaman gerekebilmektedir (Anderson ve dig., 1992). Levamisoliin hiicresel
immuniteyi arttirdif1, antikor iiretemi Gizerine bir degisiklik yapmadig: bildirilmigtir
(Erganig ve Kaya, 1990). Levamisoliin baliklar iizerine farkli dozlariyla yapilmig
galigmalarda bu bilgilerin dogrulugu kantlanmugtir. Siwicki ve dig. (1990), gokkusag
alabaliklarinin dalak hiicreleriyle levamisol kullanarak yapmis olduklan bir in vitro
galigmada antikor fireten hiicrelerin diisik dozda (5 pl ml™) kontrol grubundan farkh
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oldugunu ancak yiiksek dozlarin (25 ve 50 ul ml™') immunosupresif etki gosterdigini
bildirmiglerdir. Jeney ve Anderson (1993 b), 4. salmonicida O-antijeni ile QAC, ISK ve
levamisol kombinasyonlarini verdikleri gokkusag: alabalifinin kan sirkiilasyonundaki
antikor titresini belirlemiglerdir. Buna goére; uygulamanin 14. giiniinde levamisol
uygulanan grubun diger immunostimulant ve kontrol grubu baliklarina kargi daha aktif
oldugu tespit edilmigse de 28. ginde hem immunostimulant hemde kontrol grubu
baliklardan daha az aktivite gosterdifi gozlenmistir. Bu caligmada ise, levamisol
uygulanan baliklarim antikor diizeyi kontrol grubundan daha yiiksek ¢ikmustir. Bu
bakimdan elde edilen bulgular bu aragtirmacilarin sonuglariyla uyum saglamamaktadir.
Ancak elde ettigimiz veriler, Siwicki ve dig. (1994)’nin ¢esitli immunostimulant
maddeleri yemlere katarak bir hafta boyunca besledigi gokkugag: alabaliklarinin toplam
immunoglobulin miktanimt kontrol grubundan daha fazla buldugunu bildirdigi
¢aligmayla paralellik arz etmektedir.

5.9. Bahk Plazmasmda Lizozim Aktivitesi

Lizozim; protein karakterinde bir hidrolitik enzim olup non-spesifik humoral
direngte 6nemli bir elementtir. Lizozim muhtemelen liziz etkisinden dolay: bakterilerin
hiicre duvarlarina saldirmasi nedeniyle antibakteriyel bir enzim olarak kabul
edilmektedir. Lizozim bir ¢ok balifin fagositik hiicrelerinde, mukus ve serumunda
bulunmustur (Studnicka ve dig., 1986; Siwicki ve Studnicka, 1987, Grinde, 1989).

Farkh immunostimulantlérla immunizasyonu saglanmiy degisik tiirdeki
baliklarda plazmada lizozim aktivitesinin arttif1 tespit edilmistir (Engstand ve dig.,
1992; Sakai ve di8., 1992; Marc ve dig., 1995; Verlhac ve dig., 1996). Calismada 5 mg
kg! levamisoliin uygulandifi baliklarin tamaminin plazmasinda lizozim aktivitesinin
arttif1 tespit edildi.

Siwicki (1987), levamisol uygulamasindan bir hafta sonra plazmada lizozim
seviyesinin en st diizeye ulastifim ancak bu artigin zamanla azaldigim gozlemlemistir.
Levamisoliin oral yolla verildigi sazanlarda lizozim aktivitesinin ilk haftadan itibaren
arttif1 ancak uygulamanin 4. haftasinda en yiiksek diizeye ulastign bildirilmigtir
(Siwicki, 1989). Verlhac ve dig. (1996), glucamn 10 mg’1 ile enjekte edilerek
immunizasyonu saflanms gokkusagi alabaliklarinda uygulamadan 1 hafta sonra
lizozim aktivitesinde yiiksek bir artig goriildigiini ve 2. haftadan sonra en yiksek
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noktaya ulastif: tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada da levamisol enjekte edilen deney
grubundaki baliklanin  plazmasinda lizozim aktivitesi artmugtir. Bu baliklarda
uygulamadan ilk giiniinden itibaren artmaya baslamig ve 10. giinde en iist diizeye
ulagmugtir. Bu giinden deneme siiresi sonuna kadar ise bir azalma siirecine girmistir. Bu
sonuglar diger aragtirmacilarin sonuglariyla paralellik gostermektedir.

Siwicki (1987), levamisolin farkli dozlanmi uyguladift sazan baliklarinda
plazmada lizozim aktivitesi bakimindan en iyi sonucun 5 mg kg’ levamisoliin
uygulandig baliklarda gorildiigini bildirmigtir. 15 ve 20 mg kg’lik dozda levamisol
uygulamasinda plazmadaki lizozim aktivitesindeki artign 5 mg kg’ uygulama
grubundan daha az oldugu tespit edilmigtir Bu c¢alimada da, s6z konusu doz
miktarinin uygulandigi baliklarda lizozim seviyesi kontrol grubu baliklardan oldukga
fazla gikmugtir. Bu sonug, diger aragtirmacilarin bulgulariyla paralellik arz etmektedir

Lizozim aktivitesindeki farkliliklanin bilinmesi saglikli ve hastalikli balik
arasindaki iligkinin kurulmasiyla; baltk hastaliklarimin erken teshisi yapilabilmektedir
(Studnicka ve dig., 1986).

5.10. Babhk Plazmasmda Seruloplasmin Aktivitesi

Serulopazmin serum bakirinin % 95’inin taginmasindan sorumlu bir a-globulin
maddésidir. Cp; ferro oksidaz icermekte ve cgesitli genetik varyasyonlarda bakin
baglamaktadir. Yetigtiricilii yapilan baliklarda Cp’nin fizyolojik aktivitedeki etkisi
" hakkinda literatiir bilgisi yetersizdir. Bakteri, virus veya diger infeksiyonlarda hastaiin
erkenden tespit edilmesinde baligin Cp aktivitesi 6nemli ipuglari vermektedir. Bu testin
sonucunda erken teshis pratik bir yol olup terapdtik ve profilaktik Onlemler
alinabilmektedir (Siwicki ve Studnicka, 1986).

Caligmada; lavamisol enjekte edilen baliklarda Cp aktivitesi en yiiksek 21.05 +
0.89 % mg (deney) ve 15.48 £ 1.14 % mg (kontrol) olarak bulundu. Siwicki ve
Studnicka (1986), saghkli sazanlarda Cp aktivitesinin 9.87 ile 15.74 % mg arasinda
degistigini ve branchionecrozis durumundaki baliklarda ise Cp aktivitesinin 26.23 % mg
gibi yiksek bir aktivite gosterdigini tespit etmiglerdir (Siwicki ve Studnicka, 1986).
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Deniz ve tatli su balik kiiltiiriiniin her ikisinde de bagarili sonuglar elde etmek ve
verimi artirmak; gevre sartlarina, besin dengesine, uygun teknolojiye, hastaliklarin
kontroliine ve iyi bir yonetime baglidir. Patojen bir enfeksiyona yakalanma riskinin ¢ok
fazla oldugu baliklarda spesifik ve non-spesifik savunma mekanizmalar olduk¢a énem
tasimaktadirlar. Baliklarda su sicakligina baghi olarak degisen spesifik savunma
mekanizmalarinin olugmasi kisa yagam siiresine sahip olan baliklar igin, oldukc¢a uzun
zaman gerekmektedir (Anderson, 1992). Ciinkii antikor gibi molekiillerin olugmasi,
organlardaki karmagik fizyolojik olaylan igermektedir. Bunun yaninda, non-spesifik
savunma mekanizmalarn ¢ofu zaman yalnizca uyan aldiklarinda aktive olmaktadir. Bu
nedenle non-spesifik savunma mekanizmalar1 baliklarin mikroorganizmalarla enfekte
olmas: ve zarar gérmesi sirasindaki bir immunizasyondan sonra gok c¢abuk olarak
devreye girer (Anderson ve dig., 1992). Baliklar i¢in bu kadar énemli olan non-spesifik
savunma mekanizmalarimi adjuvantlar ve immunostimulantlar kullanarak artirmak
mimkindtir. Cuokii bir ¢ok bakteriyel ve sentetik immunostimulant T hiicre
stimulatoriidir (Anderson, 1992).

Son on yil iginde baliklarda agilarin, adjuvantlarin ve immunostimulantiarin
kullanilmasiyla hastalik direncinin artinlmas: konusuna ilgi gogalmistir (Sakai, 1999).
Kiltir balikgihfinda hastaliklara karyt korunmayr ve non-spesifik savunma
mekanizmalarini artirmada immunostimulantlar onemli etkilere sahiptir (Jeney ve
Anderson, 1993b). Bu ¢alismanin sonuglari; sentetik bir immunostimulant olan
levamisoliin non-spesifik savunma mekanizmalarini artirmastyla balik hastaliklarinda
koruyucu bir madde olarak kullamimas fikrini desteklemigtir.

Immunostimulantlar  baliklara  enjeksiyon, banyo veya oral yolla
uygulanabilmektedir. ~ Ancak, ballkk sayistmn ¢ok oldufu  durumlarda
immunostimulantlarin immersiyon veya oral olarak verilmesi daha kolaydir. Bununla
birlikte patojenin tipi ve gevre sartlan immunostimulantlanin verilis yolunu belirler
(Anderson, 1992). Bu nedenle immunostimulant uygulama tekniginin se¢iminde
hastalifin karakteristik patolojisi ve ¢evresel kosullar goz 6niinde bulundurulmahidir.
Immunostimulant verilen baliklarda olusan korunmanin;, immunostimulantlarin
intraperitoneal olarak verildigi durﬁmlarda, immerse veya oral yolla immunize edilen
baliklardan daha fazla olustugu bildirilmistir (Anderson ve Siwicki, 1994). Bu

galigmada da elde edilen veriler, daha once banyo ve oral yolla immunizasyon
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olusturulan galigmalarla (Hardie ve dig., 1990; Baba ve dig., 1993; Jeney ve Anderson,
1993 b; Yoshida ve dig., 1995) karsilagtinldifinda daha fazla bir korunmanin olustugu
gozlenmektedir.

Balik immunizasyon galigmalarinda ilk uygulamadan sonra ikinci bir uygulama
veya booster uygulamalari tavsiye edilmektedir. Tekrarlanan uygulamalar korunmanin
siirdiiriilmesinde yardime1 olmaktadir (Anderson ve Jeney, 1992; Jeney ve Anderson,
1993 b). Ancak, bu calijmada non-spesifik savunma mekanizmalarindaki artigin
etkisine bakilarak levamisol uygulamalarinda ikinci bir booster uygulamasina gerek
olmadig1 kanaatine vaniimaktadir.

Genellikle biyolojik ve sentetik bilesikleri kapsayan immunostimulantlar;
hayvanlarda savunma mekanizmalarim1  artirmaktadirlar.  Bununla  beraber
immunostimulantlarin baliklarin non-spesifik veya spesifik savunma mekanizmalarinda
stimulanta olumsuz cevap verme, allerjik reaksiyonlar, hipersensitivite gibi olumsuz
etkilerinin olabilecegi bilinmektedir (Siwicki ve dig., 1990). Gergekten de bu galigmada,
levamisoliin gokkusagi alabaliklaninin immunoglobulin diizeyinde bir artisa neden
olmamas: levamisoliin spesifik bagigiklik tizerine etkisinin az oldufuna dair bilgileri
dogrulamustir. Immunostimulantlarin  immun parametreleri artirmamasi  veya
immunosupresyona neden olmasi uygulama gekline ve biiyikk oranda doza
baglanmaktadir (Sakai, 1999) Bu ¢aligmada da immunoglobulin diizeyinde bir artigin
olmamast; galigmada kullanilan levamisol dozunun diigiik veya yiiksek olabilecegi veya
balikta antikor olusumunu saglayacak mekanizmann olduk¢ga uzun zaman
gerektirecegini goz oOniinde bulundurarak  agiklamak mimkiindiir. Bu nedenle
bagigiklama ¢alismalarinda immunostimulantlann uygun dozlanmin kullanilmasi
gerekmektedir.

Tim canlilarda oldugu gibi baliklarda da hastaliklara karsi olugacak savunma
mekanizmalan oldukga fazla 6neme sahip oldugundan, gelecekteki galigmalarin bir
¢ogu bu alanda hastaliklara kargi korunmanin nasil artinlacag: konusunda olacaktir. Bu
nedenle, giiniimiizde immunostimulantlann kullanimi simirli olmasina ragmen gelecek

i¢in olduk¢a umut vericidir.
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