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OZET
Doktora Tezi

YAVRU Gﬂ(“)KKUSAf;I ALABALIKLARI (Oncorhynchus mykiss)’NDA
GORULEN SOGUK SU HASTALIGININ KONTROLU iCiN
PROBIYOTIKLERIN KULLANILMASI

Yasemin CAN

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Temel Bilimler Anabilim Dal

Damsman: Prof. Dr. Oznur DILER

Bu ¢aligmada Bioplus 2B ve Lactiferm adli 2 farkl: ticari probiyotik bakteriyel iiriin
ve gokkusagi alabaliginin yasadigi sudan izole edilmis olan Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunun yavru gokkusagi alabaliginin bagiglik sistemi
ile biiylime ve gelisme parametreleri tizerine olan etkileri ile Flavobacterium
psychrophilum patojenine karsi gostermis olduklar1 potansiyel koruma etkisi

arastirilmustir.

Bu amagla ortalama agirliklar1 7 + 0,9 gram olan 800 adet gokkusagi alabaligi 60 giin
stireyle Bioplus 2B, Lactiferm ticari probiyotiklerini ve Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu sirasiyla 0,8 mg/kg, 0,4 mgkg ve 5,4x107
kob/ml oranlarinda igeren yemlerle beslenmistir. Calismanin 7, 14, 21 ve 28.
giinlerinde baliklardan kan Ornekleri alinarak NBT (+) noétrofil, serum lizozim,
16kosit, eritrosit ve hematokrit degerleri incelenmistir. Probiyotik bakterilerin
gokkusagi alabaliginin gelisimi {izerine etkilerini arastirmak amaciyla 60 giin siiren
besleme c¢alismasinda on beser giinliikk periyotlarla baliklarin agirlik ve boylari
Olciilmiistiir.

Diger taraftan ortalama agirliklar1 2 + 0,5 gram olan 400 adet gokkusag: alabaligi 15
giin siireyle yine Bioplus 2B, Lactiferm ticari probiyotiklerini ve Pseudomonas sp.

GS potansiyel probiyotik bakteri susunu sirasiyla 0,8 mg/kg, 0,4 mg/kg ve 5,4x10’



kob/ml oranlarinda i¢eren yemlerle beslenmistir. 15. giiniin sonunda Flavobacterium
psychrophilum patojen bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi yapilmistir.
Sonugta Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susu gokkusagi alabaliklarinin NBT (+) nétrofil, serum
lizozim ve l6kosit degerleri ile bliylime parametrelerinde artiga neden olmuslardir
(p<0,05). Flavobacterium psychrophilum ile deneysel enfeksiyon sonrasinda Bioplus
2B, Lactiferm probiyotik bakterileri ve Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik
bakterili yemlerle beslenen gruplarda RPS (Yasama Orani Yiizdeleri) sirastyla; % 47,
% 39 ve % 18 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasinda farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p< 0,05).

Gokkusagi alaliklarini korumada Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri

susu, Bioplus 2B ve Lactiferm gibi etkinlik saglamistir.

Anahtar  Kelimeler:  Gokkusagi alabaligi, bagisiklik,  Flavobacterium
psychrophilum, probiyotik, soguk su hastalig.

2011, 75 sayfa



ABSTRACT
Ph.D. Thesis

USE OF PROBIOTICS TO CONTROL COLD WATER DISEASE IN
RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss) FRY

Yasemin CAN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Basic Sciences

Supervisor: Prof. Dr.Oznur DILER

In this study, the effects of two different commercial probiotics Bioplus 2B,
Lactiferm and the potential probiotic strain Pseudomonas sp. GA on the immune
system and growth parameters of rainbow trout and the potential preventation they
had exhibited against the pathogenic bacteria Flavobacterium psychrophilum which

causes Cold Water Disease in rainbow trout fry, were searched.

For this purpose a total of 800 rainbow trout weighting 7 + 0,9 grams had been fed
for 60 days by adding the commercial probiotic bacterias Bioplus 2B, Lactiferm and
the potential probiotic bacteria strain Pseudomonas sp. GA at a ratio of 0,8 mg/kg,
0,4 mg/kg ve 5,4x10" kob/ml respectively to the diet. Blood samples were taken on
the 7., 14., 21. and 28. days of study and NBT (Nitra Blue Tetrazolium) (+)
neutrophil, serum lysozyme, leukocyte, haematocrit and erythrocyte levels were
examined.

To examine the effects of probiotics on the growth of rainbow trout, the mass and
the lenght of fishes were measured every 15 days during the 60 days of feeding.

On the other hand a total of 400 rainbow trout weighting 2 + 0,5 grams had been fed
for 15 days by adding the commercial probiotic bacterias Bioplus 2B, Lactiferm and
the potential probiotic bacteria strain Pseudomonas sp. GA at ratio of 0,8 mg/kg, 0,4

mg/kg and 5,4x10" kob/ml respectively to the diet.

VI



Fish were challenged with pathogenic bacteria Flavobacterium psychrophilum at
theday 15.

As a result, probiotic bacterias caused an increase on the NBT (+) neutrophil, serum
lysozime, leucosit levels and growth parameters (p< 0,05).

When the rainbow trout fed with the probiotics such as, Bioplus 2B, Lactiferm and
potential probiotic strain Pseudomonas sp. GA and the control group were
challenged with the pathogen bacteria Flavobacterium psychrophilum, RPS (Relative
Percentage of Survival) value was calculated; 47 %, 39 %, 18 % respectively. There
was a significant differency between the groups statitistically.

The potantiel probiotic bacteria strain Pseudomonas sp. GA was effective on
protecting rainbow trout aganist Flavobacterium psychrophilum, causing cold water
disease such as the commercial probiotics Bioplus 2B and Lactiferm.

Key Words: Rainbow trout, immunity, Flavobacterium psychrophilum, probiotic,

cold water disease.

2011, 75 pages
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ONSOZ VE TESEKKUR

Ulkemizde ve diinyada hizli bir gelisim gdsteren su iiriinleri yetistiriciliginde zaman
zaman bazi hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ekonomik kayiplara yol agmaktadir.

Hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibiyotik ve bazi kimyasallar; ¢cevre kirliligine
neden olmalari, baliklarda rezidii olusturmalar1 ve antibiyotiklere direngli bakterilerin
gelisimine zemin hazirlamalari, hatta bu baliklarin insanlar tarafindan tiiketilmesi
sonucunda bakterilerin olusturduklar1 diren¢ genlerinin ve yine bazi kimyasallarin
insanlara aktarimasi gibi olumsuz durumlar yaratmalari sonucunda ciddi saglik
sorunlarma neden olabilmektedirler. Bu sebeplerden 6tiirli son zamanlarda
hastaliklarin tedavisinde ve onlenmesinde biyolojik miicadele yontemlerine yonelik

calismalar hiz kazanmistir.

Bu arastirmada Bioplus 2B ve Lactiferm adli ticari ticari probiyotikler ile gokkusagi
alabaliginin yasadigi sudan izole edilen Pseudomonas sp. GS adli potansiyel
probiyotik bakterinin gokkusagi alabaliginin immun sistemi ve gelisme parametreleri
iizerine olan etkileri, yavru gokkusagi alabaliklarinda goriilen soguk su hastaliginin

kontroliindeki yeri ve 6nemi incelenmistir.

Calismamda karsilagtigim zorluklar1 asmamda bana yardimci olan engin
tecriibelerinden yararlandigim danisman hocam Prof. Dr. Oznur DILER’e, en
kiymetli vakitlerini aymrarak tiim ¢alismam boyunca destegini esirgemeyen degerli
arkadasim Su Uriinleri Miihendisi Dr. Secil EKiCi’ye, aday probiyotik bakteriyi
temin etmemde bana yardimci olan Yrd. Dog. Dr. Behire Isil DIDINEN’e, tezimin
her agamasinda beni yalniz brrakmayan esim Ersen CAN’a, anneme ve babama

sonsuz sevgi ve saygilarimi sunarim.

1988-D-09 No’ lu Proje ile tezimi destekleyen Siileyman Demirel Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi Baskanligi’na tesekkiir ederim.

Yasemin CAN
Isparta, 2011
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1. GIRIS

Ulkemizde 1970°li yillarda baslayan su iiriinleri yetistiriciligi son yillarda hizla
gelisen bir endiistriyel alan haline gelmistir. Bu alanda iilkemizde yetistiricilik i¢in
en ¢ok tercih edilen balik tiirii gokkusagi alabaligidir. Gokkusagi alabaligi, yiiksek
adaptasyon yetenegine sahip olmasi, kulucka donemlerinin kisa olmasi gibi
nedenlerden dolay1 tercih sebebidir. Baslangigta sadece tiiketim amagl yetistirilen
gokkusag1 alabaligi giiniimiizde yurtdisma da ihra¢ edilmektedir. Ulkemizde yilda
yaklasik 75000 ton civari alabalik iiretilmektedir (TUIK, 2009).

Ancak yetistiricilikte ortaya ¢ikan bakteriyel, viral, fungal ve paraziter hastaliklar
ekonomik kayiplara yol agabilmektedir. Akuakiiltiirde hastaliklarla miicadelede,
antibiyotikler ve diger kimyasal maddeler kullanilmakta ve basarili sonuglar
alinmaktadir (Benbrook, 2002; Hernandez, 2005). Fakat bu uygulamalarin bazi
olumsuz etkileri bulunmaktadir. Antibiyotik maddeler kullanildiklar1 ortamin
tabaninda Ol bir tabaka olusturmakta, dolayisiyla ¢evre kirliligine yol agmaktadir.
Stirekli ve yogun olarak kullanildiklarinda da antibiyotiklere direngli patojen
bakterilerin gelismesine neden olabilmektedir. Ayrica baliklarmn tiiketilmesi yoluyla
antibiyotiklere direngli bakteri genlerinin insanlara aktarilmasi da s6z konusu
olmaktadir. Yogun antibiyotik kullanimi hem bagirsaktaki faydali mikrobiyal flora
populasyonunun azalmasina, hem de normal bagirsak mikroflora dagiliminin
bozulmasina yol agabilmektedir (Cabello, 2006; Gomez vd., 2000). Bu sebeplerden
Otlrii son zamanlarda diinyada hayvan yetistiriciligi alanlarinda antibiyotik

kullaniminda bir azalma gézlenmeye baglanmustir.

Akuakiiltiirde hastaliklarla miicadele koruyucu olarak asilama uygulamalari
yapilmaktadir. Ancak baliklarin erken gelisme evrelerinde asilarin etkinligi
azalmaktadir (Holt, 1987). As1 uygulamalarini olumsuz kilan bir diger unsur ise

maliyet artigidir.

Bu nedenle akuakiiltiirde baliklarin patojen bakterilere karsi korunmasinda ve

tedavisinde son zamanlarda as1 uygulamalarina ve antibiyotiklere alternatif olarak



medikal bitkiler, immunostimulantlar, ¢esitli vitaminler ve probiyotikler gibi yem
katkt maddelerinin kullanimiyla ilgili ¢aligmalar giindeme gelmistir (Siwicki vd.,
1994; Verlhac vd., 1998; Diigenci, 2003). Son on bes yil igerisinde su lriinleri
yetistiriciliginde probiyotik bakterilerin kullanimi ile ilgili arastirmalar yapilmistir
(Gatesoupe, 1994; Gibson vd, 1998; Gram vd., 2001; Sharifuzzaman ve Austin
2010).

Probiyotik bakteriler baliklarin bagisiklik sistemi parametrelerine etki ederek onlar1
olumsuz ¢evre sartlarina karsi daha dayanikli kilmakta ve patojen bakterilere karsi
korumakta, ayrica biiylime ve gelismelerini desteklemektedirler (Merrifield vd.,

2010; Sharifuzzaman ve Austin, 2010; Bagheri vd., 2008).

Yetistiricilikte karsilastigimiz ve gokkusagi alabaliklarmda goriilen Flavobacterium
psychrophilum patojen bakterisinin neden oldugu ‘Soguk Su Hastaligi® diger
iilkelerde oldugu gibi, iilkemizde de yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi
larvalarinda ve yavrularinda ciddi 6liimlerin ve hastaliklarin baglica sebeplerinden
biridir. Arastirmacilar; Ege, Marmara, Akdeniz, Karadeniz, i¢ Anadolu ve Dogu
Anadolu Bolgesindeki gokkusagi alabaligi isletmelerinden F. psychrophilum izole
ettiklerini bildirmislerdir (Cagirgan vd., 1997; Korun ve Timur, 2001; Diler vd.,
2003; Ispir vd., 2004; Yildirim ve Ozer, 2010).

Bu arastrmada yavru gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss)’nda goriilen
soguksu hastaliginin kontrolii i¢in probiyotiklerin etkisini ortaya koymak amaciyla
ticari probiyotiklerden Bioplus 2B ve Lactiferm ile potansiyel probiyotik bakteri susu
Pseudomonas sp. GS’ nin baliklarin bagisiklik sistemi ile biiyiime ve gelisme

parametreleri tizerine olan etkileri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Soguksu Hastahg

2.1.1. Hastalhigin tarihcesi

Avrupa kitasinda ve iilkemizde su iriinleri yetistiriciliginde biliyliik ekonomik
kayiplara yol agan Soguk su hastaligi ilk defa 1941 yilinda A.B.D.’nin Bat1 Virjinya
eyaletinde gokkusagi alabaliklarinda ortaya ¢ikmis, daha sonra 1946 yilinda Davis
tarafindan, pedinkiil ve ylizge¢ bolgelerinde olusan lezyonlara bagl olarak ‘Pedinkiil
Hastaligr’ olarak tanimlanmistir (Davis, 1946; Nemotollahi vd., 2003).

Hastaliga yakalanan baliklarin sirt kisimlarinda igeriye dogru bir oyuk olustugu igin

‘Eyer Hastalig1’ olarak da adlandirilmaktadir.

Hastalik etkeni ise ilk kez 1948 yilinda Borg tarafindan Coho salmonlarindan
(Oncorhynchus kisutch) izole edilmistir ve hastalik diisiik su sicakliklarinda ortaya
¢iktigi i¢in ‘Soguk Su Hastalig1’ olarak adlandirilmistir (Borg, 1948 ve Wood, 1974).
Son yillarda bir ¢ok Avrupa ililkesinde ‘Yavru Gokkusagi Alabaliklar1 Sendromu’
olarak da bilinmektedir (Santos vd., 1992).

2.1.2. Etken ozellikleri

Soguk su hastaliginin etkeni olan Flavobacterium psychrophilum bakterisinin ilk
etapta Myxobacteriler grubuna dahil oldugu diisiiniilmiistir ve Borg (1948)
tarafindan Cytophaga psychrophila seklinde adlandirilmistir. Daha sonralar1 C.
psychrophila, sporakarp tiretmedigi ve kompleks polisakkaritleri indirgeyemedigi
icin Flexibacter genusu i¢inde smiflandirilmasmin daha dogru olacagi diisiiniiliilerek
Flexibacter psychrophilus seklinde siniflandirilmistir. (Leadbetter, 1974, Bernardet
and Grimont, 1989). Ancak bu bakterinin %32-33 mol G+C olan DNA
kompozisyonunun, Flexibacter genusu igerisinde bulunan % 48 mol G+C DNA

kompozisyonuna sahip diger bakteri tiirleriyle Ortiismedigi gdzlenmistir
(Reichenbach ve Dworkin, 1981).



Bernardet vd. (1996), bu bakterinin DNA kompozisyonunu g6z 6niinde bulundurarak
Flavobacterium genusu igerisinde incelenmesi gerektigini savunmuglar ve

Flavobacterium psychrophilum olarak adlandirmiglardir.

F. psychrophilum, Anacker ve Ordal tarafindan gelistirilen, Cytophaga agar olarak da
bilinen diisiik nutrient i¢ceren besiyerinde sar1 renkli ve ¢ap1 3 mm’ den fazla olmayan

koloniler olusturmasiyla karakteristiktir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Cytophaga agarda tireyen Flavobacterium psychrophilum kolonileri
(Cipriano ve Holt, 2005)

Gr (-), 0.3-0,5 um genisliginde ve 1,5-7,5 um uzunlugundadir (Dalsgaard, 1993).
(Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Flavobacterium psychrophilum bakterisinin mikroskobik goriintiisii
(Cipriano ve Holt, 2005)



O/F testine gore glukoz kullanmaz ancak aktif olarak proteolitiktir (Anacker ve
Ordal, 1959; Lorenzen, 1993; Madsen ve Dalsgaard, 1999).

Katalaz, sitokrom oksidaz testleri ve flexirubin pigment yoniinden pozitif, jelatin
hidrolizi (+) olan ve nisastay1 hidrolize edemeyen bir bakteridir (Austin ve Austin,
1999; Kubilay, 2009).

Zayif kayma hareketleri yapar, mikrokist ve sporakarp iiretmez (Borg ,1960; Pacha,
1968).

2.1.3. Duyarh balk tiirleri ve mortalite

Bu hastalik daha ¢ok salmonid cinsi baliklarin 6zellikle yavrularinda ortaya ¢ikmakla
birlikte, etken bakteri baz1 sazan baliklarindan ve diger baska bazi balik tiirlerinden
de izole edilmistir (Cipriano ve Holt, 2005).

Hastalik etkeninin yayildig1 balik c¢iftliklerinde o6liim oranlar1 %30-90 arasinda
degismektedir (Holt vd., 1993; Lorenzen vd., 1991; ispir vd., 2004).

2.1.4. Epizootiyoloji

Myxobakteriler, dogadaki tathh su ve deniz suyunda dogal olarak bulunmaktadir.
Dolayisiyla saglikli salmonidlerin solungacglarindan izole edilebilmektedirler (Pacha
ve Porter, 1968). F. psychrophilum bakterisinin neden oldugu soguksu hastaligi
cogunlukla yemlemenin basladigi ilk 2 ay igerisinde ortaya ¢ikmaktadir.

Hastalik horizontal olarak baliktan baliga gecebilmektedir. Deri iizerindeki bazi
yaralar ve lezyonlar bulunmasi halinde horizontal yolla bulasma daha siklikla
goriilmektedir (Madsen ve Dalsgaard 1999; Madetoja vd., 2000).

Hastalik etkeninin vertikal yolla (Ana¢ baliklardan yavrulara) tagmmmasi da soz

konusu olup, eriskin baliklarin yumurtalik ve seminal sivilarindan ve yumurta

ylizeylerinden izole edilebilmektedir (Holt vd.,1993; Rangdale vd., 1996).

Soguk su hastahg1 epizootikleri siklikla 4-10° C arasindaki su sicakliklarinda ortaya
¢ikarlar (Borg, 1960). Fakat su sicakhigi 15-18 ° C’ ye ulastiginda mortalitelerde



diistis goriiliir (Holt vd., 1989; Santos vd., 1992). Hastaliga 0,5-5 gram agirhigindaki
baliklar daha duyarhdir.

Cesitli salmonid tiirlerinde viral, bakteriyel ve parazitik patojenlerle birlikte
goriilebilir. Evensen ve Lorenzen (1997) tarafindan gokkusagi alabaliklarinda
Infeksiyoz Pankreatik Nekrozis viriisii ile birlikte es zamanli olarak kaydedilmistir.
Amerika’nin  Pacific Northwest Bolgesinde gokkusagi alabaliklarinda F.
psychrophilum bakterisi siklikla infeksiyoz Hematopoietik Nekrozis Viriis (IHNV)
ile birlikte goriilmektedir (La Frentz vd., 2004).

Yine Amerikanin Oregon eyaletinde Oncorhynchus nerka baliklarinda IHNV, soguk
su hastalig1 etkeni ve eksternal mantar epizootikleri ayn1 anda birka¢ kis boyunca
gozlenmistir. (Engelking ve Kaufman, 1994). F. psychrophilum’ un Chinook
salmonlarda Bakteriyel Bobrek Hastaligi ve Furunkolizosle birlikte goriildiigii de
kaydedilmistir. (Cipriano vd., 1996; Hansen, 1990). Gokkusag1 alabaliklarinda F.
psychrophilum’ a bagli mortalitelerin bir ektoparazit olan Gyrodactylus derjavini ile
birlikte artig gosterdigi de tespit edilmistir (Busch vd., 2003).

Flavobacterium psychrophilum bakterisi sudan ve nehir kenarlarmi kaplayan
alglerden izole edilebilmekte ve 15 °C steril tath su icerisinde 300 giin kadar
canliligini yitirmeden kalabilmektedir (Amita vd., 2000; Madetoja vd., 2003).

2.1.5. Hastalik belirtileri

F. psychrophilum’ un neden oldugu soguk su hastaliginin siddeti ve belirtileri
salmonidlerin gelisim basamaklarina gore degiskenlik gostermektedir. Hastaliga
oncelikli olarak yavru baliklar duyarhdir. Bakteri, gokkusag: alabalig1 frylarinda %
50-90 oraninda mortalite ve anemi ile birlikte genel bir septisemiye ve kansizliga
neden olmaktadir (Lorenzen vd., 1991). Hastaliga yakalanan gdkkusagi alabaligi
frylarinda goriilen bir diger karakteristik 6zellik ise karin duvar1 boyunca genislemis
bir dalaktir. Letarji, yem aliminda azalma, deri renginde koyulasma ve karinda sivi
birikimi diger hastalik belirtilerindendir (Dalsgaard, 1993).

Solungaglar ve i¢ organlar solgun ve anemiktir. Eritrosit sayilarinda belirgin bir
diisiis vardir (Lorenzen vd., 1991). Infekte frylarda bagirsak incelmistir, kaudal
bolgede yangi reaksiyonlarina bagli kizarikliklar olusur. Arka bobrekte hipertrofi, 6n



bobrekte atrofi ve iskelet deformasyonlar1 hastaligin diger belirtileri arasindadir
(Bernardet ve Kerouault, 1989; Bruno, 1992; Evensen ve Lorenzen, 1996; Madsen
vd., 2001).

2.1.6. Tedavi ve korunma

Flavobacterium psychrophilum enfeksiyonlari antibiyotiklerle tedavi
edilebilmektedir. Oksitetrasiklin hastaligin tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir.
Ancak Dalsgaard ve Madsen (2000), F. psychrophilum izolatlariyla yaptiklar: bir
calismada bu antibiyotige karsi direng seviyesinin, c¢alismanin yapildigi tarih
itibariyle son iki yil icerisinde %52’ den %76’ya ylikseldigini gdstermislerdir.
Danimarka’ da akuakiiltiirde kullanimi lisansli olan trimetoprim/sulfadiazin ve
oksolinik asit balik ¢iftliklerinde uygulandiklarinda F. psychrophilum’a kars1 etkili
olmuglardir. Fakat Bruun vd. (2000), 397 adet F. psychrophilum izolatlariyla
yaptiklar1  caliysmada 8  tanesi  haric  diger  izolatlarin  tiimiiniin
trimetoprim/sulfadiazine karsi direngli olduklarini tespit etmislerdir. Dalsgaard ve
Madsen (2000) tarafindan yapilan bir diger calismada izolatlarm %50’ si oksolinik

aside kas1 direng gosterirken amoksisiline karsi tlimii duyarhlik géstermistir.

Antibiyotik tedavilerine alternatif olarak Lorenzen (1994), su sicakligmin
yiikseltilmesi suretiyle hastaligin tedavi edilebilecegini 6ne siirmiistiir. Bu amagla
12°C su sicakliginda yasayan ve ortalama agirliklar1 30,6 gram olan gokkusagi
alabaliklarin1 deneysel olarak enfekte etmis, mortaliteler en yiiksek seviyedeyken
daha sonra su sicakligin1 22°C° ye cikarmustir. 10 giin sonra su sicakhigmi tekrar
12°C’ ye diisiirdiigiinde mortalitelerin tekrar ortaya c¢ikmadigmi tespit etmistir.
Danimarka Alabalik Yetistiriciligi Merkezi tarafindan yapilan bir arastirmada
ortalama 0,5 agrrh@mdaki enfekte frylar su sicakhigi 15 ve 22 °C olan tanklara
transfer edildiklerinde mortalitelerde kiiclik bir miktar diisiis gozlenmistir. Ancak bu
yontemin olumsuz bir tarafi, Holt (1989) tarafindan da arastirildig iizere, yiiksek su

sicakliginin bagka bakteriyel ve mantar hastaliklarina zemin hazirlayabilmesidir.



Flavobacterium  psychrophilum’a karst profilaktif bir yaklasim ise as1
uygulamalaridir. Ancak hastaliga karst heniiz ticari bir as1 gelistirilmemistir. As1
calismalar1 tiim bakteri hiicrelerinin ¢ldiiriilmesi suretiyle yapilmis ve cesitli sonuglar
ortaya ¢ikmistir (Holt, 1987; Obach ve Baudin-Lurencin, 1991; Lorenzen, 1994).
Obach ve Baudin-Lurencin (1991), 0,5 gram agrhigindaki gokkusagi alabaligi
yavrularmin banyo yontemiyle asilanmasinin, intraperitonel asilamaya ve kontrol
grubuna oranla daha etkili oldugunu ortaya koymustur. Buna karsilik Lorenzen
(1994), 1 gram agrrhgindaki baliklarda intraperitonel yolla asilamanin banyo
yontemiyle agilamaya gore daha iyi sonuglar verdigini, ancak 1 gramdan daha kii¢lik
baliklarda as1 uygulamalarin koruma saglamadigini 6ne siirmiistiir. Holt (1987),
yaptig1 as1 caligmalarinda banyo yontemiyle yapilan as1 uygulamalarmm etkili
olabilmesi i¢in baliklar en az 1 gram olmasi1 gerektigini tespit etmistir.

Yine F. psychrophilum’a karst koruyucu tedbirler olarak asir1 stoklamadan
kacmilmali, optimum su kalitesi saglanmali ve hijyen kurallarina dikkat edilmelidir.
Yumurtalara belirli araliklarla iyodofor ve hidrojen peroksit uygulamalari

yapilmalidir (USFWS 1995; Branson 1995).

2.2. Probiyotik Bakteriler

2.2.1. Probiyotik bakterinin tanim

Probiyotik kelimesi Latince “pro” ve “bios” koklerinden tiiretilmis ve ‘Yasam ig¢in’
anlamina gelmektedir (Isidan, 2009). Probiyotik kelimesinin tanimu ilk defa Lilly ve
Stillwell (1965) tarafindan ‘Bir mikroorganizma tarafindan sentezlenen ve bir diger
mikroorganizmanin biliylimesini uyaran maddeler’ seklinde tanimlanmistir. Sperti
(1971) ise bu terimi ‘Mikrobiyal tiremeyi tesvik eden doku extraktlari’ igin
kullanmistir. Probiyotik kelimesi gliniimiizde kullanildigi anlamiyla ilk kez Parker
(1974) tarafindan ‘Intestinal kanaldaki mikrobiyal dengeyi saglamada katkis1 olan
organizma ve maddeler’ olarak tanimlanmistir. Fuller (1989) yilinda Parker’in
tanimini gelistirerek ‘Konakg¢1 hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek
yararli etki saglayan canli mikrobiyal katki maddeleri’ seklinde tanimlamistir. Bu
tanimda hem gii¢lii bir probiyotik etki i¢in canli hiicre varligi, hem de konakg¢isna

sagladig1 yarar ozellikle vurgulanmistir. Havenaar vd. (1992), bu tanimi daha da



genisletmisler ve probiyotikler icin ‘Insan veya hayvanlara uygulandiginda yararl
mikrofloranin etkisini artiran tek ya da karisik canli mikroorganizma kiiltiirii’
tanimint yapmuglardir. 1995 yilinda Avrupa birliginin girisimi ile Briiksel’ de
probiyotik konulu uzmanlar toplantis1 yapilmis, bu ¢ercevede probiyotikler; saglig
artirict etki gosteren beslenme fizyolojisinin ana sistemleri tizerinde etkili, canl,

belirli mikroorganizmalar olarak tanimlanmistir (Vural, 2000).

2.2.2. Probiyotik bakterilerin 6zellikleri

Probiyotik bakterilerin olumlu etkileri bir ¢cok caligmada gosterilmis olsa da bu
bakterilerin baz1 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Bu 6zellikleri kisaca soyle
ozetleyebiliriz (Fuller, 1989; Dunne vd., 2001; Fernandez vd., 2003; Onal vd., 2005):

1) Asit ve safra tuzlarina karsi dayanikli olmalhidirlar.
Probiyotik bakterilerinde ilk aranan 6zellik asite karsi direncli olmalaridir. Agiz
yoluyla alinan probiyotiklerin bagirsaga ulagmadan 6nce midenin asit ortamindan
canli olarak gecebilmeleri gerekmektedir. Bu yiizden de asit toleranslarinin
yiiksek olmas1 gerekmektedir.
2) Bagirsak yiizeyine tutunabilmelidirler.
Probiyotiklerin bagirsak mukozasina yapismasi, patojenlerin kolonizasyonunu
azaltt1g1, immiin sistemi modiile ettigi i¢cin ve zarar géren mukozanin iyilesmesini
artirdig1r icin onemli olabilmektedir. Ayrica probiyotik Kkiiltiirlerin bagirsaga
ulagmas1 halinde, peristaltik hareketler ile bagirsaktan kayip gitmemesi ig¢in
bagirsak limenini O6rten mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine yapismasi
gerekmektedir. Bagirsak mukozasina probiyotik mikroorganizmalarin yapigmasi,
kolonizasyon ve enteropatojenlere karsi antagonistik etki gdsterebilmesi
acisimndan 6nemli bir unsurdur.

3) Probiyotik bakteri giivenli olmalidir. Kullanilacak probiyotiklerle ilgili yeteri
kadar klinik calisma yapilmis olmasi gerekir. Bu bakterilerin konakgisina her
hangi bir yan etkisinin bulunmamas1 gerekmektedir. Kullanilan bakterilerin
etkili olduklar1 minimum dozlar belirlenmis olmalidir.

4) Probiyotik olarak kullanilacak bakteriler canlt hiicrelerden olugmalidirlar.

5) Antimikrobiyal etkiye sahip olmalidirlar.



Probiyotik bakteriler antimikrobiyal etkileri ile patojenleri etki altma alirlar.
Laktik asit, hidrojenperoksit gibi maddeler iireterek patojenleri etkisiz hale
getirirler.

6) Probiyotik iiretiminde kullanilan suslar aktarilabilir antibiyotik direng genleri
icermemelidir

7) Antibiyotiklere kars1 direngli olmalidirlar.

2.2.3. Probiyotik bakterilerin etki mekanizmalari

Probiyotiklerin etki mekanizmalarini agiklamak i¢in giinlimiize kadar ¢esitli teoriler
one siirtilmiistiir. Bu teoriler li¢ ana baslik altinda toplanmistir
1) Antimikrobiyal etkileri
a) Bazi probiyotikler fermantasyon sirasinda laktik asit, biitrik asit ve asetik asit
ortaya ¢ikarmakta ve dolayisiyla bagirsakta luminal pH’ 1 diismesine neden
olarak, olusan asidik ortam sayesinde bazi patojen bakteriler i¢in elverigsiz
yasam kosullar1 olusturmaktadir (Naidau vd., 1999).
b) Bagirsak ylizeyinde epitel hiicrelere yapisabilmek i¢in patojen bakterilerle
rekabete girmektedirler (Salminen, 1998)
c¢) Bagirsakta hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal bilesikler salgilayarak
patojenlerin tiremesini inhibe etmektedirler (Dahiya ve Speck, 1968).
d) Bagirsakta mukus salgis1 artisina neden olarak bagirsagin bariyer
fonksiyonunu arttirarak bakteri ve antijenlerin geg¢isini engeller (Yan ve
Polk, 2002).
2) Bagisiklik sistemi iizerine olan etkileri
a) Bagirsak yiizeyinde antikor (IgA) salgisini artirirlar (Kaila vd., 1992).
b) Fagositik aktiviteyi ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerin etkinligini arttirirlar
(Olivares vd., 2006).
3) Vitamin metabolizmasinda rol oynarlar (Madhu vd., 2009).
Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda probiyotiklerin antikanserojen etkileri de
gosterilmistir.
Intestinal kanalda mevcut olan B-glukuronidaz ve azorediiktaz gibi enzimlerin
prokarsinojenleri karsinojen maddelere doniistiirdiikleri bilinmektedir (Goldin ve

Gorbach, 1984). Insanlarda yapilan bir ¢ahsmada Lactobacillus rhamnosus
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bakterisinin oral uygulamasindan sonra bagirsakta B-glukuronidaz enzim
konsantrasyonunda diisilis oldugu gozlenmistir (Salminen vd., 1998).

Bazi laktik asit bakterileri gidalarda bulunan mutajenik maddelerin etkilerini
azaltabilmektedirler. Yapilan bir calismada, birkag ¢esit probiyotik katilarak
fermente edilen siitiin, tek bir ¢esit laktik asit bakterisi katilarak fermente edilen siite
gore daha ¢ok mutajenik etkiyi azalttig1 gézlenmistir (Tamai, 1995).

Laktik asit bakterileri kolon kanserine karsi da etki gosterirler. Malhotra (1977) ve
Peters vd. (1992), yaptiklar1 arastirmalarda diizenli olarak fermente siit tirtinleriyle
beslenen insanlarda kolon kanserinin goriilme insidansinin azaldigini gostermislerdir.
Probiyotiklerin stres ve depresyon etkilerini azaltici etkileri de vardir. Probiyotiklerin
oksidatif stresi azalttig1 ve sitokin salinimmni diizenledigi 6ne siiriilmektedir (Logan
ve Katzman, 2005; Desboonet vd., 2005).

Probiyotik olarak kullanilan bazi bakteri tiirleri asagidaki ¢izelgede verilmistir (Yilsoy
ve Kurdal, 2000).

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan bazi bakteri tiirleri (Yilsoy ve Kurdal, 2000)

Lactobacillus tiirleri L. bulgaricus, L.cellebiosis, L. delbrueckii, L. lactis,
L. acidophilus, L .reuteri, L. brevis, L. caseli, L.
curvatus, L. fermentum, L. plantarum, L. johnsonii,
L. rhamnosus, L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri,

L.crispatus
Bifidobacterium tiirleri B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis,
B. longum, B. thermophilum
Bacillus tiirleri B .subtilis, B. pumilus, B .lentus, B. licheniformis,
B.coagulans, B.cereus
Pediococcus tiirleri P .cerevisiae, P .acidilactici, P. pentosaceus
Streptococcus tiirleri S. cremoris, S. thermophilus, S .intermedius, S.lactis,
S. diacetilactis
Bacteriodes tiirleri B. capillus, B. suis B. ruminicola, B. amylophilus

Propionibacterium tiirleri | P. shermanii, P. freudenreichi

Leuconostoc tiirleri L. mesenteroides
Enterococcus tiirleri E. faecium
Mantarlar Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

Boulardii, Candida torulopsis
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2.3. Bahk Mikrofloralarinda Bakteriyel Dagihm ve Mikroflora- Probiyotik
Bakteri Iliskisi

Baliklarda bakteriyel floranin bilinmesi, potansiyel olarak hastalik olusturma
yetenegindeki firsat¢1 patojen bakterilerin varligini belirleme imkani saglar. Eger
baliklar stres i¢indeyse ve yasadiklar1 ortamda uygun olmayan bir sicaklik ve oksijen
konsantrasyonu s0z konusu ise suyun bakteriyel yiikii 6nemli 6l¢iide artarak hastalik
olusturacak sartlar ortaya g¢ikar. Yani baliklarin dogal mikroflorasinda az sayida
bulunan ve zararh etki gostermeyen bazi bakteri tiirleri stres faktorlerinin etkisiyle
firsatg1 patojen haline gelebilmektedir. Havuzlardaki balik stoklarmnin yasadigi
sudaki bakteriyel patojenlerin bilinmesi, bakteriyel hastaliklar nedeniyle ortaya

cikabilecek kayiplar1 azaltmakta yarar saglayabilir (Diler vd., 2000).

Ornegin motil Aeromonas’ lar &zellikle tatli su baliklarinda dogal mikrofloranin
dominant unsurlarindan olup, firsat¢1 patojen karakterleriyle baliklarda hemorajik

septisemiye neden olabilmektedirler (Bulduklu ve Ozer, 2007).

Baliklarin bakterilerle ilk tanismasi daha heniiz yumurta dénemindeyken baslar.
Yumurta yiizeyine bakteriyel adezyon ve kolonizasyon, dollenmeden birkag saat
sonra meydana gelir. Larvalarin yumurtadan ¢ikmasiyla birlikte yem alimi1 ve suyla
dogrudan temas olur ve larvalarm mikroflorasi yem ve suyun mikroflorasiyla paralel

olarak gelismeye devam eder (Hansen ve Olafsen, 1999).

Gastrointestinal kanalin en karakteristik 6zelliklerinden biri de yiizeyindeki epitel
doku ile kommensal bakteriler arasinda siirekli bir iliski olmasidir. Bu iliski bagirsak
mukozasindaki dengenin saglanabilmesi agisindan 6nemlidir (Yan ve Polk, 2004).

Baliklarin bagirsak florasinin su ve yemlerde bulunan bakteriyel tiirlerin bir

yansimasi oldugu belirtilmistir (Blanch vd., 1997).

Baliklarda mikrobiyal flora iizerinde yapilan c¢alismalarda bazi balik tiirlerinde
spesifik bir bakteriyel flora oldugu goriisii hakimdir. Hatta sindirim kanalinin
anatomik 6zellikleri ve kompleksligine gore bagirsak mikrofloras: degisebilmektedir

(Huss, 1988; Cahil, 1990).
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Baliklarin mikroflorasi; yasadigi suya, mevsime ve gelisim donemine gore de
farklilik gosterir (Inal, 1992). Austin (1987), genellikle baliklardan izole edilen
bakteri cinslerinin dagiliminin, baliklarin yasadiklar1 akuatik habitat ile baglantili
olup s6z konusu habitatin tuzlulugu ve suyun bakteriyel yilikii gibi faktorlerden
etkilendigini bildirmektedir.

Acik denizlerin suyu ¢ok az miktarlarda bakteri igerirken, kiy1 bolgelerde
kirlenmenin daha fazla olmasi nedeniyle mikrofloradaki bakteri sayist artmaktadir

(Gékoglu, 2002).

Yetistiricilik yolu ile tiretilen balik tiirlerinin yan1 sira dogada yasayan tatlisu ve
deniz baliklarmin, bakteriyel floras: lizerine ¢esitli arastirmalar yapilmistir. Yapilan
incelemelerde tatli su baliklarinin bakteriyel florasmin deniz baliklarindan 6nemli
Olgiide farkli oldugu bildirilmistir. Tatl sularda yasayan baliklarin florasinda
Aeromonas ve Pseudomonas cinsi bakteriler baskin olarak goriiliirken, Deniz
sularinda yasayan baliklarda Enterobacteria cinsi bakteriler hakim durumdadir
(Nieto vd., 1984).

Hamid vd. (1978), calismalarinda kefal baliklarimi1 once tatli su bulunan ortamda,
daha sonra deniz suyu bulunan bir ortamda muhafaza edip baliklarin mikrofloralarini
incelemislerdir. Baliklar tath suda iken Enterobacter, Bacillus ve Micrococcus tiirleri
baskin olarak goriilirken tuzlu suya (Deniz suyuna) alindiklarinda Vibrio,

Pseudomonas ve Aeromonas tiirleri baskin olarak gériilmiistiir.

Tilapia baliklarinda yapilan bir arastirmada tathi su ortaminda bulunan tilapialarda
baskin tiirler Aeromonas ve Pseudomonas olarak belirlenirken, deniz suyu ortaminda

bulunan baskin tiirler Vibrio ve Aeromonas olarak belirlenmistir (Sakata vd., 1980)

Sarieyyiipoglu (1984) tarafindan 100 adet gokkusagi alabaligi mide ve bagirsak
floralar1 ile 24 su ve 8 yem Orne8i aerobik mikroorganizmalar agisindan
incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda alabaliklarin mide ve bagirsak
florasmdan %28,0 Enterobacter, %13,6 Aeromonas, %11,0 Bacillus, %8,3

Streptococcus, %7,4 Pseudomonas, %7,0 Micrococcus, %5,8 Vibrio, %5,0
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Escherichia coli, %3,8 Acinetobacter, %3,4 Flavobacterium, %2,3 Achromobacter,
%1,1 Corynebacterium, %1,0 Staphylococcus, %1,0 Salmonella, %0,7 Shigella,
%0,5 Alcaligenes ve %0,1 Proteus tiirii izole ettigini bildirmistir.

Diler vd., (2000) iki farkli isletmeden aldiklar1 gokkusagi alabaliklarinin bagirsak,
deri, solungag, karaciger dalak, bobreklerinde mikrofloranin tespiti ile ilgili
aragtirmalar1 sonucunda Coryneform grup, Aeromonas, Gram pozitif kok ve

Enterobacteriaceae ailesinden olan bakterilerin baskin olduklarini gormiislerdir.

Nieto vd., (1984) iki farkl1 balik ¢iftliginden temin ettikleri gokkusagi alabaliklarmin
mikrofloralarini incelemislerdir. Sonugta her iki balik ¢iftliginden alinana baliklarda
Aeromonas, Pseudomonas ve Enterobacteria cinsi bakterilerin mikroflorada
dominant olarak bulunduklarini gozlemlemislerdir. Ayrica florada Vibrio,
Corynebacteria, Flavobacterium ve Acinetobacter cinsi bakterileri de tespit

edilmistir.

Kapetanovic vd. (2005), gokkusagi alabaliginin solungag, kalp ve bdobrek
mikroflorasini incelemislerdir. Gokkusagi alabaligi frylar1 inkiibatorde iken
izolatlarin %64,7’si gram (+) olan Corynebacterium aquaticum, Lactobacillus spp.,
Renibacterium salmoninarum bakterilerinden, %35,3 ii ise gram (-) olan Aeromonas
hydrophila, Flavobacterium psychrophilum ve Yersinia sp. bakterinden olusmakta
iken frylarm havuzlara transferinden sonra toplam mikroflora gram (-) bakteriler
acisindan artis gostermistir. Gr (-) bakterilerin oran1 % 97’ye ¢ikarken Gr (+)
bakterilerin oran1 % 2,93’e diismiistiir. Bu % 97’lik oranin % 28,45’ini Aeromonas
spp., % 25, 94’liikk oranmn1 Pseudomonas spp., bakterileri olusturarak mikrofloranin

baskin tiirleri olmuslardir.

Sousa vd. (2001), brezilyadaki bir rmaktan temin ettigi 14 farkli balik tiiriiniin
mikroflorasini1 incelemis ve Aeromonas cinsi bakteriler basta olmak {izere
Pseudomonas, Acinetobacter, Enterobacteria cinsi bakterilerin mikroflorada baskin

olarak yer aldiklarini tespit etmislerdir
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Antibiyotik ve diger ilaglarin kullanimi, ¢evre kirliligi, stres, gegirilen hastaliklar
sonucunda immun sistemin baskilanmasi ve yaslanma gibi faktorlerin etkisiyle
baliklarin mikrofloral dengesi bozulabilmektedir (Holzapfel vd., 1998).

Iste bu noktada probiyotik bakteriler devreye girer ve bozulan mikrofloral dengeyi

yeniden kurarlar.

Probiyotik bakteriler konake1 tiirlerine gore 0zgiinliilk gostermektedirler. O yiizden
kullanim icin segilecek olan probiyotik bakteri tiirii, o canlinin mikroflorasindan
izole edilmis bir bakteri tiiri ise ¢ok daha olumlu sonuglar vermektedir

(Duangjitcharoen vd., 2008). Bu yiizden probiyotik bakterilerin se¢iminde konakg1

canlinin mikroflorasmin iyi taninmis olmasi ¢ok 6nemli bir faktordiir.

2.4. Baliklarda Spesifik Olmayan Bagisikhik Sistemi

Spesifik olmayan bagisiklik sistemi, enfeksiyonlari onleme, yayilmalarini kontrol
etme ve doku hasarini azaltmaya yonelik birgok islevi igerir. Baliklarda non-spesifik
savunma reaksiyonlari, immun sistemin hem humoral hem de lenfoid olmayan
hiicresel komponentleri tarafindan olusturulur. Immunolojik olmayan bir ¢ok
humoral madde ve hiicresel salgilar, baliklarin patojenik ve infeksiyoz etkenlere kars1
gosterdigi dogal direngte rol oynarlar. Bunlar arasinda transferin, toksinler, lektinler
(Ig yapisinda olmayan aglutininler) C- reaktif proteini, ¢esitli litik enzimler (Lizozim
gibi) interferon, enzimatik olmayan lizinler, enzim inhibitorleri ve komplementler
bulunmaktadir (Magnadottir vd., 2005; Ocak, 2006).

Humoral bagisiklik, lizozim, komplement, C-reaktif protein, transferin, lektin ve
hemolizin gibi komponentler icerir. (Yano, 1996).

Hiicresel olan dogal bagisiklik ise, baliklar1 viicuda girebilecek bakterilerden; mukus,
deri ylizeyini kaplayan epitel hiicreleri ve solungaclar gibi fiziksel bariyerlerle ve
monosit/makrofaj, graniilosit ve non-spesifik sitotoksik hiicrelerle ve non sitotoksik
toksinlerle korur (Aoki vd., 2006).

Patojenleri karsilayan ilk bariyer olarak mukus ve deri, baliklarin savunma

sisteminde olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Mukus sivisi baliklarda goblet
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hiicreleri tarafindan salgilanir ve immunoglobulin, komplement, kreaktif protein
(CRP), lektin, lizozim, proteolitik enzimler, alkalin fosfataz ve esteraz,

antimikrobiyal peptitler ve hemolizin icerir (Yano, 1996).

Lizozim enzimi anti bakteriyel 6zelliginden dolay1 bakteriyel hastaliklara karsi
baliklarin korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Mitra vd., 2003).

Lizozim,  Micrococcus lysodeicticus hiicrelerinin lizizine sebep olan, Kkitinle
kaplanmis seliiloz tarafindan hazir bir sekilde absorbe edilen, diisiik molekiiler
agirhikli bir proteindir. Ayrica yiiksek sicakliga, asidik pH’a dayanikli olan fakat
alkali kosullarda inaktive olan bir enzimdir (lIwama ve Nakanishi, 1996).

Baliklarda spesifik olmayan bagisiklik sisteminin 6nemli bir 68esi olan lizozim
enzimi, bakteriyel invazyonun yiiksek derecede goriildiigi ve lokosit miktarinca
zengin deri, solungag¢ ve yumurtlarda bol miktarda bulunmaktadir (Grinde vd., 1988;
Fletcher ve White, 1973).

Memelilerde sadece gram pozitif bakterilere karsi etki eden lizozim enziminin
baliklarda komplement yoklugunda gram negatif bakterilere kars1 da etkili oldugu
kaydedilmistir (Grinde, 1989).

Coho salmon yumurtalarindan elde edilen 700pug/ml konsantrasyonundaki lizozim
enziminin Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida ve Carnobacterium

piscicola patojenlerine kars1 bakterisidal etkiye sahip oldugu gézlenmistir.

Monositlerin farklilagsmasiyla olusan makrofajlar, yliksek fagositoz yetenegine sahip
hiicrelerdir ve baliklarda karaciger, dalak gibi lenfoid organlarda ¢ok sayida
bulunmaktadirlar (Agius ve Roberts, 2003).

Spesifik olmayan bagisiklik sisteminin bir diger unsuru olan graniilositler baliklarda
da memelilerde oldugu gibi notrofiller, eozinofiller ve bazofiller olmak {izere 3 gruba
ayrilirlar. Ancak biitiin balik tiirlerinde her {i¢ granulosit tipine rastlanmaz. Ornegin
benekli yaymda sadece notrofiller bulunurken, sazan tiirlerinde her ii¢ granulosit tipi
bulunmaktadir.

Balik nétrofilleri birgok durumda fagositik ozellik gosterir. Izole edilen balik

notrofillerinin fonksiyonlar: arasinda fagositozun yani sira kemotaksis ve respiratorik
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yikim araciligi ile bakterisidal aktivite de bulunmaktadir (Olafsen, 1995; Ocak,
2006).

2.5. Ulkemizde Su Uriinleri Yetistiriciliginde Probiyotik Bakterilerin
kullanimuyla Tlgili Yapilmis Olan Calismalar

Su iirlinleri yetistiriciliginde probiyotik bakterilerin kullanimiyla ilgili diinyada bir
cok calisma yer alirken, lilkemizde konuyla ilgili ¢ok az sayida yapilmis ¢aligma

vardrr.

Capkm ve Altinok (2009), gokkusagi alabaliklarmmdan izole ettikleri Enterobacter
cloacae ve Bacillus mojavensis bakterilerini 1 x 10° hiicre/gram dozunda yeme ilave
etmek suretiyle baliklar1 60 giin boyunca beslenmisler ve 60. giiniin sonunda
Yersinia ruckeri bakterisi ile epriivasyon testi uygulamislardir. Sonugta hayatta
kalma oranlar1 kontrol grubunda % 35 iken test grubunda % 99 olmustur. Ayrica bu
probiyotik bakteriler, baliklarin kan parametrelerinde ve agirlik artiglarinda olumlu
yonde etkilere neden olmuslardir. Buradaki % 99’luk koruma potansiyeli oldukca

onemlidir. Kullanilan probiyotikler as1 uygulamasi kadar etkili olmuslardir.

Stizer vd. (2008), yaptiklar1 bir calismada; Lactobacillus spp. bakterisini igeren ticari
probiyotigin ¢ipura baliklarmin gelisme parametreleri ve sindirim enzimleri iizerine
olan etkilerini incelemislerdir. Deneylerini probiyotik bakterinin verilis yoluna gore
3 grup altinda yapmuislardir. Birinci grupta probiyotik bakteriyi sadece canli yeme,
ikinci grupta hem canli yeme hem suya, li¢lincii grupta ise sadece suya ilave
etmislerdir. Ayrica probiyotik verilmeyen bir kontrol grubu da olusturmuslardir.
Sonugta birinci ve ikinci gruplarda probiyotik bakteriler ¢ipura baliklarinin sindirim
enzimlerinin aktivitesini ylikseltmis, agirlik ortalamalarinda artisa neden olmustur.
Probiyotik bakterinin sadece suya ilave edilmesinin baliklarin sindirim enzimlerinin

aktivitesi ya da gelisme parametreleri lizerine etkisi olmamustir.
Oztiirk (2007) ise bir firmadan elde ettigi ticari bir pobiyotik olan Lactobacillus

rhamnosus bakterisininin larva, yavru ve yetiskin levrek baliklar1 iizerine olan

etkisini arastirmistir. Larvalarin kafeslere aktarilmadan once kontrol grubu da dahil
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olmak {iizere ii¢ deneme grubunun deformasyon oranlar1 tespit edilmistir. Yapilan
incelemeler sonucunda larvalarda deformasyon oranlar1 yetistirme suyu+toz yemine
(Deneme 1) probiyotik ilave edilenlerde % 5, canli yem+ toz yemine (Deneme 2)
probiyotik ilave edilen larvalarda %2 ve kontrol grubundaki larvalarda % 7 olarak
tespit edilmistir. Larval ve yavru donemde probiyotik kullanimmin agirlik artigma
etkisi olmadigi gozlenmistir. Yumurtadan ¢ikan larvalarin tanklara aktarilmasi
sonrasindaki yasama orani bulgularinda ise istatiksel agidan onemli sonuglar elde
edilmigstir. larval yasama orani deneme grubunda % 27,4 iken kontrol grubunda %
18,9 olarak belirlenmistir. Yavru donemindeki baliklarin kafeslere aktarilmasi

sonrasinda ise yasama oranlarinda herhangi bir fark gézlenmemistir.

Yigit ve arkadaslar1 (2009), Bactocell (Pediococcus acidilactici)’in melek
baliklarmin biiyitimesi lizerine olan etkileri arastirmislar ve bu probiyotigin baliklarin

gelismesi tizerine herhangi bir etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.

Kaya (2007), yaptigi ¢alismada Bactocell (Pediococcus acidilactici) adli ticari
probiyotigi gokkusagi alabaliklar1 tizerindeki etkilerini incelemis ve hem bagisiklik

sistemini uyardigini, hem de baliklardaki biiylime oranlarini arttirdigmi gostermistir.

Dullu¢ (2010), Bactocell (Pediococcus acidilactici) ticari probiyotigini tilapia
(Oreochromis niloticus) ve aynali sazan (Cyprinus carpio) baliklarmin yemine ilave
etmek suretiyle uygulamis ve bu probiyotik bakterini baliklarin  yem
degerlendirmelerine ve besin maddelerinin sindirilebilirligine olumlu yonde etki

ettigini ortaya koymustur.

2.6. Gokkusagr Alabahklarinda (Oncorhynchus mykiss) Probiyotik Bakteri
Uygulamalan Ile Ilgili Yapilmis Olan Calismalar

Raida ve arkadaglar1 (2003), BioPlus2B (Bacillus subtilis ve B. licheniformis) adli
ticari probiyotigi ve Ergosan adli deniz alglerinden ekstrakte edilen alg bazli bir
bagisiklik sistemi gili¢lendiricisi olarak kullanilan ticari bilesimi baliklarda kizilagiz
hastaligina neden olan Yersinia ruckeri bakterisine karst denemislerdir.

Calismalarinda iki paralel grup kullanmiglardir. 42 giin siiren besleme ¢aligmasinin
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sonunda test bakterisi ile epriivasyon testi uygulandiginda mortaliteler; kontrol
grubunda %83,3 - %91,7, Ergosan igeren yemle beslenen grupta %91,7 - %61,7,
Bioplus 2B igeren yemle beslenen grupta ise %58,3 - %58,3 olarak tespit etmislerdir.
Kan parametreleri incelendiginde hematokrit, plazma protein ve lenfosit
seviyelerinde gruplar arasinda herhangi bir fark gozlenmezken Bioplus 2B ile
beslenen grupta yiiksek antikor seviyeleri gozlenmistir. Bu ¢alismada Bioplus 2B,

baliklarin gelisimleri tizerine de etkili olmustur.

Gokkusagi alabaliklar: tizerine Bioplus 2B adli ticari probiyotigin etkileriyle ilgili bir
calisma da Bagheri vd. (2008) tarafindan yapilmistir. Caligmalarinda ortalama
agirliklar1 120 gram olan baliklar 2 ay boyunca Bioplus 2B’ nin farkli dozlarmi
iceren yemlerle beslenmislerdir. Birinci deneme grubuna: 4,8x10° cfu/g, ikinci
deneme grubuna; 1,2x10° cfu/g iigiincii deneme grubuna; 2,01x10° cfu/g, dordiincii
deneme grubuna 3,8x10° cfu/g ve besinci deneme grubuna ; 6,1x10° cfu/g dozunda
probiyotik uygulamasi yapilmistir. Bu calismada probiyotik bakteriler, baliklarin hem
biliylime miktarlar1 hem de hayatta kalma oranlar1 {izerinde etkili olmustur. Farkli
probiyotik dozlarmin uygulandigi bu calismada baliklarin biliyiime miktarlar1 ve
yasama oranlarinda en yiiksek etkiyi 3,8x10° dozunda probiyotik uygulanan grup
gostermistir. Bu ¢alismada probiyotik bakterilerin etkili olduklar1 belli kritik doz
seviyeleri oldugu ve bu seviyenin daha tistiindeki dozlarda probiyotik uygulamasinin,

beraberinde daha yiiksek gelisme oranlar1 getirmedigi ortaya konmustur.

Probiyotik bakterilerin furunkulozis hastaligina kars: etkileri de incelenmistir (Ali,
2000). Ticari bir probiyotik karisimi olan Add-B (Rhodospirillum rubrum,
Rhodopseudomonas viridis, Rhodopseudomonas palustris ve Rhodomicrobium
vanniellii), 6 hafta boyunca gokkusagi alabaliklarmin suyuna ilave edilmistir.
Aeromonas salmonicida bakterisi ile epriivasyon testi yapildiginda, kontrol
grubundaki Oliimler %355,8 iken test grubundaki Oliimler %40,4 olarak tespit

edilmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda goriilen Aeromonas salmonicida enfeksiyonlarina karsi bir

calisma daha yapilmistir (Brunt ve Austin, 2005). Gokkusagi alabaliginin sindirim
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kanalindan izole edilen Aeromonas sobria adli bakteri potansiyel probiyotik olarak
baliklarin yemine ilave edilmis ve bu sekilde ortalama agirliklar 25 gram olan
baliklar 14 giin siireyle beslenmistir. Bu siirenin sonunda Aeromonas salmonicida ile
test edildiklerinde kontrol grubunda mortaliteler %75- 100 iken, probiyotikle
beslenen gruplarda %0- 6 olarak kaydedilmistir. Baliklarin kan parametreleri
incelendiginde respiratory burst aktivitelerinde, fagositik aktivitede ve lokosit

miktarlarinda 6nemli degisiklikler bulunmustur.

Probiyotik bakterilerin etki siireleriyle ilgili bir ¢alisma Sharifuzzaman ve Austin
(2010) tarafindan yapilmistir. 10-15 gram agirligindaki gokkusagi alabaliklar: 2 hafta
boyunca Kocuria SM1 ticari probiyotigi ile beslenmis, 2. haftanin sonunda yeme
probiyotik ilavesi kaldirilmis ve 5 hafta boyunca birer hafta araliklarla baliklara
Vibrio anguillarum patojeni verilmistir. Kontrol grubundaki 6liim oranlar1 birinci
haftadan 5. haftaya dogru sirasiyla; %79- %92- %76-%78- %78 iken, test grubundaki
Olim oranlar1 sirasiyla; %10- %27- %24- %28- %50 seklinde olusmustur. Kocuria

SMI ticari probiyotigi en yiiksek etkiyi 1. haftada gostermistir.

Sharifuzzaman ve Austin (2009), Probiyotik bakterinin uygulama siireleriyle ilgili bir
calisma da yapmislardir. Bunun i¢in gokkusagi alabaliklarin1 yine Kocuria SM1
ticari probiyotigi ile 4 hafta boyunca beslemisler ve baslangictan itibaren her haftanin
sonunda Vibrio anguillarum bakterisi ile test etmislerdir. 4 hafta boyunca haftalik
periyotlarla yapilan epriivasyon sonucunda kontrol grubundaki oliimler %70 -90
arasinda degisirken, Kocuria SM1 ile beslenen gruplara test bakterisi uygulandiginda
1. haftadan 4. haftaya dogru 6liim oranlar1 sirastyla %62- %16- %30- %22 seklinde
olmustur. Kocuria SM1 probiyotigi Vibrio anguillarum’a kars1 en yiiksek koruyucu

etkiyi 2 haftalik probiyotik bakterilerle beslenme periyodu sonucunda gostermistir.

Bioplus 2B’nin gokkusagi alabaligi larvalarimin gelisimleri iizerine olan etkilerinin
incelendigi bir arastirmada, 36 giin siiresince probiyotikli yemlerle beslenen 400 mg
agirligimdaki larvalarda biiyiime ve hayatta kalma oranlarinda artis kaydedilmistir.
(Morteza, 2010).
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Gokkusagi alabaliginin bagirsak florasindan izole edilen Bacillus subtilis AB1 susu
10" hiicre/y dozunda yeme ilave edilmis ve baliklar bu yemlerle 14 giin
beslenmiglerdir. Sonugta bu probiyotigin baliklar1 Aeoromonas enfeksiyonlarina
kars1 korudugu ayrica baliklarin lizozim aktivitelerine, fagositik hiicrelerine, lenfosit
miktarlarina, reSpiratory burst aktivitelerine etki ettikleri gozlenmistir (Fyzul vd.,
2007).

Merrifield vd. (2010), gokkusag1 alabaliklarin1 probiyotik (Bacillus subtilis, B.
licheniformis ve Enterococcus faecium) iceren yemlerle 10 hafta siireyle
beslemislerdir. Sonugta bu probiyotiklerin baliklarin biiylime ve gelismeleri iizerine
herhangi bir etki gostermediklerini kaydetmislerdir. Ancak bagisiklik sistem
parametreleri incelendiginde Bacillus probiyotikleriyle beslenen gruplarda serum

lizozim aktivitelerinde ve 16kosit seviyelerinde artig gdzlenmistir.

Carnobacterium maltaromaticum ve C. divergens probiyotik bakterilerinin
kullanildig1 bir ¢alismada C. maltaromaticum bakterisiyle beslenen gokkusagi
alabaliklarinda fagositik aktivite ile makrofaj ve serum lizozim aktivitesinde artis
goriilirken, her iki probiyotik bakteriyle beslenen gruplarda mukozal lizozim

aktivitesinde artis meydana gelmistir (Kim ve Austin, 2006).

Laktik asit bakterileriyle yapilan bir ¢alismada ise Lactobacillus rhamnosus,
ortalama 75 gram agrrhgindaki gokkusagi alabaliklarmin yemine ilave edilmistir.
Deneme calismasi 30 giin siirmiistiir. 10- 20 ve 30. giinlerde baliklarin serum lizozim

ve lokositlerin fagositik aktivitelerinde ©Onemli oranda artis tespit edilmistir

(Panigrahi vd., 2004).

Probiyotiklerin balik patojenlerine karsi etkilerinin arastirildigl baska bir ¢calismada
ortama 12 gram agirh@indaki gokkusagi alabaliklarina 2 hafta boyunca Bacillus sp.
ve Aeoromonas sobria igeren yemler verilmis ve Aeromonas salmonicida,
Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae, Vibrio anguillarum, V. ordalii, Yersinia
ruckeri bakterileriyle test edilmislerdir. A. sobria probiyotigi ile beslenen gruplar A.

salmonicida, L. garvieae, S. iniae, V. ordalii patojen bakterileriyle test edildiklerinde

21



hi¢ 6lim (%0) gozlenmezken, V. anguillarum ve Y. ruckeri ile test edildiginde
sadece %6 oraninda 6liim gdézlenmistir. Kontrol grubunda ise % 80-92 6lim orani
kaydedilmistir. Bacillus sp. probiyotigi ile beslenen gruplar Aeromonas salmonicida,
Lactococcus garvieae, Streptococcus iniae, V. anguillarum, V. ordalii ve Yersinia
ruckeri bakterileriyle test edildiklerinde kontrol gruplarinda % 80-100 arasinda 6liim
oranlar1 gozlenirken, V. anguillarum ile test edilen grupta %13 oraninda, diger
patojenlerin kullanildigi gruplarda % 0 oraninda 6liim gozlenmistir. Bacillus sp. ve
Aeoromonas sobria probiyotikleri yukarida adi gegen patojen bakterilere karsi
oldukea yiiksek bir koruma potansiyeli gostermislerdir. Ayni ¢alismada respiratory
burst aktivite, total protein ve lizozim aktivitesi probiyotik uygulanan baliklarda

kontrol grubuna gére anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur (Brunt vd., 2007).

Aeromonas salmonicida patojen bakterisine karsi probiyotik bakterilerin kullanildigi
baska bir caligmada ortalama agirliklar1 2,5 gram frylara ve ortalama agirliklar: 12
gram olan fingerlinklere Aeromonas hydrophila, Vibrio fluvialis, Carnobacterium sp.
probiyotikleri ile tanim1 yapilamayan bir baska probiyotik tiirii 14 giin yeme ilave
edilmek suretiyle baliklara uygulanmis, 14. giiniin sonunda A. salmonicida ile
intraperitonel yoldan epriivasyon testi uygulanmis ve cizelge 2.2 deki sonuglar elde

edilmistir (Irianto ve Austin, 2002).

Cizelge 2.2. 14 giin boyunca farkli probiyotik bakteri tiirleriyle beslenen gokkusagi
alabaliklarinda Aeromonas salmonicida bakterisi ile intraperitonal yoldan
yapilan epriivasyon testi sonucundaki mortaliteler
(Irianto ve Austin, 2002).

Probiyotik Bakteri Frylardaki Mortaliteler Fingerlinklerdeki
Mortaliteler

Tanimi yapilamayan gram(+) | % 16 % 0

coccus

Vibrio fluvialis %0 % 80

Aeromonas hydrophila % 12 %0

Carnobacterium sp. % 4 % 10

Kontrol grubu % 94 % 90
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Aeromonas salmonicida patojeni ortalama agirliklar: 1,5 gram olan ve yine yukarida
ad1 gegen probiyotik bakterilerle beslenen baliklara bu kez immersiyon yontemiyle

uygulandiginda ise ¢izelge 2.3.” te bulunan sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 2.3.14 giin boyunca farkli probiyotik tiirleriyle beslenen gokkusagi
alabaliklarinda Aeromonas salmonicida bakterisi ile immersiyon yontemiyle
yapilan epriivasyon testi sonucundaki mortaliteler (Irianto ve Austin, 2002).

Probiyotik | Tanimi Vibrio Aeromonas | Carnobacterium | Kontrol
Bakteriler | Yapilamayan | fluvialis | hydrophila | sp. grubu
Gram(+)
coCCus
Mortalite | %0 % 6 % 16 % 18 % 76

Bu calismada 4 farkli probiyotik bakteri tiirii de Aderomonas salmonicida’ ya karst

etkin perforformans gostermislerdir (Irianto ve Austin, 2002).

Gram vd. (1999), bir tatlr su baligi olan Nil levregi (Lates niloticus)’ nden izole
ettikleri  Pseudomonas fluorescens adli bakteriyi probiyotik olarak ortalama
agirhiklar1 40 gram olan gokkusagi alabaliklarinda V. anguillarum adli patojen
bakteriye karsi uygulamislardir. P. fluorescens bakterisini baliklarin suyuna ilave
etmek suretiyle 5 glin boyunca tanklarm i¢ine uygulamiglardir (Uzun dénem
probiyotik uygulamasi). 5. giin baliklar1 V. anguillarum ile test ederken, P.
fluorescens ile muamele gérmemis baska bir grup gékkusagi alabaliklarma sadece
epriivasyondan 1 saat oOnce P. fluorescens bakterisini banyo yOntemiyle
uygulamiglardir. (Kisa donem probiyotik uygulamasi). Sonucta, kontrol grubunda
%50 mortalite goriilirken; Uzun donem (5 Giin) P. fluorescens uygulanan grupta %
44 oraninda, kisa donem (1 saat) P. fluorescens uygulanan grupta % 35 mortalite

kaydedilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirmada kullanilan balik ve uygulama yeri

Arastrmada  Kkullanilan gokkusagi alabaliklar1 Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Yetistiricilik Unitesindeki havuzlardan temin edilip, s6z konusu fakiiltenin
kuluckahane tinitesine nakledilmistir. Arastirmada ortalama 7 + 0,9 gram ve 2 + 0,5
gram agirhigindaki toplam 1200 adet saglikli gokkusagi alabaligi kullanilmustir.
Arastirma siiresince baliklar 0,6 m® hacimli, ierisinde 400 1 su bulunan 8 adet
yuvarlak fiberglas tanklara yerlestirilmistir. Deneysel enfeksiyon uygulamalar ise

Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi hastalik {initesinde yapilmustr.

3.1.2. Arastirmada kullanilan su kaynag ve suyun kalitesi

Arastirmada kullanilan artezyen suyunun debisi 12 I/dak, tanklardaki suyun ortalama
pH’s1 7.2, oksijeni 7.4 ppm ve sicakligi 12°C olarak 6l¢iilmiistiir.

3.1.3. Arastirmada kullanilan probiyotik bakteriler

Bu Calismada Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Su
Uriinleri Yetistiricilik Unitesindeki gokkusag: alabaliklarmin yasadigi sudan izole
edilen Pseudomonas sp. GS adli potansiyel probiyotik bakteri susu ile Chr. Hansen
adli firmadan temin edilen Bioplus 2B® (Bacillus subtilis ve Bacillus licheniformis)
ve Lactiferm® (Enterococcus faecium) adli ticari probiyotikler kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Potansiyel probiyotik bakteri (Pseudomonas sp. GS) uygulamasinda

izlenen yollar
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3.2.1.1. Potansiyel probiyotik bakterinin (Pseudomonas sp. GS) izolasyonu

Arastirma siiresince, bakteriyolojik incelemeler SDU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuarinda yapilmistir. Potansiyel probiyotik bakteri olarak
kullanilan (Pseudomonas sp. GS susu), SDU Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Laboratuarindan temin edilmistir.

Arastirmada potansiyel probiyotik bakterilerin etkinligini belirlemek igin kullanilan
Flavobacterium psychrophilum, Fethiye bolgesinde ¢ikan hastalik salgmindan izole

edilmistir.

3.2.1.2. Potansiyel probiyotik bakterinin antagonistik etkisinin belirlenmesi

Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarindan temin edilen ve gokkusagi alabaliginin yasadigi sudan izole edilmis
olan Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunun F. pschrophilum’a
kars1 antagonistik etkilerinin arastirilmasinda Well Difflizyon Agar testi

kullanilmistir. Bunun i¢in;

1. TSA’da iiretilmis potansiyel probiyotik bakteriler Triptic Soy Broth’a alarak,
25°C'de 48 saatlik bakteri kiiltiirleri elde edilmistir.

2. F. pschrophilum susu Cytophaga (Anacker Ordal) broth’a alinarak, 18°Cde 3
giinliik bakteri kiiltiirleri elde edilmistir.

3. Otoklavda steril edilerek 45-50° C dokiim sicakligma kadar sogutulmus Anacker
Ordal’s agara 50ul/lt miktarinda F. pschrophilum bakterisi ilave edilerek besi yeri
hazirlanmstir.

4. F. pschrophilum ilave edilmis Anacker Ordal’s agarin dokiimii yapildiktan sonra
besiyerinin katilasmasi i¢in 15 dakika beklenmistir. Katilagsma sonrasi steril durham
tiipleri ile besiyeri lizerinde yaklasik 3 mm ¢apinda cukurlar agilmastir.

5. Besiyeri lizerinde agilan ¢ukurlara, potansiyel probiyotik bakteri kiiltiirlerinden
(TSB besiyerine ekimleri yapilmig 48 saatlik kiiltiirlerden) 25’ er pl ilave edilmis ve
18°C de 24-48 saat siireyle inkiibasyon gergeklestirilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasi, cukurlarm etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlarmin

Ol¢timii yapilmistir (Hjelm vd., 2004).
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Potansiyel probiyotik bakterinin etkinligini test etmek amaciyla Vibrio anguillarum

patojen bakterisine karsi antagonistik etkisi de arastirilmistir. Bu amagla:

1. TSA’da iiretilmis potansiyel probiyotik bakteriler Triptic Soy Broth’a alinarak,
25°Cde 48 saatlik bakteri kiiltiirleri elde edilmistir.

2. T-TSA’de (%1 NaCl igeren TSB) iiretilen Vibrio anguillarum bakterileri T-
TSB’ye alinarak 22°C’de 48 saat inkiibe edilmistir

3. Vibrio anguillarum kiiltiirtinden 50 pl/lt alinarak otoklavda sterilizasyondan sonra
dokiim sicakligina kadar sogutulmus T-TSA’ya ilave edilerek besiyerinde homojen
dagilimi i¢in karistirilmastir.

4. Vibrio anguillarum ilave edilmis T-TSA’nin dokiimii yapildiktan sonra besiyerinin
katilagsmasi i¢in 15 dakika beklenmistir. Katilasma sonrasi steril durham tiipleri ile
besiyeri lizerinde yaklagik 3 mm ¢apinda ¢ukurlar agilmistir.

5. Besiyeri lizerinde agilan ¢ukurlara, potansiyel probiyotik bakteri kiiltiirlerinden
(stv1 besiyerine ekimi yapilmis 48 saatlik kiiltiirler) 25° er pl ilave edilmis ve
22°C de 24-48 saat siireyle inkiibasyon gerceklestirilmistir.

6. Inkiibasyon sonrasi, cukurlarin etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlarinin

Olgtimii yapilmistir (Hjelm vd., 2004).

3.2.1.3. Bakterilerin identifikasyonu

Bakterilerin, identifikasyonunda gram boyama, sitokrom oksidaz, katalaz, O/F,
hareket muayenesi testi vb. geleneksel teshis metotlar1 ile birlikte APl 20 NE hizli
teshis kiti kullanilmistir (Holt vd., 1994; Austin ve Austin, 1999).

3.2.1.4. Potansiyel probiyotik bakteri (Pseudomonas sp. GS)’ nin gokkusagi

alabaliklan iizerindeki patojenitesinin tespiti

Potansiyel probiyotik bakterilerin gokkusagi alabaligi yavrulari iizerine patojenik
etkisinin arastirmak igin bakterilerin 25°C’de Triptic Soy Broth’da 24 saatlik
kiiltiirleri gelistirilmistir. Bakteri kiiltiirii, 4°C’de 5000 devirde 15 dak santrifiij

edilmistir ve santriflij tliplinde toplanan bakteri hiicreleri kiiltiirdeki siv1 besiyerine
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esit hacimdeki PBS (fosfat buffer saline) ile tekrar siispanse edilmistir. Elde edilen
bakteri siispansiyonundaki bakteri sayisi Seyreltme Plak Metodu ile sayilarak
stispansiyondaki bakteri sayist spektrofotometrede 600 nm’de absorbans olgiimii
yapilarak standardize edilmistir (Alavandi vd., 2004; Vijayan vd., 2006; Balcazar
vd., 2007).

PBS icerisindeki bakteri siispansiyonlari son konsantrasyonu yaklasik 0,54x10’
hiicre/ml olacak sekilde 50 adet gokkusagi alabalig1 yavrusuna 45 dk. siireyle banyo
seklinde epriivasyon uygulamast yapilmistir (Austin vd., 1995). Baliklar 15 giin

stireyle takip edilmistir.

3.2.1.5. Gokkusagr alabah@ yavrularina potansiyel probiyotik bakterinin
uygulamasi

Calisma her grupta 100’er balik olacak sekilde 4 ana grupla yapilmistir. Baliklar iki
hafta siireyle adaptasyona tabi tutulmustur. Adaptasyon periyodu boyunca gokkusagi
alabaliklar1 agirliklarmin %2’si oraninda ticari pelet yemiyle sabah, 6gle, aksam
olmak tizere giinde ii¢ kez besleme yapilmistir. Denemeye baslamadan 6nce baliklar
iki glin a¢ brrakilmistir.

Adaptasyon siirecinin ardindan 1. grup probiyotik icermeyen yemle, 2. grup ticari
probiyotik Bioplus 2B igeren yemle, 3. grup yine ticari bir probiyotik olan Lactiferm
iceren yemle, dordiincii grup ise Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri
susu iceren yemlerle 60 giin boyunca beslenmislerdir. Calisma 2 paralel olarak
yuriitiilmiistir.

Bioplus2B 800g/ton yem, Lactiferm 400g/ton, Pseudomonas sp. GS’ nin PBS’de
hazirlanan silispansiyonu 5,4x10" kob/g yem oraninda olacak sekilde ilave edilerek

glinliik olarak verilmistir (Alavandi vd., 2004).
3.2.1.6. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotik bakterileri ile potansiyel
probiyotik bakteri susu (Pseudomonas sp. GS)’ nin etkinliginin

degerlendirilmesi

Yavru gokkusagi alabaliklarinda probiyotik uygulamasini takiben etkinliginin
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degerlendirilmesi amacuyla:
Baliklarda probiyotik bakterilerin sagladig: spesifik olmayan bagisiklik seviyesi ;

a) Probiyotik uygulamasini sirasinda deneme calismasmm 7. 14. 21. ve 28.
giinlerinde alman kan 6rneklerinde NBT (+) notrofil sayilari, serum lizozim
aktiviteleri, hematokrit degerleri ile 10kosit ve eritrosit miktarlar1 incelenerek,

b) Deneysel enfeksiyon uygulamalari ile degerlendirilmistir.

Probiyotik bakterilerin spesifik olmayan bagisiklik sistemi tizerine etkilerini
test etmek amaciyla probiyotik bakterilerin yeme ilave edilmesi suretiyle
beslenen 7 £ 0,9 gram agirhigindaki baliklara 60. giiniinde V. anguillarum
patojen bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi yapilmistir.

Probiyotik bakterilerin F. psychrophilum patojen bakterisine kars: etkinligini
aragtirmak tizere 15 giin siireyle probiyotik bakterilerin yeme ilave edilmesi
suretiyle beslenen 2 + 0,5 gram agirhigindaki baliklara ve kontrol grubu

baliklarma 15. giiniin sonunda deneysel enfeksiyon uygulamasi yapilmistur.

Probiyotik bakterilerin baliklarin gelisimleri {izerine etkisi 60 giin boyunca her 15
giinliik periyodun sonunda
a) Baliklarin boy 6l¢timleri yapilarak

b) Baliklarm agirlik 6l¢iimleri yapilarak degerlendirilmistir.

3.2.2. Ornekleme giinleri

Probiyotik uygulamasmin 7., 14., 21., ve 28. giinlerinde her gruptan 5’er baliga 2-
Fenoksietanol ile 0,3 ml/l dozunda anestezi uygulamasi yapildiktan sonra kuyruk
bolgelerinden kesilerek kan Ornekleri alinmustir (Garcia vd., 2000). Ay giin
icerisinde baliklarin 16kosit ve eritrosit sayimlar1 yapilmistir. Hematokrit seviyeleri
ile lizozim aktiviteleri belirlenmistir. Notrofil aktivitesini tespit etmek i¢in Nitroblue
tetrazolium (NBT) testleri yapilmistir.

Baliklarda agirlik artig1 ve biiylime miktarlarini 6l¢mek amaciyla 1, 15, 30, 45 ve 60.

giinlerde anestezi ile sakinlestirilerek agirlik tartimi ve boy 6l¢timii yapilmustr.
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3.2.3. Probiyotik bakterilerin spesifik olmayan bagisikhk sistemi ve kan

hiicreleri iizerine olan etkilerinin incelenmesi

3.2.3.1. NBT-pozitif nétrofillerin sayimi

NBT-pozitif hiicrelerin sayiminda Anderson vd., (1992) tarafindan tanimlanan metot
kullanilmigtir. Buna gore, % 0,2 oranindaki Nitroblue tetrazolium (NBT) (Sigma, N-
6876) soliisyonu, steril % 0,9’lik tuzlu su ile taze olarak hazirlanmistir. Lamel
iizerine 50 pl kan konulduktan sonra petri kutularmda 25°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Daha sonra kirmizi kan hiicrelerini uzaklastrmak i¢in, pH 7’ye
ayarlanmis fizyolojik tuzlu su ile lamel nazik bir sekilde yikanmistir. Daha sonra bir
damla NBT soliisyonu damlatilmis lam {zerine kirmizi kan hiicrelerinden
arindirilmis lamel kapatilmis ve nemli petri kutularinda 25°C’de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Pozitif koyu mavi boyanmis hiicreler mikroskopta x40 biiyiitmede her

lamelde 5 farkli alanda sayilip, ortalamalari alinmastir.

3.2.3.2. Eritrosit ve total lokosit sayimi

Heparinize siringa ile alinan kan 6rnegi Natt-Herick eriyigi ile eritrosit sulandirma
pipeti araciligiyla 100 kat sulandirilarak Thoma laminda eritrosit ve total l6kosit

saymmi yapilmistir (Kocabatmaz vd., 1982; Hoffman ve Lomel, 1984).

3.2.3.3. Hematokrit degerinin saptanmasi

Hematokrit deger (%) mikrohematokrit yontemiyle belirlenmistir. Mikrohematokrit
tiplerinin %’ i kan ile doldurulduktan sonra, tiipiin kan olmayan ucu alevde
yakilarak kapatilip daha sonra Niive marka hematokrit santrifiij cihazinda (10500
devir/dakika) 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda % hematokrit

deger hematokrit 6l¢iim skalasinda okunmustur (Blaxhall, ve Daisley, 1973).
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3.2.3.4. Serum lizozim aktivitesinin belirlenmesi

2 mg liyofilize Micrococcus lysodeikticus hiicreleri (Sigma, M 3770, ATCC No.
4698), 10 ml 0.05 M sodyum fosfat buffer (pH 6.55) ile siispanse edilmistir. Bu
soliisyondan spektrofotometre hiicrelerine 3 ml alinip, iizerine 50 pl balik serumu
eklenmistir. Bu islemi takiben 30 saniye ve 4,5 dakika sonra Shimadzu (UV-120-02)
spektrofotometrede 540 nm’de iki ayr1 6lglim yapilmistir. Bir unit lizozim aktivitesi,
absorbansdaki 0.001/dak” lik azalma olarak tanimlanmistir (Engstad vd., 1992).

3.2.4. Probiyotik uygulamalarmin spesifik olmayan bagisikhk sistemi iizerine

olan etkilerini belirlemek amaciyla yapilan deneysel enfeksiyon uygulamalar

3.2.4.1. Probiyotik bakterilerin 60 giinliik uygulama sonrasi spesifik olmayan
bagisikhik sistemi iizerine olan etkisini tespit etmek amaciyla Vibrio

anguillarum test bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi

Gokkusagi alabaliklarinda probiyotik uygulamasmm V. anguillarum patojen
bakterisine karsi etkinligini arastrmak amaciyla gokkusagi alabaliklar1 60 giin
siireyle Bioplus 2B, Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susu igeren yemlerle beslenmisler ve 60. giiniin
sonunda deneysel enfeksiyon olusturulmustur. Bunun i¢in; V. anguillarum susu stok
kiiltiirden alinarak T-TSA’ya ekimi yapilmistir. T-TSA’da 25 °C’de 24 saat siireyle
inkiibe edilerek iireyen koloniler V. anguillarum yoniinden kontrol edildikten sonra
T-TSB’ye alinmistir. T-TSB besiyerinde 25 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir (Ekici,
2010).

Bakteri kiiltiirii, 4°C’de 5000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek santrifiij tiipiinde
toplanan bakteri hiicreleri kiiltiirdeki sivi besiyerine esit hacimdeki PBS (fosfat
buffer saline) ile tekrar siispanse edilmistir. Elde edilen bakteri siispansiyonundaki
bakteri sayis1 Seyreltme Plak Metodu ile sayilmistir ve siispansiyondaki bakteri
sayist spektrofotometrede 600 nm’de absorbans Olgiimii yapilarak standardize
edilmistir (Alavandi vd., 2004; Vijayan vd., 2006; Balcazar vd., 2007).
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PBS igerisindeki bakteri silispansiyonlar1 1:9 oraninda sulandirilarak son
konsantrasyon yaklasik 103 (LD 50) hiicre/ml olacak sekilde, 40’ar adet gokkusagi
alabaligi yavrularma intraperitonal enjeksiyon yontemiyle verilmistir (Austin vd.,
1995). Daha sonra baliklar tanklara almmarak 15 giin siireyle takip edilmis ve

mortaliteler gilinliik olarak kaydedilmistir.

3.24.2. 15 giinliik siireyle probiyotik uygulannms bahk gruplarinda
Flavobacterium psychrophilum ile deneysel enfeksiyon ¢alismalari

Gokkusagi alabaliklarinda probiyotik uygulamasmin F. psychrophilum patojen
bakterisine karsi etkinligini arastrmak amaciyla gokkusagi alabaliklari 15 giin
siireyle Bioplus 2B, Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susu igeren yemlerle beslenmisler ve 15. giiniin
sonunda deneysel enfeksiyon olusturulmustur. Bunun i¢in F. psychrophilum’un
18°C’de Anacker-Ordal Broth’da 3 giinliik kiiltiirleri gelistirilmistir. Bakteri kiiltiirii,
4°C’de 5000 devirde 15 dakika santrifiij edilerek santrifiij tiipiinde tabanda ¢dken
bakteri hiicreleri slipernantanttan ayrilmustir. Daha sonra bakteri hiicreleri esit
hacimdeki PBS (fosfat buffer saline) ile tekrar siispanse edilmistir. Elde edilen
stispansiyondaki bakteri sayis1 ‘Kob/ml’ olarak belirlenebilmek i¢in sayim yapilmis
ve spektrofotometrede 600 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilarak standardize edilmistir
(Alavandi vd., 2004; Vijayan vd., 2006; Balcazar vd., 2007).

PBS icerisindeki bakteri siispansiyonlar1 1:9 oraninda sulandirilarak son
konsantrasyon yaklasik 0,9x10° hiicre/ml olacak sekilde (LD 50), 30’ar adet
gokkusag1 alabaligi yavrularma intraperitonal enjeksiyon yontemiyle verilmistir
(Austin vd., 1995; Garcia vd., 2000). Daha sonra baliklar tanklara aktarilmuistir.
Gokkusag alabaligi yavrular: 15 giin siireyle takip edilmis ve mortaliteler giinliik

olarak kaydedilmistir.

3.2.5.  Yasama oram yiizdesinin hesaplanmasi

Probiyotik bakterilerle beslenen baliklardaki yasama orani yiizdeleri formiil (3.1)
kullanilarak hesaplanmistir (Ellis, 1988).
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Probiyotik i¢eren yemlerle beslenen
baliklardaki 6liim miktar1 (%)
RPS (Yasama Orani Yiizdesi) =  1-  (-----m--m-mmmmmmmmmmmm oo ) x 100
Kontrol grubu baliklardaki
oliim miktar1 (%) (3.2)

3.2.6. Spesifik biiyiime oranlari ve kondiisyon faktoriiniin belirlenmesi
60 giin siiren probiyotik bakterilerle besleme ¢alismasinda 15’er giinliik araliklarla
yapilan boy ve agirlik 6l¢timleri sonucunda formiil (3.2) ve formiil (3.3) kullanilarak

spesifik biiyiime oranlar1 ve kondiisyon faktorii hesaplanmustir (Korkut vd., 2007).

Spesifik Biiyiime Oran1 = SBO= _(Ilk Agirlik- Son Agirlik) *100

Siire (Giin) (3.2)
Kondiisyon Faktorii: K= (Viicut agirligi)
(Balik Boyu) ® (3.3)

3.2.7. Istatiksel analizler

Gruplar arasindaki ayrim; gelisme ve kan parametrelerinde varyans analizi ve
Duncan’m c¢oklu karsilastrma testi ile, epriivasyon uygulamasi sonrasi Olim
oranlarinda ise ki kare testi ile belirlenmistir (Castex vd., 2008). Bu hesaplamalar
SPSS 16.00 istatistik programinda yapilmistir. Onem diizeyi olarak p<0.05
se¢ilmistir (Ozdamar, 2001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Pseudomonas sp. GS (Potansiyel Probiyotik Olarak identife Edilmis Bakteri
Susu)’nun in vitro Antagonistik Etkisinin Belirlenmesi Tle ilgili Bulgular

Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarindan temin edilen ve gokkusagi alabaliginin yasadigi sudan izole edilmis
olan potansiyel probiyotik bakteri susu Pseudomonas sp. GS’nin, patojen bakteri F.
psychrophilum’a kars1 in vitro giiclii antagonistik etki (30 mm inhibisyon zonu)

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Potansiyel probiyotik bakteri Pseudomonas sp. GS’ nin Flavobacterium
psychrophilum’a kars1 Anacker-Ordal Agarda olusturdugu inhibisyon zonu

4.2. Flavobacterium psychrophilum’a Karst in vitro Antagonistik Etkileri
Belirlenen Potansiyel Probiyotik Bakterinin Fenotipik ve Biyokimyasal

Karakteristikleri

Probiyotik bakterinin Gram (-) c¢ubuk, Sitokram oksidaz, katalaz ve hareket
yoniinden pozitif oldugu tespit edilmistir. API 20 NE testi sonucuna ve Bergey’s
Manuel of Systematic Bacteriology’ ye gore bakterinin Pseudomonas sp. oldugu
belirlenmis ve Pseudomonas sp. GS olarak adlandirilmistir (Holt vd., 1994; Austin
ve Austin, 1999). (Cizelge 4.1.).
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Cizelge 4.1. Potansiyel probiyotik bakterinin fenotipik 6zellikleri

Gram boyama -

Hareketlilik +
Oksidaz +
Katalaz +
O/F Oksidatif
NO; +
Indol -
Glukoz fermantasyonu -
ONPG -

Arginin dehidrolizi
Nisasta hidrolzi
Ornitin dekarboksilaz -
Lizin dekarboksilaz -
Sitrat +
H,S -
Jelatin +
Ureaz -
- Galaktosidaz -
Glikoz
Arabinoz
Maltoz -
Mannitol
Mannoz -
N- asetil glikozamin
Potasyum glikonat
Kaprik asit

Adipik asit -
Malat
Trisoyum sitrat
Fenil asetik asit -
VP -
MacConkey's agarda iireme
TSA'da lireme

+

+ |+ |+

+ |+

+ |+ |+

4° C’ de iireme

41° C’ de iireme -
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4.3. Probiyotik Uygulamasimin Gokkusagi Alabaliklarinin Spesifik Olmayan
Bagisikhk Sistemine ve Kan Hiicrelerine Etkileri ile Tlgili Bulgular

60 giin siireyle probiyotik bakterilerin yeme ilave edilmesi suretiyle beslenen
baliklarin kan Orneklerine uygulanan testler sonucunda asagidaki veriler elde

edilmistir.

4.3.1. NBT testi bulgulan

NBT testi sonuglarmma gore 7., 14., 21., ve 28. giinlerde yapilan oOrnekleme
calismalarinda yeme probiyotik ilavesi yapilan tiim gruplarda cizelge 4.2. ve sekil
4.2.°de goriildiigii iizere, NBT (+) notrofil sayilarinda kontrol grubuna gore artis
goriilmiistiir (p< 0,05).

En yiiksek NBT (+) notrofil sayisi 28. giinde Pseudomonas sp. GS potansiyel
probiyotik bakteri susunun yeme ilave edilmesi suretiyle beslenen gokkusagi
alabaliklarinda tespit edilmistir.

7. ve 21. giinlerde yapilan 6rnekleme ¢alismalarinda da en yiiksek NBT (+) notrofil
sayis1 yine Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susu ile beslenen

grularda meydana gelmistir.

Cizelge 4.2. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda NBT (+) notrofil sayilar

Gruplar Giinler

7. Giin 14. Giin  |21.Giin 28. Giin
Kontrol 0+0° 02+04° | 0,5+0,6°| 0,7+0,6°
Bioplus2B | 2,8+2.1° | 3,5+2,0"| 44+ 28" 52+0,7
Pseudomonas
sp. GS 6,1£33% | 49+32% | 79+13%| 6,9+1,8
Lactiferm 1,5+08%| 54+ 43% 41+£1,0°| 53+1,4°

35




S O Kontrol

5 |— | |@Bioplus 2B
4 - || |OPseudomonas sp. GS

O Lactiferm

NBT(+) nétrofil sayisi

7. Gun 14. Gun 21.Gun 28. Gun

Giinler

Sekil 4.2. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda NBT (+) nétrofil sayilar

4.3.2. Serum lizozim enzimi bulgular

Serum lizozim aktivitesinin tespitiyle ilgili yapilan ¢alismalarda 7. giinde baliklardan
alman kan oOrneklerinde Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunu i¢eren yemlerle beslenen
balik gruplarinda lizozim aktivitesi kontrol grubuna gore artis gozlenmistir (p< 0,05).
14. giinde yapilan 6rnekleme g¢alismasinda ise Bioplus 2B ticari probiyotigini ve
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen
gruplarda lizozim enzimi aktivitesinde artis gézlenmistir (p< 0,05). 21. ve 28. giin
yapilan caligmalarda ise gruplar arasinda istatistiksel agidan bir fark gdzlenmemistir
(p> 0,05). (Cizelge 4.3. ve Sekil 4.3.). En yiiksek serum lizozim aktivitesi, 7. giinde
yapilan Ornekleme c¢alismasinda Bioplus2B adli ticari probiyotigin yeme ilave

edilmesi suretiyle beslenen gokkusagi alabaliklarmda tespit edilmistir.
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Cizelge 4.3. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda serum lizozim aktiviteleri (unit/ml)

Gruplar Giinler

7. Gin 14. Giin 21.Giin 28. Giin
Kontrol 632 + 70° 556+ 186" | 759+4% | 606+ 56
Bioplus 2B 1063 + 140% | 898+ 121% | 886+ 12%| 827+ 192
Pseudomonas
sp. GS 676+ 84" | 973+63% | 896+ 56| 929+ 80°
Lactiferm 917+ 77 | 825+131%® | 933 +97%| 817 +205°%

1200
= 1000
£ _ S
= -
2 800 - Bl
§ O Kontrol
= B Bioplus 2B
X 600+ —— —— —
g O Pseudomonas sp. GS
N O Lactiferm
_g 400 — — — —
£
2
& 200 1 — — — —

0 T T T
7. Gln 14. Gln 21.Gln 28. Glin
Giinler

Sekil 4.3. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda
ve kontrol grubu baliklarinda serum lizozim aktiviteleri (Unit/ml)

4.3.3. Lokosit sayim bulgulan

14. giinde yapilan sayimlarda Bioplus 2B ticari probiyotigini ve Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotigini igeren yemlerle beslenen baliklarda, 28. giin Bioplus 2B ve
Lactiferm probiyotiklerini igeren yemlerle beslenen baliklarda toplam 16kosit

miktarlarimda kontrol grubuna oranla artis gozlenmistir (p< 0,05). 7. giinde yapilan
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16kosit sayimlarinda ise gruplar arasinda bir fark gozlenememistir (p> 0,05) (Sekil

4.4. ve Cizelge 4.4.).

Cizelge 4.4. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda toplam 16kosit sayilar1 (x10%/ul)

Gruplar Giinler
7. Giin 14. Giin 21.Giin 28. Giin
Kontrol 0,47 £ 0,04*| 0,38 +0,04° 0,46 +0,11*| 0,48 +0,1 1°
Bioplus 2B 0,52 +0,13*| 0,48 + 0,09ab 0,46 + 0,06*| 0,64 + 0,09*
Pseudomonas
sp. GS 0,60 +0,22%| 0,57 £0,11° 0,49 + 0,09%| 0,61 + 0,08ab
Lactiferm | 043+0,17%| 042+ 0,05 0,54+ 0,08 0,66+ 0,11
0,8
;3 0,6 ||
“E’ S
g OKontrol
§ 04 1 [ | — | | |BBioplus 2B
I O Pseudomonas sp. GS
’ié O Lactiferm
g
_g' 0,2 + |
-
0
7. Gln 14. Gin 21.Gin 28. Glin
Giunler

Sekil 4.4. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda toplam 16kosit sayilar: (x10%/pl)

38




4.3.4. Eritrosit sayim bulgular:

Uygulama sonrasinda 7., 14., 21. ve 28. giinde alinan kan 6rneklerinde eritrosit
degerleri agisindan cizelge 4.5. ve sekil 4.5.’te goruldiigl {izere istatistiksel olarak

herhangi bir farklilik olusmamustir (p> 0,05).

Cizelge 4.5. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda eritrosit degerleri (x10°%/ul)

Gruplar Giinler
7. Giin 14. Giin 21.Giin 28. Giin
Kontrol 1,24 + 0,08b 1,42+£0,09°| 1,40+0,14*| 1,45+0,05°
Bioplus 2B 1,29ﬂ:0,16ab 1,57+£0,10°| 1,60+0,13*| 1,53 +0,11°
Pseudomonas
sp. GS 1,49 0,18 | 136+0,32%| 1,58 +0,21%| 1,52+0,14%
Lactiferm 1,43 + 0,24ab 1,38 £0,20% | 1,51+0,12%| 1,52 +0,09°
2
15 — — -
§ @ Kontrol
E, 1] | | |®Bioplus 2B
= o Pseudomonas sp.
§ O Lactiferm
2
E05( -
=
0
7. Gin 14. Giin 21.Giin 28. Giin
Giinler

Sekil 4.5. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda eritrosit degerleri (x10°%/ul)
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Hematokrit deger bulgular

Probiyotik uygulamasinin 7.,
calismalarinda kontrol grubu ve probiyotik iceren yemlerle beslenen gruplar arasinda

hematokrit degerleri agisindan istatistiksel olarak bir fark gozlenememistir (p> 0,05).

(Cizelge 4.6. ve Sekil 4.6.).

Cizelge 4.6. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda hematokrit degerleri (%)

14., 21. ve 28. giinlerinde yapilan O6rnekleme

Gruplar Giinler
7. Giin 14. Giin 21.Giin 28. Giin
Kontrol 34,5+4,8%| 37,6+4,8%| 36,8+42% | 355+4,3°
Bioplus 2B 38,6 +4,4%| 36,6+7,7%| 40,1 £5,8% | 38,8+4,2°
Pseudomonas
sp. GS 38,3+5,3% 39,6+5,5% 39,50+3,5% 39,0+4,4°
Lactiferm 35,1 £5,9%| 39,6+43% 40,83 +3,7°| 40,5+3,01°
42
41 — —
—~ 40 —
9
= 39 L
(2]
)§’ 38 || |@Kontrol
2 37 ® Bioplus 2B
4
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© .
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33
32
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Sekil 4.6. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve

kontrol grubu baliklarinda hematokrit degerleri (%)
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4.4. Vibrio anguillarum (Probiyotik bakterilerin spesifik olmayan bagisikhik
sistemi iizerine olan etkisini arastirmak amaciyla kullanilan test bakterisi) ile

deneysel enfeksiyon uygulamasi bulgular:

Ortalama agirliklar1 7 £ 0,9 gram olan, probiyotik bakterilerle beslenen baliklara
kontrol grubu baliklarma, deneme calismasinin 60. giiniinde 10° hiicre/ml dozunda
(LD 50) Vibrio anguillarum test bakterisi ile epriivasyon uygulamasi yapildiginda
probiyotik uygulamasi yapilan tiim gruplarda kontrol grubuna goére daha az 6lim
oranlar1 tespit edilmistir (Cizelge 4.7. ve Sekil 4.7.). En az olim orani ise
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunun kullanildigi grupta
gozlenmistir (p< 0,05).

Cizelge 4.7. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarmda 10° hiicre/ml dozunda Vibrio anguillarum ile
epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda goriilen 6liim oranlar1 (%)

Gruplar
Pseudomonas
Kontrol | Bioplus 2B |sp. GS Lactiferm
Toplam Bahk
Sayisi 80 80 80 80
Olen Balik Sayis1 |44 19 10 18
Mortalite (%) 55 23,75 12,5 22,5

Vibrio anguillarum patojen bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi sonrasinda
baliklardaki RPS (Yasama orani yilizdesi) degerleri ise Bioplus 2B ve Lactiferm ticari
probiyotigini ve Pseudomonas sp. GS potansiyel bakteri susunu igeren yemlerle
beslenen baliklarda sirastyla %60, %57 ve %78 olarak tespit edilmistir (Sekil 4.8.).

Pseudomonas sp. GS, gokkusagi alabaliklarmi Vibrio anguillarum patojen

bakterisine kars1 Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotiklerine gére daha etkin bir

koruma saglamustir.
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‘ @ Olim oranlari (%)‘

Oliim oranlari (%)

Kontrol Bioplus 2B Pseudomonas  Lactiferm
sp. GS

Gokkusagi alabaliklarinin yemlerine ilave edilen
probiyotik bakteriler

Sekil 4.7. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 10 hiicre/ml dozunda Vibrio anguillarum ile

epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda goriilen 6liim oranlari
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@ RPS Degerleri

RPS Degerleri

Bioplus 2B Pseudomonas sp. GS Lactiferm

Probiyotik Bakteriler

Sekil 4.8. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 10 hiicre/ml dozunda Vibrio anguillarum ile
epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda goriilen yasama orani yiizdeleri

4.5. Flavobacterium psychrophilum bakterisinin fenotipik o6zellikleriyle ilgili
bulgular

Deneysel enfeksiyon sirasinda kullanilan Flavobacterium  psychrophilum
bakterisinin teshisi gram boyama, sitokrom oksidaz, katalaz, nisasta, kazein ve

fleksirubin pigment ile dogrulanmis ve cizelge 4.8.°de yer alan sonuclar elde

edilmistir.
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Cizelge 4.8. Flavobacterium psychrophilum bakterisinin fenotipik 6zellikleri

Gram boyama -
Sitokrom oksidaz -
Katalaz +
Kayma hareketi +
+
+

Fleksirubin
Kazein

Nisasta -
B-Galaktozidaz -
Arjinin dehidrolaz -
Lizin dekarboksilaz | -
Ornitin
dekarboksilaz -
Sitrat -

H,S indirgeme -
Ureaz -
Triptofan deaminaz | -
Indol -
VP -
Jelatin deaminaz +
Glukoz -
Mannitol -
Inositol -
Sorbitol -
Ramnoz -
Siikroz -
Melibioz -
Amigdalin -
Arabinoz -

4.6. Flavobacterium psychrophilum bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi

bulgular

15 giin siireyle Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunun yeme ilave edilmesi suretiyle beslenen,
ortalama agirliklar1 2 + 0,5 gram olan baliklardan olusan gruplara ve kontrol grubuna

0,9x10" hiicre/ml dozunda (LD 50) Flavobacterium psychrophilum patojen bakterisi
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ile epriivasyon testi uygulandiginda gruplardaki ortalama O6lim oranlar1 ¢izelge

4.9.°da gosterilmistir.

Cizelge 4.9. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 5,4x10" hiicre/ml dozunda Flavobacterium
psychrophilum ile epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda goriilen
Oliim oranlar1 (%)

Gruplar

Kontrol | Bioplus2B | Pseudomonas sp. GS | Lactiferm
Toplam Balik Sayis1 |60 60 60 60
Olen Balik Sayisi 39 21 32 24
Mortalite (%) 65 35 53,3 40

Probiyotik uygulamasi yapilan tiim gruplarda epriivasyon testi sonrasi 6liim oranlari
kontrol grubuna gore daha az oranda gergeklesmistir. (p< 0,05). Bioplus 2B ve
Lactiferm adli ticari probiyotikler, gokkusagi alabaliginin yasadigi sudan izole edilen
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susuna gore soguksu hastaligmin

kontroliinde daha etkin koruma saglamislardir (Sekil 4.9.).

F. psychrophilum patojen bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulamasi sonrasinda
baliklardaki RPS (Yasama Orani Yiizdesi) degerleri ise Bioplus 2B ve Lactiferm
ticari probiyotigini ve Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunu
iceren yemlerle beslenen baliklarda sirasiyla %47, %39, ve %18 olarak tespit

edilmistir (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.9. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 0,9x10” hiicre/ml dozunda F. psychrophilum ile

epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda goriilen 6liim oranlar1 (%)
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Sekil 4.10.Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakterisini igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 0,9x10" hiicre/ml dozunda F. psychrophilum ile
epriivasyon testi uygulamasi sonrasinda baliklarda goriilen yasama orani
yiizdeleri
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4.7. Probiyotik Uygulamasimin Gokkusagi  Alabalklarimin  Biiyiime

Parametreleri Uzerine Olan Etkileri ile Tlgili Bulgular
4.7.1. Agirhik olciimleriyle ilgili bulgular

60 giin siiren deneme caligmasi siiresince 15’er giinliik periyotlarin sonucunda
yapilan agirlik 6lglimlerinde ¢izelge 4.10. ve sekil 4.11.” de yer alan sonuglar elde

edilmistir.

Cizelge 4.10. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 15 giinliik periyotlarla yapilan agirlik 6lgtim
sonuglar1 ()

Gruplar Giinler
1. Giin 15. Giin 30.Giin 45. Giin 60. Giin
Kontrol 7.31+1,12%{9,10 +1,40° | 10,35+ 1,42° |11,45+1,52° |12,06+1,32°

Bioplus 2B 7,30 +£1,02% {9,90 +£1,22% [ 12,82 + 2,10* | 13,76 £ 1,76* | 14,42 +1,42°
Pseudomonas
sp. GS 7,30 £0,95% | 10,26+ 1,33%( 12,50 + 1,22% | 13,29 +1,53% | 14,69 +1,70°

Lactiferm 7,26 +1,01° | 10,29+ 1,41%] 12,39 = 1,49° | 13,36 +1,53* | 14,98 +1,23°

Yapilan agirhik Ol¢iimii sonuglarinda 15. gilinden itibaren probiyotik uygulamasi
yapilan tiim gruplarda, kontrol grubuna gore agirlik daha fazla olarak Olc¢tilmiistiir
(p< 0,05). Agirlik artisina ¢alismada kullanilan Bioplus 2B ve Lactiferm ticari
probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susu istatistiksel

sonuglara gore ayni oranda etki etmistir.
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Sekil 4.11. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 15 giinliik periyotlarla yapilan agirlik 6l¢iim
sonuglar1 ()

4.7.2. Uzunluk dl¢iimleriyle ilgili bulgular

60 giin siiren deneme calismasi siliresince 15°er giinlilk periyotlarin sonucunda
yapilan uzunluk Olgiimlerinde ¢izelge 4.11. ve sekil 4.12.’deki sonuglar elde

edilmistir.

Cizelge 4.11. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 15 giinliik periyotlarla yapilan uzunluk 6lgiim

sonuglar1 (cm)

Gruplar Giinler
1. Giin 15. Giin  |30.Giin 45. Giin 60. Giin
Kontrol 8,33+0,67% | 8,93+ 0,87° 9,33 £ 0,81° 9,80 + 1,02° |10,11+ 0,92°

Bioplus 2B |8,40+0,71%[9,21+ 0,79%|9,77 1,04 * [10,39+0,77% [ 10,80+ 1,21°

Pseudomonas
sp. GS 8,41+0,71% 9,34+ 0,82% 9,74 +£ 0,99* |10,48+ 1,15* | 10,72+ 1,31%

Lactiferm 8,44+0,69% | 9,32+ 0,86% | 9,77 + 1,09* | 10,45+ 1,08% | 10,68+ 1,24°
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Yapilan uzunluk 6lglimii sonuglarinda 15. giinden itibaren probiyotik uygulamasi
yapilan tiim gruplarda, kontrol grubuna gore uzunluk daha fazla olarak 6l¢iilmiistiir
(p< 0,05). Uzunluk artisina ¢aligmada kullanilan Bioplus 2B ve Lactiferm ticari
probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susu istatistiksel

sonuglara gore ayni oranda etki etmistir.
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Sekil 4.12. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda 15 giinliik periyotlarla yapilan uzunluk 6l¢giim
sonuglar1 (cm)

4.7.3. Kondiisyon faktorii bulgulan

Deneme c¢alismasi siiresince Bioplus 2B, Lactiferm ticari probiyotik bakterileri ve
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susu ile beslenen gokkusagi
alabaliklarmin 15’er giinliik periyotlarin sonunda yapila kondiisyon faktorii
hesaplamalarinda kontrol grubu baliklar1 ile probiyotik iceren yemlerle beslenen
gruplarda ¢izelge 4.12. ve sekil 4.13.’te goriildiigi lizere istatistiksel bir fark
gbzlenmemistir (p> 0,05).
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Cizelge 4.12. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve

kontrol grubu baliklarinda kondiisyon faktorii bulgular: (g/cm?)

Gilnler
Gruplar
1. Giin 15. Giin 30.Giin 45. Giin 60. Giin
Kontrol 1,17+0,2* [1,28+0,01*|1,27 + 0,00 |1,22+0,04% | 1,20+0,00%
Bioplus 2B 1,21+ 0,02% |1,24+0,06%| 1,27 +0,02% |1,26+0,06% | 1,21+0,03?
Pseudomonas
sp. GS 1,22 +0,3% 1,25ﬂ:0,02ab 1,35+ 0,04* [1,16+0,07* | 1,19+0,02°
Lactiferm 1,25+0,4* |1,21+£0,02* 1,16 +£0,23* |1,16+0,07% | 1,23+0,07%
1,4
1,35
1,3
3
:0
% 125 _l OKontrol
't __ | |mBioplus 2B
% 19 - O Pseudomonas sp. GS
g | [ | [ | [ | |OLactiferm
]
X
1,15 _— _— =
1,1 4 - - =
1,05 A ;
1. Giin 15. Giin 30.Giin 45.Gin  60. Giin
Giinler

Sekil 4.13. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu igeren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda kondiisyon faktérii bulgular1 (g/cm?)
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4.7.4. Spesifik bilyiime oranlar bulgulan

Baliklarin spesifik biiylime oranlar1 hesaplandiginda ¢izelge 4.13. ve sekil 4.14. ’teki

sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.13. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda spesifik biiyiime oranlar1 (%)

Gruplar Giinler

1-15.

Giin 15-30. Giin | 30-45.Giin | 45-60.Giin | 1-60. Giin
Kontrol 223+03%1,68+02% [1,63+044% [1,03+0,23%]6,78 + 0,05

Bioplus 2B |2,34+0,2* 2,57 +0,3* [1,59+047" |1,36+0,71%|7,85 +2,3°

Pseudomona
s sp. GS 393+ 0,2a 2,99+ 0,1a 1,03+ 0,25a 1,87+ 0,05%(9.84 + 0,26a

Lactiferm 3,51+0,03% 3,20 £ 0,02* | 1,40 =0,09* |2,13+0,10%|10,27 +0,04°

60 gilin siiren deneme calismasi siiresince birbirini takip eden her 15 giinliik
periyottaki spesifik biiylime oranlar1 hesaplandiginda Bioplus 2B ve Lactiferm ticari
probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakterisini iceren
yemlerle beslenen baliklarla kontrol grubu baliklar1 arasinda istatistiksel bir fark
gozlenemezken (p> 0,05), 1-60. giinler arasindaki spesifik biiylime orani
hesaplandiginda probiyotik bakterilerle beslenen tiim gruplarda spesifik biiylime

orani kontrol grubuna gore daha fazla olarak bulunmustur (p< 0,05).
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Sekil 4.14. Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS
potansiyel probiyotik bakteri susunu iceren yemlerle beslenen baliklarda ve
kontrol grubu baliklarinda spesifik biiyiime oranlar1 (%)
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5.  TARTISMA VE SONUC

Su iriinleri yetistiriciliginde hastaliklarin tedavilerinde antibiyotik ve diger cesitli
kimyasallarin bazi dezavantajlara sahip olmalar1 nedeniyle 1990’I1 yillarin
sonlarindan itibaren hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde, medikal bitkilerin ve
probiyotiklerin kullanimi gibi biyolojik miicadele yontemleri ile ilgili caligmalar hiz

kazanmustir.

Su friinleri yetistiriciliginde probiyotik bakteriler, baliklarin bagisiklik sistemini
giiclendirmek, biiyiime ve gelismelerini hizlandirmak ve hastaliklara karsi korumak
amaglariyla kullanilmaktadirlar (Bagheri, 2007; Kim ve Austin, 2006; Panigrahi vd.,
2004; Aly vd., 2008; Gatesoupe, 1997).

Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin bazi1 kriterlere sahip olmalar1
gerekmektedir. Probiyotik bakteriler uygulama yapilan canlhida patojen etki
gostermemelidir ve bu amagla bazi O6n testler yapilmalidir. Asitlere karsi direncli
olma, bagirsak yiizeyine tutunabilme, antimikrobiyal 6zellige sahip olma, canli
hiicrelerden olusma ve antibiyotiklere kars1 direngli olmama, probiyotik bakterilerde

aranan diger 6zelliklerdir (Oyetayo ve Oyetayo, 2005; Yagci, 2007).

Bu tez ¢alismasinda; Bioplus 2B, ve Lactiferm adli ticari probiyotikler ile gokkusagi
alabaliginin yasadigi sudan izole edilen Pseudomonas sp. GS adli bakteri gokkusagi
alabaliklarnin  yemlerine ilave edilmek suretiyle kullanmilmis, gokkusagi
alabaliklarinin biiyiimesine ve bagisiklik sistemi parametreleri lizerine olan etkileri
ile yavru baliklarda soguk su hastaligina neden olan F. psychrophilum patojen

bakterisine kars1 gostermis olduklar1 koruma potansiyeli arastirilmistir.

NBT testi bulgulari incelendiginde 7., 14., 21. ve 28. giinde yapilan 6rnekleme
calismalarinin sonucunda yeme Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile
Pseudomonas sp.GS potansiyel probiyotik bakteri susunun ilave edildigi tiim

gruplarda 4 hafta boyunca NBT (+) notrofil sayilarinda artis gozlenmistir (p< 0,05).
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Bu arastirmada incelenen ve bagisiklik sisteminin korunmasinda ¢ok onemli role
sahip olan nétrofil aktivitesinin baliklardan alinan kan 6rneklerinde tiim haftalarda
kontrol grubuna gore oldukga yiiksek olarak bulunmasi probiyotiklerin bagisiklik

sistemine olan etkilerini gostermektedir.

Gokkusagi alabaliklarinda Lactobacillus rhamnosus adli probiyotik bakterinin
bagisiklik sistemi iizerine olan etkileri arastirildiginda probiyotik uygulanan
gruplarda NBT aktivitesi yiiksek bulunmustur (Panigrahi vd., 2004).

Aly vd., (2008) Nil tilapialarinda Bacillus pumilus adli bakteriyi ve ticari bir
probiyotik olan Biobuds’u bir ve iki aylik donemler boyunca uyguladiklarinda
baliklardan alinan kan orneklerinde probiyotik kullanilan gruplarda NBT ve serum

lizozim aktivitesinde artis meydana geldigini belirtmislerdir.

Spesifik olmayan bagisiklik sisteminin en 6nemli savunma mekanizmalarmdan biri
olan l6kosit degerleri incelendiginde 7. giinde gruplar arasinda herhangi bir fark
goriilmemistir (p> 0,05). 14. giinde ise Bioplus 2B ve Pseudomonas sp. GS ile
beslenen gruplarda lokosit degerleri artmis olarak gozlenirken Lactifermle beslenen
gruplarda bir fark olusmamistir (p> 0,05). 28. giinde yapilan O6rnekleme
caligmalarinda ise probiyotiklerle beslenen tiim gruplarda 16kosit degerlerinde
kontrol grubuna gore artis gbzlenmistir (p< 0,05).

Bioplus 2B’nin gokkusagi alabaligmmin spesifik olmayan bagisiklik sistemi iizerine
olan etkilerinin arastirildig: bir baska ¢alismada, bu ticari probiyotigin hematokrit ve
lenfosit degerleri {izerine bir etkisinin olmadig1 ancak antikor seviyesini ylikselttigi

belirtilmistir (Raida vd., 2003).

Serum lizozim aktivitesinde 7. ve 14. giinlerde yapilan 6rnekleme caligmalarinda
probiyotik bakterilerle beslenen gruplarda artis gozlenirken (p< 0,05), 21. ve 28.
giinlerde yapilan c¢alismalarda probiyotiklerle beslenen gruplarla kontrol grubu

arasinda bir fark gozlenememistir (p> 0,05).

Bacillus subtilis, B. licheniformis ve Enterococcus faecium bakterilerinin gokkusagi

alabaliklarina uygulandig:1 bir bagka ¢aligmada serum lizozim aktivitesi probiyotik
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uygulanan tiim gruplarda artarken 16kosit degerleri sadece Bacillus cinsi

probiyotiklerin uygulandigi gruplarda artmigtir (Merrifield vd., 2010).

B. subtilis bakterisinin gokkusagi alabaliklarinda kullanildig1 bir diger ¢alismada da
lizozim aktivitesinde artig gozlenmistir (Fyzul vd., 2007).

Sharifuzzaman ve Austin (2009), gokkusagi alabaliklarini Kojura SM1 probiyotik
bakterisini 2 hafta siireyle yeme ilave etmek suretiyle beslediklerinde serum lizozim
aktivitesinde artig kaydetmislerdir.

Nil Tilapialarinda (Oreochromis niloticus) yapilan bir diger arastirmada,
Enterocoocus faecium probiyotik bakterisi lizozim akivitesine artisa neden olmustur
(Wang vd., 2008).

Probiyotik bakterilerle beslenen gékkusagi alabaliklarimdan deneme ¢alismasinin 7.,
14., 21. ve 28. giinlerinde alman kan oOrneklerinde hematokrit ve eritrosit
degerlerinde probiyotik uygulamasi yapilan gruplarda kontrol grubuna gore bir fark

gbzlenememistir (p> 0,05).

Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS potansiyel
probiyotik bakteri susunun ilave edildigi yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarina
F. psychrophilum patojen bakterisi ile deneysel enfeksiyon uygulandiginda,
calismada kullanilan probiyotik bakterilerin  gokkusagi alabaliklarinda F.
psychrophilum’a karst koruma sagladigi gozlenmistir. En diisik 6lim oranlar1

Bioplus 2B ve Lactiferm ile beslenen gruplarda olusmustur.

Diler vd. 2007, P. fluorescens potansiyel probiyotik bakterisinin F. psychrophilum
patojen bakterisine karsi in vitro antagonistik etki gosterdigini tespit etmislerdir.
Ancak ilk defa bu ¢alismada Pseudomonas genusuna ait olan Pseudomonas sp. GS

potansiyel probiyotik bakteri susunun in vivo etkileri tespit edilmistir.
Bu c¢aligmada, Pseudomonas sp. GS’nin etkinligini test etmek amaciyla in vitro

olarak Vibrio anguillarum bakterisine karsi antagonistik etkisi arastirildiginda

inhibisyon zonu olusmamustir. Ancak yapilan in vivo (Deneysel enfeksiyon)
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calismalarda Pseudomonas sp. GS’nin Vibrio anguillarum bakterisine karsi oldukca

yiiksek koruma potansiyeli olusturdugu tespit edilmistir.

Bazi durumlarda laboratuar ¢alismalarinda patojen bir bakteriye karsi antagonistik
etki gostermeyen bir bakteri canli {izerinde uygulandiginda o bakteriye karsi etki
gosterebilir. Bazi durumlarda ise laboratuar sartlarinda patojen bakteriye karsi
antagonistik etki gosteren bir bakteri in vivo uygulamalarda ayni etkiyi

gostermeyebilmektedir.

Raida vd (2003), Bioplus 2B adli ticari probiyotigin Y. ruckeri patojen bakterisine
kars1 etkilerini arastirdiklarinda, bu ticari probiyotigin in vitro olarak Yersinia ruckeri
bakterisine kars1 her hangi bir etki gostermedigini ancak, yapilan in vivo ¢aligmalarda
Bioplus 2B adli ticari probiyotigin gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri patojen

bakterisine kars1 koruma sagladigini bildirmislerdir.

Robertson vd. (2000), V. anguillarum patojen bakterisine kars1 in vitro antagonistik
etki gosteren bir Carnobacterium susunu yeme ilave etmek suretiyle, Atlantik
salmonlarin1  beslediklerinde ve V. anguillarum ile deneysel enfeksiyon
uyguladiklarinda bu patojene karsi herhangi bir koruma saglamadigini
bildirmiglerdir. Gram vd. (2001) de benzer sckilde Aeromonas salmonicida
patojenine kars1 in vitro antagonistik etki gosteren P. fluorescens bakterisinin, ayni

etkiyi in vivo ¢alismalarda gosteremedigini ortaya koymuslardir.

Probiyotik  bakteriler  patojen  bakteri tiirlerine  goére  farkli  etkiler
gosterebilmektedirler. Gram ve arkadaslarinin yaptiklar: arastirmada (2001), Vibrio
anguillarum’a kars1 etkin koruma saglayan P. fluorescens bakterisi, A.

salmonicida’ya karsi koruma saglayamamuistir.
Bu c¢alisgmada ise F. psychrophilum patojenine karsi deneysel enfeksiyon

uygulamasinda Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri, Pseudomonas sp. GS

potansiyel probiyotik bakteri susuna gore daha etkin koruma saglarken, diger taraftan
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V. anguillarum patojen bakterisine karsi Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik

bakteri susu ticari probiyotik bakterilere oranla daha iyi bir koruma saglamstir.

Probiyotik bakterilerin patojen bakteri tiiriine gore etkinliklerinin degismesinde,
aralarindaki bazi etkilesimlerin rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Ornegin bazi
bakteriler yiiksek miktarlarda demir elementine ihtiya¢ duyarlar ve bunun igin
birbirleriyle rekabete girerler.

Smith ve Davey (1993), Pseudomonas fluorescens bakterisinin Aeromonas
salmonicida patojen bakterisine karsi etkili oldugunu, bu etkinin aralarinda
gerceklesen demir elementi rekabetinden kaynaklandigini savunmuslardir. P.
fluorescens, demir elementinin sinirli bulundugu ortamlarda gram (-) ve gram (+)
bakterilerle hizla rekabete girerek ¢ogalmalarini engellemektedir.

Gram vd. (1999), yaptiklar1 in vitro ¢alismada smirli demir elementinin oldugu
ortamlarda P. fluorescens bakterisinin Vibrio anguillarum’un {iremesini inhibe
ettigini, ancak ortamda yetecek kadar demir elementi bulundugunda herhangi bir
inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir. Yaptiklar1 deneysel enfeksiyon
uygulamasinda P. fluorescens’ in probiyotik bakteri olarak kullanildig1 grupta %25

oraninda 6liim olurken kontrol grubunda bu oran % 47 olarak kaydedilmistir.

Probiyotik bakterilerin patojen bakterilere karsi etkilerinde salgiladiklar1 bazi
antimikrobiyal bilesiklerin de rol oynadiklar1 diistiniilmektedir. Nair vd. (1985),
denizlerde bulunan birgok bakteri tiiriiniin Vibrio parahaemolyticus patojenine kars1
bakteriyolitik enzimler salgiladiklarini géstermislerdir.

Imada vd. (1985), inhibitér etkiye sahip olan monastatin adli alkalin proteaz
salgilayan Alteromonas susunu deniz suyundan izole edip, in vitro olarak bu
maddenin hem smirli hem de bol miktarda bulundugu ortamlarda Aeromonas

hydrophila ve V. anguillarum patojenlerinin tireyemediklerini gozlemlemislerdir.

Probiyotik bakterilerin etkileri balik tiirlerinde goére degisebilmektedir. Bu
degisikligin, farkli balik tiirlerinin fakli mikrofloral yapiya sahip olmalarindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Baliklarin mikroflorasi baligin cinsi, yasadig: sular,

mevsim ve gelisim donemine gore farklilik gosterir (Inal, 1992). Probiyotik
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bakteriler konakg: tiirlerine gore 6zgiinliik gostermektedirler. O yiizden kullanim i¢in
secilecek olan probiyotik bakteri tiirii, o canlinin mikroflorasindan izole edilmis bir

bakteri tiirii ise ¢ok daha olumlu sonuglar vermektedir (Duangjitcharoen vd., 2008).

Richard vd. (2006) Bioplus 2B probiyotik bakterisini, tilapia frylarina
uyguladiklarinda; serum, total immunoglobiilin, antikor seviyelerinde ve baliklarin
gelisimlerinde herhangi bir fark kaydedemezken, ayni probiyotik bakteri gokkusagi
alabaliklarinda uygulandiginda hem antikor titresinde yiikselise, hem de uzunluk ve

agirlik artisina neden olmustur (Raida 2003).

Bu arastrrmada, 60 giin siireyle Bioplus 2B (Bacillus subtilis ve Bacillus
licheniformis), Lactiferm (Enterococcus faecium) ticari probiyotikleri ve
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susuyla beslenen baliklarin
gelisme parametreleri incelendiginde, her ii¢ probiyotigin de baliklarm agirlik ve
uzunluk artislari tizerinde pozitif etkileri oldugu tespit edilmistir.

Bioplus 2B ticari probiyotiginin 36 giin siireyle ortalama 0,4 gram agirhigindaki
gokkusag1 alabaligi larvalarina uygulandigi iizerine bir ¢alismada larvalarin agirhik
kazanci1 ve spesifik biliylime oranlarinda, bu probiyotik bakterinin etkili oldugu tespit
edilmistir (Farzanfar vd., 2007).

Bioplus 2B bakterisinin kullanildig: bir diger ¢alismada 42 giin siireyle Bioplus 2B
bakterisinin yeme ilave edilmesi suretiyle beslenen gokkusagi alabaliklarinda

gelisimin kontrol grubuna gére daha hizli oldugu gozlenmistir (Raida vd., 2003).

Probiyotik bakterilerin etki gosterebilmeleri i¢in bagirsak yiizeyine tutunabilmeleri
son derece Onemlidir. B. subtilis, B. licheniformis ve Enterococcus faecium
bakterilerinin gékkusagi alabaliklarinin bagirsak yiizeyine tutunabilmeleri ile ilgili
yapilan bir arastirmada, gokkusagi alabaliklar1 ad1 gegen probiyotik bakterilerle 10
hafta siireyle beslenmislerdir. Calismanin sonunda B. subtilis ve B. licheniformis
bakterilerinin bagwsak yiizeyindeki toplam bakteri sayismm % 36’sin1
olusturduklarmi, E. faecium bakterisinin ise bagirsak yiizeyindeki bakteri

populasyonunun %45’ini olusturdugunu kaydetmislerdir (Merrifield vd., 2010).
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Probiyotik bakterilerin baliklarin gelisimleri iizerine olan etki mekanizmalar1 tam
olarak bilinmemekle beraber; patojen bakterilerle bagirsak yiizeyinde adezyon ve
besin rekabetine girdikleri, bu yolla patojen bakterilerin tiremelerini yavaslatarak ya
da tamamen inhibe ederek baliklardaki bir takim stres faktorlerini ortadan kaldirarak
daha elverigli bir ortamda gelismelerini sagladiklari, ayrica bagirsak pH’mi
diizenleyerek  enzimlerin  sindirim  aktivitelerini,  dolayisiyla  besinlerin
sindirilebilirliklerini artirdiklar1 bilinmektedir (Dierck, 1989; Denev vd, 2009).
Aspergillus oryzae adli mantarin kiimes hayvanlarinin gelisimi tizerindeki etkileriyle
ilgili yapilan bir arastirmada bu mantar tiirtiniin barindirdig1 bir takim enzimlerin

besinlerin sindiriminde etkili oldugu ortaya konmustur (Schneitz, 2005).

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda Bioplus 2B ve Lactiferm ticari probiyotikleri ile
Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunun gokkusagi alabaligmin
bagisiklik sistemi parametrelerinden serum lizoim, 16kosit ve NBT (+) notrofil
sayilarinda artisa neden oldugu, biiyiime ve gelisimlerini hizlandirdig1r ayrica V.
anguillarum ve F. psychrophilum patojen bakterilerine karsi koruma potansiyeli

olusturduklar1 tespit edilmistir.

Daha ileriki ¢alismalarda bu tez ¢alismasinda kullanilan Bioplus 2B ve Lactiferm
ticari probiyotikleri ile Pseudomonas sp. GS potansiyel probiyotik bakteri susunun
farkli dozlarinin gokkusagi alabaligi tlizerinde denenmesiyle farkli sonuglar
alinabilmesi miimkiindiir.

Yem katki maddesi olarak kullanilabilecek probiyotik bakterilerin g¢esitli patojen
bakterilere karsi sergilemis olduklar1 koruma potansiyeli ile bagisiklik sistemi ve
gelisimlerine olan etkileri ile ilgili bir¢cok arastirma yapilmistir. Ancak uygulanma ve
koruma stireleriyle ilgili daha fazla arastirmaya ihtiya¢c duyulmaktadir.

Probiyotik bakterilerin se¢im kriterleriyle ilgili daha fazla arastirma yapilmali, bunu
icin de konak- probiyotik bakteri iligkisi bilinmelidir. Ayrica probiyotik bakterilerin
yetistiricilikte kullanimi maliyet yarar analizi yapilarak ekonomik olarak da

degerlendirilmelidir.
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