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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA (Onchorhynchus mykiss)
Lactococcus garvieae ENFEKSIYONUNA KARSI SAKAL LiKENI
(Usnea barbata) SULU METANOLIK OZUTUNUN
ANTIMIKROBIYAL ETKILERININ IN VIVO BELIRLENMESI

Abdulwahid Mohammed Almahdi SIRTIYAH
Kastamonu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Soner BILEN

Bu calismada, gokkusagi alabaliklarinda (Onchorhynchus mykiss), Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna karsi, sakal likeni (Usnea barbata) sulu methanolik
Oziitliniin tedavi edici etkileri tespit edilmistir. 4 farkli 6ziit konsantrasyonu (0
mg/100 pl, 4 mg/100 pl, 8 mg/100 pl, 12 mg/100 pl) ve sonuglar1 karsilastirabilmek
i¢in iki farkli antibiyotik, florfenikol ve eritromisin, L. garvieae’nin intramaskiiler
inokiilasyonu sonrasinda giinde iki kere tiim gruplardaki baliklarin her birine oral
yolla, besleme enjektorii kullanilarak verilmistir. Calisma 10 giin boyunca siirmiis ve
0, 3, 7 ve 10. glinlerde immiinolojik yanitlar belirlenmistir. Calismada, siiperoksit
radikal salinim1 12 mg sakal likeni, florfenikol ve eritromisin gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla artmistir (P<0,05). Lizozim aktivitesi genel olarak tiim gruplarda
kontrol grubuna gore artis gostermis (P<0,05) yada farklilik tespit edilememistir
(P>0,05). Myeloperoksidaz aktivitesi antibiyotik gruplarinda genel olarak artis
gostermistir. Genel olarak myeloperoksidaz aktivitesi tim gruplarda kontrol grubuna
gore artig gostermistir. Deneme gruplarindaki bazi hematolojik parametreler artis
gostermis olsa da bu artis istatistiki agidan farklilik olusturmamistir. Caligmanin 7.
giiniinde kan parametreleri 4 mg sakal likeni grubunda artmistir. Yasam oran1 kontrol
grubunda %46,15 olarak tespit edilmistir. Kontrol grubu ve 12 mg sakal likeni grubu
arasinda kayda deger bir farklilik olmamistir (P>0,05). Diger tiim deneme
gruplarinin yasama oranlar1 kontrol grubuna gore yiiksek tespit edilmistir. En yliksek
yasama oran1 Florfenikol grubunda (% 82,69) tespit edilmistir. 4 mg sakal likeni, 8
mg sakal likeni ve eritromisin gruplarinin yasama orani sirastyla % 73,08, % 65,38
ve % 80,77 olarak tespit edilmistir. Calisma sonuclarina gore, sakal likeni sulu
methanolik oziitii 4 mg/17,41g canli agirlik/giin dozunda alabaliklarda Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna kars1 etkili bir terapotiktir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, bagisiklik yanit, sakal likeni, yasama
orani, Lactococcus garvieae, Usnea barbata

2016, 53 sayfa
Bilim Kodu: 1205



ABSTRACT

MSc. Thesis

INVESTIGATION OF IN VIVO ANTIMICROBIAL EFFECTS OF
BEARD LICHEN AQUEOUS METHANOLIC EXTRACT IN
RAINBOW TROUT (Onchorhynchus mykiss) AGAINST Lactococcus
garviae INFECTION

Abdulwahid Mohammed Almahdi SIRTIYAH
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Soner BILEN

Abstract: In this study, therapeutical effects of aqueous methanolic extracts of beard
lichen (Usnea barbat) against Lactococcus garvieae in rainbow trout
(Onchorhynchus mykiss) were investigated. 4 different concentration of extract (0
mg/100 pl (Control), 4 mg/100 ul, 8 mg/100 ul, 12 mg/100 pl) and also to compare
results two different type of antibiotic such as florfenicol and eritromycine were
given orally using feeding needle to the each individual in all experimental group
twice in a day after intramuscular inoculation of L. garvieae. The study was
maintained during 10 days and every 0, 3", 7" and 10" day of the study immune
responses were determined. In the study, superoxide radical realizing was increased
in 12 mg beard lichen, florfenicol and eritromycine compared to control (P<0.05).
Lysozyme activity was generally decreased (P<0.05) or not differences observed in
all experimental group compared to control (P>0.05). Myeloperoxidase was
significantly increased in all antibiotic groups. Florfenicol group at the 7" day of the
sampling time (P<0.05). Myeloperoxidase was increased in almost all experimental
groups compared to control. Some hematological parameters in experimental groups
were increased. However this increase was not significant. However, 7" day of the
study almost all blood parameters were significantly increased in 4 mg beard lichen
group. Survival rate of the groups was found in control group as 46.15 %. There
were no significant differences between control and 12 mg beard lichen groups
(P>0.05). All the other groups’ survival rate was significantly increased compared to
control. The highest survival rate was found in florcenicol group (82.69 %). 4 mg
beard lichen group, 8 mg beard lichen group and eritromycine group survival rate
was investigated as 73.08 %, 65.38% and 80.77% respectively. According to our
results, beard lichen methanolic extract is an effective therapeutic against L. garvieae
infection in rainbow trout at the dose of 4 mg/32,34g body weight/day.

Key Words: Rainbow trout, immune response, bread lichen, survival rate,
Lactococcus garvieae, Usnea barbata
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Science Code: 1205
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1. GIRIS

Artan diinya niifusuna paralel olarak insanlarin gida tiiketimi artmakta ve buna
paralel olarak da su iiriinleri tiiketimi de artmaktadir. Bu baglamda insanlarin 2030
yili itibari ile yillik su triinleri tiiketimlerinin 40 kg’a kadar ¢ikacagi tahmin
edilmektedir (FAO, 2017). Artam ihtiyaglarin karsilanmasinin gerekliligi ve bundan
farkli olarak dogal kaynaklarin giin gectikge azalmasi bu ters iligkide en biiyiik
sorunu olusturmaktadir. Hayvansal protein iiretimden elde edilecek miktarlarin
karasal hayvanlarin yem tiiketimi ve et degerlendirme oranlar1 dikkate alindiginda
insanlart alternatif kaynaklara yoneltmektedir. Giiniimiizde tiiketilecek olan
hayvansal protein ihtiyacin karasal hayvanlardan degil su iiriinlerinden elde edilmesi
en giincel ve dnemli konularin baginda gelmektedir. Oyleki, insanlarin tiikettigi
hayvansal protein kaynaklarinin 2050°1i yillarda yaklagik % 57’sinin su tiriinlerinden
elde dilecegi ongoriilmektedir (FAO, 2017). Ayrica karasal hayvan iiretiminde artan

maliyetler siirdiiriilebilir hayvansal protein ihtiyacinin gelecegini sorgulamaktadir.

FAO (2017) verilerine gore su driinleri dretimi giin gegtikge artmaya devam
etmektedir. Buna paralel olarak su iriinleri tiiketimi 2014 yilinda 20 kg’ kadar
ulagsmig ve tahmin edilen 2050’11 yillara ait tiiketim istatistiklerini desteklenmistir.
Temel olarak Tablo 1.1°de yer alan 2015 yilina ait yakalana ve {iretilen su
triinlerinin toplam miktarlar1 incelendiginde diinya g¢apinda avcilik yolu ile elde
edilen su friinleri istihsalinin 92,6 milyon ton oldugu gdzlenmektedir. Bununla
birlikte yetistiricilik yolu ile elde edilen su iiriinleri iiretimi bundan farkli olarak
76,59 milyon tol olarak tespit edilmistir. Yillik veriler degerlendirildiginde avcilik
yolu ile elde edilen iiretimin yillik olarak genel baglamda sabit oldugu fakat kiiltiir
yolu ile elde edilen su friinleri iiretiminin ise her gecen yil daha da arttig

gbzlenmektedir.

Tiim bu tiretim verileri gelecek yillarda su tiriinleri iretiminin sadece hayvansal degil
aynt zamanda bitkisel protein kaynaklar1 agisindan da insan ihtiyaclarinin

karsilanmasinda en dnemli adresin olacagin1 gostermektedir.



Tablo 1.1. 2015 yili diinya ¢apinda avcilik ve kiiltiir yolu ile tiretilen su iiriinleri
miktarlar: (milyon ton)(FAO 2017).

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

BALIKCILIK
igsu 10,5 11,3 11,1 11,6 11,7 11,3 11,5
Deniz 79,7 77,9 82,6 79,7 81 79,8 81,2
TOPLAM 90,2 89,2 93,7 91,3 92,7 91,1 92,6
AKVAKULTUR

igsu 34,3 36,3 38,6 42 448 471 48,75
Deniz 21,4 22,1 23,2 24,4 25,5 26,7 27,84
TOPLAM 55,7 58,4 61,8 66,4 70,3 73,8 76,59
TUKETIM

Insan Tiiketimi 1238 1281 1308 1369 1415 1463

Yiyecek olmayan

Kullanimlar 22 20 24,7 20,9 21,4 20,9
Popiilasyon 6,8 6,9 7 7,1 7,2 7,3

Kisi Bas1 Balik Tiiketimi 18,2 18,6 18,7 19,3 19,7 20,0

Tiirkiye, diinya gelisimine paralel olarak bir gelisim gostermistir ve tiretim olarak
yillik ulasilan deger 672241 ton olarak 2015 yil1 i¢in belirlenmistir (TUIK 2016). Bu
tiretim miktarlar1 ele alindiginda iiretimin yaklasik olarak 431907 tonunun avcilik
yolu ile istihsal edildigi belirlenmektedir. Kiiltiir yolu ile elde edilen iiriinler toplami
ise 240334 ton olarak tespit edilmistir. Diinyadaki artan su firiinleri {iretimi
istatistiklerine kiiltiir yolu ile elde edilen su iriinleri iiretimi artisina paralel olarak
Tiirkiye’de de kiiltiir yolu ile elde edilen su iirlinleri iiretiminde bir artis s6z
Konusudur. Su firlinleri iretiminin yillara gore detayli dagilimi Tablo 1.2°de

verilmistir.

Tablo 1.3°te Tiirkiye’de yillara gore kiiltiir yolu ile elde edilen su triinleri {iretimini
verilmistir. Tiirkiye’de temel olarak {i¢ ana balik tiiriiniin kiiltiirii yapilmaktadir. BU
tiirlerden en 6 siray1 gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) almaktadir. Bunu
sirastyla tiretim miktarlarina gore levrek (Dicentrachus labrax) ve c¢ipura (Saparus
aurata) takip etmektedir. Veriler degerlendirildiginde 2009 yili haricinde su trtinleri
tiretiminin yillara gore arttigi gézlenmektedir. Bu artig diinya ile paralel olmakla

birlikte artiga neden etmenler cok farkli alanlarda degerlendirilebilir.



Tablo 1.2. Tiirkiye toplam akvakiiltiir iiretimi ve bunun yillara gore dagilimi

(TUIK 2016)(ton).
Yillar Uretim Ihracat ithalat Tiiketim Kullanilmayan I%igfﬁ]l
[¢ Tiiketim  B.un/yag

2000 582376 14533 44230 538764 71000 2309 8
2001 594977 18978 12971 517832 62755 8383 7,5
2002 627847 26860 22532 466289 156000 1230 6,7
2003 587715 29937 45606 470131 120000 13253 6,7
2004 644492 32804 57694 555859 105000 8523 7,8
2005 544773 37655 47676 520985 30000 3809 7,2
2006 661991 41973 53563 597738 60000 15843 8,1
2007 772323 47214 58022 604695 170000 8436 8,6
2008 646310 54526 63222 555275 95742 3989 7,8
2009 622962 54354 72686 545368 90211 5715 7,6
2010 653080 55109 80726 505059 168073 5565 6,9
2011 703545 66738 65698 468040 228709 5756 6,3
2012 644852 74007 67384 532347 94201 9682 7,1
2013 607515 101063 67530 479708 87896 6378 6,3
2014 537345 115682 77545 420361 73667 5180 5,5
2015 672241 121761 110761 485811 176138 6070 6,2

Son yillarda gelisen teknoloji su irilinleri iiretiminin de gelismesine katkilar
saglamustir. Insan giicii kullanimimin en alt seviyelere inmesi, iiriinlerin makine giicii
ve yeni teknolojiler kullanilarak tretilir hale gelmesi ile fiyatlarin da asagilara
diismesi, su Uriinlerini tiiketilebilir hale getirmektedir. Yeni teknoloji kullanim1 birim
alanda maksimum verim elde edilmesini beraberinde getirmektedir (Bilen, Bilen ve
Onal 2015). Bunula birlikte ileri teknoloji kullanimi, baliklarin daha hizh
blyiitiillebilmeleri i¢in kapali devre sistemlerin kullanilmasi ve stres kosullarin
degismesi kaginilmaz olmustur. Bu durum baliklarin sagliklart iizerinde olumsuz
etkiler meydana getirdigi gibi son yillarda etik degerlendirilmelerin de yapilmasina
neden olmaktadir. Su Uriinleri iiretiminde teknoloji gelisimine pararlel olarak
baliklarin tiretim sartlarini iyilestirilmesi ve 6zellikle strese bagli olusan bagisiklik
sorunlar1 ile birlikte meydana gelebilecek hastaliklar ve bunlara bagh kayiplarin

degerlendirilmesi son derece onem arz etmektedir.



Tablo 1.3. Kiiltiir yolu ile elede ilen su iiriinleri iiretiminin yillara gore tiir bazinda
tiretim miktarlart (TUIK 2016) (ton).

Alabalik Cipura Levrek
Yillar Icsu Deniz Toplam
2000 42572 1961 44533 15460 17877
2001 36827 1240 38067 12939 15546
2002 33707 846 34553 11681 14339
2003 39674 1194 40868 16735 20982
2004 43432 1650 45082 20435 26297
2005 48033 1249 49282 27634 37290
2006 56026 1633 57659 28463 38408
2007 58433 2740 61173 33500 41900
2008 65928 2721 68649 31670 49270
2009 75657 5229 80886 28362 46554
2010 78165 7079 85244 28157 50796
2011 100239 7697 107936 32187 47013
2012 11335 3234 14569 30743 65512
2013 122873 5186 128059 35701 67913
2014 107983 5610 113593 41873 74653
2015 101166 6872 108038 51844 75164

Giiniimiizde, balik iiretiminde hastaliklardan kaynaklanan kayiplar ekonomik olarak
onemli yer tutmaktadir. Uretim degerleri ele alindiginda hastaliklardan kaynaklanan
kayiplarin basinda balik kayiplarina ek olarak artan insan giicii uygulamalar1 géze
carpmaktadir. Temel olarak su iirinleri iiretiminde de en temel hastalik tedavi
yontemi iiretilecek olan tiiriin hastaliklara yakalanmasini engellemektir. Ozellikle
enfeksiyoz hastaliklarin olusmamast en o6nemli temel konuyu olusturmaktadir.
Bulasict enfeksiyoz hastalilarin bir {iretim sisteminde ortaya ¢ikmasi sonrasi diger
havuz ve gruplara bulagsma riskinin olmasi ve bu hadislerin siklikla yagsanmasi onemli

bir sorundur.

Hastaliklarin  6nlenmesinde temel olarak en basi c¢eken uygulama asilama
islemleridir. Gliniimiizde ¢esitli hastaliklara karst bir ¢ok as1 uygulamasi
gelistirilmistir ve bu uygulamalrin ilki olarak Aeromonas salmonicida enfeksiyonuna
karst olusturulan inaktive asidir (Duff, 1942). Duff (1942), yapmis oldugu

caligmada asilamanin farkli natikorlar iireiminn gerceklesmesi ile de sistemin



calistigt gozlemlemistir. Bu yontemin gelistirilmesinde sonra diinya genelinde
1970’11 yillara kadar as1 uygulamalarinda bir haraketliligin gézlenmedigi ortaya
cikmaktadir (Plant ve LaPatra, 2011). Amarika’da ilk lisanshi balik asis1 Yersinia
ruckeri tarafinda olusturulan enterik kizil agiz hastaligina karsi alnimstir ve buna
bagli olarak takip eden yillarda vibriosis hastaligima neden olan Vibrio
anguillarum/ordali patojenlerinden kaynaklanan enfeksiyonlara akrst da asilar
tretilmistir. Tiim bu bakteriyolojik hastaliklara karst koruma igin as1 gelistirilmis
olmakla birlikte viral enfeksiyonlardan kaynaklana hastaliklarin tedavisinde ilgili
yontemler yetersiz kalmistir. Bu durum DNA asilarinin iiretilmesine yol agmigtir
(Plant ve LaPatra, 2011). Ilk olarak plasmid DNA asis1 enfeksiydz pankreatik
nekrozis hastaligina (IHNA) karst olusturulmus (Anderson, Mourich, Fahrenkrug,
LaPatra, Shepherd vd., 1996; Corbeil, Kurath, LaPatra, 2000) ve sonrasinda viral
hemorajik septisemi (Lorenzen, Lorenzen, Einer-Jensen, Heppell, Wu, vd., 1998)

enfeksiyonlarina karsi yeni DNA asis1 olusturulmustur.

Bugiine kadar bir¢ok as1 tiirii tiicari olarak piyasaya sunulmus ve tedarigi son derece
kolaydir. As1 uygulamalarinda temel sorun kullanilan veya kullmalcak olan asin
sadece ilgli patojene karsi etken olmasidir. Buna ek olarak koruma siiresinin smnirli
olmasi diger bir sorunu teskil etmektedir. Ayrica asi uygulamalarinin ciddi bir ekiple
yapilmasi fazladan maliyet ve zaman sorunlarini ortaya ¢ikarmaktadir. Son yillarda
Tiirkiye’de as1 uygulamalari tamamen bir sektor halini almis ve uzmanlagmis ekipler
dahilinde uygulamalar ¢iftlik ¢alisanlarindan harici olarak hizmet alimi seklinde

gerceklesmektedir.

Hasatliklardan kaynaklanan kayiplarin onlenmesinde koruyucu oOnlem olarak ele
alinabilecek diger bir uygulama yontemi bagisiklik uyaricilarin kullanilmasidir.
Bagisiklik uyaricilar yem katkis1 olarak balik sagliginin giiclenmesinde kullanilan ve
genel olarak dogal bagisiklik iizerinde etkili olan bununla birlikte spesifik olmayan
bagisiklik tizerinde de etkili tirlinlerdir. Bu iirlinler temel olarak bagisiklik sisteminde
l6kositleri uyararak sistem igerisinde siiperoksit ve nitrit oksit tiirlerinin salinmasini
saglayarak sistemi harekete geciren iirlinlerdir. Bagisiklik uyarici olarak kullanilan
tirtinleri bir ¢ok ¢esidi mevcuttur (Vallejos-Vidal, Reyes-Lopez, Teles, MacKenzie,

2016). Bunlar igerisinde gesitli kimyasallar (Baba, Watase ve Yoshinaga, 1993),



bakteriyal iiriinler  (Solem, Jorgensen ve Robertsen, 1995), algler ve tiirevleri
(Heidarieh, Soltani, Tamimi, Toluei, 2011) ve tip alaninda kullanilan ve tedavi edici
ozelligi olan tibbi bitkiler (Altunoglu, Bilen, Ulu ve Biswas, 2017; Bilen, Unal ve
Giivensoy 2016a; Bilen, Altunoglu, Ulu ve Biswas, 2016b; Bilen, Yilmaz, Bilen ve
Biswas, 2014; Bilen, Bulut ve Bilen, 2011;) sayilabilir.

Tiirkiye’de tiretim g¢iftliklerinde genel olarak yapilan uygulama, koruma yada tedavi
maksatli, antibiyotik kullanimi olarak géze ¢arpmaktadir. Bu alternatif en giiglii yonti
olusturmaktadir. Tiim ¢iftlikler balik iiretiminde as1 uygulama yontemlerine gitseler
de spesifik asilarin koruma saglamadigi durumlarda dogal olarak hastalanan
baliklarin tedavisinde antibiyotik uygulamalar1 kullanilmaktadir. Bu durumda
antibiyotiklerin yan etkileri biiyiik sorun teskil etmektedir. Ozellikle bakterilerde
meydana gelen antibiyotik direng (Kim, Lee, Oh, 2017) ve ¢evreye yapilan olumsuz
etkiler bunun basinda gelmektedir. Ayrica Avrupa Birligi tarafindan bagisiklik
uyarict yada koruyucu olarak antibiyotiklerin yeme katilmasi tamamen
yasaklanmistir. Antibiyotikleri 400-550 giin/ C° gibi bir siirede, uygulandiktan sonra
viicuttan atilmalar1 satis ve pazarlama agisindan da ciddi sorunlar olusturmaktadir.
Cevresel etkiler, ekonomik kayiplar, insan sagligi acisindan olusabilecek olumsuz
uygulamalar tiimden antibiyotik kullanimi agisindan olusan sorunlar olarak

degerlendirilmektedir.

Yukarida belirtildigi ilizere tim bu sorunlarin degerlendirilmesinde ve ¢oziim
oOnerilerinin olusturulmasinda yeni fikirlerin ortaya konmasi kaginilmazdir. Baliklarin
bagisiklik gii¢lendiriciler ile uygulamalara tabi tutulmasi yada as1 yontemleri ile
hastaliklarin 6nlenmesi gibi uygulamalara ragmen baliklarin hastalanmalar1 halinde
ve durumunda antibiyotik kullanimina alternatif yontem olarak tibbi bitkilerin ki in
vitro olarak anti-mikrobiyal etki gosteren bir ¢ok bitki vardir, taranip tespit edilip
uygulamaya alinmasi ve bagisiklik uyarict olarak kullanilmalarina ek olarak tedavi

edici olarak kullanilmalar1 son derece elverisli bir yol olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Bu baglamda bu tez ¢alismasinda 6zellikle Gr+ balik bakteriyolojik patojenlerine
kars1 etki olabilen sakal likeni (Usnea barbata) bitkisini Lactococcus garviae

enfeksiyonuna karsi olan etkilerinin incelenmesi ele alinmig ve potansiyel tedavi



edici 6zellikleri degerlendirilmistir. Calismada sakal likeninin sulu methanolik 6ziitii
cikarilmis ve deneysel olarak Lactococcus garviae enfeksiyonuna karsi etkinligi in

vivo olarak tespit edilmistir.

1.1. Sakal Likeni (Usnea barbata)

Sakal likeni (Usnea barbata), Parmeliaceae familyasi tiyesi olup uzun, grimsi-yesil
renkli ve dallt iplikler halindedir. Tiirkiye’nin hemen her yerinde 6zellikle Karadeniz
bolgesi ormanlarinda bilhassa kayin, koknar ve mese palamudu tiirlerinin dallart
lizerinde genis yayilim alan1 gosterir. Likenler genel olarak ¢ok eskiden beri tibbi

amaglarla kullanilmistir (Shibata, Ukita, Tamura, Miura, 1948).




Fotograf 1.1. Sakal likeni (Usnea barbata)

Tibbi olarak kullanilan Usnea tiirleri Avrupa, Cin, Japonya ve Endonezya gibi
iilkelerde genis kullanim alani bulmustur. Fikokimysal bilesenleri ¢ok genis bir
metabolit icerigi sunmakla birlikte Temel olarak likenlerde usnik asit etken madde
olarak izole edilmekte ve bildirilmektedir (Kotan, Alpsoy, Anar, Aslan, Agar, 2011).
Ayrica, polisakkaritler, yag asitleri, fenolik asitler, flavonoidler, terpenler, steroller,
benzofuranlar agisindan zengin bir igerige sahiptir. Usena tiirleri sahip olduklar1 bu
igeriklerle anti-kanser, anti-proloferatif, anti-oksidan, anti-viral, anti-inflamasyon,
anti-tlser, hepatoprotektif ve anti-genotoksik ozellikler gostermektedir (Paliya,

Bajpai, Jadaun, Kumar, Kumar, vd., 2016).

1.2. Lactococcus garvieae

Lactococcus garvieae GR+, kok zoonotik bir patojendir. Bugiine kadar bir ¢ok balik
ve hatta insalardan izole edilmistir (Eldar, 1996; James, Hardman, Patterson,
2000). Tam kontrollii su {iriinleri {iretiminin gelismesine paralel olarak streptococcal
enfeksiyonlar ki bunlardan en énemlilerinden biri olan L. garvieae, Japonya, Italya,
Israil, ve Avrupa’da bir ¢ok iilkede énemli kayiplara neden olmustur (Chen, Lin,
Liaw, Wang, 2001).

Tiirkiye’de ilk olarak 2002 yilinda ortaya ¢ikan hastalik (Diler, Altun, Adiloglu,
Kubilay, Isikli, 2002) giiniimiizde bir ¢ok ¢iftlik tireticisi igin Ozellikle gokkusagi
alabalig1 yetistiricileri agisindan barajlarda veya denizde iiretim yapan g¢iftliklerde su
sicakliginin yiikseldigi yaz aylarmin basindan itibaren biiyiik bir problem olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin korunma yollar1 igerisinde as1 uygulamalari
gelmektedir. Bununla birlikte as1 faaliyetlerinden dolay1 uygulamanin yapilmadigi

durumlarda hastaligin  olusmasi halinde genel olarak antibiyotik tedavisi

uygulanmaktadir. En ¢ok kullanilan antibiyotik tiirti eritromisindir.



2. YAPILAN CALISMALAR

Simdiye dek tibbi bitkiler {izerinde bir ¢ok ¢aligma yapilmis, bununla birlikte bu
caligmalar anti-mikrobiyal aktivitelerin deneysel ortamlarda ortaya konulmasi yada
bu bitkilerin baliklar iizerinde immunostimulant etkilerinin belirlenmesi iizerine
olmustur. Benzer nitelikte kayitlara gecen sadece bir ¢alisma mevcuttur. Bu
baglamda bu bolimde tibbi bitkilerin tedavi edici etkilerinden ziyade bagisiklik
uyarict etkileri iizerine calismalar degerlendirilmistir. Calisma sonunda notrofil
adezyonu ve hematokrit seviyelerinde artiglar gézlenmilerdir. Lenfosit sayilar1 1 ve 2
aylik deneme gruplarinda artis gostermistir. Tiim dene gruplarin biiylime performansi

olum etkilenmistir.

Bilen ve Bulut (2010), yaptiklari c¢alismada defne yapragi tozu ile beslenen
gokkusagr alabaliklarinin  bagisiklik  sisteminde meydana gelen degisimleri
incelemiglerdir. Bu maksatla baliklar % 0,5 ve % 1 oraninda defne iceren yemlerle
21 giin boyunca beslenmigler ve 21 giin sonunda baliklar normal diyetlerle
beslenmeye devam edilmis ve toplam 63 giin siiren ¢alisgmada besleme sonrasinda da
meydan gelen degisimler incelenmistir. Calisma sonunda hiicre i¢i ve hiicre disi
siiperoksit radikal salimimlar iizerinde bir degisiklik tespit edilememistir. Benzer
olarak fagozitik aktivite, lizozim aktivitesi ve toplam kan protein degerleri agisinda

da herhangi bir degisikligin s6z konusu olmadig: belirlenmistir.

Mohamad ve Abasali (2010), sazan baliklari1 (Cyrinus carpio) Inula helenium,
Tussilago farfara, Brassica nigra, Echinacea purpurea ve Chelidoniume majus
bitkilerinin % 70’lik etanol ¢ozeltisi igerisinde elde ettikleri dziitleri esit miktarlarda
karigtirmiglar ve temel yem igerisine 100, 250, 500, 750 ve 100 mg/kg olacak sekilde
ilave etmislerdir. Sazan baliklar1 bu yemlerle60 giin boyunca beslenmisler ve her 20,
40 ve 60.giinlerde baliklardan 6rnekler alinarak bagisiklik yanitlar tespit edilmistir.
Solunum patlamasi, serum bakterisidal aktivite, lizozim, serum protein, alblimin,
globiilin ve 16kosit sayilar tiim gruplarda kontrol grubuna gore artis géstermistir. A.
hydrophila ile kontrol testine tabi tutulan baliklarda yasam orani doz artis1 ile birlikte

artig gostermistir.



Awad ve Austin (2010), caligmalarinda gokkusagi alabaliklarinit % 1 acibakla
(Lupinus perennis), mango (Mangifera indica) ve 1sirgan otu (Urtica dioica) i¢eren
yemlerle 14 giin boyunca beslemislerdir. Calisma sonunda baliklar A. hydrophila ile
kontrol testlerine tabi tutulmuslardir. Calisma sonuglarina gore serum bakterisidal
aktivite, solunum patlamasi, ve lizozoim aktiviteleri artis gostermistir. Acibakla ve
mango kullanim1 alyuvar ve akyuvar sayilarinin artmasina neden olmustur. Isirgan
otu kullanilan grupta ise hematokrit ve hemoglobin sevileri artmistir. Kontrol
testlerinde tiim deneme gruplarina yasama oranlarinda kontrol grubuna gore artig

gostermistir.

Bilen vd. (2011), yaptiklar1 ¢alismada gokkusagi alabaliklarint % 0,5 ve % 1
oraninda tetra (Cotinus coggyria) iceren yemlerle 3 hafta boyunca beslemislerdir. Bu
3 hafta sonunda baliklardan kan ornekleri alarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 siiperoksit
radikal salinimlar1 incelenmis, fagozitik aktivite, lizozim aktivitesi ve toplam protein
seviyeleri kontrol etmislerdir. Sonrasinda, baliklar1 temel bir besin ile beslemeye
devam etmisgler ve 6 ve 9. Haftalarda yine kan Ornekleri alarak degisimleri takip
etmislerdir. Calisma sonunda ilgili bagisiklik yanitlarin tim parametrelerinde kontrol
grubuna gore bir artis tespit etmislerdir. Biliylime performansi iizerinde tetra
bitkisinin bir etkisi tespit edilememisken bundan farkli olarak bagisiklik yanit

acisindan en uygun oranin % 1 iceren tetra oldugu tespit edilmistir.

Kim, Harikrishnan, Kim, Jang, Kim, vd. (2011), ¢aligmalarinda % 0,1, % 1 ve % 2
oraninda Eriobotrya japonica oziitleri, ile 4 hafta boyunca besledikleri Epinephelus
bruneus baliklarinin bagisiklik yanitlarin1 ve Vibrio carchariae enfeksiyonuna karsi
etkinligini incelemislerdir. Calisma sonuglarina gore serum total protein, albumin ve
globiilin seviyeleri 2. haftada artis gosterirken 1 ve 4. haftalarda degisiklik
gostermemistir. Superoksit anion iiretimi, lenfokin iiretimi ve fagozitoziste herhangi
bir degisim gozlenmemistir. % 1 ve 2 oraninda 6ziit iceren yemlerle beslenen
gruplarda Vibrio carchariae enfeksiyonuna karsi yasam oranlarinda artis

gbzlemlenmistir.
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Nya ve Austin (2011), calismalarinda sarimsagin gokkusagi alabaliklarinin bagisiklik
yanitlar1 iizerine etkilerinin tespit etmiglerdir. Ayrica uygulama yapilan baliklar A.
hydrophyla ile enfekte edilerek kontrol testlerine tabi tutulmuslardir. Bu baglamda
baliklar, 0,5 ve 1gr /kg sarimsak tozu igeren yemlerle 14 giin boyunca
beslenmislerdir. Calisma sonundan bagisiklik parametrelerinde genel bir artistan s6z
edilirken benzer seklide A. hydrophyla ile enfekte edilen baliklarda sarimsak ile

beslenen gruplarin yasama oranlarinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Awad, Awad, Austin ve Lyndon (2013), ¢alismalarinda Quercetin isimli bitki oziitii
ve c¢orek otu oOziti ile gokkusagi alabaliklarini beslenmisler ve bagisiklik
yanitlarinda meydan gelen degisimleri incelmislerdir. Quercetin balik yemlerine %
0,1, % 0,5 ve % 1 oraninda, ¢érek otu yagi ise % 1, % 2 ve % 3 oraninda katilmistir.
Calisma sonunda yiikse doz ile beslenen her iki deneme grubunda da lizozim, toplam
protein, antiproteaz ve bakterisidal aktivitenin arttigin1 tespit etmislerdir. Ig
seviyelerinde kontrol grubuna gore artis gostermistir. Yalnizca % 1 Quercetin igeren

gruplarda bir azalma s6z konusu olmustur.

Sheikhzadeh, Pashaki, Nofouzi, Heidarieh, ve Tayefi-Nasrabadi (2012),
calismalarinda gokkusagi alabaliklarini Ergosan ticari iriinii ile (Laminaria digitata
ve Ascophyllum nodosum’dan elde edilen 6ziit), 50 giin boyunca beslemislerdir.
Calisma sonunda bagisiklik parametrelerinde meydana gelen degisimler Lizozim,
proteaz, alkalin fosfataz ve esteraz enzimleri kontrol edilerek belirlenmistir. Calisma
sonuglar1 baliklarin viicut yiizeylerinden elde edilen mukusun Yersinia ruckeri’ye
kars1 yiiksek bir antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica, tim

deneme gruplarinda ilgili bagisiklik yanitlarin arttigini tespit etmislerdir.

Sheikhzadeh, Nofouzi, Delazar, ve Oushani (2011), gokkusag: alabaliklar1 tizerinde
kafeinsiz yesil cayin (Camellia sinensis) etkilerini incelemislerdir. Bu baglamda yesil
cay baliklarin yemlerine 20, 100 ve 500 mg/kg oraninda katilmis ve baliklar bu
yemlerle 30 giin boyunca beslenmislerdir. Calisma sonunda peroksidaz
aktivitelerinin uygulama yapilan tiim gruplarda azalma gosterdigi tespit edilirken 100

mg/kg yesil ¢ay iceren gruplara beslenen baliklarin lizozim aktiviteleri kayda deger
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artis gostermistir. 20m/kg kafeinsiz yesil ¢ay igceren yemlerle beslenen baliklarin

Yersinia ruckeri’ye karsi serum bakterisidal aktiviteleri artig gostermistir.

Haghighi ve Rohani (2013), yapmis olduklar1 ¢alismada gokkusagi alabaliklarinda
zencefilin (Zingiber officinale) toz olarak yemlere katilmasi halinde bagisiklik yanit
lizerinde meydan getirecegi degisimleri incelemislerdir. Bu baglamda baliklar 12
hafta boyunca % 1 zencefil igeren yemlerle beslenmislerdir. Calisma sonunda
stiperoksit radikal salimimlarinda bir artis s6z konusu olmustur. Benzer sekilde
akyuvar sayisinda artis gozlenirken, lizozim aktivitesi, hematokrit seviyeleri ve
kirmiz1 kan hiicreleri sayisi da artmistir. Calisma sonuglarina gore zencefilin iyi bir

bagisiklik uyarict oldugu kanaatine varmislardir.

Bilen vd. (2016a), yapmis olduklar1 ¢alismada gokkusagi alabaliklarini 1sirgan otu ve
istiridye mantar1 sulu methanolik 6ziitlerini % 0,1 ve % 0,5 oraninda iceren yemlerle
1 ay boyunca beslemislerdir. Calisma sonunda baliklardan kan 6rnekleri alarak NBT
aktivitesi, fagositik aktivite ve lizozim aktivitelerinde meydan gelen degisimleri
kontrol etmisler ve ayrica baliklar1 A. hydrophila enfeksiyonuna karsi kontrol testine
tabi tutmusladir. Calisma sonunda NBT ve fagozitik aktivite tiim gruplarda artis
gostermistir. Lizozim aktivitesi en yiiksek degerine % 0,5 1sirgan otu ile beslenen
gruplarda ulasmigtir. Kontrol testleri sonuglarina gore % 0,5 ve % 1 1sirgan ilave
edilen yemlerle beslenen baliklarin yasama oranlar1 kontrol gurubuna gore artis

gosteririken istiridye mantari ile beslenen gruplarda bir degisiklik gézlenmemistir.

Bilen vd. (2016b), yaptiklari ¢alismada, alabaliklari 30 giin boyunca giinde iki kere
% 0,5 ve % 1 oraninda kapari (Capparis spinosa) igeren yemlerle doyana kadar
beslemislerdir. Calisma sonunda baliklar A. hydrophila enfeksiyonuna karsi kontrol
testlerine tabi tutulmustur. Gruplarin, siiperoksit radikal salinimlari ve fagozitik
aktiviteleri uygulama grubunda da kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir.
Lizozim ve myeloperoksidaz aktiviteleri de benzer sekilde kontrol grubuna kiyasla
artis gostermistir. Baliklar A. hydrophila ile enfekte edildiklerinde % 0,5 kapari

iceren grupta yasama orani daha yiiksek olarak tespit edilmistir.
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Elbeshti  (2016), yapmis oldugu c¢alismada, gokkusagi alabaliklarinda
(Onchorhynchus mykiss), Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi, tetra (Cotinus
coggygria) sulu methanolik 6ziitiiniin tedavi edici etkileri tespit etmistir. Calismada
baliklar Aeromonas hydrophila ile enfekte edildikten sonra tetra bitkisinin ti¢ farkli
dozu ( 4 mg/100 pl, 8 mg/100 pl, 12 mg/100 pl) ve iki farkli antibiyotigin kontrol
olarak yasama oranlari belirlemislerdir. 10 giin siiren caligma sonunda NBT
aktiviteleri 12 mg Tetra grubunu ve Florfenikol grubu hari¢ tiim gruplarda azalma
gOstermistir.  Lizozim aktvitesi genel olarak tiim gruplarda kontrol grubuna gore
azalmis, myeloperoksidaz aktivitesi Florfenikol gruubunun 7. giin 6rneklemesinde en
yiiksek degere ulasmistir. Genel olarak myeloperoksidaz aktivitesi tiim gruplarda
kontrol grubuna gore artis gostermistir. Kontrol grubunda yasama orani %53,33
olarak tespit edilirken kontrol grubu ve 4 mg Tetra grubu arasinda bir farklilik
olmamigtir. Diger tiim deneme gruplarinin yasama oranlari kontrol grubuna gore
yiiksek tespit edilirken en yiiksek yasama oran1 % 80 ile Florfenikol grubunda tespit
edilmistir. 12 mg Tetra, Doksisiklin ve 8 mg Tetra gruplarinin yasama orani sirasiyla
% 74,44, % 70 ve % 70 olarak tespit edilmistir. Calisma sonuglarina gore, tetra sulu
methanolik 6ziiti 24 mg/32,34g canli agirlik/giin  dozunda alabaliklarda A.
hydrophila enfeksiyonuna kars1 etkili bir terapotiktir oldugunu bildirmislerdir.

Altunoglu vd. (2017) yapmis olduklar1 calismada gokkusag: alabaliklarinin ¢orek otu
sulu methanolik 6ziitii ile 30 giin boyunca beslemisler ve c¢alisma sonunda baliklar
A. hydrophila enfeksiyonuna karsi kontrol testlerine tabi tutmuslardir. Ayrica
baliklarin sitokin yanitlarinda meydana gelen degisimler incelenmistir. Bu baglamda
spesifik olmayan bagisiklik sistemi {izerinde 6zellikle solunum aktivitesinde bir artis
gozlenirken diger gruplar bu artig olmak birlikte yiiksek tespit edilmemistir. Sitokin
yanitlarda genel olarak bir artis gozlenirken kontrol testlerine gore gruplar arasinda

bir farklilik g6zlemlememisleridir.
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3. YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Balik Materyali

Calismada balik materyali olarak 17,41+0,3 g ortalama agirlifa sahip gokkusagi
alabaliklar1  (Onchorhynchus mykiss) kullanilmistir. Gokkusagir —alabaliklar
Kastamonu Universitesi Igsu ve Deniz Baliklar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi

Miidiirliigli’nden temin edilmistir.

3.1.2. Uygulama Yeri

Calisma, Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi’ne ait Balik Hastaliklar:
Arastirma Unitesi’nde siirdiiriilmistiir. Calismada her biri 90 L olan birbirinden
bagimsiz akvaryumlar kullanilmistir. Akvaryumlarin suyu gilinliik olarak % 20

oranina degistirilmis ve diizenli olarak filtreleme uygulanmistir.

Fotograf 3.1. Deneme kullanilan akvaryum sistemleri.
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3.1.3. Sakal Likeni Bitkisi (Usnea barbata) ve Hazirlanisi

Calismada, Lactococcus garvieae enfeksiyonuna karsi etkilerini belirlemek tizere
sakal likeni (Usnea barbata) bitkisi kullanilmigtir. Sakal likeni, yaz doneminde
Kastamonu kirsalindaki ormanlik araziden toplanmis ve goélgede kurutulmustur.
Tamamen kuruyan bitkiler Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Arastirma
Laboratuvari’nda yiikksek hizli bitki degirmeninde o6giitiilmiis ve toz haline
getirilmistir. Toz aline getirilen bitkinin sulu methanolik 6ziiti daha o6nceden

belirtildigi tizere Bilen vd. (2016a)’ya gore ¢ikarilmistir.

'

Fotograf 3.2. Toz haline getirilmis sakla yosunu (Usnea barbata)
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3.1.4. Lactococcus garvieae

Lactococcus garvieae, gram pozitif bir bakteri olup tiim diinyada yailim gosteren
zoonoz bir hastaliktir. Bu g¢alismada Lactococcus garvieae ATCC 43921 susu
kullanilmistir. Bu maksatla Lactococcus garvieae saf suslart TSA’ya ekilmis, olusan
suslar APl 20 Strep ve API 50 CH ticari kitleri kullanilarak tekrar tiir teshisine tabi
tutulmustur. Daha sonra bu suslar TSB igerisine inokiile edilmis ve 37 C°’de 24 saat

inkiibe edildikten sonra hasat edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Oziitiiniin Cikarilmasi

Bu ¢alismada kullanilan sakal yosunu (Usnea barbata), Kastamonu 1li igerisinde yer
alan ormanlik araziden temin edilmistir. Toplanan bitkiler gélgede kuru bir ortamda
normal sartlar altinda kurutulmustur. Kuruyan bitkiler yiliksek devirli degirmen
ogiitiiciide toz haline gelinceye kadar gekilmistir. Daha sonra bu tozlarin sulu
methanolik oziitleri ¢ikarilmistir (Bilen vd., 2016b). Kisaca, % 40°‘lik methanol
hazirlanmis ve Ornekten 100 g bitki tozu alinarak amber 1 L’lik sise icerisinde
karistirilmis ve 3 giin boyunca ters yiiz edilerek karistirilmistir. Ornek karanlik bir
ortamda saklanmistir. 3 giin sonunda bu 6rnekler Whatman filtre kagidindan (47
mm)  gegirilerek iri partikiiller ayrilmistir. Son sivi kisim vakum evaporatore
transfer edilmis ve burada tim sivi kisim giderilinceye kadar buharlagtirma
yapilmistir. Buharlagtirilan {iriin tamamen sise icerinde kuruduktan sonra oziit
miktarini net olarak belirlemek i¢in 50 g saf su 50 C°’de 1sitilmisg, evaporator balonu
icindeki Oziite eklenmis ve ¢ikan 6rnek tartilarak toplam 6ziit miktar1 belirlenmistir.
Daha sonra bu oziitler kullanilacak doza gore PBS igerisinde hazirlanmis ve
caligmada kullanilincaya kadar —20 C°’de saklanmis, g¢alisma miiddetince de

belirlenen dozlara gore +4 C°’de tutulmugtur.
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Fotograf 3.3. Calismada kullanilan sakal yosunu (Usnea barbata) sulu methanolik
ozttiintin filtre edildikten sonra vakum evaporatorde ¢ikarilma islemi.

Fotograf 3.4. PBS igerisinde uygun dozda hazirlanmis kullanilmaya hazir sakal
yosunu.

3.2.2. Hastalik Amilinin LDsg Oranlarin Belirlenmesi

Hastalik etmeni olarak kullanilan Lactococcus garviae (ATCC 43921) patojeninin
alabaliklardaki %350’lik O6ldiriici dozunun belirlenmesi igin bir set balik grubu
olusturulmus ve her balik grubu 1X10°, 1X107, 1X10® ve 1X10° hiicre iceren bakteri
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ile intramaskiiler olarak enfekte edilmis ve 10 glin boyunca yasama oranlari

kaydedilmistir. Sonug olarak LDso dozu olarak 1X10° belirlenmistir.
3.2.3. Deneyin Kurgulanmasi

Calismada kullanilacak olan baliklar ilk olarak Kastamonu Universitesi icsu ve
Deniz Baliklart Uygulama ve Arastirma Merkezi Miidiirliigii’nden temin edildikten
sonra Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Hastalik Laboratuvar’ma
getirilmis ve iki hafta boyunca adaptasyon saglanmasi icin standart alabalik yemi ile
beslenmislerdir. Adaptasyon siirecinden sonra baliklar deneme akvaryumlarina 36
adet gelecek sekilde stoklanmistir. Akvaryumlar diizenli olarak havalandirilmaya tabi
tutulmus, su kalite kriterleri gozlenmis ve her giin akvaryumlarin suyu % 30

oraninda bekletilmis akvaryumlarla ayni sicakliktaki su ile degistirilmistir.

Baliklarda Lactococcus garviae (ATCC 43921) enfeksiyonuna karsi sakal yosunu
bitkisinin sulu methanolik 6ziitiiniin tedavi edici etkilerinin belirlenmesi igin baliklar
LDso dozu belirlenen patojen amil ile denemenin 0. giiniinde intramaskiiler olarak
enfekte edilmislerdir (Fotograf 3.5.). Aymi giin, 100 ul PBS igerisinde 0 mg
(kontrol), 4 mg, 8 mg ve 12 mg sakal yosunu sulu methanolik oziitii iceren
hammadde ile besleme siringasi kullanilarak sabah ve aksam olmak {izere giinde iki
defa baliklara oral yolla verilmistir. Kontrol grubuna ek olarak ilgili bakterinin
sagaliminda kullanilan florfikol ve eritromisin gruplart da olusturulmus ve bu
gruplar benzer dozlarla giinde iki defa olmak iizere baliklara oral yolla verilmistir
(Fotograf 3.6.). Calisma 10 giin boyunca siirdiirilmistiir. Calismanin 0, 3, 7 ve 10.
giinlerinde baliklardan kan ve doku ornekleri alinarak immiinolojik analizler
yaptlmistir.  Analizlerde  kullanilan  baliklar yasama oran1  belirlemede

kullanilmamustir.

Bu calisma Kastamonu Universitesi Hayvan deneyleri Yerel Etik Kurulunun

03.04.2017 tarihli ve 92495045-050-E.12086 sayil1 izni ile gergeklestirilmistir.
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Fotograf 3.5. Denemede kullanilan baliklarin ¢calisgamin ilk giinlinde L garvieae
enfeksiyonu ile intramaskiiler olarak enfekte edilmesi.

Fotograf 3.6. Sakal yosunu 6ziitii igeren hammaddenin baliklara oral yolla verilmesi.
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3.2.4. immunolojik Analizler

Calismada humural bagisiklik yanitlarinda meydan gelen degisimlerin belirlenmesi
icin baliklarin kaudal venasindan kan alinarak bu kanlar K3EDTA iceren kan
tiiplerine alinmistir. Bu 6rneklerden siiperoksit radikal salinimlari dogrudan kandan,
lizozim ve myeloperoksidaz testleri ise serum kullanilarak belirlenmistir. Caligmalar,
Kastamonu Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Arastrma Laboratuvari’nda

gerceklestirilmistir.

Fotograf 3.7. Denemede kullanilan baliklarindan immiinolojik analizlerde
kullanilmak tizere kan 6rneklerinin alinmasi.

3.2.4.1. NBT Yontemi

Siiperoksit radikal salinimlart NBT yontemi kullanilarak tespit edilmistir (Siwicki ve
Anderson, 1993). Kisaca, baliklardan alinan kan 6rneklerinden 0,1 ml 6rnek % 0,2
NBT igeren 0,1 ml soliisyon ile karigtirilmistir ve Karigim 25 °C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Karisim igerisinden 50 pl siispansiyon alinmis ve bunun iizerine 1,0 ml
N,N-dimethil formamid eklenmis ve karisim 4000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir.
Daha sonra bu karigim ayr1 bir tiip igerisine alinmis ve 540 nm optik densititede N,N-
dimethil formamid kor 6rnegine karsi okunmustur. Sonugalr 4 ile garpilarak tespit

edilmistir.
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3.2.4.2. Lizozim Aktivitesi

Lizozim aktivitesi Siwicki, Anderson ve Rumsey (1994)’e gore turbidimetrik yontem
kullanilarak yapilmistir. Kisaca, serumdan 100 ul 6rnek alinmig, bunun tizerine 200
ul Mycrococcus lysodeikteus (0,2 mg/ml) eklenmis ve 520 nm dalga boyunda 0 ve 4.
dakikalarda Microplate Reader kullanilarak okunmustur. Sonuglar lizozim U/ml

olarak verilmistir.
3.2.4.3. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz (MPO) aktivitesinin belirlenmesinde, 30 pL serum 6rnegi ile 370
ul ca® veya Mg2+ icermeyen HBSS karistirilmigtir. Bu karisimin iizerine 100 pl 0,1
mg/ml 3,3',5,5'-tetramethilbenzidin dihidroklorid ve % 0,006 hidrojen peroksit
eklenmigtir. Reaksiyon absorbans farki olglilmiis ve reaksiyon hizi IU olarak
belirlenmistir. Sonuglar, 0,5 ml reaksiyon karisiminin her bir (AA 450/dakika/mL)
dakikadaki indirgenmesine gore verilmistir (Quade ve Roth 1997).

3.2.5. Hematolojik Analizler
3.2.5.1. Eritrosit Sayimi

Kan oOrnegi eritrosit pipetine alinarak 1/200 oraninda Dacie soliisyonu ile
seyreltilerek ve toplam eritrosit sayist Thoma lami kullanilarak hesaplanmistir

(Blaxhall ve Daisley 1973).
3.2.5.2. Hematokrit Seviyesinin Tespit Edilmesi

Hematokritin 0Ol¢ililmesinde mikrohematokrit yontem kullanilacaktir. Hematokrit
tiipleri kan ile doldurulacak ve hematokrit santrifiijde 10500 g devirde 5 dk santrifiij
edilecektir. Sonrasinda skala kullanilarak % hematokrit deger dlciilecektir (Blaxhall
ve Daisley 1973).
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3.2.5.3. Hemoglobin Miktarinin Tayini

Hemoglobin  miktariin  tayini  i¢gin  cyanomethemoglobin  metodundan
yararlanilacaktir (Blaxhall ve Daisley 1973) Bu amagla 20 ul kan 6rnegi 4 ml
Drapkin sollisyonu igerisine konulacaktir. Devaminda 10 dakikalik inkiibasyondan

sonra karisim 540 nm’de okunacak ve sonuglar g/dl olarak degerlendirilmistir.

3.2.5.4. Eritrosit indeksleri

3.2.5.4.1 Ortalama Eritrosit Hacmi (MCV)

Ortalama eritrosit hacmi asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplanmistir (Lewis,

Bain ve Bates, 2006).

Het: Hematokrit, RBC: Kirmizi Kan Hiicre Sayist

MCV (f)= Het x 10/RBC(106puL-1) (3.1)

3.2.5.4.2. Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin (MCH)

Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin asagidaki formiilden yararlanilarak

hesaplanmistir (Lewis vd., 2006).

Hb: Hemoglobin

MCH (pg)= [Hb (g dL-1) x 10//RBC(106/mm-1) (3.2)

3.2.5.4.3. Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC)

Eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu asagidaki formiilden

yararlanilarak hesaplanmistir (Lewis vd., 2006).

MCHC (g-1) = [Hb (g dL-1) x10]/Hct (3.3)
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3.2.6. istatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilen tim veriler SPSS 22 paket programi kullanilarak analiz
edilmistir. Gruplar arasi farklar1 belirlemek ilk 6nce tek yonli ANOVA testi
uyglanmis ve ve varyans analizleri sonuglarina gore gruplar arasinda farklilik olup
olmadig1 tespit edebilmek icin % 95 giiven araliginda Fisher LSD analizi

uygulanmstir.
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4. BULGULAR

4.1. Bagisikhik Yamtta Meydan Gelen Degisimler
4.1.1. NBT Yontemi

Bu calismada, 10 giin boyunca yapilan sakala likeni uygulamasiin tedavi edici
Ozelliklerinin belirlenmesinde bagisiklik yanit ile olan iligkisini ortaya kayabilmek
icin siiperoksit radikal salinimlarinin belirlendigi NBT yontemi kullanilmistir. Bu
baglamda elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir. ele edeline bu sonuglara gore
0. giin NBT aktiviteleri kontrol, 4 mg, 8 mg ve eritromisin gruplarinda farklilik
gostermezken (P<0,05), bunlardan farkli olarak 12 mg ve florfenikol gruplarinda
kayda deger oranda bir artis gozlenmistir. En yiiksek NBT degeri florfenikol
grubunda tespit edilmistir (P<0,05). Elbeshti (2016), tetranin (Cotinus coggygria)
calismamizdan farkli olarak 0. Giin degerlerinde son derece yliksek tespit etmistir.
Bu degerle tiim gruplarda yiiksek doksisiklin antibiyotigi uygladgi grubpta tespit
edilmistir. Degerler c¢aligmamamizdan farkli olmakla birlikte benzer sekilde

antibiyotik uygulanan gruplarda artan bir NBT aktivitesinden s6z etmek miimkiindiir.

Tablo 4.1. Deneme siiresince, sakal likeni sulu methanolik 6ziitii ile Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna karsi muamele edilen gokkusag alabaliklarinda
NBT aktivitelerinde meydana gelen degigimler (540 nm).

0. Giin 3. Giin 7. Giin 10. Giin

Kontrol 0,24+0,11* 0,23+0,09° 0,20+0,06% 0,28+0,15%
4 mg Sakal Likeni 0,3540,12 0,31ﬂ:0,06b 0,190,072 0,19+0,112
8 mg Sakal Likeni 0,42+0,07* 0,25+0,08° 0,16+0,04% 0,25+0,13%
12 mg Sakal

Likeni 0,44+0,1 1° 0,17+0,05% 0,23+0,08% 0,16+0,04%
Florfenikol 0,64+0,19° 0,37+0,15° O,O4ﬂ:0,02b 0,22+0,06%
Eritromisin 0,73+0,33% O,OSﬂEO,OZOI 0,13+0,05° 0,27+0,16%

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli harfler gruplar
arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

3. giin sonuclan degerlendirildiginde, 4 mg, florfenikol ve eritromisin gruplar1 harig¢

diger tiim gruplarin NBT aktiviteleri benzer olarak tespit edilmistir (P>0,05). Bundan
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farkli olarak florfenikol grubu NBT aktivitesi 0,37+0,15 ile en yiiksek degere
ulagmigtir. Eritromisin grubunda ise 0,05+0,02 ile en diisiik deger tespit edilmistir
(P<0,05). Elbeshti (2016), yapmis oldugu c¢alismada tetra uygulanan gruplardan
sadece 12 mg grubunda kayda deger bir artistan s6z ederken bu ¢alismada 4 mg sakal

likeni uygulanan gruplarda artis gézlenmistir.

Caligmanin 7. gliniinde sakal likenini gruplar ile kontrol grubu NBT aktivitesi
benzerlik gosterirken (P>0,05), florfenikol ve eritromisin gruplar1 bunlardan farkli
olarak kayda deger oranda azalma goOstermistir. Elbeshti (2016), 7. Gin NBT
aktivitelerinde benzer olarak tiim gruplarda fark tespit edememigken sadece
doksisiklin grubunda bir azalma gozlemlemistir. Calismanin 10. giiniinde ise NBT
aktivitesi tiim gruplarda benzerlik gdstermistir (P>0,05). Calismamizdan farkli olarak
Elbeshti (2016), 12 mg tetra ve antibiyotik uygulanan gruplarda bir azalma tespit

etmislerdir.

Caligsma sonunda elde edilen NBT aktivitesi sonuglar1 gruplar kendi i¢lerinde giinler
bagli degisimleri incelendiginde elde edilen sonuglar Grafik 4.1., 4.2., 4.3., 4.4., 4.5.
ve 4.6.’da ifade edilmistir. Bu sonuglara gore kontrol grubunun NBT aktiviteleri
incelendiginde tiim ¢alisma 6rnekleme giinlerinde bir farklilik olugsmadigi ve kontrol

grubunda bir degisimin olmadiginda bahsetmek miimkiindiir.

4 mg sakal likeni iceren oziit ile tedavi edilen grubun NBT aktiviteleri
degerlendirildiginde 0 ve 3. giin siiperoksit radikal salinimlarinda bir degisim
gozlenmemistir. Bununla birlikte 7 ve 10. giin NBT aktiviteleri bunlardan farkl

olarak kayda deger oranda azalma gdstermistir.

8 mg sakal likeni ile tedavi edilen grupta ise ¢alismanin ilk giinii yiiksek olan NBT
aktivitesi diger giinlerde kayda dege oranda azalma gostermistir. Bu baglamda genel
olarak NBT aktivitesin diizenli bir azalma gosterdiginden bahsetmek miimkiindiir.
Calisma sonuglar1 Elbeshti (2016) calisma sonuglar1 ile karsilastirildiginda tiim
deneme gruplarinda NBT aktivitesinde ¢alismamiza benzer olarak bir azalmadan
bahsedilmesiyle oOrtiismektedir. Bu sonuglarin sakal likeninin dogrudan bakteri ile

miicadele ettigi hususunda fikir olusturmaktadir.
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Grafik. 4.1. Kontrol grubunun giinlere gore NBT aktiviteleri.
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Grafik. 4.2. 4 mg sakal likeni grubunun giinlere gore NBT aktiviteleri.
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NBT aktivitesi (8 mg)
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Grafik. 4.3. 8 mg sakal likeni grubunun giinlere gore NBT aktiviteleri.

NBT aktivitesi (12 mg)
0,60

g a

=

= 0,550

S

v 040
ny b
%’ 0,30

= b b
200,20

>
=~ 0,10

=3

S 0,00

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Giin

Glinler

Grafik. 4.4. 12 mg sakal likeni grubunun giinlere gére NBT aktiviteleri.
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Optik Yogunluk (540 nm)
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Grafik. 4.5. Florfenikol grubunun giinlere gére NBT aktiviteleri.
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Grafik. 4.6. Eritromisin grubunun giinlere gére NBT aktiviteleri.
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Nya ve Austin (2009a), zencefil kullandiklar1 c¢aligmalarinda genel olarak
calismamizdan farkli olarak NBT aktivitelerinde bir artig tespit etmislerdir. Tetra
tozu ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda yine c¢alisamazdan farkli olarak
stiperoksit radikal salinimlarinda artis sok konusudur (Bilen vd., 2011). Siiperoksit
radikal salinimlarindaki artig tibbi btitki olarak kullanilan sarimsak tozu ile yapilan
calismalarda da elde edilmistir (Nya ve Autstin 2009b; Bilen vd. 2013). Genel olarak
bakildiginda tibbi bitkilerin baliklarin bagisiklik sistemi parametrelerinde olan NBT
aktivitesi arttirdigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte bu calismada NBT
aktivitelerinde genel olarak bir azalma s6z konusudur yada bu durum degismeden
sabitlik gOstermistir. Calismamiza benzer olarak Elbeshti (2016), NBT
aktivitelerinde gilinlere bagli bir azalma gozlemlerken gruplar arasinda da nispi bir
artistan yada degismeyen NBT aktivitesinde s6z etmektedirler. Yine calismamiza
benzer olarak Bilen ve Bulut (2010), yapmis olduklari ¢alismada defne yapragi tozu

ile beslenen alabaliklarin NBT aktivitelerinde bir degisim gozlemlememislerdir.

zencefil ile 14 gilin besledikleri baliklarin siiperoksit radikal salinimlarinda kayda
deger artiglar tespit etmistir. Bilen vd. (2011) yaptiklar1 ¢aligmada alabaliklar tetra
tozu iceren yemlerle beslediklerinde siiperoksit radikal salimmlarinda artis tespit
etmisler ve bu artis temel diyete doniildiikten sonrada etkinligini devam ettirmistir.
Nya ve Austin (2009b), sarimsak ile besledikleri baliklarin siiperoksit radikal
salinimlarinda artig tespit etmisleridir. Yine benzer olarak, Bilen vd. (2016a), kaymn
mantar1 ve 1sirgan otu sulu methanolik 6ziitlerinin alabaliklar iizerinde, Bilen vd.
(2016b), yapmis olduklar1 ¢alismada ise kaparinin alabaliklarin siiperoksit radikal

salinimlarini arttirdigini tespit etmislerdir.

Sonug olarak gruplar kendi iglerinde degerlendirildiginde genel olarak g¢alisma
ilerledikge NBT aktivitelerinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar L. garvieae ile
enfekte edilen baliklarin ilk iki 6rnekleme donemi hari¢ azaldigini gostermesi, tibbi
bitkilerin genel olarak NBT aktivitesini arttiginin bilinmesine ek olarak bu c¢alisma
sonuclarinda  azalmalarin ~ g6zlenmesi, kontrol grubu olarak  kullanilan
antibiyotiklerden eritromisin ve florfenikol gruplarinda azalmasinin da ortaya
koydugu iizere sakal yosunu uygulamalarmin dogrudan bagisiklik yanit {izerinde

etkilerinin olup olmadig1 konusunda net bilgi sunmamakta ve uygulamanin hastalik
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olusumu ile baglamasi ve 6ziitiin daha ziyade hastalik yapict amile kars1 bakterilerin

elemine edilmesinde etkin oldugu sonucu ¢ikarilabilir.

4.1.2. Lizozim Aktivitesi

Deneme siiresince, sakal likeni sulu methanolik oziitii ile Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna karst muamele edilen gokkusagi alabaliklarinda

lizozim aktivitelerinde meydana gelen degisimler Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. Deneme siiresince, sakal likeni sulu methanolik oziitii ile Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna kars: muamele edilen gokkusag alabaliklarinda
lizozim aktivitelerinde meydana gelen degisimler (U/ml).

0. Giin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Kontrol 0,10+0,07* 0,11+0,05%°  0,44+0,18° 0,35+0,07°
4mg Sakal Likeni  0,16+0,09° 0,80+0,41°  0,39+0,18° 0,25+0,10°
8 mg Sakal Likeni  0,24+0,34° 0,12+0,07*  0,09+0,05" 0,23+0,08"
12 mg Sakal Likeni  0,18+0,26" 0,19+0,67°  0,50+0,2° 0,05+0,02°
Florfenikol 0,2040,09° 0,13+0,11°  0,25+0,11° 0,18+0,06°
Eritromisin 0,19£0,28° 0,12+0,08%  0,38+0,17° 0,38+0,12%

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli harfler gruplar
arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

Calismanin 0. giinii lizozim aktivite sonuglarina gére 8 mg grubunun lizozim
aktivitesi tiim gruplardan farkli olarak yiiksek tespit edilmistir (P<0,05). En diisiik
lizozim aktivitesi kontrol grubunda (0,10+0,07) tespit edilmis olmasina ragmen diger
gruplarla arasinda bir farklilik tespit edilememistir. Elbeshti (2016), calismamiza
benzer seklide tiim gruplarinda lizozim aktivitesinde benzerlik tespit ederken 8 mg

tetra uyguladiklar1 dozda lizozim aktivitesinde artis gézlemlemistir.

3. giin degerlerine gore, 4 mg sakal likeni grubunda lizozim aktivitesi (0,80+0,41) en
yiiksek degerine ulagsmistir. Bu deger Elbeshti (2016)’nin ¢alisma sonuglarindan da
bir hayli yiiksektir. Diger tim gruplarin lizozim aktiviteleri kontrol grubu ile

kiyaslandiginda bir farklilik olusturmamistir (P>0,05).
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Calismanin 7. giin sonuglar degerlendirildiginde kontrol, 4 mg, ve 12 mg grubu
lizozim aktiviteleri arasina kayda deger bir farklilik olusamamistir (P>0,05). Bunula
birlikte 8 mg grubunda (0,09+0,05) en diisiikk degere ulasmistir (P<0,05).. florfenikol
ve eritromisin antibiyotik gruplar1 lizozim aktivitesi kontrol, 4 mg, ve 12 mg
lizozim aktivitelerinde diislik, 4 mg grubundan ise kayda deger oranda yiiksek olarak

tespit edilmistir.

10. giin sonuglarina gore kontrol grubu ile kiyaslandiginda eritromisin grubu lizozim
aktivitesi benzerlik gostermistir. En diisiik lizozim aktivitesi 12 mg grubunda tespit
edilmitir. Florfenikol grubununun lizozim aktivitesi bundan farkli aartmis bununla
birlikte kontrol grubun akiyasla diisiik olmustur (P<0,05). 4 mg ve 8mg grupslari ise
diger gruplardan kayda deger orada yiiksek tespit medilirken kontrol grubuna kiyasla

diisiik olarak belirlenmistir.

Elbeshti (2016), neredeyse 7. ve 10. gilinlerde calismamiza benzer sonuglar elde

etmislerdir.

Calisma sonunda elde edilen lizozim aktivitesi sonuglar1 gruplarin kendi iclerinde
giinlere bagli degisimleri incelendiginde elde edilen sonuglar Grafik 4.7., 4.8., 4.9,,
4.10., 4.11 ve 4.12.’de ifade edilmistir. Bu sonuglara gore kontrol grubunun NBT
aktiviteleri incelendiginde tiim ¢alisma Ornekleme giinlerinde bir farklilik olusmadig:

ve kontrol grubunda bir de§isimin olmadiginda bahsetmek miimkiindiir.

Bu sonuglara gore kontrol gurubu lizozim aktivitesi 0 ve 3. Giinlerde benzerlik
gosterirken 7 ve 10. Giinlerde bunlardan farkli olarak artis gdstermistir. Bu baglamda
artan bir lizozim aktivitesinde s6z etmek miimkiindiir. Hi¢bir uyarici kullanimayan
bu gruptaki artan lizozim aktivitesi baligin kendi bagisiklik yanit ile ilgili olabilir.
Elbeshti (2016), calismamiza benzer olarak 3 ve 7. giinlerde lizozim aktivitesinde bir
artis gozlemlemistir. Calismada elde edilen bu sonuglarla birlikte lizozim
aktivitesinde hastalik epizootiyolojisi ve klinik bulgularina uygun bir sekilde artigin
olugmasi u durumun baligin kendi bagisiklik sistemi ile ilgli olabilecegi kanntini

giiclendirmektedir.
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Lizozim Aktivitesi (Kontrol)
0,70

0,60
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0,40
0,30
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Lizozim aktivitesi (U/ml)

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Glin
Glinler

Grafik. 4.7. Kontrol grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagli degisimi.

Lizozim Aktivitesi (4 mg)
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

Lizozim aktivitesi (U/ml)

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Glinler

Grafik. 4.8. 4 mg sakal likeni grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagl
degisimi.

4 mg Tetra grubunun giinlere bagl lizozim aktivitesi kontrol edildiginde {igiincii giin

verilerinde itibaren lizozim aktivitesinde kayada diger bir artis s6z konusudur. Bu
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artis calismanin 7 ve 10. glinlerinde azalmis olmakla birlikte kontrol grubuna kiyasla

kayda deger oranda yiiksek tespit dilmistir.

Lizozim Aktivitesi (8 mg)
0,35
0,30 ?
0,25
0,20 b
0,15 C
0,10
0,05
0,00

[«}]

Lizozim aktivitesi (U/ml)

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Glinler

Grafik. 4.9. 8 mg sakal likeni grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagl
degisimi.

Lizozim Aktivitesi (12 mg)
0,60
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0,30
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Lizozim aktivitesi (U/ml)

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Glinler

Grafik. 4.10. 12 mg sakal likeni grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagl
degisimi.
Grafik 4.10.’da goriildiigii tizere, 12 mg sakal yosunu grubunda 0 ve 3. giinler

lizozim aktivitesi benzerlik gosterirken 7. giin lizozimin kayda deger oranda arttig1
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tespit edilmistir (P<0,05). 10. giin ise tiim 6rnekleme giinlerine gore diisiik olmustur
(P<0,05).

Lizozim Aktivitesi (Florfenikol)

0,40
0,35
0,30
0,25
0,20
0,15
0,10
0,05
0,00

Lizozim aktivitesi (U/ml)

0. glin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Glinler

Grafik. 4.11. Florfenikol grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagh degisimi.

Grafik 4. 11 ‘de florfenilok grubunun lizozim aktiviteleri verilmistir. Bu baglamda

giinlere bagli bir degisim olmadig1 gézlenmektedir.

Lizozim Aktivitesi (Eritromisin)
0,60
0,50 b
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

e

Lizozim aktivitesi (U/ml)
Q

0. giin 3. Giin 7. Gin 10. Gin
Glinler

Grafik. 4.12. Eritromisin grubunun lizozim aktivitelerinin giinlere bagli degisimi.
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Eritromisin grubu lizozim aktiviteleri incelendiginde kontrol grubuna benzerlik
gostermektedir. 0 ve 3. gilinlerde benzerlik gosteren lizozim aktiviteleri, 7 ve 10.

giinlerde artis gostermistir (P<0,05).

Genel olarak sonuglara bakildiginda, lizozim aktivitesinin giinlere gore degiskenligi
gruplar arasinda genel olarak bir azalmanin oldugunu ortaya koymaktadir.
Calisgmamiz dan farkli olarak defne ile bezlenen gokkusagi alabaliklarinda lizozim
aktivitelerinde bir degisiklik gézlenmemistir (Bilen ve Musa 2010). Elbeshti (2016),
tetra ile A. hydrophila enfeksiyonunu tedavi etmeye ¢alistiklar1 ¢alismasinda lizozim
aktivitelerinde genel olarak bazi zaman ve gruplar hari¢ disiis egilimi
gozlemlemistir.  Bilindigi tizere lizozim baliklarda ilk defans hattin1 olusturan
mukoza igeresinde yer alan ve ayni zamanda savunma hattinin ilk bariyerinde yer
alan ve bakteri duvarlarinin liziz edilmesinden sorumlu bir enzimdir (Magnadottir
2006). Baba, Ulukdy ve Ontas (2015), Lentinula edodes &ziitii ile besledikleri
gokkusagi alabaliklarinda lizozim aktivitelerinde artis tespit etmiglerdir. Nya ve
Austin (2009), zencefil ile besledikleri gokkusagi alabaliklarinda benzer seklide
lizozim aktivitesinde artis tespit etmiglerdir. Awad vd. (2013), ¢érek otu ve 1sirgan
otu oziitlerinde elde edilen Quercetin etken maddesi ile beslendikleri gokkusagi
alabaliklarinda benzer sekilde lizozim aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. Ayni
zamanda lupin, mango ve 1sirgan otunun da gokkusagi alabaliklarinin bagisiklik

yanitlarindan lizozim aktivitesi artirdigi bilinmektedir (Awad ve Austin 2010).

4.1.3. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Calisma sonunda Deneme siiresince, sakal likeni sulu methanolik Oziiti ile
Lactococcus garvieae enfeksiyonuna karst muamele edilen gokkusagi alabaliklarinda
MPO aktivitelerinde meydana gelen degisimler Tablo 4.3.’de gosterilmistir. Bu
sonuglara gore 0. giin incelendiginde kontrol grubuna kiyasla tiim sakal likeni
gruplarinda bir benzerlik s6z konusudur (P>0,05). Bundan farkli olarak antibiyotik
gruplar1 kontrol grubuna kiyasla artig gdstermis, bununla birlikte gruplar arasinda bir
farklilik tespit edilememistir. 3. giin verileri incelendiginde 4 mg grubunda ¢ok
onemli bir atis gozlenmektedir. Benzer bir artiy 12 mg uygulanan grupta da

gozlenmistir. 8mg grubu hari¢ tiim deneme gruplarimin MPO aktiviteleri kontrol
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grubuna kiyasla artig gostermistir. 8 mg ve kontrol grubu arasinda énemli bir farklilik

tespit edilememistir.

Tablo 4.3. Deneme siiresince, sakal likeni sulu methanolik 6ziitii ile Lactococcus
garvieae enfeksiyonuna karsi muamele edilen gokkusagi alabaliklarinda
MPO aktivitelerinde meydana gelen degigimler (U/I).

0. Giin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
Kontrol 20,23+8,54*  30,83+18,34° 40,77£17,79° 19,88+9%
4 mg Sakal Likeni 22,77+10,31° 332,20+112,85°  31,65+11,71° 126,98+35,09°
8 mg Sakal Likeni 28,05+14,4%  21,76+12,38% 73,88+17,38° 76,03+35,63°
12 mg Sakal Likeni 23,18+4,70°  257,54+66,53" 166,77+38,52°  30,42+12,54°
Florfenikol 41,83+13,32°  59,26+20,88° 185,36+66,75°  36,49+7,04°
Eritromisin 34,20+11,61°  59,83+22,55° 242,53+93,52°  103,31+35,85"

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli harfler gruplar
arasindaki farklilig ifade eder (n= 3).

7. glin verilere gore kontrol, 4m gve 8 mg gruplar1 arasinda 6enmli bir farklilik
gbzlenmezken bunda farkli olarak 12 mg, florfenikol ve eritromisin gruplarinda
kayda deger bir atis olmustur. En yiikse MPO seviyesi eritromisin uygulana grupta
gozlenmistir (P<0,05).

10 giin verileri degerlendirildiginde kontrol grubu, 12 mg ve florfenikol gruplar
arasinda bir farklilik tespit edilememisken (P>0,05), diger gruplarin MPO aktiviteleri

kayda deger oranda artis gostermistir.

Myeloperoksidaz, balik bagisiklik sisteminde patojenlerin 6ldiirtilmesinde énemli rol
alan ve H,0, radikallerini ireterek bu katkiyr saglayan oOnemli bir enzimdir
(Johnston, 1978). Corek otu ve 1sirgan otu Oziitlerinde elde edilen ile beslenen
gokkusag1 alabaliklarinda MPO aktivitelerinde calisamamiza benzer oalrak artis
gozlenmistir (Awad vd., 2013). Tetra methanolik 6ziitii ile beslenen alabaliklarda da
calismamiza benzer olarak MPO aktivitelrinde bir artistan s6z etmek miimkiindiir
(Bilen vd. 2013). Benzer sonuglar 1sirgan otu ve istiridye mantart ile beslenen
gokkusag1 alabaliklarinda (Bilen vd., 2016a), kapari sulu methanolik o6ziitii ile
beslenen alabaliklarda (Bilen vd., 2016b) gozlemlenmistir. MPO aktivitesinin tibbi

bitki uygklamasina maruz kalmis bir ¢ok balikta arttig1 bildirilmistir (Harikrishnan,
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Balasundaramb ve Heo, 2012; Kumar, Raman, Pandey, Mohanty, Kumar ve Kumar,
2013; Wu, Gong, Fang, Liang, Chen, ve He, 2013).

Calisma sonunda gruplarin kendi i¢lerinde giinlere bagli olarak MPO aktivitelerinde
meydana gelen degisimler Grafik 4.13,14,15,16 ve Grafik 4.17’de gosterildigi
gibidir. Kontrol grubunun verileri giinlere gore degerlendirildiginde 3 ve 7. giinlerde
elde edilen MPO aktiviteleri kontrol grubuna gore artis gostermistir. 10. Giin ise 0.
Une benzer seklide bir degisikli gdzlenmemistir. 4 mg grubunda ise MPO aktivitesi

inisli ¢ikisli bir grafik olustururken 3. ve 10. Giinlerde bir artis s6z konusudur.

MPO aktivitesi (Kontrol)

70,00
3 60,00 c
N 50,00 b
% 40,00
4
© 30,00 a a
I3
oS 20,00
S
= 10,00
0,00
0. glin 3. Giin 7. Glin 10. Giin
Ginler

Grafik. 4.13. Kontrol grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere bagl

degisimi.
MPO aktivitesi (4 mg)
500,00
= b
= 400,00
o
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Giinler
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Grafik. 4.14. 4 mg sakal likeni grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere

bagli degisimi.
MPO aktivitesi (8 mg)
120,00 b
S 100,00
& 80,00
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>
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Grafik. 4.15. 8 mg sakal likeni grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere
bagli degisimi.

8 mg sakal yosunu uygulanan gruplarin myeloperoksidaz aktiviteleri, 0 ve 3.

giinlerde benzerlik gosterirken 7 ve 10. giinlerde bunlardan farkli olarak artmstir.

MPO aktivitesi (12 mg)

350,00 b
S 300,00
3 250,00
g 20000
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<3
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[<5]
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0,00
0. giin 3. Giin 7.Gin  10. Giin

Glinler

Grafik. 4.16. 12 mg sakal likeni grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere
bagli degisimi.
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12 mg Tetra grubunda 0. giine kiyasla 3 ve 7. giinlerde myeloperoksidaz

aktivitesinde kayda deger bir artis vardir.

MPO aktivitesi (Florfenikol)

300,00

S 250,00 b
N 200,00
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2 150,00
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$ 100,00
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T 50,00

= 000

0. glin 3. Giin 7. Gln 10. Giin
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Grafik. 4.17. Florfenikol grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere
bagli degisimi.

Florfenikol grubun giinlere bagli myeloperoksidaz aktivitelerinde meydana gelen
degisimler incelendiginde sadece 7. glinde kayda deger bir artis gdzlenmistir. Benzer

sonuglar

MPO aktivitesi (Eritromisin)
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Myeloperoksidaz (U/I)
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Grafik. 4.18. Eritromisin grubunun myeloperoksidaz aktivitelerinin giinlere bagli
degisimi.
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4.2. Hematolojik Degisimler

Calisma sonunda giinlere gore elde edilen kan parametrelerinde meydana gelen

degisimler Tablo 4.4-5-6-7’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Calismanin 0.giinii elde edilen hematolojik veriler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol 0,88+0,14 | 7,18+1,26 | 21,55+3,75 | 243,95+7,16 | 131,30£91,15 | 33,32+1,98
4mg 0,86£0,09 | 6,55+0,65 | 20,68+1,33 | 243,81+25,65 | 77,70£13,30 | 31,67+2,09
8mg 0,93+0,13 | 6,43+1,01 | 21,43+3,10 | 231,8549,76 | 70,40+10,42 | 30,1443 21
12mg 1,01£024 | 7,63£0,88 | 23.48+4,83 | 233,89+9,11 | 77.90+11,17 | 33,2143,65
Florfenikol | 1,03+035 | 830+2,51 | 23,80+7,17 | 233,78+10,61 | 81,35+7,50 | 34,79+2,26
Eritromisin | 0,88+0,13 | 7,7040,37 | 21,1542,89 | 240,61+4,97 | 89.20+10,16 | 36,91+3,73"

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli iistel ifadeler
gruplar arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

Calinmanin 3. giin verilerine goére sadece MCHC 4 mg grubunda bir artis

gostermistir (P<0,05).

Tablo 4.5. Calismanin 3.giinii elde edilen hematolojik veriler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol 1,5120,07 | 11,23+1,13 | 35,88+1,80 | 237,81=10,85 | 70,88+4,89 | 31,4143,73
4mg 0,67+0,66 | 520+4,84 | 14,45£14,00 | 187,86+51,38 | 75,08+6,06 | 102,44=114
8mg 1,33+0,18 | 9,35+1,16 | 29,85+3,78 | 225,83+11,46 | 70,90+5,89 | 31,58+3,59
12mg 1,15£0,50 | 9,20+4,09 | 26,58+11,89 | 227,45+12,12 | 7825+9,19 | 34,3242,55
Florfenikol | 1,88+0,83 | 11,53+4,84 | 38,75+16,82 | 205,47+12,57 | 64,10412,52 | 31,05+5,09
Eritromisin | 1874049 | 13,10+3,01 | 394841095 | 210+4,37 70,43+2,23 | 33,58+1,44

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalart verilmistir. Farkli
gruplar arasindaki farklilig ifade eder (n= 3).
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Calismanin 7. gilinlinde elde edilen verilere gore RBC seviyeleri 4 mg grubunda
kontrol grubuna kiyasla artis gostermistir. Benzer sonuglar diger tiim kan

parametreleri i¢in tespit edilmistir.

Calisma verilerine gore kan parametreleri genel olarak degiskenlik géstermemistir.
Genel olarak goze carpan 7. giin elde edilen verilerdir. Bu verilere gore elde edilen
sonuglar Haghighi ve Rohani (2013)’un elde ettigi sonuglara oranla diistiktiir. Bu
calismada farkli olarak zencefil uygulanan gokkusagi alabaliklarinin hematokrit ve
RBC seviyelerinde artis gézlenmistir (Haghighi ve Rohani 2013). Bilen vd. (2013),
tetra sulu methanolik 6ziitii ile besledikleri Cyprinus carpio’larin RBC seviyelerinde
calismamizdan farkli olarak artis kaydetmislerdir. Genel olarak hastaliklarin
baslangi¢c sathalarinda baliklar hematolojik olarak incelendiginde degerlerde kismi
de olsa artis gézlenmektedir. Bu ¢aligmada ise bu sadece 7. Giinde net bir sekilde
gozlnemektedir. Tibbi bitkilerin uygulandigi ve uygulama sonrasinda yapilan kan
analiz sonuclarina gore artiglar bir ¢ok ¢alismada gozlenmistir (Bilen, Yilmaz, Bilen
ve Biswas, 2014; Bohlouli, Ghaedi, Heydari, Rahmani, Sadeghi, 2015; Adel,
Pourgholam, Zorriehzahra, Ghiasi, 2016).

Tablo 4.6. Calismanin 3.giinii elde edilen hematolojik veriler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol 1,5120,07 | 11,23+1,13 | 35,88+1,80 | 237,81+10,85 | 70,88+4,89 | 31,41+3,73
4mg 0,67£0,66 | 520+4,84 | 14,45+14,00 | 187,86=51,38 | 75,08+6,06 | 102,44+114"
8mg 1,33+0,18 | 9,35+1,16 | 29.85+3,78 | 225,83+11,46 | 70,90+5,89 | 31,58+3,59
12mg 1,15£0,50 | 9,2044,09 | 26,58+11,89 | 227,45+12,12 | 78,2549,19 | 34,32+2,55
Florfenikol | 1,88+0,83 | 11,53+4,84 | 38,75+16,82 | 205,47+12,57 | 64,10+12,52 | 31,05+5,09
Eritromisin | 1,87+0,49 | 13,10£3,01 | 39,48+£10,95 | 210+4,37 70,43+2,23 | 33,58+1,44

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalart verilmistir. Farklh

gruplar arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).
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Tablo 4.7. Calismanin 7.giinii elde edilen hematolojik veriler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol 0,960,19° | 8,65+1,93% | 2598+2,66* | 281,03+68,81° | 90,53+12.46* | 33,43+6,88°
4mg 1,76+0,18° | 15,60+1,79° | 43,98+3,33° | 250,50+16,51 | 88,53+6,49% | 35,39+2,03°
8mg 0,68+0,04° | 5,65+0,60° | 16,68+0,95° | 246,24+7,97° | 83,20+5,55° | 33,79+1,92°
12mg 0,81:0,03* | 7,15+0,61° | 19,33+1,02° | 239,34+8.23° | 85,08+6,99° | 37,04+2,98°
Florfenikol | 0,65:0,26° | 6,13+1,88° | 25,331,08° | 471,04+204,36" | 99.00+12,35% | 24,2247,52°
Eritromisin | 0,77+0,11% | 5,80+£0,62° | 17,9542,32° | 232,68+7,96* | 7548+5,59" | 32.43+1,50°

Tiim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli harfler gruplar
arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

Tablo 4.8. Caligmanin 10.giinii elde edilen hematolojik veriler

RBC HGB HCT MCV MCH MCHC
Kontrol 1,26+0,54 | 8,85+3,98 | 29,65£12,32 | 237,52+4,19% | 70,23+2,73% | 29,61+1,59%
4mg 1,09+0,56 | 9,03+4,58 | 26,33+11,77 | 250,09+30,76° | 83,18+5,73" | 33,53+2,72°
8mg 1,12+0,40 | 7,60+3,06 | 24,80£10,51 | 216,94+17,24° | 66,633,13% | 30,96+2,87°
12mg 1,07£0,57 | 7,68+333 | 24,68+12,36 | 234,68+6,87° | 74,93+6,50° | 31,90+1,89°
Florfenikol | 0.92:0,50 | 6,684343 | 21,58+11,85 | 236,95:9,39% | 74,65+5,60* | 31,49+1,59%
Eritromisin | 0,584026 | 4,65+2,01 | 14,73+6,49 | 253,23+27,18" | 80,48+5,69" | 32,121,56%

Tim verilerin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 verilmistir. Farkli harfler gruplar
arasindaki farklilig1 ifade eder (n= 3).

4.3. Yasama Oranlari

Calisma sonunda elde edilen yasama oranlar1 Grafik 4.19.°da ifade edilmistir.
Sonuglardan da goriilecegi {izere en diisiik yasama orani kontrol ve 12 mg sakal
yosunu ve kontrol grubunda gozlenmistir. Diger sakal yosunu gruplar
incelendiginde en yliksek yasama oraninin sirastyla 4 mg ve 8 mg gruplari i¢in yasama

oranlar1 73,07 ve 65,38 olarak tespit edilmistir.
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En yiiksek yasama oranlarn ise florfenikol ve eritromisin gruplarinda elde edilmistir. Bu

gruplarm arasinda bir farklilik olusmamustir.
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Grafik 4.19. Gruplarin yasama oranlar1 (1: Kontrol; 2: 4 mg sakal likeni; 3: 8 mg
sakal likeni; 4: 12 mg sakal likeni; 5: Florfenikol; 6: Eritromisin)

Calismada elde edilen sonuglar 6zellikle L. garvieae patojenine karsi sakal yosunu
sulu methanolik 6ziitiniin 4 ve 8 mg dozlarinda kullanilabilecegini ortaya
koymaktadir. Bu alanda ilk olarak yapilan ¢alisma tetranin gokkusagi alabaliklarinda
A. hydrophila enfeksiyonuna karsi olan etkilerinin arastirildigi ¢alismadir (Elbeshti
2016). Calismada elde ettigimiz sonuglara gore bu calisma ile kiyaslandiginda sakal
yosununun da benzer sekilde tedavi edici bir bitki olarak kullanilabileceginden
bahsetmek miimkiindiir. Aradaki 6nemli fark sakal likeninde doz artisinin hayatta
kalma oranina olumsuz etki ettigidir. Nya ve Austin (2009a) gokkusag: alabaliklar
tizerinde zencefilin etkisini A. hydrophila enfeksiyonuna karsi test ettiklerinde benzer
olarak yasama oranlarinda bir artis gozlemlemislerdir. Bnezer sonugalr sarimak icin

de gegerlidir (Nya ve Austin, 2009b).
Tiim bu ¢aligma sonuglari, tibbi bitkilerin baliklarin bagisiklik yanitlarini arttirarak

A. hydrophila enfeksiyonuna karsi koruma sagladigini géstermistir. Bununla birlikte

tetra
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Grafik 4.20. Gruplarin giinlere gére yasama yiizdeleri
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, dogal yollarla temin edilen, Tiirkiye’de bol olarak bulunan sakal likeni
(Usnea barbata) bitkisinin Lactococcus garvieae enfeksiyonuna karsi tedavi edici
Ozelliklerinin  belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Calismada ormanlik alanlardan
toplanan sakal likeni bitkileri golgede normal sartlarda kurutulmus, sulu methanolik
ozt ¢ikarilmis ve bu oziitler kontrollii olarak Lactococcus garvieae enfeksiyonu ile
hastalandirilan alabaliklara giinliik iki doz olmak iizere ve her doz igerisinde gruplara
gore sirasiyla 4 mg/100 ul/17,41g, 8 mg/100 nl/17,41g, 12 mg/100 ul/17,41g sakal
likeni sulu methanolik oziitii ile besleme siringalari kullanilarak tiim gruplardaki
baliklara tek tek oral yolla uygulanmistir. Kontrol grubu baliklarina ise sadece 100 pl
PBS ve yine sonuglart karsilagtirabilmek icin Lactococcus garvieae sagaltiminda
kullanilan eritromisin ve florfenikol uygulamalari yapilmistir. Calismadaki ana temel,
sakal yosunu bitkisinin Lactococcus garvieae enfeksiyonuna karsi halihazirda kullanilan

antibiyotiklerin yerine tedavi edici olarak kullanilabilirliginin belirlenmesidir.

Calisma sonuglarina goére en iyi sagaltim ticari bir antibiyotik olan ve bu hastalig
sagaliminda en etkili sekilde kullanilan florfenikol ve eritromisin gruplarinda
gozlenmistir. Bununla birlikte 4 mg sakal yosunu uygulanan gruplarin yasama orani %
73,07 olarak tespit edilmistir. Sirastyla 8m g ve 12 mg gruplari i¢in yasama oranlari
65,38 ve 42,31 olarak tespit edilmistir. Yasama oranlar1 degerlendirildiginde sakal likeni

uygulamasinda doza bagl bir hayatta kalma orani oldugu gézenmistir.

Antibiyotikler su triinleri tiretiminde oldukg¢a yiiksek oranda kullanilmakta ve bu artis
glin gegtikce yiikselmektedir. Antibiyotik kullaniminin en az seviyelere indirilmesi son
derece Onem ar etmekte ve bu Onem her gecen giin artmaktadir. Antibiyotik
kullanimindan kaynaklanan baslica sorunlarin basinda, baliklardaki kalinti problemleri,
cevresel etki, antibiyotik direncli bakterilerin gelismesi dibi unsurla sayilabilir. Bu tiir
sorunlarin {istesinde gelebilmek ve antibiyotik kullanimmi en aza indirmek ¢esitli
yollarla miimkiindiir. Ozellikle baliklarin profilaktik uygulamalara tabi tutulmasi bunun
en basit yoludur. Profilaktik uygulamalarda, baliklar1 saglikli tutmak igin as1

uygulamalari, kimyasal yaklagimlar, immunostimulant uygulamalari en yaygin
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olanlardir. immunostimulant uygulamalarinda son yillarda tibbi bitkilere kars artan bir

ilgi vardir ve bir¢ok ¢aligmada basart ile kullanilmislardar.
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