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OZET

SINNAMIK ASIT VEYA Bacillus subtilis’in GOKKUSAGI ALABALIGI
YEMLERINDE KULLANIMININ BUYUME PERFORMANSI VE BAZI
BAGISIKLIK PARAMETRELERI UZERINE ETKIiSi

Sevdan YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigman : Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
16/01/2017, 210

Bu calismada yeme farkli oranlarda ilave edilen sinnamik asit, Bacillus subtilis veya
sinnamik asit 1ile birlikte + probiyotik B. subtilis'in gokkusag1 alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss) biiylime performansi, besin ve yag asidi kompozisyonu, toplam
karaciger yag miktari, i¢ organ indeksleri, bagirsak mikrobiyotasi, kan, yem, mide,
bagirsak pH miktarlari, sindirim enzimleri, immunolojik, hematolojik, serum biyokimyasal
saglk karakteristikleri, serum antioksidan enzim aktiviteleri ve hastalik (Yersinia ruckeri)
direnci lizerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir. Ayrica in vitro denemelerde disk
difiizyon, minimum inhibitdr konsantrasyonu ve siv1 kiiltiir inhibisyon testleri ile sinnamik
asit, B. subtilis iis faz1 ve sinnamik asit+ B. subtilis Uis fazinin alabalik bagirsak izolatlar1 ve
balik patojenleri lizerine etkileri arastirilmistir.

Calisgma kapsaminda sadece sinnamik asit iceren gruplarda; kontrol (katki
icermeyen), %0,025, %0,050, %0,075 ve %0,15 veya sinnamik asit+ B. subtilis iceren
gruplarda; kontrol, B. subtilis, 107 cfu g'] ve sinnamik asit %0,025-%0,15+ B. subtilis, 107
cfu g iceren yemlerle 60 giin boyunca beslenmisler ve devammnda Y.ruckeri ile infekte
edilmislerdir.

Denemelerde bazi sindirim ve antioksidan enzimleri, i¢ organ indeksleri (sadece
sinnamik asit+ B. subtilis denemesinde), bagirsak mikrobiyotasi (sadece B. subtilis ilaveli
gruplarda), hematolojik, immunolojik, serum biyokimyasal ve Y.ruckeri bakterisine karsi
yasama oranlar1 doza ve zamana bagli olarak, kontrole gore onemli oranda iyilesme
goOstermistir. Ayrica sinnamik asitin disk difiizyon testi sonucunda A4. sobria, A.

salmonicida, L. anguillarum ve Y. ruckeri patojenleri iizerine antimikrobiyal etki
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gosterdigi tespit edilmistir. Stvi kiiltiir inhibisyon testi sonucunda ise sinnamik asitin tek
basma veya B. subtilis Us fazi ile birlikte 4. sobria, A. salmonicida, Citrobacter sp., E.
tarda, L. garvieae, L. anguillarum, Y. ruckeri ve S. iniae patojenlerinin iirmesini
engelledigi tespit edilmistir.

Sonug olarak yeme %0,025 veya %0,050 sinnamik asit veya %0,025-0,150 sinnamik
asit + B. subtilis ilavesinin gokkusag1 alabaliklarinda bagisik yanit1 ve hastalik direncini
arttirabilecegi bulunmustur. Calismada elde edilen bulgular 1s1ginda sinnamik asit veya
sinnamik asit+ B. subtilis' in gokkusag1 alabalig1 yetistiriciliginde kizil agiz hastaliginin

kontrol altina alinmasinda antibiyotiklere alternatif olabilecegi goriilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Oncorhynchus mykiss, Organik Asit, Probiyotik, Biiyiime,

Bagisiklik, Yersinia ruckeri
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ABSTRACT

THE EFFECT OF DIETARY CINNAMIC ACID OR Bacillus subtilis
ON GROWTH PERFORMANCE AND IMMUNOLOGICAL
PARAMETERS IN RAINBOW TROUT

Sevdan YILMAZ
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Aquaculture
Advisor : Prof. Dr. Sebahattin ERGUN
16/01/2017, 210

The aim of this study was to assess the effect of different ratio of dietary cinnamic
acid, Bacillus subtilis (Probiotic) or cinnamic acid + B. subtilis on the growth performance,
proximate and fatty acid compositions, total liver fat levels, biometric indices, intestinal
microbiota, blood, feed, stomach and intestine pH, digestive enzymes, immunological,
hematological, serum biochemical healt characteristics, serum atioxidant enzyme activities,
and disease (Yersinia ruckeri) resistance of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).

Fish were fed diets containing cinnamic acid; control (non supplemented): or diet
supplemented with 0.025%, 0.05%, 0.075% and 0.15% cinnamic acid and/or cinnamic
acid+ B. subtilis: control (non supplemented); or diet supplemented with B. subtilis; 10’
cfu g' 0.025%-0.15% cinnamic acid+ B. subtilis; 10’ cfu g up to 60 days and then
infected with Y.ruckeri.

Some digestive and atioxidant enzymes, hematological, immunological, serum
biochemical and biometric indices (only cinnamic acid + probiotic experiments), intestinal
microbiota (only B. subtilis diets) and survival percentages of fish challenged with
Y.ruckeri were dose- and time-dependently and significantly improved in fish fed with
cinnamic acid, B. subtilis or cinnamic acid + B. subtilis diets compared to those of young
trout fed the control diet. In disc diffusion assay, cinnamic acid showed antimicrobial
activity against pathogenic A. sobria, A. salmonicida, L. anguillarum and Y. ruckeri.
Results of a liquid culture inhibition assay showed that cinnamic acid or cinnamic acid+

cell-free supernatant of B. subtilis was also effective in inhibiting strains of 4. sobria, A.
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salmonicida, Citrobacter sp., E. tarda, L. garvieae, L. anguillarum, Y. ruckeri and S.
iniae.

It was concluded that 0.025 or 0.050 % cinnamic acid or 0.025-0.150% cinnamic
acid + B. subtilis can enhance immune responses and disease resistance of rainbow trout,
suggesting that cinnamic acid or cinnamic acid+B. subtilis may be an alternative to

antibiotics in controlling enteric redmouth disease in rainbow trout culture.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, Organic Acid, Probiotic, Growth, Immunity,

Yersinia ruckeri
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BOLUM 1
GIRIS

Ulkemizde i¢ sularda yetistiriciligi en ¢ok yapilan balik tiirii gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss) dir (TUIK, 2015). Diinyada su iiriinleri yetistiriciligi yoluyla elde
edilen iiretimin giderek artmasi ve yogun iiretim yapilmasi stres ve hastaliklara neden
olmakta ve sonugta ekonomik kayiplar yaninda g¢evre ve tiiketici yoniinden istenmeyen
antibiyotik ve diger kimyasallarin kullanimini arttirmaktadir (Yimaz ve ark., 2016).
Antibiyotikler uzun yillar boyunca kiiltiir baliklarinin yemlerinde hastaliklarin tedavisinde
ve biiylime performansmin arttirilmasinda yaygin olarak kullanilmistir (Serrano, 2005).
Ancak giinlimiizde balik ve diger hayvanlarm iiretiminde antibiyotiklerin kullanim1 birgok
iilkede yasaklanmistir (Ng ve Koh 2016). Mevcut durumda antibiyotik kullanimina
getirilen kisitlamalar nedeniyle alternatif yem katkilarinin degerlendirilmesine ihtiyag
vardir. Tedavi amacla da olsa antibiyotik kullanimi bakterilerin antibiyotige olan direncini
arttirmaktadir. Bununla birlikte iiretimin farkli donemlerinde baliklardan ve baliklarin
maruz kaldigi uygulamalardan kaynaklanan sorunlar, tretimi ve isletme ekonomisini
dogrudan etkilemektedir. Ozellikle isletmelerde stok yogunlugunun fazla olmasi, su
kalitesindeki degisimler, mevsim degisimlerinden kaynaklanan hastaliklar, balik
yetistiriciliginin en énemli sorunlar arasindadir (Ellis ve ark., 2002; North ve ark., 2006).
Bu nedenle sentetik {iiriinlere alternatif olarak yeme cesitli katki maddelerinin ilave
edilmesi glinlimiizde arastirilmakta olan ve arastirilmasi gereken giincel bir konudur. Balik
yemlerinde antibiyotiklere karsi alternatif katkilar arasinda tibbi bitkiler (Y1lmaz ve ark.,
2012; 2013; 2014; 2016; Yilmaz ve Ergiin 2014), organik asitler (Ng ve Koh 2016),
probiyotikler (Mohapatra ve ark., 2013; Pérez - Sanchez ve ark., 2014), algler (Nakagawa
ve Montgomery 2007), kitinler (Nakagawa, 2007), bitkisel saponinler (Francis ve Becker
2007) ve niikleotitler (Delbert ve ark., 2007) yer almaktadir.

Balik yemine organik asit ve probiyotik ilavesi de son yillarda balik yetistiriciliginde
calisilmakta olan bir konudur. Yeme ilave edilen organik asitlerin ve probiyotiklerin
baliklarm biiylime performansina, besin degerine, bagisiklik sistemine ve bakteriyel direng
iizerine olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Ng ve ark., 2009; Nayak, 2010;
Pérez - Sanchez ve ark., 2014; Ng ve Koh 2016). Organik asitler 6zellikle probiyotik
bakterilerin bagwrsak florasindaki miktarmi arttrmakta ve bagirsak ekosistemini

dengelemektedirler. Ayrica, sindirim sistemini uyararak ve endojenik enzim salgisini



arttirarak da daha fazla besin emilimini saglamaktadirlar (Vielma ve Lall, 1997; Sarker ve
ark., 2007).

Bu doktora tez calismasinin:

o,

<~ Yeme sinnamik asit, probiyotik (Bacillus subtilis) ve/veya sinnamik asit +
probiyotik B. subtilis ilave edilerek bu katkilarin antioksidan ve bagisiklig1 arttirict
etkileri ile test edilen bagisiklik parametrelerinde ve antioksidan enzimlerde artis
saglanmasi,

X Katkilarin antimikrobiyal ve antagonistik etkileri vasitasiyla bagirsak
florasinin diizenlenmesi,

X Katkilarin sindirim enzimleri tizerindeki muhtemel arttirict etkileri ile besin
kullanimin1 arttirmasi ve dolayisiyla biiyiimede artis olmasi,

.

> Katkilarin genel balik saghigmi olumlu etkileyerek Y. ruckeri bakterisine

kars1 direng saglamasi amag ve hedefleri arasindadir.



BOLUM 2
ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Gokkusagr Alabahg (Oncorhynchus mykiss) Hakkinda Genel Bilgiler

Kuzey Amerika orjinli olan gokkusagi alabaligi (O. mykiss) Salmonidae ailesinin bir
iyesidir. Sistematik sinifladirilmasi agagida verilmistir:

Alem:  Animalia (Hayvanlar)

Sube: Chordata (Kordalilar)

Smf: Actinopterygii (Isinsal yiizgegliler)

Takim: Salmoniformes

Aile:  Salmonidae (Somongiller)

Cins:  Oncorhynchus

Tiir: O. mykiss

Alabaliklar karnivor (etcil) beslenmektedirler. Yetistiriciligi yapilan alabaliklarin
yemleri de bu dogrultuda hazirlanmaktadir. Yemlerdeki protein ve enerji tiim canlilar igin
oldugu gibi baliklar i¢in de vazgegilmez kaynaklar arasindadir. Biliylime donemine gore
alabalik yemleri %35-50 ham protein ve %14-24 yag (Cizelge 2.1.) icermektedir (Hardy,
2002).

Cizelge 2.1. Gokkusagi alabaliginin gereksinim duydugu protein ve yag oranlari

Protein (%) Yag (%)
Baslangic yemi 45-50 16-18
Biiyiitme yemi 42-48 20-24
Anac¢ yemi 35-40 14-16

Yemden gelen proteinlerin sindirimi veya hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan serbest
aminoasitler bagirsak kanali boyunca viicuda absorbe olur (Hardy, 2002). Devaminda kan
yoluyla organ ve dokulara tasindiktan sonra dokularda yeni protein sentezleri igin
kullanilmaktadirlar (Hardy, 2002; Wilson, 2002). Baliklarda biiyiime, lireme ve hasarl
bolgelerin tedavisi i¢cin devamli olarak protein veya amino asit tiiketimi sarttir (Wilson,
2002). Gokkusagr alabaliginin optimum gelisim ve yasamsal faliyetlerini devam ettirmesi

icin gerekli olan esansiyel aminoasitler Cizelge 2.2.'de verilmistir (Wilson, 2002).




Cizelge 2.2. Gokkusagi alabaligimin esansiyel amino asit gereksinimleri

Aminoasit % Protein
Arjinin 3,30
Histidin 1,60
1zolosin 2,40
Losin 4,40
Lizin 3,70
Metiyonin+Sistin 2,20
Fenilalanin 4,30
Treonin 3,50
Triptofan 0,60
Valin 3,10

Yemden gelen diger bir enerji kaynagi da yaglar ve onlarin sindirilmesi sonucu
olusan yag asitleridir ve balik gelisimi, sagligi, hiicre membran yapisinin korunmasi ve
fonksiyonlarmin devami i¢in onemlidirler (Sargent ve ark., 2002). Yapilan ¢alismalarda
gokkusag alabaliklarinin yemlerinde linoleik asite (18:3n-3) % 0,7-1,0 ve n-3 HUFA da
% 0,4-0,5 oranlarinda ihtiya¢ duyduklar1 bildirilmistir (Sargent ve ark., 2002; Hardy,
2002). Alabaliklar deniz baliklarinin aksine linoleik asiti uzatarak ve doymamis hale
getirerek eikosapentaenoik (EPA) (C20:5) ve dokosahegsaenoik (DHA) (C22:6) asitleri
iiretebilirler (Hardy, 2002). Ayrica alabaliklar fosfolipit ve prostaglandin sentezi i¢in az
miktarda aragidonik asit (C20:4) ihtiyacina da sahiptirler (Cho ve Cowey, 1991).

Alabaliklar serin ve temiz tath akarsulari sevmekle birlikte gilinlimiizde hem
gollerdeki tath sularda hemde denizlerdeki kafeslerde yetistiriciligi yapilmaktadir (Yigit ve
Aral 1999; Tidwell, 2012). Alabalik yetistiriciligi i¢in gerekli olan su kriterleri Cizelge
2.3.'de verilmistir (MacIntyre ve ark., 2008; FAO 2016). Tirkiye'de 2015 yilinda i¢ su
balik tiretimi toplam 101,455 ton olarak gerceklesmistir ve bu iiretimin yaklasik %99,71
(101,166 ton)i gokkusagi alabaligma aittir (TUIK, 2015). Ulkemizde 2015 yilinda
yetistiricilik yoluyla yapilan deniz baliklar1 (alabalik iiretimi hari¢) liretiminin yaklasik
132,002 ton (TUIK, 2015) oldugu gozdniinde bulunduruldugunda, gokkusagi alabaligi
{iretiminin toplam balik iiretimimizin %42 sini kapsadigi goriilmektedir. Uretim
miktarlaria ve ticaret hacmine baktigimizda iilkemiz i¢cin 6nemi bir tiir olan gokkusagi

alabaligmin yogun iiretimi nedeniyle baliklar bir ¢ok hastaliga da a¢ik hale gelmektedir.




Alabaliklarda goriilen hastaliklar Furunculosis (etken: Aeromonas salmonicida),
bakteriyel bobrek hastaligi (etken: Renibacterium salmoninarum), Yersiniozis (Yersinia
ruckeri), streptokokkozis (etkenler: Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae),
bakteriyel solunga¢ hastaligi (Flavobacterium branchiophilum), bakteriyel sofuk su
hastaligi (F. psychrophilum), laktokokkozis (Lactococcus piscium ve Lactococcus
garvieae), vagococcozis (Vagococcus salmoninarum), kis hastaligt (Pseudomonas
anguilliseptica), =~ mikobakteriosiz ~ (Mycobacterium  marinum),  edwardsiellozis
(Edwardsiella tarda), vibriozis (Listonella anguillarum, Vibrio ordalii), staphylococcozis
(Staphylococcus warneri), nocardiozis (Nocardia asteroides) ve ayrica Carnobacterium
piscicola, Clostridium botulinum, Escherichia vulneris, Janthinobacterium lividum,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Moritella viscosa, Photobacterium damselae
ssp. damselae, Plesiomonas shigelloides, Serratia marcescens ve Serratia plymuthica
bakterilerinin neden oldugu hastaliklardir (Nicky, 2004). Doktora tezi kapsaminda in vivo
besleme denemesi sonunda baliklar Y. ruckeri bakterisinin neden oldugu kizil agiz hastaligi

(Yersiniozis) ile infekte edilmislerdir.

2.2. Yersiniozis (Enterik Kiz1l Agiz Hastaligl) Hakkinda Genel Bilgiler

Alabalik yetistiriciligi yapan isletmelerde Yersiniozis (Enterik kizil agiz hastaligi),
ozellikle yavru kayiplarina neden olan bakteriyel bir hastalik olup septisemi ile
seyretmektedir (Altun ve Diler 1999). Genellikle tathisularda goriilen bir hastalik olmakla
birlikte lilkemizde Karadeniz de kafeslerde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda da
Olime neden oldugu bildirilmistir (Karatas, 2004). Yetistiricilik sartlarinda baliklarda
stresle iliskili ortaya ¢ikan akut ve kronik olarak seyreden bu hastalik, akut epizootik
enfeksiyonlarinda %70'e varan Oliimlere neden olmaktadir (Timur ve Timur 2003).
Ulkemizde de alabaliklarda oliimlere neden olan bu bakterinin &nlenmesine ydnelik
calismalar 6nemlidir. Diinyada alabaliklarda Yersiniozis hastaliginin 6nlenmesine yonelik
bircok ¢alisma yapilmistir. Organik asit ile ilgili ¢alismalar heniiz ¢ok yeni olup sadece bir
calismada probionik asit, formik asit ve silikon dioksit karigiminin alabaliklarda
hemoglobin ve lizozim miktarini arttirdig1 ve Y. ruckeri ile infekte alabaliklarin yasama
oraninin organik asitle beslenen baliklarda daha yiiksek bulunmustur (Jaafar ve ark., 2013).

Hematolojik, serum biyokimyasal ve immunolojik analizlerin, baliklarda hastalik
donemlerinde degisim gosterdigi ve hastaliklarin baliklar {izerindeki olmsuz etkisinin tespit
edilmesinde yaygm kullanimi oldugu bilinmektedir (Ispir ve ark., 2004). Yersiniozis

goriilen gokkusagi alabaliklarinda hasta baliklarin RBC, toplam l6kosit, Hgb, Hct, toplam



protein, toplam albumin miktarlarinda azalmalar goriiliirken, yiizde kiigiik lenfosit
oranlarinda artis, yilizde biiyiik lenfosit oranlarinda azalma, ylizde notrofil oranlarinda akut
donemde artis, subakut donemde azalma ve trombosit miktarinda artig goriilmiistiir (Altun
ve Diler 1999). Yapilan calismalardan da goriilecegi gibi kan parametrelerinin infekte
baliklarda onemli degisimler yaptigi tespit edilmistir. Doktora c¢alismasi kapsaminda
baliklar organik asit veya probiyotik ile beslendikten sonra Y. ruckeri ile infekte edilmis ve
kan parametrelerindeki degisimler aragtirilmistir.

Bu giine kadar yapilan ¢alismalara bakildiginda balik yemlerinde sinnamik asitin
daha once kullanilmadig1 goriilmektedir. Ayrica sinnamik asitin bazi balik patojenleri
iizerinde etkili oldugu bildirilse de Y. ruckeri tizerindeki etkisiyle ilgili bir ¢aligmaya
rastlanilmamistir. Bu c¢alisma kapsaminda yeme ilave edilen B. subtilis bakterisinin
alabaliklarda daha Once hastalik direnci ve bagisiklik parametrelerini arttirmada etkili
oldugu bildirilmistir (Newaj - Fyzul ve ark., 2007). Bu dogrultuda sinnamik asit diginda

calismada sinnamik asit + B. subtilis in birlikte etkiside arastirilmistir.

Cizelge 2.3. Alabalik yetistiriciliginde uygun goriilen su parametreleri (Maclntyre ve ark.,

2008; FAO 2016)
OZELLIKLER DEGERLER ACIKLAMA
Sicaklik (°C) <20
pH 6,5-8.,5
Oksijen (O,) 9,2-11,5 mg/lt Doyma derecesine yakin
>7 mg/lt Yogun liretim i¢in uygun
Amonyak (NH3) <0,02 mg/lt
Zn <0,05 mg/It
Fe <1 mg/lt
Mn <0,01 mg/lt
INitrit (NOy) <0,1 mg/It
Nitrat (NOs) 1 mg/lt
Cl <0,003 mg/It
Cr >4 mg/lt
Karbondioksit (CO,) 5-10 mg/L
Bakir <0,006 mg/1t Yumusak sular i¢in
<0,03 mg/It Sert sular icin
Aliminyum <0,075 mg/1t -




2.3. Organik Asitler Hakkinda Genel Bilgiler

Organik asitler bir veya daha fazla karboksil grubu olan organik bilesiklerdir. Bunlar,
doymus diiz zincirli monokarboksilik asitleri (C1-C18) ve tiirevleri olan doymamis
(sinamik, sorbik), hidroksilik (sitrik, laktik), fenolik (benzoik, sinnamik, salisilik) ve
cokkarboksilik (azelaik, sitrik, sukkinik) asitleri icermektedirler (Cherrington ve ark.,
1991). Bu asitler genel olarak R-COOH molekiil yapisima sahip olup siklikla kisa zincirli
yag asitleri, ucucu yag asitleri veya zayif karboksilik asitler olarak adlandirilmaktadirlar
(Ng ve Koh 2016).

Asitlerin ¢ogu zayif asit olup hidrojen iyonlarma (H') ve anyonlarma (A" ayrisan
asit sayis1 oldukga azdir. Asitlerin kuvveti ¢oziinme katsayilar1 (K,) ile yakindan iligkilidir
ve logaritmik olarak pK, (=-logio (K.= [H'][A]/[HA] = asit ayrisma sabiti) seklinde ifade
edilmektedir (Ng ve Koh 2016). pK, degeri arttikca asidin ortama biraktigi hidrojen
iyonlarmin sayist da artmaktadir. Bu nedenle pKa degeri biiyiik olan asitler diger asitlere
gore daha kuvetlidir. Diinyada en fazla bilinen organik asitlerin genel 6zellikleri Cizelge

2.4.'de verilmistir (Mroz, 2005; Ng ve Koh 2016).

Cizelge 2.4. Diinya da en ¢ok bilinen organik asitler

Organik Kimyasal pKa Degerleri Molekiiler Form Tat
Asit Formiilu Agirlik g/mol
Formik CH,0, 3,75 46,03 S1vi Mayhos
Asetik C,H40, 4,6 60,05 S1vi Mayhos
Propionik C;H¢O, 4,88 74,08 Yagims: Swvi| Mayhos
Butirik C4H;0, 4,81 88,12 Yagims: Swvi| Kokusmus
Laktik C5HgO5 3,86 90,08 S1vi Eksi Siit
Sorbik CsHsO» 4,76 112,1 Kat1 Tatli Buruk
Fumarik C:H404 3,02, 4,76 116,1 Kati Kokusuz
Malik C4HgOs 3,40, 5,1 134,1 Kati Elmamsi
Sitrik CcHgO7 3,13, 4,76, 6,49 192,1 Kati Kokusuz
Sinnamik CoH30O, 4,44 148,16 Kati Balimsi

Organik asitler farkli metabolik yollar ve kosullarda cesitli bakteri tiirleri ile
karbonhidratlarin mikrobiyal fermantasyonu yoluyla iiretilmektedirler. Bazi daha diisiik

molekiil agirlikli organik asitler (6rnegin asetik, propiyonik ve biitirik asitler) anaerobik



mikrobik topluluklar tarafindan yiiksek konsantrasyonlarda insanlar ve hayvanlarda
goriilen kalin bagirsaklarda da olusabilmektedir (Cummings ve ark., 1987; Macfarlane ve
Macfarlane 2003).

Kisa zincirli organik asitler (C1-C7) dogal olarak bitkilerde veya hayvan dokularinda
bulunmaktadirlar. Bununla birlikte, gida ve yem sektoriinde ticari olarak kullanilan ¢cogu
organik asit, sentetik olarak iiretilmektedir. Organik asitler ayn1 zamanda potasyum (K),
sodyum (Na), kalsiyum (Ca) gibi mineraller ile birleserek asitlerinin tek veya ¢ift tuzlarina
dontisebilirler (Ng ve Koh 2016).

Yagda eriyebilen zayif organik asitler ve tuzlar1 genel olarak giivenli maddeler olarak
kabul edilir ve yiizyillarca gidalar ve igeceklerde koruyucu olarak kullanilmislardir
(Russell ve Gould 2003). Organik asitler Avrupa Birligi tiiziiglinde hayvan {iretiminde izin
verilen yem katki maddeleri olarak yer almaktadirlar. Organik asitler ve tuzlar1 veya
bunlarin kombinasyonlar1 hayvan besiciliginde antibiyotiklere alternatif olarak basaril1 bir
sekilde kullanilmistir (Alp ve ark., 1999; Partanen ve Mroz 1999). Hayvancilik yemlerinde
organik asitlerin ticari karisimlar1 Salmonella tiirleri gibi patojenik bakterileri kontrol altina
almak icin yaygin olarak kullanilmaktadir (Van Immerseel ve ark., 2002).

2015 yilinda hayvan yemi endiistrisinde kullanilan asitlestiricilerin kiiresel piyasa
degerinin yaklasik 1.0 milyar € oldugu tahmin edilmektedir (FEFANA, 2014). Hayvan
yemlerinde en ¢ok kullanilan organik asitlerin basinda propionik asit yer almaktadir ve
ayrica fumarik, formik ve laktik asitler ve/veya bunlarin tuzlarida kullanilmaktadir. Gida
giivenligi ve hayvan sagligi acisindan en biiyiik pazar Avrupa'nin (% 41) olup, takiben
Birlesik Devletler (% 24) ve Japonya (% 12) gibi gelismis iilkeler gelmektedir. Bu durumu
destekler nitelikte hayvansal beslemede formik asit/tuz i¢cin diinya c¢apindaki talebin
yaklasik % 67'sinin AB iilkelerinden geldigini gormekteyiz (FEFANA, 2014; Ng ve Koh
2016). Avrupa'da hayvan yemlerinde biliyiimeyi tesvik edici antibiyotiklerin
kullanilmasinin yasaklanmasi ve antibiyotiklerin diinyanin geri kalaninda hastaliklardan
koruyucu ajanlar olarak kullanilmasma iliskin diizenlemelerin giderek sikilagmasi,
gelecekte organik asitler gibi alternatiflerin daha fazla kullanilacagmin bir gostergesidir

(Ng ve Koh 2016).

2.4. Sinnamik Asit Hakkinda Genel Bilgiler
Sinnamik asit (E)-3-phenylprop-2-enoic acid) (Sekil 2.1.) bir organik asit olup
bitkilerde yaygm bir sekilde bulunmaktadir. Ayrica sinnamik asit anti-fungal, anti-

mikrobiyal, anti-oksidan, anti-mutojenik, kanser Onleyici ve anti-inflamatuar etkilere



sahiptir (Ivanovska ve ark., 1995; Liu ve ark., 1995; Fernandez ve ark., 1998; Said ve ark.,
2004; Chamkha ve ark., 2001; Sova 2012; Pontiki ve ark., 2014). Bu o6zellikleriyle de
gidalarda katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Sinnamik asitin bagisiklik sistemi iizerine
etkisinin ise makrofajlar1 aktive ederek oldugu bildirilmistir (Ivanovska ve ark., 1995).
Ancak bu caligma farelerde yapilmis olup sinnamik asitin baliklar {izerindeki etkisiyle ilgili
bir caligmaya rastlanilmamistir. Giiniimiizde antibiyotik, hormon ve diger sentetik
kimyasallarin balik yemlerinde kullanimi insan sagligi agisindan risk olusturmaktadir
(Harikrishnan ve ark., 2011). Bu nedenle balik yemlerinde organik asit, esansiyel yag, tibbi
bitki ve baharat kullanimi giinceldir (Ng ve ark., 2009; Citarasu, 2010). Ozellikle
kullanilan katk1 maddelerinin U.S. Food and Drug Administration, Council of Europe veya
FAO/WHO Committee on Food Additives tarafindan da giivenli katki olarak kabul gérmiis
olmas1 gerekmekdedir. Calismamizda kullandigimiz sinnamik asit U.S. Food and Drug

Administration (FDA) tarafindan kullanimi uygun bir katki maddesidir (Food, 2010).

O
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Sekil 2.1. Sinnamik asit

2.5. Yeme ilave Edilen Organik Asitlerin Etki Sekli ve Etkileri

2.5.1. Organik Asitlerin Antimikrobiyal Etki Mekanizmalari

Eskiden lipofilik (yagda c¢oziinebilir) zayif asitlerin antimikrobiyal aktiviteleri,
substrat molekiillerin (aminoasitler, organik asitler, fosfat vs.) hiicre iclerine taginmasini
engelleyen membran fonksiyonunun pertiirbasyonu (sentez ve tasima bozuklugu) ile
aciklanmaktaydi (Freese ve ark., 1973). Organik asitlerin, mikrobiyal biiylimeyi
sinirlandirdigina inanilan diger mekanizmalar ise Cherrington ve ark. (1991) ile Booth ve
Stratford (2003) tarafindan incelenmistir. Bu mekanizmalara bakildigin da yagda
coziinebilir zayif asitlerin en belirgin etki sekli; hiicre dis1 pH degerinin ortama yayilan
hidrojen iyonlar1 (protonlar) sayesinde dogrudan asitlendirilmesi ile gerceklesmektedir.
Ancak, genel goriise gore, bu asitlendiricilerin ¢ogunlukla etki sekli, bakterilerin hiicre
membranlariin icerisinden gectikten sonra, sitoplazmik pH degerini diisiirmeleriyle

iligkilendirilmektedir (Ng ve Koh 2016).



Cogu bakteri tiiriinde, optimal biiylime i¢in 6zel pH gereksinimleri bulunmaktadir.
Ornegin, bakteriler agir1 asidik durumlarda biiyilyemezler (pH < 4.5) (Ng ve Koh 2016).
Organik asitler mikroplar lizerindeki antimikrobiyal aktivitelerini, ¢cevrenin pH degerini
dogrudan diisiirerek gerceklestirmektedirler. Bunu ortamdaki hidrojen iyonunun miktarini
artrrarak yapmaktadirlar. Dolayisiyla aside duyarli bakterilerin biiyiimesini engellemekte
ve/veya yavaglatmaktadirlar. Asetik, sitrik, benzoik, sorbik ve laktik asit gibi zayif organik
asitler genellikle, mikrobiyal biliylimeyi smirlandirmak i¢cin yiyecek ve iceceklerin pH
degerini diisiirmek tlizere kullanilmaktadir (Stratford ve Eklund 2003).

Su an yaygm olarak kabul edilen goriise gore, organik asitlerin hem bakteriostatik
hem de bakterisidal etkilerini kapsayan antimikrobiyal ozellikleri, organik asitlerin
bakterinin yar1 gecirgen membranindan gegme ve pH notr sitoplazma igerisinde dagilma
ozelliklerine bagli oldugu bilinmektedir (Cherrington ve ark., 1991; Booth ve Stratford
2003). Farkli molekiiler yapilarina ragmen (Cizelge 2.4.), tiim organik asitlerin,
mikroorganizmalara kars1 benzer bir etki sekline sahip oldugu goriilmektedir. Organik
asitlerin, cogunlukla mikroorganizmalar1 6ldiirmek i¢in en etkili yap1 olan ayrigsmamis
yapidayken diisiik pH seviyesinde daha etkili oldugu bilinmektedir (Brul ve Coote 1999;
Lambert ve Stratford 1999). Bunun nedeni, bir organik asidin ayrigmamis yapisinin
lipofilik olmasi ve bir bakterinin hiicre membraninda pasif olarak diflize olabilmesidir.
Diflizyon islemi sitoplazma membranmin her iki tarafinda ayrismamais asit konsantrasyonu
esitleninceye kadar devam etmektedir (Cherrington ve ark., 1991; Lambert ve Stratford
1999). Sonug olarak hiicre igerisinde asir1 protonlarin birikimi, sitoplazmik pH degerini
diisirmekte ve dolayisiyla hiicre enzimlerinin (Warth, 1991) 6zellikle de enerji
metabolizmasma katki saglayan piruvat dekarboksilaz enziminin baskilanmasi ile
bakteriyel hiicre metabolizmasinin bozulmasina neden olmaktadir (Sava, 2011; Ng ve Koh
2016).

pH degerinin biiylime i¢in optimal fizyolojik araligin altina diistiigli durumlarda,
hiicre 6liimii gerceklesmektedir (Smigic ve ark. 2009). Sitoplazmik pH degerinin diismesi,
elektrokimyasal gradientin nétrlenmesine neden olabilmektedir. Besin maddelerinin aktif
taginmasi i¢in gerekli olan plazma membranindaki pH gradienti (DpH) buna 6rnek olarak
verilebilir (Ng ve Koh 2016). E. coli, Salmonella ve Campylobacter (Dibner ve Buttin
2002) gibi trans-membranéz pH gradyantlarindaki degisiklikleri tolere edemeyen
bakteriler, hiicresel strese maruz kalir ve en sonunda 6lmektedirler (Jensen, 2001). Biiyiime
icin optimal fizyolojik araliktaki hiicre i¢ci pH degerini yenilemek ve fonksiyonel makro

molekiilleri siirdiirmek igin, bakteriyel hiicre, membrana bagli H'-ATP araciligiyla asitler
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tarafindan salinan asir1 protonlar1 bosaltmaya zorlanmaktadir. H' -ATP tarafindan protonun
bosaltilmasinda, adenosin trifosfat (ATP) formunda yeterli metabolik enerjiye ihtiyag
duyulmaktadir (Holyoak ve ark., 1996). Bu yiizden hiicresel ATP'nin bosalmas1 sonucunda
bakteri en sonunda 6lmektedir (Warth, 1991; Ricke, 2003).

ATP'nin bosaltilmasi, hiicresel bliylimenin engellenmesi veya oldiiriilmesine neden
olan yegane mekanizma degildir. Ciinkii, protonun kaldirilmas1 ayn1 zamanda, diisiik pH
kosullarinda organik asitlerin biiyiime inhibisyon mekanizmalarindan da sorumlu olan
sitoplazma icerisindeki zayif asit anyonlarinin birikmesine de neden olmaktadir (Lambert
ve Stratford 1999; Ng ve Koh 2016). Organik asit anyonlarinin birikimi, niikleik asitler
(Cherrington ve ark., 1990), protein, lipit ve karbonhidratlarm yani sira (Jensen 2001),
sitoplazma icerisindeki enzim aktivitesi (dekarboksilaz ve katalaz) ve besin maddesi tagima
sistemleri gibi (Partanen ve Mroz 1999; Ng ve Koh 2016) makromolekiillerin sentezini de
engelleyebilmekte ve nihayetinde hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (Ng ve Koh 2016).

Sitoplazma igerisindeki asit anyonlarmin 6nemli oranda birikimi ayni zamanda,
bakteriyel hiicreler lizerinde hiperozmotik baskiya neden olarak bakterilerin gelisimini
engelleyebilmektedir (Roe ve ark. 1998). Sitoplazmada bulunan yiiksek anyon
konsantrasyonunun, ozmotik basinci arttirarak, hiicre iizerindeki turgor basincini arttirma
potansiyeli de bulunmaktadir (Kroll ve Booth 1983). Hiicre, turgor basincmi sabit bir
seviyede tutabilmek i¢in diger anyon havuzlarini diisiirmektedir. Ornegin, hiicre igi
glutamatlar bu birikimi dengelemektedir (Roe ve ark. 1998). Bu sayede, anyon basmcinin
perturbasyonu, biliylimeyi Onleyici etkilere katkida bulunarak hiicre 6limiine neden

olabilmektedir (Roe ve ark. 1998).

2.5.2. Organik Asitlerin Bahklarin Bagirsak Florasi Uzerine Etkileriyle Tlgili
Yapilmis Cahismalar

Yeme ilave edilen organik asitlerin, tuzlarmmn ve/veya organik asit karigimlarinin
baliklarin bagirsak florasma etkileriyle ilgili baz1 ¢aligmalar bildirilmistir (Ng ve Koh
2016). Ornegin, organik asit takviyeli diyetlerle beslemenin baliklarm diskilarmda ve
bagirsak yiizeylerindeki tireyebilir bakteri miktarmin azaldigi rapor edilmistir (Ng ve ark.,
2009). Benzer olarak, organik asitlerin bagirsak mikrobiyotasi iizerine antimikrobiyal
etkileri pisi balig1 (Park ve ark., 2011), beyaz pasifik karidesi (Silva ve ark., 2013; 2016)
ve kirmizi tilapia (Koh ve ark., 2016) baliklarinda da calisilmistir. Bu ¢alismalarda yeme

ilave edilen organik asitlerin balik ve karides bagirsaklarinda genel olarak sagliga zararli
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bakteri poptilasyonlar1 (Vibrio spp. gibi) ilizerinde baskilayici etkileri oldugu goriilmiistiir

(Park ve ark., 2011; Silva ve ark., 2013, 2016; Chuchird ve ark., 2015).

2.5.3. Organik Asitlerin Biiyiime Performansi ve Besin Kullanim1 Uzerine Etki
Mekanizmalar

Yeme ilave edilen organik asitlerin ve/veya onlarin tuzlarmm baliklarin yemden
gelen besinleri kullanimi ve biiyiimeleri izerindeki olumlu etkileri; birinci asamada yem ve
yem igerigindeki makro ve/veya mikro besin kaynaklarmnin organik asitler tarafindan
korunmasiyla gerceklesmektedir (Ng ve Koh 2016). Ciinkii organik asitler bakteri, mantar
ve mayalar ile miicadelede yemlerin ve yem bilesenlerinin korunmasinda kullanilmaktadir
(Ricke, 2003; Skrivanova ve ark., 2006; van Dam, 2006).

Yeme ilave edilen organik asitler yem pH'mi diisiirerek zararli bakteri gelisimini ve
depolama esnasinda mantarlar tarafindan iiretilen toksik metobolit (6rnegin mikotoksin)
olusumunu dnlemeye yardimer olmaktadir (Ng ve Koh 2016). Ozellikle akuatik hayvanlar
tarafindan yemlerden az miktarda mikotoksin alinmasi dahi ciddi beslenme ve saglik
sorunlarina neden olabilmektedir. Bu nedenle, yemlerin asidifikasyon ile hijyenik
kalitesinin arttirilmas1 depolama esnasindaki besin kayiplarin1 Onlemede yardimci
olmaktadir. Ayrica yem hijyeninin arttirilmasi disinda organik asitler yemdeki besin
iceriklerinin tamponlama kapasitesini azaltirlar (Ng ve Koh 2016). Bu durum, o6zellikle
gen¢ hayvanlarda daha iyi besin sindirimini saglayan optimal bagirsak pH'in1 temin ettigi
icin 6nemlidir (Metzler ve Mosenthin 2007).

Karasal hayvanlarda organik asitler, proteolitik enzim aktivitesini destekleyen mide
pH'mi diisiirtir, béylece protein sindirilebilirligi ve hayvan performansini arttirmaktadirlar
(Roth ve Kirchgessner 1998; Dibner ve Buttin 2002). Ayrica, yeme ilave edilen organik
asitler mide bosaltim siiresini uzatarak proteinlerin daha fazla hidroliz olmasimni saglamakta
ve ince bagirsaktan emilen besin miktarni arttirmaktadirlar (Ng ve Koh 2016). Bu durum,
yetigkinlere kiyasla pankreatik enzim salgis1 ve hidroklorik asit iiretimi yetersiz olan geng
hayvanlarda daha belirgindir (Freitag, 2007). Mide asiditesinin diismesinin diger bir yararli
etkisi, bitki yemi katki maddelerinde fitat fosforundan yararlanilabilirliginin arttirilmasidir
(Dibner ve Buttin, 2002). Monogastrik hayvanlarda bitkisel hammaddelerin igerigindeki
organik fosforun biiytlik bir kism1 sindirim sisteminde fitaz aktivitesinin eksikligi nedeniyle
sindirilemeyen fitik asit veya fitat formundadir. Organik asitlerin eklenmesi, diisilk pH
ortaminda daha verimli olan mikrobik fitaz aktivitesini indiikleyerek fitat fosforunun

kullanimin1 artirabilir (Dibner ve Buttin, 2002; de Wet, 2005).
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Yeme organik asit ilavesi ile bagirsak pH'indaki meydana gelebilecek azalmalar;
yemden gelen minerallerin ¢oziinebilirligini  attirarak bagirsaklardan daha fazla
emilmelerini saglamaktadir (Ng ve Koh 2016). Ayrica, zayif asitlerin anyonlar: selatlayici
ajanlar gibi, ¢esitli katyonlar1 baglayarak, bagirsak boyunca mineral ve asit kompleksleri
olusturmakta ve bagirsak hiicreleri tarafindan mineral emilimini arttirmaktadir (Ravindran
ve Kornegay 1993).

Yemden gelen besin maddelerinin kullanilabilirligini arttrmada organik asitler
tarafindan gerceklestirilebilecek bir diger olasi etki sekli, mide-bagirsak sistemindeki
mukoza ¢ogalma aktivitesinin dogrudan uyarilmasi yoluyladir (Tappenden ve McBurney
1998). Organik asitlerin bagirsak epiteli hiicrelerinin biiylimesini uyarmasi besin emilimi
kapasitesinin artmasini saglamaktadir (Topping ve Clifton 2001). Tavuk yemlerinde
organik asit ilavesi, onikiparmak ve ince bagirsaktaki villuslarin uzunlugunu arttirmis ve
barsak mukozasindaki kas tabakasi kalinligini da ince bagirsagin tiim bdliimlerinde
azaltmistir (Adil ve ark., 2010). Mide-bagirsak sisteminin yapisindaki bu degisiklikler, ince
bagirsaktan besin emilimini kolaylastirabilir ve bdylece biiylime performansini
gelistirebilmektedir (Adil ve ark., 2010; Samanta ve ark., 2010).

Sonug olarak, yemden gelen besin maddelerinin kullanimi, sindirim sistemi igindeki
zararl bakterilerin kolonizasyonunu engelleyebilen organik asitlerin gii¢lii antimikrobiyal
etkinligine baglanabilir (Kluge ve ark., 2006). Zararl bakterilerin bagirsak florasindaki
miktarinin  azaltilmast bu bakteriler tarafindan besin maddelerinin kullaniminin
engellenerek besin maddelerinden baligin yararlanmasma olanak saglamaktadir (Partanen
ve Mroz 1999; Dibner ve Buttin 2002; Adil ve ark., 2010).

Yapilan ¢alismalarda balik yemlerine ilave edilen organik asitlerin besin sindirimini
ve biiyiime performansini etkiledigi goriilmiistiir (Ng ve Koh 2016). Ozet olarak organik

asitlerin baliklarda besin kullanimi1 ve sonug olarak biiylime performansini arttirict etkileri:

X Mide pH"im1 diisiirerek pepsin aktivasyonunu arttirmalari,
<> Yem ve bagirsak pH'in1 diisiirerek mineral emilimini arttirmalari,
X Bagirsaktaki ¢esitli katyonlar1 baglayan selatlayici ajanlar gibi davranarak

mineral emilimini arttirmalari,
)/

- Bagirsaklardaki zararli bakterilerin kolonilesmesini onleyerek besinlerden

yararlanilabilirligi arttirmalar: olarak agiklanabilir.
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2.5.4. Organik Asitlerin Bahklarin Yeme olan Tepkisi Uzerine Etkileri

Balik yemlerine ilave edilen bazi organik asitlerin yemin lezzetini arttirabildigi
bilinmektedir. Tilapia (Tilapia zillii) baliklarinda yapilan bir ¢alismada yeme ilave edilen
sitrik ve malik asitin baliklarin yeme olan tepkisini arttrmada ¢ok etkili oldugu
goriilmiistiir (Adams ve ark., 1988). Nil Tilapia baliklarinda (Oreochromis niloticus) yeme
ilave edilen sitrik (102-10° M (Molar)), propionik (10™*-10° M) ve laktik asitin (102-107
M) baliklarin yeme olan ilgisini nemli oranda arttirdigi, 10° M asetik ve propionik asit
ilavesinin ise yeme olan ilgiyi azalttigi bulunmustur (Xie ve ark., 2003). Beyaz pasifik
karidesi yemine 2g/kg oraninda ilave edilen organik asitlerden (format, asetat, propiyonat,
laktat, biitirat ve sitrat) propiyonat ve biitiratin yemin cezbediciligini arttirdig1 bildirilmistir
(Silva ve ark., 2013). Ancak, yiiksek oranda (= 50 g/kg) organik asit (sitrik ve sukkinik)
kullanimi yem lezzetini olumsuz etkilemekte ve yem tiiketimini diislirmektedir

(Fauconneau, 1988; Sugiura ve ark., 1998).

2.5.5. Organik Asitlerin Yem, Mide ve Bagirsak pH'1 Uzerine Etkileri

Yeme ilave edilen organik asitlerin baliklarin mide ve bagirsak pH degerleri lizerine
etkileri Cizelge 2.5.'de verilmistir. Yapilan ¢alismalarda, yem pH degeri lizerinde etkili
olan organik asitlerin her zaman mide ve/veya bagirsak pH degeri iizerinde etkili
olmadigmi gostermistir (Ng ve Koh 2016). Bu durum baliklarin normal bagirsak pH'sin1
korumak i¢in endojen gastrik asit salinnmmi diizenleyebilme etkisiyle aciklanmaktadir
(Sugiura ve ark., 2006). Daha detayli bakildiginda yemdeki organik asitin, H + / K + -
ATPazmn ve Na + / bikarbonat tasiyict membran proteinlerinin mRNA ekspresyonunu
degistirmedigi ve mide asidinin salgilanmasi ve diizenlenmesiyle iliskili hormonlardan
gastrin ve somatostatinlerin mRNA yogunlugu iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi

goriilmiistiir (Sugiura ve ark., 2006).
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Cizelge 2.5. Organik asitlerin yem, mide ve bagirsak ph'1 izerine etkileri

Organik g/kg | Balik Tiird pH degisimi |Mide |On Orta Arka Kaynaklar
Asit *ok Bagirsak | Bagirsak | Bagirsak
Ca-laktat |15 Sciaenops —0,16 —0,01 BE Castillo ve
ocellatus ark. (2014)
30 -0,25 -0,25 BE
Ca-laktat |15 -0,13 -0,32 +0,66a
PDF 7,5 -0,18 -0,21 +0,21a
PDF 15 -0,36 -0,18 +0,09a
Citrik asit | 7,5 -0,52 -0,18 +0,64a
Citrik asit | 15 -0,79 -0,29 +0,81a
PDF 1 Oreochromis | BE -0,14 -0,07 -0,00 -0,01 Abu Elala ve
niloticus Ragaa (2015)
PDF 2 BE -0,38* |-0,23* -0,03 -0,11
PDF 3 BE -0,47* |-0,45% -0,05 -0,22
OAK 1 Oreochromis | -0,06 -0,11 -0,08a Ng ve ark.
sp. (2009)
OAK 2 -0,10 -0,12 -0,32a
OAK 3 -0,15 -0,22 -0,53a*
PDF 2 -0,14 -0,20 -0,33a
OAK 5 Oreochromis | -0,24 -0,03 -0,16a* Koh ve ark.,
sp. (2016)
OAK 10 -0,48 -0,01 -0,23a*
Sitrik asit | 30 Labeo rohita |-1,01 -0,00 -0,83a* Baruah ve
ark. (2005)
Asetik 50 O. mykiss -1,00 -0,50 -0,00 -0,00 -0,10 Sugiura ve
asit ark. (2006)
Formik 4 O. mykiss -0,50 BE +0,16 +0,15% Vielma ve
asit mL/k Lall (1997)
10 -1,00 BE +0,31 +0,41*
mL/k
Sitrik asit |20 O. mykiss -1,75 BE -0,37b Sugiura ve
ark. (1998)
Sitrik asit | 50 -2,43 BE -0,88b

**Yemde kontrole gore degisimi gostermektedir, PDF: Potasyum diformat, OAK: Organik asit karigsimi,
BE: Belirlenmedi *Kontrole gore istatistiksel agindan farkli olan gruplari1 gdstermektedir, a;biitiin bagirsak

iizerine, b;bagirsak materyali {izerine etkileri gostermektedir
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2.5.6. Organik Asitlerin Sindirim Enzimleri Uzerine Etkileri

Bu giine kadar sucul canlilarda organik asitlerin sindirim enzimleri {izerine
etkileriyle ilgili cok az sayida calisma yapilmistir. Ornegin, tilapia baliklarinda yapilan bir
calismada sitrik asitin 10g/kg oraninda yeme ilavesi ile mide proteaz aktivitesinde artig
saglanmistir (L1 ve ark., 2009). Ayrica, ayni1 caligmada sitrik asitin mide pH'mmda meydana
getirdigi degisiklikler sayesinde hepatopankreas ve mide amilaz aktivitelerinde artis
gozlemlenmistir. Bu durum pankreasi uyaran bir hormon olan kolesistokinin saliniminin
artmas1 ve sonugta pankreasin sindirim enzimlerini salgilayan ekzokrin bdlimiinii
uyarmasi ile aciklanabilir.

Ayrica bu konuda yapilan bir derleme ¢alismasinda (Ng ve Koh 2016);

<> Organik asitler tarafindan mide asitlenmesinin midede pepsin enziminin
iretilmesini uyaran sekretin hormonunun konsantrasyonunu artirabilecegi hipotezi
ileri stirtilmiistiir.
<> Bununla birlikte organik asit igerikli yemlerle beslenen baliklarda bagirsak
sindirim enzimlerinden l6sin-aminopeptidaz ve fosfatazlar da artis gériilmiistiir.
<> Fosfor hidrolizinin hem asit hem de alkalin fosfatazlardan etkilendigi goz

oniine alindiginda, organik asitler sayesinde artan enzim aktiviteleri ile mineral

sindirilebilirliginin de arttirilabilecegi sonucuna varilmastir.

2.5.7. Organik Asitlerin Alabalklar Uzerine Etkileriyle ilgili Yapilms
Cahsmalar

Yeme ilave edilen organik asitlerden sitrik, sodyum sitrat, formik, sodyum diformat,
laktik, asetik, sukkinik ve oraganik asit karigimlarinin alabaliklar iizerindeki etkileriyle
ilgili yapilmis ¢alismalar Cizelge 2.6.'de 6zetlenmistir. Genel olarak, alabalik yemlerinde
kullanilan organik asitlerin biiyiime performansini, mineral emilimini ve minerallerin
viicutta tutulmasimni ve besin sindirimini arttirdiklar: gériilmiistiir.

Organik asitlerin baliklar iizerindeki olumlu etkileri; bu ve daha dnceki boliimlerde
belirtilmistir. Bu kisma kadar organik asitlerin etki mekanizmalar1 Sekil 2.2.'de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 2.6. Organik asitlerin alabaliklar iizerine etkileriyle ilgili yapilmis calismalar

Organik Balik Eiki
Asit g/kg | Agirhigi Kaynaklar
Biiyiimede artis, SBO ve YDO de|Hernandez
Ove 10| 13,242,4 |iyilesme, fosfor emiliminde/tutulmasinda | ve ark.,
artis, cevreye daha az fosfor ¢ikisi 2012
Daha diisiik balik unu igerigi ile organik
. . R Pandey ve
0ve 10 | 2,67+0,01 |asit ilavesi sonucunda daha iyi biiyiime, Satoh 2008
Sitrik Asit fosforun viicutta tutulmasinda artis
Yem tiikketimine etki etmeden; kiil, Sugiura ve
0 ve 50 ~152 kalsiyum, toplam fosfor, c¢inko ve arkg 2001
strontiyum kullanilabilirliginde artis v
0,45 | gy |Mhr s S clnalan o Viema e
velo | ) p ark., 1999
0, 20 256.4 Kalsiyum ve fosfor kullanilabilirliginde | Sugiura ve
ve 50 / artis ark., 1998
0 ve i Yem tiiketimi azalirken, protein ve enerji | Fauconnea
120 tiiketimine etki olmamistir u 1988
Sitrik Asit 10ve | 232.0437, Kalsiyum, fosfor, magnezyum, d(?mlr, Sugiura ve
ve Sodyum 50 1 manganez ve strontiyum ark.. 1998
Sitrat kullanilabilirliginde artis ”
0,4 ve Fosfor, magnezyum ve  kalsiyum Vielma  ve
Formik 10 ~520 kullanilabilirliginde ve bagirsak pH'inda
: Lall 1997
Asit mlL/kg artis
0 ve Arpa protelnh Ve'bazal y@mlerm ﬁz1ks_el Morken ve
Sodyum 10.6 520 kalitesinde, amino asit ve besin ark.. 2011
Diformat ' sindirilebilirli§inde artig "
: . e Pandey ve
Laktik Asit 0ve 10 | 2,67+0,01 | Kemikte ¢inko birikimini arttirmigtir Satoh 2008
Fosfor sindirilebilirliginde artis, endojen
0 ve 50 234,4+24, | asit salgilarma ve bagwsak pH'ma etki|Sugiura ve
2 gostermezken, mide pH'mi1 azaltma |ark., 2006
Asetik Asit egilimi gdstermistir
0 ve Yem  tiketimi  azalirken,  protein Fauconnea
Sukkinik N - etkinliginde ve enerji titketiminde etkisi| .
. 120 u 1988
Asit olmamustir
Bitkisel protein kaynakli diyetle beslenen
Sodyum -
baliklarin  biliylime performanst  ve
Format- . .
0ve 10 yemden  yararlanma  iizerine  etki| Gao ve
Sodyum 230 ve 950 |7 . . e
e g gostermezken, besin sindirimini | ark., 2011
Biitirat < <1
2:1) azaltmistr.  Ancak bagirsak  sagligi
) iizerinde negatif etki gostermemistir.
Organik -
; 0,5,10 10 ve 15 g/kg dozlarinda biiyiime ve SBO | de Wet
Asit 40 4
ve 15 de artis saglamistir. 2005
Karigimi

17




5 Mide pH <3.8 @
| o\
@égﬂ@. Q 1; ©8

™ e
b

Pasif Diifiizyou

Avr1§ma Sitoplazma pH~
©
.x‘ ” N oe
: .k Bakteri ® o
“ :

Enzim aktivitelerini ve DNA replikasy sekteye ugratma

YEM+ORGANIK ASIT:
pH ve tamponlama kapasitesi ve °
Zararl bakteri girisinde azalma. P

*Yem hijeyeninde artis - O

+  H"-ATPase
v Pompast

HAYVAN HUCRELERINDE
ORGANIK ASITLERIN ANTi BAKTERIYAL
ETKi MEKANIZMASI

MIDE:
«Zararl bakteri miktarinda azalma
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*Mineral ¢oziinebilirliginde artis
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Epitel hiicre biiylimesinde artis
*Besin emilimi ve sindiriminde artis
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«Fosfor kaybinda ve zararli bakteri «Yararh mikrobiotada artis
miktarinda azalma «Zararl bakteri Kolonilesmesinde
«Capraz enfeksiyon riskinde azalma azalma

+Su kalitesinde artis -Bagirsak sagliginda artis

Sekil 2.2. Organik asitlerin baliklar iizerindeki muhtemel etki mekanizmalar1 (Ng ve Koh

2016)

2.6. Balik Yemlerinde Kullanmilan Probiyotik Katkilar

Gilinlimiizde balik yemlerine probiyotik ilavesi giincel bir konu olup probiyotiklerin
biyoyararliliklarini arttrmada kullanilan katkilar 6nem kazanmaya baslamistir (Merrifield
ve ark., 2010c). Balik yemlerinde kullanilan probiyotik gram negatif bakteriler (Cins
bazinda); Aeromonas, Agarivorans, Alteromonas, Bdellovibrio, Burkholderia, Citrobacter,
Enterobacter,  Neptunomonas,  Phaeobacter,  Pseudoalteromonas,  Pseudomonas,
Rhodopseudomonas, Roseobacter, Shewanella, Synechococcus, Thalassobacter, Vibrio ve
Zooshikella iken gram pozitif bakteriler (Cins bazinda); Arthrobacter, Bacillus,
Brevibacillus, Brochothrix, Clostridium  butyricum (tek tiir), Carnobacterium,
Enterococcus, Kocuria, Lactobacillus, Lactococcus,  Leuconostoc, Microbacterium,

Micrococcus, Pediococcus acidilactici  (tek tiir), Rhodococcus, Streptococcus,
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Streptomyces ve Weissella bakterileridir (Newaj-Fyzul ve ark., 2014). Bir bakterinin
probiyotik olarak kabul gérmesi i¢in degerlendirilmeye alinan kriterler (Merrifield ve ark.,
2010c):

Zorunlu Kriterler

o,

+ Konakg¢1 ve insanlar i¢in patojenik olmamalidir.

o,

«» Safra tuzlarna ve diisiik pH degerlerine dayanikli olmalidir.
¢ Antibiyotik direng genlerini barindirmamalidir.

Kabul Edilebilir Kriterler

« Bagirsak mukusuna yapisabilmeli ve/veya iireyebilmelidir.
« Bagirsak epitelinde kolonize olabilmelidir.

< Yemlere ilave edilebilmesi i¢in tescilli olmalidir.

« Biiylime iizerinde avantajh etki gostermelidir.

« Patojenlere kars1 antagonistik etkisi olmalidir.

+ Sindirim enzimleri veya vitamin lretebilmelidir.

* Depolamaya kars1 dayanikli olmalidir.

* Yem iiretim proseslerine dayanikli olmalidir.

Bacillus ailesi genel olarak yukaridaki kriterlerin ¢oguna sahip olup, gram pozitif
cubuk seklinde tek endosporlu bakterilerle temsil edilmektedir. Bu tiirler arasinda B.
subtilis, B. coagulans, B. cereus, B. megaterium, B. clausii ve B. licheniformis probiyotik
olarak yaygin kullanima sahiptir (Wang ve ark., 2008). Baliklarda yapilan ¢aligmalarda B.
subtilis probiyotiginin bagirsak florasmi diizenleyici ve bliylime performansi ile bagisikligi
arttirict etkisi bildirilmistir (Wang ve ark., 2008; Nayak, 2010; Mohapatra ve ark., 2013).
Ayrica spor tiretmeleri depolama siiresinin uzun olmasini ve bu sayede Bacillus tiirlerinin
diger probiyotiklerden avantajli olmalarini saglamaktadir (Hong ve Cutting 2005). Tez
kapsaminda B. subtilis probiyotik bakteri tiiriiniin se¢ilme nedeni gokkusagi alabaliklarinda
yapilan ¢alismalarda etkili olmasidir. Ornegin, gokkusag: alabaliklarmin yemine B. subtilis
ABI1 bakterisi eklendiginde immunolojik parametrelerden respiratori burst, lizozim ve
toplam peroksidaz (myeloperosidaz) aktivitelerinde onemli oranda artis tespit edilmis ve
alabaliklarm  Aeromonas sp. bakterisine kars1 diren¢ kazandiklar1 bulunmustur

(Newaj - Fyzul ve ark., 2007). Calismada kullandigimmiz B. subtilis (ATCC 6633) bakterisi
daha once tilapia (Aly ve ark., 2008; Mohamed ve Refat 2011) baliklarinda bagisiklik

parametrelerinde ve hastalik direncinde artis saglamistir. Ancak yeme B. subtilis (ATCC
6633) probiyotigi eklenerek gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri patojenine karsi etkisiyle

ilgili bir calismaya rastlanilmamistir. Gokkusagi alabaliklarinda yeme ilave edilen farkli
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probiyotik katkilarmin etkileri Cizelge 2.7.'de Ozetlenmistir. Literatiirde probiyotik
bakterilerin Y. ruckeri patojeni iizerindeki etkisi ile ilgili az sayida calisma oldugu
goriilmektedir. Doktora calismasi kapsaminda, alabalik yemine ilave edilen B. subtilis
probiyotiginin Y. ruckeri patojenine karsit olan etkisi tespit edilmis ve literatiire katki

saglanmigstir.
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Cizelge 2.7. Gokkusagi alabaliklarinda potansiyel probiyotiklerin

etkileri

baliklar tizerindeki

Probiyotik Tiirii/Tiirleri

Etki

Kaynak

Lactobacillus rhamnosus

Bagisiklik arttirici, Aeromonas

Nikoskelainen ve

Carnobacterium strains

ATCC 53103 salmonicida patojenine kars1 direng | ark., 2001
Pseudomonas fluorescens, o
' Vibrio anguillarum patojenine kars1 | Spanggaard ve
Pseudomonas strains,
direng ark., 2001

Bacillus subtilis+Bacillus

Yersinia ruckeri patojenine karsi

Raida ve ark.,

licheniformis direng 2003

Nikoskelainen ve
L. rhamnosus ATCC 53103 | Bagisiklik arttirici

ark., 2003

Panigrahi ve ark.,
L. rhamnosus JCM 1136 Bagisiklik arttirict

2004

Panigrahi ve ark.,
L. rhamnosus JCM 1136 Bagisiklik arttirici

2005

Pediococcus acidilactici MA
18 5 M ve Saccharomyces
cerevisiae var. boulardii

CNCM 1-1079

Vertebral kolon sikisma

sendromunda iyilesme

Aubin ve ark.,

2005

Aeromonas sobria GC2

Bagisiklik arttirict, Lactococcus
garvieae ve Streptococcus iniae

patojenlerine karsi direng

Brunt ve Austin

2005

Carnobacterium
maltaromaticum B26 ve
Carnobacterium divergens

B33

Bagisiklik arttirict, A. salmonicida ve

Y. ruckeri patojenlerine karsi direng

Kim ve Austin

2006a

C. maltaromaticum B26 ve C.

divergens B33

Bagisiklig1 ve sitokin gen

ekspresyonunu arttirict

Kim ve Austin

2006b

L. rhamnosus ATCC 53103,

B. subtilis, Enterococcus

faecium

Bagisiklig1 ve sitokin gen

ekspresyonunu arttirict

Panigrahi ve ark.,

2007
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Cizelge 2.7.'in devamu.

Bacillus spp. IB-1, A. sobria
GC2

Bagisiklik arttirici, Aeromonas
salmonicida, Lactococcus garvieae,
Streptococcus iniae, Vibrio
anguillarum, Vibrio ordalii ve
Yersinia ruckeri patojenlerine karsi

direng

Brunt ve ark.,

2007

L. sakei CLFP 202, L.lactis
CLFP 100, Leuconostoc
mesenteroides CLFP 196

Bagisiklik arttirici, Aeromonas

salmonicida patojenine kars1 direng

Balcazar ve ark.,

2007

B. subtilis AB1

Bagisiklik arttirici, Aeromonas sp.

patojenine karsi direng

Newaj-Fyzul ve

ark., 2007

L. plantarum CLFP 238,
L. mesenteroides CLFP 196

Rekabetei floray1 dislama,
Lactococcus garvieae patojenine

kars1 direng

Vendrell ve ark.,

2008

A. sobria GC2, Brochothrix
thermosphacta BA211

Bagisiklik arttirici, Ichthyophthirius

multifiliis patojenine kars1 koruyucu

Pieters ve ark.,

2008

A.sobria A3-51

Bagisiklik arttirici, Vibrio harveyi

patojenine karsi direng

Arijo ve ark., 2008

B. subtilis+B. licheniformis

Biiylime performansi ve larval

yasama oranini arttirici

Bagheri ve ark.,

2008

Bagisiklik Arttiric, Vibrio

Sharifuzzaman ve

Kocuria SM1 o _ _
anguillarum patojenine karsi direng | Austin 2009
Biiyiime performansi, bagisiklik Rodriguez-Estrada
E. faecalis o
arttiric1 ve hastalik direncinde artis ve ark., 2009
Yersinia ruckeri patojenine kars1
direng, beyaz kan hiicre sayisinda, ' ‘
Enterobacter cloacae, B. Capkin ve Altinok
nétrofil, lenfosit ve monosit
mojavensis 2009

sayilarinda ve hemoglobin miktarinda

artis
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Cizelge 2.7.'in devamu.

YDO ve protein degerlendirme

B. subtilis+B. licheniformis, Merrifield ve ark.,
oranlarinda artis, bagirsak

E. faecium 2010a
mikrobiyotasini diizenleme

B. subtilis+B. licheniformis, . . Merrifield ve ark.,
Mikrovillus uzunlugunda artig

E. faecium, P. acidilactici 2010b

A. sobria GC2 ve B. subtilis | Yersinia ruckeri patojenine karsi Abbass ve ark.,

JB-1 direng 2010

L. plantarum subsp.

plantarum CLFP 3, L. lactis

Bagisiklig1 diizenleyici gen

ekspresyonlarinda artig, Lactococcus

Pérez-Sanchez ve

subsp. cremoris CLFP 25 ve o ark., 2011
garvieae patojenine kars1 direng
L. mesenteroides CLFP 68
Enterobacter sp. (C6-6 ve Flavobacterium psychrophilum Burbank ve ark.,
C6-8) patojenine karsi direng 2011
h v Flavobacterium psychrophilum Burbank ve ark.,
16 farkli probiyotik izolat1
patojenine karsi direng 2012

L. casei ve L. plantarum

Bagisiklik ve biiylimeyi arttirici,
Yersinia ruckeri patojenine karsi

direng

Andani ve ark.,

2012
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2.7. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalar
Akvakiiltiirde probiyotik kullanimi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda probiyotiklerin en
yaygin etkileri 6zetlenecek olursa (Pérez - Sanchez ve ark., 2014);

o,

«  Rekabet¢i bakterilerin bagirsak florasinda baskilanmasidir.

+  Enzimatik sindirime katk1 saglamasidir.

«  Bagisiklik parametrelerinde arttirmasidir.
Probiyotik bakterilerin bu etki mekanizmalar1 asagida ayrintili olarak alt basliklarda

aciklanmastir.

2.7.1. Probiyotik Bakterilerin Antagonistik Ozellikleri

Probiyotikler, patojenik mikroplara karsi antagonistik (gelisimini engelleyici) etki
gostermektedirler. Probiyotik bakterilerin bu Ozellikleri iiretmis olduklar1 bilesikler
yoluyladr (Tinh ve ark., 2007). Anti-patojenik aktiviteleri {iiretmis olduklar1
antibiyotiklerin, bakteriosinlerin, sideroforlarin, lizozimlerin, proteazlarin yani sira pH
degisimlerine neden olan organik asitleri, amonyagi ve hidrojen peroksitide tiretmelerinden
iler1 gelmektedir. (Verschuere ve ark., 2000b; Farzanfar, 2006; Sugita ve ark., 2009).
Bakteriyosinler bu bilesikler icerisinde en 6nemli yere sahip olup Laktik asit ve Bacillus
(bakteriyosin benzeri bilesikler iiretmektedirler) bakterileri tarafindan patojen bakterilerin
cogalmasini engellemektedir (Vandenbergh, 1993). Bakteriyosinler protein veya protein
kompleksleri olup dort ayr1 sinifta degerlendirilebilir (Fooks ve Gibson, 2002; Farzanfar,
2006). Bunlar;

Smif 1: antibiyotikler,

Smuf 2: kiiciik hidrofobikler, 1s1ya dayanikl peptitler,

Smif 3: genis 1s1ya dayanikli peptitler ve

Smif 4: kompleks bakteriyosinler; probiyotikler + yag ve/veya karbohidratlardir.

Bakteriyal antagonizim dogada yararli ve patojen bakteriler arasindaki dengenin
korunmasinda 6nemli bir yere sahiptir (Balcazar ve ark., 2004). Akvakiiltiir alaninda da
antagonizim patojen bakteriler ile miicadelede kullanilmaktadir. Ornegin, rotifer besini
icerisine laktik asit ve Bacillus spp., sporlar1 ilave edildiginde rotifer igerisindeki zararl

Vibrio spp., tiirlerinde azalma oldugu bildirilmistir (Mohapatra ve ark., 2013).
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2.7.2. Probiyotik Bakterilerin Rekabetci Flora Uzerine Etkileri

Probiyotiklerin bagirsak ve diger doku yiizeylerinde yapisma ve kolonizasyon
olusturma Ozellikleri sayesinde diger zararli rekabet¢i flora baskilanmaktadwr. Bu da
probiyotiklerin zararl patojenlere kars1 miicadele etmelerinin diger bir yoludur (Ringo ve
ark., 2007). Ozellikle enterik mukus ve bagirsak duvari yiizeyine yapisma, baligin patojen
bakterilerden korunmasi i¢in 6nemlidir (Vine ve ark., 2004). Probiyotiklerin yapigma
ozelligi spesifik faktorlere; konakc¢ida hali hazirda yapismis olan bakteri yilizeyine
probiyotigin yapisabilmesi ve epitel hiicrelerdeki reseptor molekiillere ve spesifik olmayan
(fiziko-kimyasal) faktorlere baghidir (Salminen ve ark., 1996). Bakterilerin bagirsak
kanalina yapigabilmesi i¢in pasif kuvvetler, elektrostatik etkilesimler, hidrofobik, yapisal
kuvvetler, lipoteikoik asitler ve adezinler gibi ¢esitli stratejiler gelistirdikleri bilinmektedir
(Lara-Flores ve Aguirre-Guzman, 2009).

Probiotikler mukus, gastrointestinal sistem, epitel hiicreleri ve diger dokulara
tuttunarak konak ¢anlinin mikroflorasinin bir pargasini olusturmakta ve bu da konak¢min
sagligina veya refahina katkida bulunmaktadir (Gatesoupe, 1999; Farzanfar, 20006).
Bakterilerin yukarida bahsi gegen dokulara tutunabilme yetenekleri in vitro ve in vivo
olarak test edilmistir. Sonucta, patojen bakterilerin gereksinim duyduklari esansiyel
besinler probiyotik bakteriler tarafindan tiiketilmek ve yasama ortamlar1 isgal edilmek
suretiyle rekabet¢i floranin baskilandigi goriilmiistiic (Verschuere ve ark., 2000b;
Mohapatra ve ark., 2013). Besinlerin patojenler tarafindan tiiketilmesi yerine probiyotik
bakteriler bu besinleri yararli hale getirmektedirler. Ayrica, yararli mikrobiyota ¢ogu
zaman gidalara takviye bir kaynaktir. Probiyotikler mikrobiyal aktiviteler ile vitamin ve
esansiyel aminoasit kaynagi olarakta 6nemli bir role sahiptirler (Mohapatra ve ark., 2013).

Floradaki herhangi bir mikrobik popiilasyonun varligi, ayni1 ekosistemde bulunan
diger mikroplarla mevcut enerjinin ve kimyasal igeriklerin kullanilmasinda rekabet
edebilme kabiliyetine baghdir (Nakano, 2007). Heterotrof bakteriler su ortaminda genis
dagilim gosterirler ve karbon ve diger enerji kaynaklar1 gibi organik substratlar i¢in rekabet
ederler (Mohapatra ve ark., 2013). Mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in en Onemli
kaynaklardan biri demir olup, yapilan calismalarda bir ¢ok patojen bakterinin zararsiz
bakterilere kiyasla gelisimi i¢in demire ihtiya¢ duydugu goriilmiistiir (Verschuere ve ark.,
2000a). Sideroforlar demir iyonuna 06zgli selat olusturan bilesikler olup zararsiz
bakterilerde bulunmaktadirlar (Gatesoupe, 1997). Bu nedenle siderofor iireten bakteriler,
serbest demiri ortamdan uzaklastiryp patojen gelisimini Onlediklerinden probiyotik

"biyolojik modiilator" olarak kullanilabilmektedirler (Nakano, 2007).
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2.7.3. Probiyotik Bakterilerin Bagisikhk Yamt Uzerine Etkileri

Probiyotik bakteriler bagisiklik yanit1 genel olarak ii¢ farkli sekilde etkilemektedir
(Farzanfar, 2006):

X Makrofaj aktivitesinde ve fagositoz kabiliyetinde artis saglamasi

<> Diizenli antikor iiretimi arttirmasi (genellikle immunoglobulin ve interferon)

<> Mukus yiizeylerinde (Ornegin bagirsak duvar1) lokal antikorlarda artis

saglamasi

Ayrica probiyotikler, antibiyotikler ve kemoterapotikler gibi konak¢t canli lizerinde
olumsuz etkilere neden olmadan patojenlere karst koruma saglayabilmektedirler.
Probiyotikler, 6zellikle larval donemde baliklarin bagisikligini gelistirerek larvalarin dogal
dayaniklilik kazanmalarma ve hayatta kalabilmelerine yardimci olmaktadir. Probiyotiklerin
farkli modlari, baliklarin bagisiklik yanit iizerinde farkli uyarici bir etkiye sahiptir. Ornegin
bagisiklik hiicreleri, antikorlar, asit fosfataz, lizozim ve antimikrobiyal peptidler iizerindeki
etki gostermektedirler (Nayak, 2010).

Mikroorganizma konak canli tarafindan viicuda alindiktan sonra patojen olup
olmadig1 patern patojen tanimlama reseptorleri (PRRs) tarafindan tespit edilmektedir
(Sekil 2.3.). PRRs ler hem patojenik hemde patojenik olmayan mikroorganizmalarda
bulunan mikrobiyal iliskili molekiiler kaliplarin (MAMPs) tanimlanmasini saglamaktadir.
Bunlara 6rnek olarak lipopolisakkaritler, peptidoglukan, flagellin ve mikrobial niikleik asit
verilebilir. MAMPs' lerin PRR'lere baglanmasi ile hiigre i¢i sinyalleme uyarmm tetiklenir,
spesifik sitokinlerin salinmas1 ve sinyallerin bitisik hiicrelere iletilmesi veya anti-viral, pro

veya anti-inflamatuar etkilerin gosterilmesi gibi tepkiler gerceklesir (Akhter ve ark., 2015).
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Sekil 2.3. Probiyotiklerin konak¢idaki bagisiklik arttirict etkisi (Akhter ve ark., 2015)

2.7.4. Probiyotik Bakterilerin Su Kalitesi Uzerine Etkileri

Gram positif bakteriler bagigiklik parametrelerinin gelistirilmesini saglamanin yani
sira sucul ortamda su kalitesinin arttirilmasinda da etkilidir (Mohapatra ve ark., 2013).
Ozellikle su kalitesinin iyilesmesinde Bacillus spp. organik materyalin bakteri biyomasina
veya salgisina donlismesini engellemektedir (Verschuere ve ark., 2000b).

Probiyotiklerin bazi tiirleri, 6zellikle kirmizi alg planktonu gibi bir cok mikroalg tiirti
iizerinde Oldiiricii etkiye sahiptir (Fukami ve ark., 1997). Su kalitesinde en biiyiik
problemler, amonyak ve nitrit toksisitesinden kaynaklanmakta ve bu durum da
nitrifikasyon bakterilerinin balik havuzlarina ilavesi ile diizeltilebilmektedir (Lewis ve
Morris, 1986).

Probiotikler de, akuatik tiirlerin yetistirilme suyuna ilave edilerek ortamdaki
mikrobiyal tiirlerin kompozisyonunu arttirmakta ve dolayisiyla su kalitesinin iyilesmesine
yardimc1r olmaktadir (Mohapatra ve ark., 2013). Ornegin probiyotiklerle yapilan
calismalardan birinde karides larvalarinin yetistirilme suyuna mikroalg ile birlikte B.
pumilis 1ilave edildiginde amonyak ve nitritin kontrol grubuna gore diisik oldugu

bulunmustur (Banerjee ve ark., 2010).
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2.7.5. Probiyotik Bakterilerin ‘“Quorum Sensing’’ Uzerine Etkileri

"Quorum sensing’’ (QS) bakteri fenotiplerini bakteri hiicrelerinin yogunluguna gore
ayarlamak i¢in bakteri popiilasyonlarindaki kimyasal sinyallerin degisimini tanimlar
(Reuter, 2016). Daha acik bir ifadeyle bakteri hiicresinden diger bir hiicreye ger¢eklesen
iletisim siireci olarak tanimlanabilir. QS su iirlinleri yetistiriciliginde enfeksiyonlarla
miicadelede yeni bir strateji olarak yerini almistir (Defoirdt ve ark., 2004). Yapilan
calismalarda Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum, V.
harveyi, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus and Yersinia ruckeri gibi patojenlerin
QS'ini bozmak i¢in ¢esitli teknikler bildirilmistir (Defoirdt ve ark., 2004):

<> Sinyal molekiilii biyosentezinin engellenmesi,

X QS'1 algilayan antagonistlerin (dogal olarak ortaya ¢ikan sentetik halojenli
furanonlar, antagonistik QS molekiilleri ve daha yiiksek bitkiler ve alglerin

tanimlanmamus salgilart) uygulanmasi,

X QS'nin oksidize halojen antimikrobiyaller ile kimyasal olarak inaktivasyonu,

X Bakteriyel laktonazlar ve bakteriyel ve 6karyotik asilazlar tarafindan QS'nin
biyodegradasyonu,

X QS agonistlerinin uygulanmasi.

Gram negatif bakterilerin sinyal molekiilleri a¢il homoserin laktonlar (AHLs) olup
yapilan ¢alismalarda 6zellikle Bacillus spp., tiirlerinin AHLs'ler1 bozundurma enzimi olan
laktonaza sahip olduklarmi gostermistir (Dong ve ark., 2000; Molina ve ark., 2003; Dong
ve ark., 2004). Ancak akvakiiltiir alaninda daha ¢ok yeni olan bu konunun daha detayli

calismalarla arastirilmasina ihtiyag vardir.

2.7.6. Probiyotik Bakterilerin Antifungal ve Antiviral Ozellikleri

Yilan balig1 (Anguilla australis, Richardson) kiiltiir ortamimdan izole edilen
Aeromonas media (strain A199) bakterisinin Saprolegnia sp. fungusuna kars1 antagonistik
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Lategan ve ark., 2004a). Benzer olarak Aeromonas media
(strain A199) giimiis levregi, Bidyanus bidyanus baliklarin1 saprolegniyozise karsi
korumustur (Lategan ve ark., 2004b).

Eski bir uygulama olmasma ragmen as1 ile viral hastaliklardan korunmada basar1
orant olduk¢a degiskendir ve virlise karsi bagisiklik siiresi siiphelidir (McLoughlin ve
Graham, 2007). Bazi probiyotiklerin antiviral ozelliklerinin oldugu bilinsede, etki
mekanizmasi heniiz tam olarak kesfedilememistir. Yapilan calismalarda Pseudomonas sp.,

Vibrio sp., Aeromonas sp. ve Coryneform bakteri gruplarmin IHN (Infectious
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Haematopoietic Necrosis) virlisine kars1 antiviral etki gosterdigi bildirilmistir (Kamei ve
ark., 1988). Benzer olarak karides yemlerine Litopenaeus vannamei ilave edilen Bacillus
megaterium probiyotigi WSS (white spot syndrome) virlisiine kars1 direng saglamistir (L1
ve ark., 2009).

Bu kisimdan sonraki boliimlerde tez kapsaminda analiz edilen parametrelerin balik

deneylerindeki 6nemleri agiklanmaistir.

2.8. Baliklarda Biiyiime Performansi ve Besin Kullanim

Baliklar basta yiizmek olmak {izere, diger tiim canlilarda da oldugu gibi yasamsal
faaliyetlerini siirdiirmede enerjiye ihtiyac duyarlar (Jobling, 1996). Baliklarin su
icerisindeki  bircok aktivitesi sonucunda olusan atik {rlinlerinin kendilerinden
uzaklasabilmesi i¢in enerji elzemdir. Bu igslemlerin tiimii fizyolojik enerji veya hayvansal
biyoenerji olarak tanimlanabilir ve organizmada enerjinin kazanglar1 (yeni doku olusumu
vb.), kullanilma orani (metabolik islemler) ve kayiplar1 (feces veya diger bosaltim
sekilleri) konularim1 kapsamaktadir (Hossu ve ark., 2003). Karbohidratlar, yaglar ve
proteinler baliklarm yedikleri besinlerdeki ii¢ ana enerji kaynagidir (Bureau ve ark., 2002).
Karbohidratlar 6zellikle et¢il baliklarin enerji i¢im kullandiklar1 en az kaynak olup
yemlerde de oranlar1 bu nedenle diisiik tutulmaktadir (Sanger ve Stoiber, 2001). Yapilan
calismalarda proteinden gelen enerji ile yiizme hizinin siireklilik arzetmedigi goriiliirken,
yagdan gelen enerji ile ylizme hiziin arttig1 goriilmiistiir (Lauff ve Wood, 1996; Alsop ve
Wood, 1997). Viicuttaki depo yaginin bir grami balikta bir gram agirlik artisi, bir gram
protein ise 4-5 gram doku agirligi kazanilmasini saglamaktadir (Hossu ve ark., 2003). Bu
da baliklarin biiylimede proteinleri enerjide ise yaglari birincil olarak kullandiklarinin bir
gostergesidir.

Baliklarda biiytime ve gelisme genelde boydaki uzama olarak kabul edilmektedir. Bu
durumda boyca wuzama ile canli agirhik artis1 arasindaki oransal iligkinin
degerlendirilmesinde kondiisyon faktérii (k=W/L® x 100) kullanilmaktadir. Ancak
kondiisyon faktoriindeki asir1 artig; sismanlik (obezite), azalis ise; zayiflik olarak kabul
edilmektedir (Timur, 2006). Bu nedenle rasyonlar canlinin optimum besin ihtiyacini
karsilamalidir. Gerek yemin hazirlanmasinda gerekse de yemleme miktarinin
hesaplanmasinda baligin ihtiyac1 géz Oniinde bulundurulmalidir. Beslemenin biiylime
iizerinde etkili olan en 6nemli faktorlerden biri yemin kompozisyonu ve canlinin ihtiyacina
cevap verebilmesidir. Bu noktada yemin icerigindeki yag asitleri, aminoasitler, vitaminler

ve mineraller biiyiime i¢in en onemli besin gereksinimleri olup, yetersizliklerinde balik
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biiylimesinde gerileme ve daha fazla yem tiiketimi s6z konusu olacaktir (Hossu ve ark.,
2003). Yapilacak pilot calismalar ile iiretilen yemin baliklar tarafindan degerlendirilme
orani tespit edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, baliklarda yem doniisiim orani (YDO) ve
spesifik biliylime orani (SBO) 6nemli hesaplamalardir. Ayrica, yemden gelen proteinin
degerlendirilme oraninin tespit edilmesi i¢in; protein verimlilik oran1 (PVO) ve protein
kullanim oram1 (PKO), yag icin; yag kullanim orant (YKO) ve enerji i¢inde; enerji
kullanim oran1 (EKO) degerlendirilmektedir (Peres ve Teles, 1999a; Wilson, 2002; Hardy
ve Barrows, 2002).

2.9. Baliklarda Yag ve Yag Asitleri

Balik yetistiriciliginde hedef minimum yem ile maksimum biiylimenin saglanmasi
olsa da balik etinin kalitesi de biiylik 6neme sahiptir. Balik eti kompozisyonu et kalitesini
etkileyen en onemli kriter olup, baligin pazarda direk olarak satisii etkilemektedir. Baligin
pisirme isleminden sonra tiiketici acisindan alinan tat ve genel begeni yenilebilir
kisimlarindaki yag orani ile iliskilidir. Balik etinin bu 6zelligi yag asitlerinin ugucu
bilesenlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, yaglar kadar olmasa da kaslardaki proteinler
de organoleptik 6zellikler acisindan etkilidir (Kawai, 1996; Grigorakis, 2007). Ozellikle
alabalik gibi et¢il beslenen baliklarin yemine ilave edilen bitkisel kaynaklar esansiyel
besinlerin degerlendirilmesini ve enerji sindirimini azaltmakta, esansiyel aminoasit
dengesini bozmakta ve et lezzetini olumsuz etkileyebilmektedir (Dias ve ark., 2005).
Antibesinsel maddeler iceren bitkisel kaynaklarm bu etkiyi genellikle rasyonda belirli bir
oranin lizerinde kullanildiklarinda gosterdikleri bilinmektedir (Hendricks, 2002).

Yemde kullanilan lipit kaynaklar1 baliklarin enerji gereksinimi ve esansiyel yag
asitleri (EFA) agisindan yegane kaynaktir. Linoleik ve/veya linolenik tatlisu tiirleri i¢in, n-
3 ¢oklu doymamis yag asitlerinden (HUFA); eikosapentaenoik asit (EPA) veya
dokosaheksaenoik asitler (DHA) ise deniz baliklar1 i¢in esansiyeldir (Ishikawa, 2007).
Baliklarin normal gelisimi, yemden yararlanabilmesi, iremesi ve saglikli olabilmesi i¢in n-
9, n-6, ve n-3 yag asitlerinden eikosatrienoik asit (20:3n-9), dihomo-y-linolenik asit (20:3n-
6), arasidonik asit (20: 4n-6; AA), eikosapentaenoik asit (20:5n-3; EPA), ve
dokosaheksaenoik asitler (22:6n-3; DHA) besinsel 6neme sahiptir (Higgs ve Dong 2000;
Balfry ve Higgs 2001).

Yetistiriciligi yapilan baliklarin yemlerinde genelde deniz baliklar1 yaglar1 lipid
kaynag1 olarak kullanilmaktadir (Jobling ve ark., 2001). Ancak bazi balik tiirleri, alternatif
bitkisel yag kaynaklarim1 EFA ihtiyacim1 karsilamak kosuluyla degerlendirebilmektedir.
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Ornegin, keten tohumu yag: baliklar tarafindan sentezlenemeyen linolenik (18: 3n-3) ve
linoleik (18: 2n-6) asitlere d6nemli miktarda sahiptir (Jobling ve ark., 2001). Alabaliklarda
yapilan caligmalarda balik yemlerinde keten tohumu ve kolza yagmm balik yagina
alternatif olabilecegi goriilmiistiir (Drew ve ark., 2007). Ancak balik yemlerinde uzun
siireli alternatif kaynaklarn kullanimmin balik saglig: tizerindeki etkilerinin arastirilmasi
biiylik 6neme sahiptir.

Doktora tezi kapsaminda, daha 6nce balik yemlerine ilave edilmemis sinnamik asitin
baliklarin biiylime performansi, besin kullanimi ve yag asit kompozisyonu iizerine etkileri

arastirilmstir.

2.10. Balik Besleme Denemelerinde Kullamlan Saghk Karakteristikleri ve
Onemi

In vitro besleme denemelerinde yeme ilave edilen herhangi bir katkinin veya
hammaddenin baliklar {izerindeki olumlu yada olumsuz etkilerinin belirlenmesinde
hematolojik, serum biyokimyasal, immunolojik, antioksidan enzimler ve kortizol gibi
cesitli saglik karakteristikleri analiz edilmektedir. Ayrica i¢ organ indekslerinin, bagirsak
ve mide enzimlerinin, bagirsaklarda tireyebilen toplam bakteri sayiminin belirlenmesi de
baligin genel saglik durumu hakkinda bilgiler verebilmektedir. Doktora tez caligmasi
kapsaminda kan pH degeri de bu kriterlerin icerisinde degerlendirilmis olup yukarida bahsi

gecen tliim saglik kriterleri ile ilgili bilgilere asagida farkli bagliklar altinda yer verilmistir.

2.10.1. Hematoloji ve Hematolojik Analizlerin Onemi

Hematoloji kan ve kanda meydana gelebilecek bozukluklar1 inceleyen bilim dalidir.
Bir canlinin yasamsal faaliyetlerini siirdiirebilmesi i¢in tiikettigi gidalardan sindirim
yoluyla elde ettigi besinleri viicut igerisinde gerekli doku ve organlara tasiyabilmesi
gerekmektedir. Alinan besinler ile biiylime, enerji depolayabilme ve sindirim sonrasinda
geriye kalan drlinleri digar1 atabilme gibi yasamsal faaliyetler i¢in viicut igerisinde
kimyasal baz1 maddelerin tasinmasi gerekmektedir. Tiim bu islemler kan ve kanin yolunu
olusturan damarlar ile meydana gelmektedir (Timur, 2006).

Hematolojik analizler balik sagliginin genel durumunun belirlenmesinde rutin olarak
kullanilan en 6nemli analizlerden biridir (Yilmaz ve ark., 2016). Hematolojik analizler
sonucunda elde edilen tanilar (Blaxhall ve Daisley 1973);

> Kirmizi kan hiicre sayisinda ve hematokrit oraninda azalmalar ile

hemoglobin yikimi kansizliin (aneminin) bir gostergesidir. Ayrica eritrosit
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indekslerindeki degisimler (MCV, MCH ve MCHC) ile farkli anemi tipleride tespit

edilebilmektedir.
X Sedimantasyon testi baliklarda insanlarda oldugu gibi hastaliklar1 hakkinda

bize bilgi verebilmektedir.

X Beyaz kan hiicre sayisi ve tipleri (lenfosit, notrofil, monosit, eozinofil ve

bazofil) hastaliklarin varliginda degisim gdsterebilmektedir.

2.10.2. Baliklarda Kan Hiicreleri ve Bagisiklik Sistemindeki Gorevleri
Baliklarda kan hiicrelerini (Sekil 2.4.) eritrositler (kirmizi kan hiicreleri), 16kositler

(beyaz kan hiicreleri) ve trombositler olusturmaktadir (Basusta, 2005).

Sekil 2.4. Baliklarda kan hiicrelerinin sekilleri (Orjinal) M:Monosit, E: Eritrosit, G:
Graniilosit, L: Lenfosit, N: Notrofil, T: Trombosit, E: Eozinofiller

2.10.2.1. Kirmuz1 Kan Hiicreleri (Eritrositler)

Kan igerisinde en yogun olarak bulunan hiicrelerdir. Eritrositlerin sekilleri {istten
bakildiginda yassi ve oval olmakla birlikte ender de olsa ortasi cukur bir diski
andirabilmektedirler (Basusta, 2005). Kirmizi renkte olan eritrositlerin bu renkleri,

globulin proteini ve sari-kirmizi renklere sahip, demir igerikli hemoglobin pigmentlerinden
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kaynaklanmaktadir (Timur, 2006). Eritrositlerin islevleri arasinda en basta geleni
biinyelerindeki hemoglobinle oksijen tasimaktir (Roberts, 2001). Ancak baliklarda
oksijensiz metabolizma dominant oldugundan oksidatif fosforilasyon sonucunda ATP
iretilir (Roberts, 2001).

Eritrositlerin ¢ap1 ve kandaki miktarlar1 balik tiiriine, baligin fizyolojik durumuna,
yasama ortamina, su sartlarina vb. gore degismektedir. Ancak genelde eritrositlerin ¢aplari
7 ila 36 mikron (Anderson, 1974; Basusta, 2005), miktarlarida 0,06x103/u1 ila 5,3x106/p1
araliginda degisim gostermektedir (Fange, 1992; Celik ve ark., 2006; Hrubec ve Smith,
2010). Baliklar herhangi bir patojene maruz kaldiklarinda genellikle eritrosit miktari
azalmaktadir. Bu nedenle eritrosit miktarindaki degisimler baliklarm saglikli olup
olmadiklarmi gostereceginden onemli bir kriterdir. Bu kriterin degerlendirilmesinde hiicre
saymimlar1 ve hematokrit oranindan yararlanilmaktadir. Hematokrit, sekilli kan
elemanlarinin (biliyiik bir kismini eritrositler olusturmaktadir) kan plazmasina olan orani

olarak ifade edilmektedir (Basusta, 2005).

2.10.2.2. Beyaz Kan Hiicreleri (Lokositler)

Beyaz kan hiicreleri akyuvarlar (I6kositler) olarak adlandirilmaktadirlar. Lokositler
yuvarlak veya oval sekillidirler (Basusta, 2005). Balik tiirtine ve hiicrelerin tiplerine gore
caplar1 4,5 ila 33 mikron araligindadir (Anderson, 1974; Roberts, 2001; Basusta, 2005).
Baliklarin  kanindaki 16kositlerin  miktar1 10 ila 282x10°/ul araliginda degisim
gosterebilmektedir (Fange, 1992; Hrubec ve Smith, 2010). Tiplerine gore (Roberts, 2001);

+»* Graniler 16kositler notrofil, eozinofil ve bazofil hiicreleridir.
+* Graniiler olmayan hiicreler ise lenfosit ve monositlerdir.

Bu hiicreler ayn1 zamanda baliklarda bagisiklik sisteminde de rol almaktadirlar.
Baliklarda bagisiklik sistemini olusturan hiicreler: T lenfositler, B lenfositleri, monositler,
polimorfniikleer 16kositler (notrofil, bazofil ve eozinofil), trombositler ve eritrositlerdir
(Candan ve Karatas 2010).

Lenfositler spesifik (kazanilmis) bagisikliktan sorumlu olup, belli bir antijene 6zgii
olan spesifik hiicrelerin uyarilmasi1 ve aktive olmasi islevlerini kapsamaktadir (Diker,
2005). Balik lenfositlerinin ve trombositlerin 6zelliklerini ve 6nemini maddeler halinde
siralayacak olursak (Hoar ve ark., 1997; Press, 1998; Diker, 2005; Basusta, 2005; Hrubec
ve Smith, 2010; Candan ve Karatas 2010):
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2.10.2.2.1. T lenfositler:

X Memelilerde timiis ve kemik iliginde, balikta ise timiis ve bdbrekte
olgunlagmaktadirlar.
<> Lenfositler biiytikliiklerine gore ikiye ayrilmaktadirlar: kiigiik lenfositlerin

cekirdekleri disindaki sitoplazmalar1 ¢ok dardir. Biiylik olanlarin ise ¢ekirdek
cevresinde sitoplazmalar1 oransal olarak daha fazladir.
<> Lenfositlerin timiiste iiretileni T lenfosit ve bobrekte tiretileni de B lenfosit
olmak iizere iki tiptedir ve spesifik (kazanilmis bagisik) yanitin baglamasinda rol
alirlar.
<> T lenfositlerin yiizeyinde, antijenleri 0zgiil olarak taniyan T hiicre
reseptorleri bulunmaktadir. Bu reseptorler; yabanci antijeni, MHC (temel doku
uygunlugu bileseni) antijenlerinin bazi komponentleriyle birlikte oldugunda

tanirlar.

2.10.2.2.2. B lenfositler:

<> Antijene kars1 6zgiil reseptor olan immunoglubulin (Ig) molekiillerinin
sentezlenmesi ve yiizeysel zarda tasmmasinda gorevlidir. B lenfositler spesifik
antijenlerle karsilastiklarinda c¢ogalarak antikor iireten plazma hiicrelerine
dontistirler. Baz1 aktiflesmis B lenfositler plazma hiicrelerine doniismezler ve 6zgiin
antijenik uyariy1 taniyip saklayan hafiza hiicresine doniisiirler. Bu hiicreler ayni
antijen ile tekrar karsilasana kadar aktivasyon gostermeden beklemektedirler. Ayni

antijen ile karsilastiklarinda hizla etkilesebilirler ve c¢ogalarak bagisiklik yanitin

daha hizli olmasini saglamaktadirlar.

2.10.2.2.3. Retikiloendotelyal Sistem (RES):
X Baliklarda fagositik doku makrofajlar1 retikiiloendotelyal sistemi olusturan
ozellikle bobrek, dalak ve karaciger gibi ¢esitli organlardaki hiicrelerden meydana

gelmektedir.

2.10.2.2.4. Mononiikleer Fagositler:

X Dokuda makrofajlar ve kanda monositler mononiikleer fagositler olup,
fagositik hiicrelerin en Onemli grubunu olustururlar. Ayrica kanda olgun
makrofajlar da mevcuttur. Normalde monositler balik kanindaki en az sayidaki

(%0,1) hiicrelerden biridir. Ancak, yabanci bir maddenin viicuda girmesiyle ¢ok
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kisa bir siirede sayilar1 artabilmektedir. Kandaki makrofajlar yabanci partikiiller
ve/veya mikroorganizmalar1 sindirerek parcalarlar. Uzun Omiirlidiirler ve T
lenfositlere antijen sunmada ¢ok onemli rolleri vardir. Makrofajlarin immiin sistem

icindeki lic onemli gorevi: 1.fagositoz, 2. antijen sunma, 3. sitokin tiretimidir.

2.10.2.2.5. Polimorfniikleer Lokositler (PMNL):

<> Fagositoz yapan diger hiicreleri kapsamaktadir. Cekirdekleri ¢cok lopludur
ve sitoplazmalarinda bol miktarda graniil bulundurmalar1 nedeniyle bu adi
almiglardir.

<> Bu hiicreler nétrofiller, eozinofiller ve bazofillerdir. Boyandiklar1 zaman
verdikleri reaksiyona gore isimlendirilmislerdir. Bazik boyanan hiicreler bazofiller,
asidik boyanan hiicreler eozinofiller ve her iki boyayla da boyanamayan hiicreler
notrofillerdir.

<> Makrofajlara gore ¢ok daha kisa Omiirleri vardwr. Notrofiller yabanci
partikiilleri sindirip parcaladiktan kisa bir siire sonra oliirler. Lokositler, fagositoz
yetenegine sahip olduklarindan viicut savunmasinda c¢ok O©nemli bir rol

istlenmislerdir.

2.10.2.2.6. Notrofiller:

o,

> Balik tiirtine gore degisebilmekle birlikte lenfositlerden sonra kanda en ¢ok

bulunan (%6-8) 16kosit hiicreleridir.

X Notrofiller kan haricinde bdbrek, dalak ve yangi lezyonlarinda da
bulunmaktadirlar.
X Notrofiller Peryodik Asit Shift (PAS), myeloperoksidaz, Sudan blask B,

benzidin peroksidaz, asit ve alkelen fosfataz pozitif sonu¢ veren hiicrelerdir.

o,

> Fagositik, kemotaktik ve bakterisidaldirler. Bakteriler ile temasa

gectiklerinde yogun bir respirator yikim yapabilmektedirler.

2.10.2.2.7. Eozinofiller:

o,

<~ Tiim baliklarda bulunmamakla birlikte var olduklar tiirlerde genel olarak
lokositlerin %1-5"ini olustururlar.

> Fagositoz 6zellikleri olmakla birlikte notrofiller gibi ana gorevleri fagositoz

degildir.
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o,

K Bu hiicreler bazofillerden salinan kemotaktik faktorler ile inflamasyon

bolgesine gelirler.

o,

> Eozinofiller genellikle parazitlerle miicadelede artis gosterirler, PAS pozitif

ve asit fosfataz negatif 6zelliktedirler.

2.10.2.2.8. Bazofiller:

o,

R Baliklardaki fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemekredir.

o,

o Sadece bazi balik tiirlerinin kaninda az miktarda bulunmaktadirlar.

2.10.2.2.9. Trombositler:

<> Kan pihtilagmasinda, bagisiklik yanitta ve inflamasyonda rol almaktadirlar.
<> Balik trombositleri i§ veya oval sekilde olup boyutlar: kiiciiktiir.
o Kandaki sayilar1 2 ila 310 x10°/ul araliginda degismektedir.

Damar endotelleri zarara ugradiginda trombositler hasarli bolgeye yapisarak toplanir
ve gecirgenligi arttiran faktor salgisiyla kompleman aktivasyonunu ve hasarli bolgede

l6kositlerin toplanmasin saglarlar.

2.10.3. Bagisiklik Sisteminde Gorev Alan Organlar

Kemikli baliklarda timus, dalak ve bobrek temel lenfoid organlardir. Dalak, bobrege
nazaran daha az hematopoietik ve lenfoid hiicre icermektedir (Candan ve Karatas 2010).
Ayrica, arka bagirsakta kemikli baliklarda bagisiklik sisteminde gorev alan bir organdir
(Press, 1998). Kikirdakli baliklarda ise timus, epigonal organ, leydig organ, dalak ve spiral
valf bagisiklik sisteminde gorev alan organ ve dokulardir (Press, 1998).

Yetistiricilik agisindan bakildiginda kemikli baliklarin 6n planda olmas1 ve doktora
tezi kapsaminda kemikli balikla ilgili ¢alisilmast maksadiyla bu kisimda kemikli baliklar
ile ilgili bilgiler verilecektir. Kemikli baliklardaki bagisiklik sistemi ile iligkili organlar ve
gorevleri (Hoar ve ark., 1997; Press, 1998; Bone ve Moore 2008; Candan ve Karatas
2010):

2.10.3.1. Bobrek:

> Kemikli baliklarda birincil kan iireten (hematopoietik) organdir. igerdigi

lenfosit ve plazma hiicreleri ile temel antikor iireten organ 6zelligi tasimaktadir.
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o,

<~ Hem 6n bobrek (anteriyor) kisminda hemde arka (posteriyor) bolgesinde
kan iireten bdlgeler vardir. Posterior bodlge ayni zamanda sekresyon islevi
istlenmistir.

X Filtrasyon gorevi ile bircok antijenin fagositozu yapan makrofajlar1 da
bulundurmaktadir.

<> Teleost baliklarda bobrek farkli olgunluktaki kan hiicrelerini, endokrin ve
salgisal fonksiyonlar1 olan endoteliyal hiicrelerini icermektedir.

<> Ayrica gokkusagr alabaliklarinda bobrekteki hematopoietik kismin i¢inde
melano makrofajlarin dagmik bir yapida bulundugu bilinmektedir.

<> Melanin, hemosiderin ve lipofuksin pigmentleri iceren melanomakrofajlar
(MM) diger teleost tiirlerinde de bobrek, dalak ve karacigerde toplu olarak
bulunmaktadirlar ve melanomakrofa; merkezleri (MMC) veya agregatlar1 olarak
adlandirilirlar.
Fagositik ve radikal temizleyici olan bu hiicrelerin kemikli baliklarin bagisiklik

sistemi igerisindeki rolleri heniiz kesin olarak bilinmesede memelilerdeki lenf nodiillerinin

ilkel benzerleri olduklar1 diisiiniilmektedir.

2.10.3.2. Timus:

o,

<~ Solunga¢ kemerlerinin dorso-lateralinde ve faringeal epitelyumun altinda
bilateral bir ¢ift olarak yer alir.

o,

> Kemikli baliklarda dalak eritropoietik ve sekonder lenfoid bir organ iken,
timiis primer lenfoid organdir.

X Korteks ve medulla cogu kemikli balikta yoktur, ancak bazi tiirlerde dort
tabakaya kadar rapor edilmistir

<> Timus genelde gelismekte olan lenfositleri icermektedir. Ancak organ igi
hiicre kinetigi ve gocleri hakkinda smirli bilgi vardir.

<> Diger yandan timusta iiretilen lenfositler daha sonra sirkiilasyona katilan
periferal lenfositleri olusturmaktadirlar. Periferal lenfositler diger lenfoid organlara
go¢ ederler.

<> Timus T hiicrelerinin farklilastigi ve olgunlastigi ana organdir. Timusun

savunma mekanizmalarina dogrudan dahil olmasi, bagisikliklandiktan sonra plazma

hiicrelerinin ve plak olusturan hiicrelerin goriiniimiiyle kanitlanmigtir.
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2.10.3.3. Karaciger:

o,

K Baliklarda karacigerin bagisiklik sistemindeki gorevi diger lenfoit organlar

kadar etkin degildir.

o,

<~ Karaciger, dalak ve bobrek kadar olmasa da temizleyici gorevi olan bir
organdir.

<> Karacigere ait makrofajlarn bazi kemikli baliklarda fagositoz 6zellik
gosterdigi bildirilmistir.

X Ayrica, karacigerde dogal oOldiiriicii hiicrelere (Natural Killing Cell)

benzeyen parankimal hiicreler oldugu ancak bu hiicrelerin bakteri hiicrelerini eritici

ozelliginin ¢cok kuvvetli olmadig1 blinmektedir.

2.10.3.4. Bagirsak:

o,

R Mide-bagirsak kanali mikroplara karsi bariyer gorevindedir. Bu o6zelligi
iiretmis oldugu mukus ile dogrudan iliskilidir.

<> Ayrica, bag dokusunda (lamina propria) eozinofilik hiicreler ve intraepitelial
lenfositlerle makrofajlar bulunmaktadir.

R Antijenler epitellerde intraepitelial makrofajlara nakledilir ve makrofajlar

antijenleri isler ve diger lenfoid hiicrelere sunar (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Bagrsaklarda antijenlerin emilimi ve tasiimi (Bone ve Moore 2008)

2.10.3.5. Dalak:

<> Dalak, koyu kirmizi-siyah renge sahip bir organdir.

X Genellikle midenin altinda ve kuruga dogru yer almaktadir.

<> Kemikli baliklarin dalagi, parankimaya uzanan lifli bir kapsiile ve kiigiik

trabekdillere sahiptir.

o,

K Dalak genel olarak kan hiicreleri, makrofajlar ve melano makrofajlar,

endotelyal hiicreler, retikiiler hiicrelerden olusmaktadir.

<> Dalagin korteks bolgesinde eritrositler ve trombositler, medulla bdlgesinde
ise lenfosit ve granulositleri tiretilmetedir.

<> Kirmiz1 pulpa ve beyaz pulpa olmak lizere iki kisimdan olusur. Kirmizi
pulpada eritrositler ve trombositler, beyaz pulpada ise I6kositler meydana
gelmektedir.

- Memelilerde oldugu gibi bu iki kisim birbirinden bagimsiz degil, i¢ ice

girmis durumdadir.
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o,

> Organin ¢ogunu kaplayan kirmizi pulpa siniizoitleri destekleyen retikiiler
hiicre agindan olusmaktadir. Beyaz pulpa ise makrofaj yiginlar1 ve elipsoitlerden
olusmaktadir.

<> Kemikli baliklarda dalagin kan {retimi, antijenlerin indirgenmesi,
makromolekiillerin temizlenmesi ve antikor tiretimi gibi gorevleri vardir.

X On bobrege gore dalagin spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemdeki
roli, ikinci derecededir.

<> Kemikli baliklarin dalagindaki elipsoitler; partikiiler veya partikiiler

olmayan farkli maddeleri (patojenler, eski hiicreler, LPS, protein kiimeleri, vb.)

yakalar.

2.10.4. Baliklarda Bagisikhik Sistemi

Tim canlilar gibi baliklar da sucul ortamda bir¢ok mikroorganizmayla birlikte
yasamaktadir. Bu  mikroorganizmalar arasindan hastalik  yapan patojenlerle
karsilastiklarinda farkli savunma mekanizmalar1 devreye girmektedir. Baliklardaki
bagisiklik mekanizmalar1 spesifik olmayan (dogal) ve spesifik (kazanilmis) kisimlari

icermektedir (Siwicki ve Anderson, 1993a; Noguchi, 1998).

2.10.4.1. Bahklarda Spesifik Olmayan Bagisikhik Sistemi

Spesifik olmayan olmayan (dogal) bagisiklik sistemi canlmin dogal olarak sahip
oldugu mekanizmalar1 iceren ve ikinci kez antijeni hatirlamayan bagisiklik sistemini
kapsamaktadir. Baliklarda spesifik olmayan sistem mekanizmalar1 Cizelge 2.8.'de
verilmistir (Candan ve Karatas 2010). Bu sistem hiicresel ve sivisal savunma

sistemlerinden meydana gelmektedir.
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Cizelge 2.8. Baliklarda spesifik olmayan sistem mekanizmalar1

Mikroorganizma Viicuda Girmeden Once

Dogal Bariyerler: Deri
Mukus

Solungaclar

Bagirsak Florasi

Mikroorganizma Viicuda Girdiginde

inflamasyon (Yangi)

Hiicresel Mekanizmalar: Fagositoz

Pinositoz

Makrofaj ve Notrofil aktiviteleri:

Kemotaksi

Ekstraseliiler

Oldiiriicii etki

Sivisal Faktorler: Lizozim

Kompleman

C-reaktif protein

Transferrin

Lektinler

Interferrin

Seruloplazmin

Dogal aglutinler

2.10.4.1.1. Bahiklarda Fagositoz

Fagositoz; fagositik 6zellikteki bir hiicrenin herhangi bir maddeyi absorbe ederek
sindirmesi olayidir. Tim canlilarda en Onemli savunma bariyerleri olarak kabul
edilmektedir (MacArthur ve Fletcher, 1985). Polimorfniikleer (notrofil, eozinofil ve
bazofil) hiicreler ve mononiikleer (monosit ve makrofajlar) hiicreler fagositik hiicreleri
kapsamaktadir ve zararli organizmalarin yok edilmesini saglamaktadirlar (Studnicka ve
ark., 1993). Bu hiicrelerden noétrofiller ve makrofajlar aktif olarak fagositoz yapan

hiicrelerdir (Gorczynski ve Stanley, 1999). Fagositoz isleminde yutulan yabanci partikiiller

41



hiicre icinde respiratdrik yikim ve lizozomal enzim sindirimi ile yok edilmektedirler
(Diker, 2005). Sekil 2.6.'de gokkusagi alabaligi makrofajlar1 tarafindan fagosite olan koyun

kant hiicreleri ve temsili olarak fagositozun asamalar1 goriilmektedir.

Slbe
p o

7,

® .
)
| >
Opsonize
olmamig Opsonin ile
Bakteri Kaplanmig Bakteri
\ '>/ .
/ 8N Opsonin Fagozom Fagolizozom

reseptéru

Lizozom

Tanima — Yakalama—Yutma—Parcalara ayirma—Oldirme— Enzimlerle sindirme

Sekil 2.6. Fagositozun asamalari (Roberts 2001; Keogan ve ark., 2006)

Fagositoz yapan iki hiicre ¢esidinden ndtrofillerin  fagositoz  yaptiklari
migroorganizmay1 6ldiirme giicleri makrofajlardan daha fazladir, ancak birka¢ fagositoz
yaptiktan sonra kendileride 6lmektedir (Diker, 2005). Ayrica, hiicrenin mikroorganizmaya
baglanma ve igine alma islemi o mikroorganizmanin kimyasal bilesiminede baglhdir.
Ornegin karbohidrat kaynakli yap1 veya in vivo olarak iiretilen kapsiil bircok pathojenik
bakterinin (4deromonas salmonicida vb) makrofajlar tarafindan ortamdan yok edilmesini
zorlagtrmaktadir (Ellis, 1999). Makrofajlar igerisinde parasitik yasam siirebilen
bakterilerden Renibacterium salmoninarum da Ornek verilebilir (Ellis, 1999). Ayrica
fagositler icerisinde ¢ogalabilen bakterilerde bulunmaktadir (Antychowicz ve Kozinska,

1993).
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Makrofajlar ile notrofil fagositozunun farklar1 (Arda, 1985; Barroso ve ark., 2000;
Diker, 2005; Heinsbroek ve Gordon, 2007):

Makrofajlar mikroorganizmalarla birlikte viicuda ait yasl, O©li, hasarli
hiicreleri, bunlarin artiklarini ve inorganik maddeleride (partikiiler karbon gibi)
fagosite edebilirken notrofiller sadece mikroorganizmalar1 fagosite edebilirler.
Makrofajlar yasamlar1 boyunca siirekli ve defalarca fagositoz yapabilirken
notrofiller birkag kez fagositoz yapip oliirler.

Makrofajlarda sindirme ve Oldiirme asamasinda myeloperoksidaz enzimi
yoktur. Bunun yerine nitrik oksit ve hidrojen peroksit bu gorevi iistlenmistir.
Makrofajlar noétrofillerden farkli olarak antijen sunabilmektedirler. Ayrica
makrofajlar yara iyilesmesinde etkin rol listlenmislerdir. Yarali bolgedeki 6lii
hiicreleri ve hiicre artiklarini uzaklastirirlar ve dokunun yenilenmesini saglayan
biiylime faktorlerini salgilarlar.

Makrofajlar, bagisiklik yanit mekanizmalarinda gorev alan 100'den fazla
proteini sentezlemektedirler. Bu maddelerin bir kismu fagositoz asamasinda bir
kismida siirekli olarak salgilanmaktadir. Bu iiriinler arasinda fagositozda
salgilanan enzimler; lizozim, kollajenazlar, proteazlar, bagisiklik yanitin
faaliyetlerini diizenleyen sitokinler; interleukin-1, -6, -12 ve komplement mole-
kiiller1 sayilabilir.

Makrofajlar yangida ve dolayli olarak bagisiklik yanitta rol alan
prostaglandinlerden pihtilasma faktorlerine kadar c¢ok cesitli maddeleri de

salgilarlar.

2.10.4.1.2. Baliklarda Solunum Patlamasi (Respiratorik Yikim)

Baliklarda solunum patlamasi olarakta bilinen respirator yikim viicuda giren yabanci

bir partikiiliin hiicre membranma baglanmasindan birka¢ saniye sonra bagslamaktadir.

Devaminda partikiiliin fagozom i¢inde yutulmasini takiben fagozom membraninda devam

etmektedir. Yabanci partikiilin membrana baglanmasiyla NADPH-oksidaz enzimi

(membran enzimi) aktive olmaktadir (Gorczynski ve Stanley, 1999; Diker, 2005).

NADPH-oksidaz enzimi oksijenden bir elektron ayirarak siiperoksit anyon'” olusmasina
neden olmaktadir (Arda, 1985; Zingg ve Azzi, 2005):
() 20, +NADPH — 20;~ + NADP* +H*
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Stiperoksit radikal {iretimi ve indirgenmesinin sematik hali Sekil 2.7.'de

gosterilmistir.
DINA Hasan
Proteinlerin Oksitlenmesi Yaglarm Olksitlemmesi
. OH- Respirator Yikom
CAT SOD ] I
il — . 0 1cre sohononm
HO ——— H ,0, —-— | —
GPx \
GSSG GSH

U Cevresel Faktorler
GR

Sekil 2.7. Stiperoksit radikal iiretimi ve indirgenmesi (Korkmaz ve ark., 2006)

Ayrica siiperoksit radikal iiretimi respirator yikim disinda ¢evresel faktorler ve hiicre
solunumu gibi etkilerlede iiretilebilmektedir (Korkmaz ve ark., 2006). Devaminda
siiperoksit dizmutaz (SOD) enzimi ile siiperoksit anyonlar hidrojen peroksiti®

olusturmaktadir (Brown ve Netea, 2007):

@) 205+ +2H - H:O0r + O

Meydana gelen hidrojen peroksit (H,O;) 3 farkli metabolizmayla (Sekil 2.7. ve Sekil 2.8.)

indirgenmektedir:

(1) Katalaz (CAT) ve glutathion peroksidaz (GPx) enzimleri tarafindan indirgenir
(Roitt ve Delves, 2001; Wolfe ve Manley, 2006):
Katalaz ile indirgeme:

2H-0; -2 H:0 +O;

Glutathion peroksidaz ile indirgeme:

2GSH + H,0,—GSSG + 2H,0
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(2) Notrofil hiicrelerinin igerisinde myeloperoksidaz enzimi yardimiyla hidrojen
peroksit, kloriir (CI') iyonlariyla reaksiyona girerek hipoklorit asit iyonlarini

olusturmaktadir (Laurence ve ark., 2006):

H,0;+ Cl'— HOCl + OH-

2

(3) Diger bir mekanizmada hidrojen peroksit Cu*", Fe*” vb. gibi metal iyonlariyla
g Y Yy

katalizlenen Haber-Weiss indirgenme reaksiyonu ile ytliksek toksik etkili hidroksi
radikali olusturmaktadir: Birinci tepkimede demir indirgenir ", sonrasinda
Fenton tepkimesi demir iyonlar1 katalizérligiinde gerceklesir ¥ ve en son
reaksiyon sonucunda hidroksi radikal olusmaktadir ) (Gorczynski ve Stanley,
1999):

) Fe3* + 0ps~ — Fe2™ + Op veya Cu?*+ O+ — Cu™ + O
@) Fe2* + H202 —Fe3*+ OH» + OH-
®) 030~ + Hy0; — O; + OH*+ OH-

Yukarida belirtilen reaksiyonlar oksidatif metobolizma olarak adlandirilmaktadir ve
reaksiyonlar sonucunda olusan hidrojen peroksit, hipoklorit asit veya hipoklorit bakterileri
parcalamaktadir (Klebanoff, 1968; Diker, 2005). Ayrica hipoklorit lizozomal enzimlerin
etkisinide arttirr (Diker, 2005). Hipokloritin olusmasinda gorevli protein yapili
myeloperoksidaz enziminin ¢alismalarda analiz edilmesi bize notrofillerin fagolizozomlar
icerisindeki mikroorganizmalarin  6ldiiriilebilme potansiyeli hakkinda bize bilgi
vermektedir (Siwicki ve ark., 1993; Quade ve Roth 1997). Ayrica myeloperoksidaz enzimi

mantarlarin hiicre i¢i 6 llimiinde de 6nemli rol tistlenmektedir (Arceci ve ark., 2006).
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Kaspaz aktivitesi Yaglarin peroksidasyonu Hiicre hasarinda, yang:
Protein oksidasyonu ve NO {retiminde indikatér
@ Protein nitrasyonu veya markirdir.
Enzim inaktivasyonu

Apoptozis

Sekil 2.8. Fagositik hiicrelerin mikrobisidal mekanizmas1 (Roitt ve Delves, 2001;

Srivastava ve Pandey 2015)

Ayrica diisiik pH, lizozim, laktoferrin gibi bakteriostatik ve bakterisit faktorler
oksijene bagimli olmayan Oldiirme mekanizmalar1 olup anaerobik kosullarda aktivite
gosterirler ve proteolitik enzimler ve c¢esitli hidrolitik enzimlerle 6ldiiriilen

mikroorganizmalar1 sindirerek parcalar ve artik iirlinleri hiicre disina birakmaktadirlar
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(Candan ve Karatas 2010). Fagositik hiicrelerin mikrobisidal mekanizmasi Sekil 2.8.'de
Ozetlenmistir (Roitt ve Delves, 2001; Srivastava ve Pandey 2015).

2.10.4.1.3. Baliklarda Lizozomal Enzimler

Baliklarda lizozim, serumda, bagirsak, deri vb. mukus tabakalarinda, lokosit
hiicreleri acisindan zengin karaciger, dalak ve mide gibi organlarda bulunmaktadir. Beyaz
kan hiicrelerinden monosit ve notrofiller ile makrofajlar lizozim agisindan oldukca zengin
kaynaklardir (Ellis, 1990). N-asetilglikosamin ve N-asetilmuramik olarak bilinen iki adet
spesifik substrat1 olan lizozimin 6zellikle Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyal
ozelligi vardir (Osserman ve Lawlor, 1966). Lizozim gram negatif bakterilere direk etki
etmesede komplementler ve diger enzimler yardimiyla bakterinin hiicre duvar: eridikten
sonra etkili olabilmektedir (Yano, 1996). Lizozim direk etkide kan serumunda bulunan
bakterileri hedef alir ve onlar1 fagositoza hazirlayan bir madde roliindedir veya direk olarak
polimorfoniikleer 16kositler ile makrofajlar1 aktive etmektedir (Ellis, 1990).

Hiicre igerisinde bulunan lizozomlar, hiicre yabanci bir maddeyi yuttuktan sonra
fagozomla birlesmekte (bu yapiya fagolizozom denir) ve i¢indeki enzimleri
bosaltmaktadirlar (Sekil 2.6.). Lizozomal enzimler (Sekil 2.9.) bakteri ¢ceperini parcalamak
suretiyle bir¢ok mikroorganizma {izerinde oOldiiriicii etki gosterebilirler. Lizozomlar
icerisinde bir ¢cok antimikrobiyal maddeler mevcuttur. Bunlar arasinda (Diker, 2005);

«  Bakterisidal enzimlerden lizozim; gram pozitiflerin hiicre duvarini parcalayarak
etki eder,

% Proteolitik enzimlerden elastaz;

«  Hidrolitik enzimlerden kathepsin;

< Protein yapili olan defensin; lipid tabakasina etki ederek bakteri ve mantarlarin
hiicre membranin1 ve zarfl1 viruslar1 par¢alamaktadir,

*  Protein yapida olan diger bir etkli madde de laktoferrindir ve demiri baglayarak

bakterinin tiremesi i¢in gerekli olan besin tuzunu ortamdan uzaklastirir.
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Proteazlar Lizozim Defensinler
Fosfolipazlar  Laktoferrin - Kathepsin
Amilazlar

DMNAaz

FMNAaz
Kollajenaz

Sekil 2.9. Lizozomal enzimler (Diker, 2005)

2.10.4.1.4. Kompleman

Kompleman terimsel olarak tamamlayan-tiimleyen anlamina gelmekte ve
omurgalilarin kan serumunda bulunan kompleks protein sistemini kapsamaktadir (Candan
ve Karatag 2010). Kompleman sistem yaklasik 35 farkli ¢6ziinebilir ve membrana bagl
proteinlerden olusmaktadir (Holland ve Lambris 2002).

Bu sistem kemikli baliklarda ii¢ ana yol (Sekil 2.10.) ile agiklanabilir (Holland ve
Lambris 2002; Candan ve Karatas 2010):

o,

> Birincisi klasik yoldur ve antijen-antikor kompleksi vasitasiyladir.

X Ikincisi lektin yoludur ve bakteri hiicre yiizeyindeki mannanlara mannoz
baglayan lektin (MBL) proteinlerinin baglanmasi ile aktive edilmektedir.

<~ Ucgiinciisii ise alternatif yoldur ve antikordan bagmmsiz bir sekilde direkt
olarak mikroorganizmalar tarafindan aktive edilmektedir.

- Kompleman sistemi kapsayan aktif proteinler mikroplarmn 6ldiiriilmesi,

fagositoz, enflamatuar reaksiyonlar, immiin komplekslerin kaldirilmasi ve

antikor tUretiminde rol almaktadirlar.
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Sekil 2.10. Koplemen aktivasyonundaki {i¢ ana yolun sematik gosterimi (Holland ve

Lambris 2002) MAK: Membran Atak Kompleksi, MBL: Mannoz Baglayan Lektin, MASP:

C5 konvertaz

Mannan iliskili Serin Proteaz
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Ayrica baliklarda C-reaktif proteinler, transferrin, lektinler, laktoferrin,
seriiloplazmin, dogal agliitininler ve interferonlar diger humoral (sivisal) faktorleri

kapsamaktadir.

2.10.4.1.5. Proteinaz

Humoral (sivisal) faktorlerden biridir. Proteinaz, proteinleri pargalayan enzimlerin
genel adidir. Patojen bakteriler proteolitik enzimler iireterek icerisine girdikleri konak¢min
dokularina hasar verirler. Ancak serum ve diger viicut sivilarinda yer alan proteaz
inhibitérleri bu durumu oOnlemek ile gorevlidir (Bowden ve ark., 1997). Ayrica bu
inhibitorler akut faz reaksiyonlarina katilmaktadirlar (Magnadottir, 2006). Daha 6nce O.
mykiss, Salmo salar, Salvelinus alpinus, Pollachius virens,  Gadus morhua ve
Pleuronectes platessa baliklarinda proteaz ile birlikte tripsin benzeri aktivite tespit
edilmistir (Yano, 1996). Ayrica balik plazmasi bircok proteaz inhibitrii icermektedir.
Bunlar al-antiproteaz, a2-antiplazmin ve a2-makroglobulin inhibitorleri olup in vivo
calismalarda bakterilerin yasama kabiliyetlerini sinirlandirmaktadirlar  (Ellis, 2001;

Newaj - Fyzul ve ark., 2007).

2.10.4.2. Bahklarda Spesifik Bagisikhik Sistemi

Baliklarda kazanmilmis (spesifik) bagisiklik ise (Sekil 2.11.) belli bir antijeni 6zel
olarak taniyan spesifik lenfositlerin uyarilmasi ve aktive olmasiyla ortaya ¢ikmaktadir
(Diker, 2005). Bu sistem humoral (hiicresel olmayan) immun savunma ve hiicresel
savunma olmak iizere iki mekanizma altinda degerlendirilir (Manning ve Nakanishi, 1996;
Kaattari ve Piganelli, 1996). Hiicresel olmayan savunma; glikoprotein yapida olan antikor
mollekiilii immunoglobulinlerin (Ig) ile iligkili savunma sistemi olup kemikli baliklarda
IgM, IgD ve IgT, kikirdakli baliklarda ise IgM dir (Roberts, 2001; Candan ve Karatas
2010). Bu sistem B lenfositlerin uyarilmasini takiben antikor tiretimi ile sonu¢lanmaktadir.
Bu antikorlarin fonksiyonlaria bakilacak olursa (Candan ve Karatag 2010):

<~ Antijen - antikor komplekslerini olusturarak fagositoz araciligi ile ortadan

kaldirilmalarini saglamaktadir.

<> Patojenleri agliitine ederek hareketsiz hale getirmek ve fagositoza
hazirlamaktadir.

X Toksikantlar1 ve viral etkenleri notiirleyerek zararsiz forma sokmaktadir.

<> Komplemant aktiflestirmektedir.

X Patojenlerin mukozaya yerlesmesine engel olmaktadir.
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<~ Hiicresel bagisiklikta (antikora bagli) gorev almaktadir.
> Alerjik reaksiyonlarda gorevlidir.

Hiicresel savunma ise bazi T lenfositlerin uyarilmasi sonucu gelisen ve basta
sitotoksik T lenfositler olmak tizere farkli efektor hiicrelerin aktive olmasi ile sonuglanan
savunma mekanizmasidir (Stoskopf, 1993; Diker, 2005). Hiicresel savunmada makrofajlar
spesifik olarak bir antijeni degilde tiim antijenleri fagosite ederek T lenfositlere antijen
sunar. Bu sistemde T lenfosit kolonlar1 katil hiicrelere, lenfokin iireten hiicrelere ve
baskilayici (supresor) hiicrelere doniismektedir (Candan ve Karatas 2010).

Bu kisma kadar incelenmis olan spesifik olmayan ve spesifik bagisiklik sisteminin

baliklardaki genel goriintisti Sekil 2.11.'de verilmistir.

Spesifik Olmayan Bagsikhlk o Spesifilc Bagisikhik
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Sekil 2.11. Baliklarda spesifik ve spesifik olmayan bagisiklik sistemi. An: Antijen, ASH:
Antijen sunan hiicre, IL: interlokin (Noguchi, 1998)
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2.10.5. Baliklarda Kullanilan Bagisikhik Arttiricr Katki Maddeleri

Balik yemlerine ilave edilerek veya enjeksiyon, banyo gibi diger uygulamalar ile
baliklarda kullanilan bagisiklik arttiricilara Cizelge 2.9.'de yer verilmistir (Sakai, 1999).
Giliniimiizde ise tiim bu katkilara alternatif olarak ve/veya yenilerini gelistirmek amaciyla
tibbi bitkiler (Yilmaz ve ark., 2012; 2013; 2014; 2016; Yilmaz ve Ergiin 2014), bitkisel
saponinler (Francis ve Becker 2007), probiyotikler (Mohapatra ve ark., 2013;
Pérez - Sanchez ve ark., 2014), algler (Nakagawa ve Montgomery 2007), prebiyotikler
(Ringo ve ark., 2010), niikleotitler (Delbert ve ark., 2007) ve organik asitler (Ng ve Koh
2016) ile 1lgili galigmalar yapilmaya devam edilmektedir.
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Cizelge 2.9. Balik yetistiriciliginde kullanilan bagisiklik arttiricilar

Kullamlan Bagisiklik
Arttincilar

1. Sentetik Kokenli Kimyasallar

1.1. Levamisole

1.2. FK- 565

1.3. Muramyl dipeptide (MDP)

2. Biyolojik Kokenli Maddeler

2.1. Bakteriyal Uriinler

2.1.1. B-Glukan

2.1.2. Peptidoglukan

2.1.3. FCA

2.1.4. Lipopolisakkarit

2.1.5. Clastridium butryricum hiicreleri

2.1.6. Achromobacter stenohalis hiicreleri

2.1.7. Vibrio anguillarum hiicreleri

2.2. PolisakKkaritler

2.2.1. Kitin

2.2.2. Kitosan

2.2.3. Lentinan

2.2.4. Schizophyllan

2.2.5. Oligosakkarit

2.3. Hayvan ve Bitki Ekstraktlan

2.3.1. Ete (Tunicate)

2.3.2. Hde (Abalone)

2.3.3. Kalamar

2.3.4. Quillaja saponin

2.3.5. Meyan kokii

2.4. Besleyici Faktorler

2.4.1.Vitamin C

2.4.2.Vitamin E

2.5. Hormonlar Sitokinler ve Digerleri

2.5.1. Biiyiime hormonu

2.5.2. interferon

2.5.3. Laktoferrin

2.5.4. Prolaktin
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2.10.6. Baliklarda Kan Biyokimyasi

2.10.6.1. Plazma

Kan damarlarmin igerisindeki kanin sivi olan kismia plazma denilmektedir. Plazma
viicuttaki bircok metabolik faaliyette Onemli rol oynamaktadir. Plazma igerisinde
sindirilmis besin maddeleri, mineraller, 6zel salgilar, doku atiklari, enzimler, erimis gazlari
ve antikorlar bulunmaktadir. Plazmanin neredeyse %90'indan fazlasini1 su olustururken
yaklasik %7'si proteindir. Geri kalan kismi ise glikoz, inorganik tuzlar, iire ve diger
metabolizma atiklaridir. Plazma tiim bu yapilar: tasimakla gorevlidir (Timur, 2006).

Kan plazmansinda baliklarin saglik durumu hakkinda bize bilgiler veren glikoz,
toplam protein, albumin, globulin, biluribin, iire (BUN), {irik asit, kreatinin, lipaz, amilaz,
trigliserit, kolesterol, ALP, GOT, GPT, kreatin kinaz, Ca, Mg, Fe, P ve Cl parametreleri

rutin olarak ¢alisilan biyokimya analizleridir.

2.10.6.2. Glikoz

Kan glikozu baliklar beslenmesi ve stres durumuna bagli olarak degisebilen 6nemli
bir fizyolojik gostergedir. Ozellikle baliklarin ellenmesinde, tasmmasinda, oksijen
azliginda, hastaliklarda ve yogun stoklamada artis gostermektedir (MCdonald ve Milligan,
1992). Kanda artis gosteren glikoz miktar1 kaslarda kortizoliin, karacigerde ise adrenalin ve
stres hormonlarinin tetiklenmesine neden olmaktadir (Morgan ve Iwama, 1997). Stres
disinda beslenmeye bagl olarak glikoz artabilmektedir. Beslenmeden sonra viicuda alinan
glikoz dnemli bir enerji kaynagidir ve fazlasi; karacigerde ve kasta glikojen, adipoz dokuda
ise trigliserid olarak depolanir (Adam ve Ardigoglu, 2002). Ancak depo edilen glikoz
belirli bir miktar1 astiktan sonra fazla olan kismi kana tekrar salinmaktadir (Ulukaya,
1998). Bu durumda kandaki glikoz seviyesi tekrardan artmaktadir. Ayrica baliklarda
karbohidrat agirlikli besleme nedeniyle de glikoz seviyeri yiikselmekte ve insanlardaki
diabetik durum gibi olmasada, ¢ogu zaman baliklarda biiylimenin yavaslamasiyla
sonu¢lanmaktadir (Wilson, 1994; Moon, 2001). Glikoz metabolizmas1 Sekil 2.12.'de
gosterilmistir (Murray ve ark., 2009).
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Sekil 2.12. Glikoz metabolizmasi (Murray ve ark., 2009)

2.10.6.3. Kan Proteinleri

Kan proteinlerini; globulinler, immunoglobulinler (antikorlar), albumin, lipitleri
tagtyan lipoproteinler (HDL ve LDL), seruloplazmin (bakir1 ve kalsiyumu baglar),
vitellogenin (kalsiyum baglar), transferrin (metalleri baglar), iyoduroforin (anorganik
iyodu baglar), hormon baglayan proteinler ve kanin pihtilagmasini saglayan fibronojen ve
protrombinden olusmaktadir (MCdonald ve Milligan, 1992; Basusta, 2005; Timur, 2006).

Kandaki toplam protein ve globulin spesifik olmayan bagisiklik sisteminin birer
elemani olarak degerlendirilmektedirler (Magnadottir, 2006). Baliklarda elleme ve benzeri
stres kaynaklar1 ile baliklarin uzun siire a¢ kalmasi sonucunda plazma proteini
baskilanmaktadir (Satchell, 1991; MCdonald ve Milligan, 1992). Plazma protein
seviyelerindeki artis veya azaliglar kotu su ortami ve kalitesiz beslenmenin indikatorii
olarak degerlendirilebilmektedir (Morgan ve Iwama, 1997).

Albumin ve globulinler birgok balikta ana plazma proteinlerini olusturmaktadir.
Ancak baliklarda plazma albumin seviyleri, globulin seviyelerine nazaran daha azdrr,
ayrica bazi baliklarda hi¢ albumin bulunmamaktadir (Gunter ve ark., 1961). Albuminin iki
onemli gorevinden birincisi serbest yag asitlerinin taginmasi digeri ise osmotik basincin
kontroliidiir (Satchell, 1991; MCdonald ve Milligan, 1992). Globulin ise organizma
icerisindeki demirin taginmasinda (Fange, 1986) ve cinsiyet hormonlarinin baglanmasinda
gorevlidir (Janz ve Weber, 2000). Ayrica herhangi bir ¢evresel etkiye, patojene, kimyasala

vb., etkenlere maruz kalmadan toplam protein, globulin ve albumin seviyelerindeki artis
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baliklarda bagisikligin gliclendiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Wiegertjes ve
ark., 1996).

2.10.6.4. Kan Yaglan

Baliklarda kan yaglari; yag asitlerini, fosfolipitleri ve kolesteroller ile onlarin
esterlerini kapsamaktadir. Ozellikle baliklarda trigliseritler ve fosfolipidler en bol bulunan
yag gruplaridir (MCdonald ve Milligan, 1992). Fosfolipidler serbest yag asitlerinin
emilimini arttirmakta ve boylece baliklarin daha 1y1 gelismesini saglamaktadirlar (Geurden
ve ark., 1997; Hadas, 2003). Trigliseritler ise yag depolarindaki ve besinlerdeki en ¢ok
bulunan yag kaynagidir ve enerjinin tagmnmasindan depolanmasma kadar gorevlidir.
Kolesterol tiim hiicre membranlar1 i¢in esansiyeldir, safra asit ve steroid hormonlariin
biyosentezlerine onciiliik etmektedir (Gaw ve ark., 1999; Mayes ve Botham, 2003a,
2003b).

Yaglar suda c¢oziinemediklerinden tiim omurgalilarda ve boceklerde plazma
icerisinde yer alan proteinler vasitasiyla tasinmakta ve yaglarm bu sekline lipoprotein
denilmektedir (Jonas, 2002). Lipoproteinler yogunluklarina gore; silomikronlar, VLDL,
LDL ve HDL olarak smiflandirilmaktadirlar (Karagiil ve ark., 2000). Yaglarin tasinmasi
insanlarda oldugu gibi baliklarda da endojen ve eksojen olarak meydana gelmektedir
(Sheridan, 1988).

Eksojen sistemde besinle alinan yaglar karacigere tasinmaktadir (Sekil 2.13.). Bu
islev insanlarda oldugu gibi baliklarda da silomikronlar vasitasiyla gergeklestirilmektedir
(Babin ve Vernier, 1989; Mehmetoglu, 2007). Endojen yaglar ise viicutta sentezlenen
yaglardir. Bu yaglar karacigerde sentezlendikten sonra periferik dokulara tasinirlar
(Ulukaya, 1998). VLDL endojen trigliserid bakimindan oldukca zengin olup karacigerde
sentezlenmektedir (Sekil 2.14.). VLDL nin goérevi karacigerde sentezlenmis olan trigliserid
ve kolesteroliin ekstrahepatik dokulara tasmmasidir. VLDL 6zellikle organizmada enerji
yiikiiniin fazla oldugu durumlarda artis gostermektedir. LDL ise damar i¢inde VLDL nin
artig1 olarak sentezlenmektedir. LDL karacigerde, ekstrahepatik dokuda ve makrofaj
hiicrelerinde katabolize edilmektedirler (Babin ve Vernier, 1989; Mehmetoglu, 2007;
Garcia ve ark., 2009).

HDL ise karacigerde katabolize edilmektedir ve en Onemli gorevi dokulardan
karacigere kolesteroliin tasinmasidir (Sekil 2.15.). Bu olay ters kolesterol taginmas1 olarak
ifade edilir ve safra asitlerinin sentezini arttirmaktadir (Mayes ve Botham, 2003b;

Mehmetoglu, 2007). Baliklarda yaglar optimum gelisim ve enerji i¢in gereklidir. Ancak
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fazla tiiketilen yag organlarda depo edilmekte ve balik sagligmi olumsuz etileyerek
metabolik dengesizliklerin olusmasina neden olmaktadir (Luo ve ark., 2005). Bu durum

kan yaglarindaki artisla tespit edilebilmektedir.
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Sekil 2.13. Eksojen yaglarin metabolizmas1 (Murray ve ark., 2009). A, apolipoprotein A;
B-48, apolipoprotein B-48; C, apolipoprotein C; E, apolipoprotein E; TG, triasilgliserol; C,
Kolesterol ve kolesteril esteri; PL, fosfolipit; HL, hepatik lipaz; LRP, LDL-reseptor ile

iliskili protein
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Sekil 2.14. VLDL metabolizmast ve LDL nin tretimi (Murray ve ark., 2009). (A,
apolipoprotein A; B-100, apolipoprotein B-100; C, apolipoprotein C; E, apolipoprotein E;
TG, triasilgliserol; IDL, orta yogunluklu lipoprotein; C, kolesterol ve kolesteril esteri; PL,
fosfolipit)
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Sekil 2.15. HDL metabolizmast (Murray ve ark., 2009). (LCAT, Isitin:kolesterol
asiltransferaz; C, kolesterol; CE, kolesteril esteri; PL, fosfolipid; A-I, apolipoprotein A-I;
SR-B1, radikal temizleyici reseptorler B1; ABCA 1, ATP baglayici kaset tasiyic1 Al;
ABCG1, ATP baglayici kaset tasiyict G1.)

2.10.6.5. Kan Enzimleri

Baliklarda lipaz, amilaz, GOT, GPT, LDH, ALP ve kreatin kinaz, kan enzimlerini
olusturmaktadir.

Lipaz, yaglarm sindiriminden gorevli olup kaynagin1 pankreatik dokular
olusturmaktadir (Brix, 2002). Baliklarda pankreas, karaciger, pilorik seka, mide ve
bagirsak lipazin bulundugu yerlerdir (Chesley, 1934; Tramati ve ark., 2005). Baliklarda
serum lipazin kaynagi tam olarak bilinmemekle birlikte; adipoz dokudan sizint1 seklinde
seruma gectigi diisiiniilmektedir (Wagner ve Congleton, 2004). Insanlarda serum lipaz
seviyelerindeki artiglar pankreasla ilgili bir sorunun gostergesi olarak degerlendirmektedir
(Mehmetoglu, 2007). Ancak bu durum baliklarda farkl sekillerde yorumlanabilir.

Baliklarda amilaz 6zellikle pankreastan bagirsaklara salgilanmaktadir ve ayrica
karaciger, pilorik seka ve safrada da bulunabilmektedir (Chesley, 1934; Papoutsoglou ve

Lyndon, 2003). Amilaz, karbohidratlarin sindiriminde gorevli olup baliklarda serum amilaz
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seviyesi beslenme tipine veya yasadiklar1 bolgeye gore degisebilmektedir (Brix, 2002;
Dunham, 2004). Ornegin amilaz aktivitesi hem etcil hem otcul ve otcul baliklarda etgil
baliklar da oranla daha fazladir (Wilson, 1994; Fernandez ve ark., 2001; Dabrowski ve
Guderley, 2002). Ancak et¢il beslenen baliklarin yetistiriciligi yapildiginda, serum amilaz
aktivitelerinin ayni tiiriin dogal ortamdan yakalanan bireylerinde daha yiiksek oldugu
bilinmektedir (Percin ve Konyalioglu, 2008). Baliklarda serumda artan amlilaz seviyeleri
besinden gelen karbonhidrat kaynakli olup, normal degerlerin iistiine ¢ikmasi; karaciger ve
pankreastaki sorunlarin gostergesi olarak kabuledilmektedir (Nwamba ve ark., 2006; Hart
ve ark., 2010).

Baliklarda serum enzimleri olan GOT, GPT, CK, LDH ve ALP nin seviyelerindeki
degisimler doku ve organlardaki hasarlarin birer gostergesi olarak rutin biyokimyada
degerlendirilmektedir (Campbell, 2004). Bu enzimlerden GOT, GPT, LDH ve ALP
baliklarda karaciger enzimleri olup bu dokudaki sorunlarm tespitinde faydali birer
aractirlar (Campbell, 2004; Hart ve ark., 2010). Ayrica baliklarin derisinde olusan
lezyonlarda, kas dokusunda ve beyinde olusan hasarlarda CK ve GOT enzimlerinin
seviyeleri serumda artmaktadir (Messager ve ark., 1992). Bununla birlikte baliklarda artan
GOT seviyeleri hizli biiylimeninde bir gdstergesi olabilmektedir (Dunham, 2004).
Baliklarda hastalik veya herhangibir kontaminant disinda yas arttikca enzim seviyeleride
degisebilmektedir. Ornegin balik yas1 arttikga ALP miktar1 azalmaktadir (Stoskopf, 1993).
Bununla birlikte serum ALP seviyeleri yemden gelen fosfor miktariyla iligkili olarakta artig

gosterebilmektedir (Eya ve Lovell, 1998).

2.10.7. Baliklarda Kortizol

Baliklarda kortizol diger canlilarda oldugu gibi stresin gostergesi olan dnemli bir
hormondur. Kanda katekolaminlerin ve kortizoliin artmasi birincil olarak sitresin
gostergesi olup bu hormonlar viicuttaki ¢esitli dokularda hemen degisiklikler baslatir ve
canlinin herhangi bir stres kaynagina kars1 tepki gdstererek korunmasini, hayatta kalmasini
ve muhtemel zararin 6nlenmesini saglamaktadirlar (Pottinger, 2008). Kortizoliin baliklar

iizerindeki metabolik etkileri Sekil 2.16.'de gosterilmistir.
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Sekil 2.16. Kortizoliin baliklar iizerindeki metabolik etkileri (Mommsen ve ark., 1999). ?:

Muhtemel etkiler, FFA, serbest yag asitler; HOAD, 3-hidroksiasil-koenzim A
dehidrogenaz; GDH, glutamat dehidrogenaz; GK, gliserol kinaz; GNSase, glutamin
sentetaz; GPase, glikojen fosforilaz; GSase, glikojen sentaz; G6Pase, glikoz 6-fosfotaz;
G6PDH, glikoz 6-fosfotaz dehidrogenaz; PEP fosfoenolpiruvat; PEPCK, fosfoenolpiruvat

karoboksikinaz
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Kortizol salgis1 hipotalamus-pituitari-interrenal ~ eksenin  kontrolii  altindadir
(Mommsen ve ark., 1999). On pituitér bezden salinan adrenokortikotropik hormon
(ACTH), kortizol i¢in ana uyaricidir (Jobling, 1996; Mommsen ve ark., 1999). Kortizol,
memelilerde bobrek {istii bezlerinden salgilanmaktadir. Ancak baliklarda memelilerde
oldugu gibi ayr1 bir bobrekiistii bezi yoktur. Bunun yerine 6n bobregin posterior kardinal
damarlar ve dallar1 boyunca yayilmis steroidojenik hiicreler vardir (Milano ve ark., 1997).
Bu steroidojenik hiicreler (katekolaminleri salgilarlar) kromafin hiicrelerine ¢ok yakin bir
yerde yer alirlar ve bu hormonlarin salimiminda parakrin kontrolii olasiligim arttirirlar
(Reid ve ark., 1996). Baliklarda kortizoliin biyosentezi (Sekil 2.17.), memelilerdeki benzer
olup 21-hidroksilasyon (P450c21), 17-hidroksilasyon (P450c17) ve 3-hidroksi steroid
dehidrojenasyon (3-HSD) dahil olmak tizere mikrozomal enzimatik yollar1 igermektedir
(Mommsen ve ark., 1999). Ek olarak, baliklar, kolesterol yan zincir bdlinme enzimi
(sitokrom  P450scc, desmolaz) ve  deoksikortizol/deoksikortikosteronun  11-
hidroksilasyonunu katalize eden 11-hidroksilaz gibi mitokondriyal i¢ membran

monooksigenaz enzimlerine de sahiptirler (Mommsen ve ark., 1999).

KOLESTEROL

l P450c17

REGNENOLON

KORTizOL

Sekil 2.17. Kemikli baliklarda kortizol biyosentesi (Mommsen ve ark., 1999)
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2.10.8. Baliklarda Antioksidan Enzimler

Balik yetistiriciliginde kullanilan balik yagi bol miktarda doymamis yag asitlerini
(HUFAs) icermektedir. Bu yag asitlerinde c¢ift bag sayismin fazla olmasi oksidasyonu
hizlandirmakta ve oksitlenmis HUFA'lar da baliklarda oksidatif strese neden olan lipid
peroksitleri (LPO'lar1) icermektedir (Nakano, 2007).

Antioksidan maddeler enzimatik ve enzimatik olmayan mekanizmalar ile oksidatif
stresi Onlemek {izere etkilerini gostermektedirler. Enzimatik olan; katalaz, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutathion peroksidaz gibi enzimler ile yapilmaktadir. Ayrica bu
sisteme seruplazmin, albumin ve transferrin proteinleride demir ve bakir ile bag
olusturarak katki saglamaktadirlar (Masella ve ark., 2005). Yemle alian alfa tokoferol (E
vitamini), askorbik asit (C vitamini), selenyum, ¢inko, manganez ve fenolik bilesikler gibi
mikronutrietler ise enzimatik olmayan mekanizmalarla etki gostermektedirler (Willcox ve
ark., 2004; Nakagawa ve ark., 2007).

Ornegin polifenolik bilesiklerden olan flavonoidler demir ve bakir iyonlariyla selat
olusturarak bu iyonlar1 indirgemektedirler (Mira ve ark., 2002). Boylece hidroksi radikalin
iretiminde yer alan bu iyonlar ortamda indirgenmis olur. Hidroksi radikal serbest
radikaller arasinda en aktif ve toksik olandir. Hidrojen peroksit (H»O;) ise c¢ok reaktif
olamamakla birlikte ‘OH > > > O™y’ > H,0, swralamasiyla zararhdirlar (Zacks ve ark.,
2005). Hidroksi radikal yaglarin oksidasyonuna, DNA'nin hasara ugramasina ve daha
bircok soruna neden olabilmektedir (Keyer ve ark., 1995; Singh ve ark., 2002). Siiperoksit
radikal ortamda yeterli SOD enzimi varliginda indirgeneceginden hasara neden
olamamaktadir (Keyer ve ark., 1995). Siiperoksit radikal SOD enzimiyle hidrojen peroksite
ve devaminda myeloperoksidaz enzimi tarafindan hipoklorite doniismektedir (Zacks ve
ark., 2005). Sekil 2.18.'de antioksidantlarin radikallerin uzaklastirilmasinda ve demirin

indirgenmesindeki etkisi gériilmektedir (RveD, 1997).
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Sekil ~ 2.18.  Antioksidantlarin  radikallerin  uzaklastirilmasinda ve  demirin

indirgenmesindeki etkisi (R ve D 1997)

2.10.9. Baliklarda i¢ Organ indeksleri

Baliklarda i¢ organ indekslerini visserosomatik indeks (VSI), hepatosomatik indeks
(HSI), i¢ organ yag: indeksi (I0YI), safra somatik indeksi (SSI), dalak somatik indeksi
(DSI) ve kalp somatik indeksi (KSI) gibi indeksler olusturmaktadir. Organlarin viicuda
olan oranlariyla elde edilen indeksler bize baliklarin saglik durumlari hakkinda bilgiler
verebilmektedir.

Baliklarin yemden gelen besinleri sindirildikten sonra viicutta ¢esitli doku ve
organlarda depolanabilmektedir. Ornegin, yemden gelen yag ile belirli bir oranda etteki
yag miktar1 da artis gostermektedir. Ancak beslemede yag orani fazla oldugunda, yag kas
disinda karaciger ve adipoz dokuda da birikebimektedir (McClelland ve ark., 1995; Peres
ve Teles, 1999b). Cipura, levrek ve alabalik gibi baliklarin i¢ organlarin etrafinda besinden
gelen fazla yag depolanmakta ve onemli bir kalite kriteri olarak degerlendirilen i¢ organ
yaglanmas1 tiiketicilerin begenisini olumsuz etkilemektedir (Grigorakis, 2007). Bunun
nedeni ise yetistiricilik yoluyla elde edilen baliklarin yagli yemlerle beslenmesinden
kaynakli i¢ organ cevresindeki yaglarin hos olmayan koku kaynagi olmasidir (Grigorakis,
1999). Balik temizlenirken i¢ organlarla beraber yagli kisimlar uzaklastirilsa da karin
zarinda geri kalan bir miktar yag; pisirmeden sonra baligin lezzetini olumsuz
etkileyebilmektedir (Grigorakis, 1999; Grigorakis, 2007). Ayrica, organlarin etrafindaki
yaglanma organlarin fonksiyonlarii yerine getirmelerini zorlastirmakta ve balik saglhigini
olumsuz yonde etkilemektedir (MCdonald ve Milligan, 1992). Bununla birlikte fazla yagh
yemle beslenen baliklarda saglik degerlendirme indeksininde azaldigi bilinmektedir

(Chaiyapechara ve ark., 2003).
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Yaglh yemlerle beslenen baliklarda en basta etkilenen organlardan biride
karacigerdir. Karacigerin sindirim ve depo gorevi (A ve D vitaminleri, yag ve glikojen)
yani sira kan hiicrelerinin parcalanmasinda ve kan kimyasinda da 6nemli rolleri vardir.
Ayrica azotlu bosaltim maddelerinin ve iirenin olusumuyla ilgilide gorevleri oldugu
bilinmektedir (Hossu ve ark., 2003).

Genellikle akvakiiltiirde {iretilen baliklarin karacigerinin asmr1  yaglandigi ve
rengininde acildig1 bilinmektedir (Roberts, 2001). Yemden gelen fazla yagin balik
tarafindan enerji olarak degerlendirilmeyip organlarda ve dokularda depolanmasi hem
balik sagligimi olumsuz etkilemekte hemde yemden yararlanmay1 azaltmaktadir. Baliklarda
karacigerde depolanan yag miktar1 arttikca karacigerin agirligida artmaktadir ve bu da
hepatosomatik indeks (HSI) ile tespit edilebilmektedir. Ayrica direkt olarak karaciger yagi
analizi yapilarak sonuglar birlikte degerlendirilebilmektedir (Y1lmaz ve ark., 2013).

Karacigerin sindirim gorevi safra suyu ile iliskili olup safra suyu yagi eritebilen safra
tuzlarmi1 ve pigmentleri igermektedir. Ayrica bagirsak pH degerinin ayarlanmasinda da
gorevli olan safra tuzlar1 sindirime yardimer olur (Timur, 2006). Bu nedenle sindirimle
iliskili calismalarda safra agirligi ve indeksi bize yararli bilgiler verebilir. Ornegin
gokkusag1 alabaliklarinda besleme tipine gore bile safra indeksinin degisebildigi
bulunmustur (Wagner ve ark., 1996). Ayrica levrek baliklarinda yapilan bir ¢alismada
yeme 1ilave edilen sindirim arttirict bitkisel kaynaklarin safra indeksini arttidigi
goriilmistiir (Y1lmaz ve ark., 2013).

Balik ¢alismalarinda bir diger 6nemli indeks ise dalak agirligmim viicut agirhigina
oraniyla elde edilen dalak somatik indekstir. Dalak olgunlagmis eritrositlerin parcalandigi,
graniilosit hiicrelerin depolandig1 ve iiretiminin yapildigi dnemli bir organdir (Anderson,
1974). Ozellikle melano-makrofaj iiretimi ile baliklarda bagisiklik sistemi igin dnemli bir
role sahiptir (Kumaran ve ark., 2010). Dalak agirlig1 ve dolayisiyla indeksinin baliklarin
hastalilk donemlerinde (hastalik tiirline gore degisebilir) genellikle artis gosterdigi
bilinmektedir. Yapilan c¢alismalarda dalak indeksi ile bakteriyel diren¢ arasinda pozitif
yonlii bir iliski oldugu tespit edilmistir (Hadidi ve ark., 2008; Wiens ve Vallejo, 2010).

Baliklarda kalp kan dolasimmi gergeklestirdiginden diger onemli bir organdir.
Baliklar iizerinde yapilan bazi ¢alismalarda kalp agirhigi ve indeksi saglik karakteristigi
olarak degerlendirilmistir. Ornegin, Aderomonas salmonicida ile infekte Salmo trutta trutta
baliklarinda kalp somatik indeksinin arttigi (Skrodenyte-Arbaciauskiene ve ark., 2012)
Perca fluviatilis baliklarininkinin ise azaldigi (Skrodenyte-Arbaciauskiene ve ark., 2010)

gorilmiistiir. Salmo salar baliklarinin  yemlerinde okside olmus yag kaynagi
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kullanildiginda kalp somatik indeksinin arttigi bulunmustur (Hang, 2012). Sekil 1.19.'de
gokkusagi alabaliginda yag ile kaplanmig i¢ organlar ve yagl beslenmeden dolay1 agik

renki karaciger goriilmektedir.

ic Organ Yadlar

Safra

Bébrek

Arka Bagirsak

ig Organ Yaglan

Kalp Dalak

Karaciger

Pildrik Seka

Sekil 2.19. Gokkusagi alabaliginda i¢ organlarin goriintiisii (Orjinal)

2.10.10. Baliklarda Bagirsak ve Mide Enzimleri

Baliklarda sindirim enzim aktivitelerinin tespiti sindirim kapasitesinin ve besin
ihtiyaglarmin belirlenmesi agisindan énemlidir (Ribeiro ve ark., 2008). Baliklarin biiyiime
hiz1 besin kompozisyonu ve besin alma siirekliligi disinda sindirim kapasitesine, protein
sentezi i¢in gerekli olan oksijen varligina ve/veya metabolik kapasiteye de baghdir (Blier
ve ark., 1997; Subhadra ve ark., 2006).

Baliklarin yemdeki besinleri kullanimi sindirim enzimlerinin farkli organlardaki
aktivitelerine baglidir (Natalia ve ark., 2004). Sindirim enzimlerinin aktivitesi ve besinleri
absorbe etmesi biliylimenin artmasi i¢in yiilksek oranda kullanabilir enerji stogu
saglamaktadir (Blier ve ark., 1997). Baliklarda sindirimden sorumlu bir ¢ok enzim gorev
almaktadir. Bu enzimlerden tripsin, amilaz ve lipaz pankreas enzimleridir.

Tripsin proteinlerin karboksil grubunun peptid bagini parcalar (Tietz, 1986). Tripsin
aktivitesinin et¢il ve hem etcil hemde otcul baliklarda otcul baliklara oranla daha fazla

oldugu bilinmektedir (Hofer ve Schiemer 1981;Munilla-Moran ve Stark 1990; Chong ve
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ark., 2002). Ayrica baliklarda bagirsaklardan tripsin salgilanma miktar1 ile protein
sindirilebilirligi arasinda pozitif yonli bir iliskinin oldugu bilinmektedir (Krogdahl ve
ark., 1994).

Karbohidratlarin sindiriminden sorumlu amilaz enzimi et¢il baliklarin organlarinda
hem et¢il hem otgul ve otcul baliklara oranla daha diisiik miktarda bulunmaktadir (Furne
ve ark., 2005). Baliklarda amilaz, nisasta ve kolay sindirilebilir oligosakkaritlerden
maltotrioz ve maltozun i¢indeki glikoz benzeri baglarin endohidrolizini katalize etmektedir
(Krogdahl ve ark., 2005). Sonrasinda disakkaridazlar veya glikosidazlar ile
karbohidratlarin en ufak molekiilii olan monosakkaritlere pargalanir ve  bagirsak
epitelyumu boyunca absorbe olurlar (Infante ve Cahu 2001).

Yaglar absorbe olmadan once lipaz enzimi tarafindan yag asitleri ve gliserole
parcalanir (Borlongan, 1990). Baliklarda yapilan calismalarda yemdeki yag orani ile
bagirsak lipaz aktivitesi arasinda herhangibir pozitif iliski olmadigni, ancak yemdeki yag
kaynagmin ve yag asitlerinin lipaz aktivitesini degistirdigini gostermistir (Morais ve ark.,
2004). Ancak, etcil baliklar daha yagli beslendiklerinden lipaz aktivitelerinin hem etgil
hem otgul ve otgul baliklara oranla daha yiliksek oldugu bilinmektedir (Opuszynski ve
Shireman 1995; Furne ve ark., 2005).

Alkalen fosfataz bagirsak hiicre duvarlar1 boyunca yag ve karbonhidratlarin
absorbsiyonu ve tasmmasiyla iligkilidir (Fraisse ve ark., 1981). Midenin mide bezleri
tarafindan salgilanan baslica proteazlardan biri olan pepsin enzimi protein sindirimini

baslatmaktadir (Lauff ve Hofer 1984).

2.10.11. Baliklarda Bagirsak Florasi

Baliklarda dogal bagwrsak florasi bir ¢ok c¢evresel faktére baghh olarak
degisebilmektedir. Bu faktorler arasinda suyun kimyasal 6zellikleri, sicaklik, tuzluluk,
stres, balikk yasi, yem, beslenme tipi ve yasadigi ortamdaki mikrobiyotanin durumu
sayilabilir (Ringo ve Birkbeck 1999; Merrifield ve ark., 2009). Ancak genel olarak
bakildiginda aerob veya fakiiltatif anaerob bakterilerin baliklarin bagirsak florasina hakim
olduklar1 bilinmektedir (Ringo ve ark., 1995). Balik bagirsaklarindaki bakteri
popiilasyonunun gram 6rnek basina 10® aerobik ve 10° anaerobik bakterilerden olustugu
bulunmustur (Ringo ve ark., 1995). Yapilan ¢alismalarda Oncorhynchus tiirlerinde genel
olarak Acinetobacter spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp.
Flavobacterium/Cytophaga ve Coryneforms bakteri gruplarinin  hakim oldugunu

gostermistir (Ringo ve ark., 1995; Ringo ve Birkbeck 1999).
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Bagirsaklar patojen bakterilerin baliga gegisi i¢in uygun bir kaynaktir. Bagirsaktaki
bakteriler arasinda siirekli bir yerlesme ve yayilma miicadelesi vardir. Bagirsak
mikrobiyotast olas1 patojen bakterilere karsi baligin 6nemli bir savunma aracidir. Bu
nedenle bagirsaktaki faydali bakterilerin yogunlugu oOnemlidir. Bu noktada bagirsak
florasindaki yararli bakteri miktarmi arttrmak igin balik yemlerine probiyotik ve
prebiyotik ilavesi yapilmaktadir (Nayak, 2010; Akhter ve ark., 2015).

Gokkusagi alabaliginda normal bagirsak florasinin (Merrifield ve ark., 2009) ve
probiyotik (Pediococcus acidilactici) ilave edildikten sonraki bagirsak florasnin

(Merrifield ve ark., 2010b) elektron mikroskop goriintiileri Sekil 2.20.'de verilmistir.

iy

e BEE 1 B Flum EMC

Bl EMC

Sekil 2.20. Gokkusagi alabaligi bagirsak florasinin elektron mikroskop goriintiileri
(Merrifield ve ark., 2009; Merrifield ve ark., 2010b). Ust goriintiide CC:kok benzeri
bakteri hiicresi, RC; c¢ubuk bakteri hiicresi, alt gorilintiide probiyotik (Pediococcus

acidilactici) kolonizasyonu goriilmektedir
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2.10.12. Kan pH degeri

Kan pH degeri baliklarin saglik karakteristiklerinden biri olarak degerlendirilebilen
bir diger 6nemi parametredir. Memelilerde oldugu gibi baliklarda kan pH degerini alkalin
olacak sekilde tamponlamaktadir (Daxboeck ve Davie 1986). Kan pH degerinin alkalin
olmasint hidroksit iyonlar1 saglarken, asitlestirme egilimine hidrojen iyonlari,
karbondioksit ve karbonik asit neden olmaktadir (Ronzio, 2003). Baliklarda kan pH
degerinin stres durumlarinda genelde azaldigi goriimiistiir (Perry ve Bernier 1999; Ronzio,

2003).
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Deneme Yeri

Bu tez calismasi, Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Deniz Bilimleri ve
Teknolojisi Fakiiltesi Canli Kaynaklar Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir (Sekil 3.1.).
Denemeler iki farkli kapali devre sisteminde yiiriitiilmiistiir. iki sistemde ¢okeltme havuzu,
kaba filtrasyon, kum filtre, biyolojik filtre ve 1sitma-sogutma iinitelerinden (Tuna Mac®,
Canakkale) olusturulmustur. Yavru balik denemeleri 21 L kapasiteki plastik tanklarda,
geng balik denemeleri ise 140 L hacmindeki fiberglas tanklarda yapilmistir. Denemeler de
giinliik olarak %10-15 oranlarinda su degisimi gergeklestirilmistir. Ayrica otomatik

zamanlayicilar yardimiyla 12 saat aydinlik; 12 saat karanlik fotoperiyodu uygulanmustir.

Sekil 3.1. Denemenin yiiriitiildiigii kapali devre sistemlerin goriintiisi
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3.2. Deneme Materyalleri ve Deney Sistemleri

Arastrmada balik materyali olarak gokkusagi alabaligi (Oncorynchus mykiss)
kullanilmistir (Sekil 3.2.). Baliklar tiniversite yakinindaki Keskin Alabalik (Evciler
Koyili/Bayramic) firmasimdan temin edilmistir. Herbir deneme i¢in baliklar ikiger hafta siire
ile deneme kosullarina adapte edilmislerdir. Denemelerde son yaglama islemi yapilmamais
ticari ektrude yem (Anatolian Sea 4mm, %50 Protein/% 4 yag ve Imm, %55 Protein/%4
Yag Ugurlu Balik, Aydin, Tirkiye) kullanilmistir. Toz formundaki sinnamik asit (Aldrich
W228826 trans-Cinnamic acid natural, >99%, FCC, FG, Sekil 3.3.) ve PBS icerisinde
hazirlanmis Bacillus subtilis (0486C, Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC® 6633™*
EZ-CFU, Sekil 3.3.) sporlar1 (nihai tiriinde:10” cfu g') asagida denemelerde belirtilen
oranlarda balik yagi icerisinde yemlere emdirilerek ilave edilmistir. Spor olusturmak i¢in
B.subtilis hiicreleri Manganez Siilfat (MnSOy) igerikli Nutrient Agar besi ortaminda 35 °C
de 5 giin inkiibasyona birakilmis ve devaminda agar lizerinden izole edilen koloniler 80 °C
de 15 dakika 1sil isleme maruz birakilmistir (Odlaug ve ark., 1981). Devaminda spor
yogunlugu 10'°/mL olagak sekilde PBS igerisinde hazirlanmustir. Katki maddelerinin ilave
isleminden sonra nihai yemlerin besin kompozisyonu geng baliklar i¢cin %43 protein, %17
yag, %38,8 kil ve %9 nem; yavru baliklar i¢in %50 protein, %14 yag, %8,5 kiil ve %8,7
nem olarak analiz edilmistir. Calismada toplam 6 deneme (Geng baliklarda: Deneme 1.1,
Deneme 1.2, Deneme 2.1, Deneme 2.2, Yavru baliklarda: Deneme 3 ve Deneme 4)
yapilmistir. Bu denemeler iki farkli amaca gore asagidaki gibi dizayn edilmistir. Ayrica
calisma kapsaminda sinnamik asit ve B.subtilis bakterisinin alabalik bagirsak izolatlar1 ve
baz1 balik patojenleri lizerine antimikrobiyal etkilerini gérmek i¢in in vitro denemeler de

yapilmistir.
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Sekil 3.2. Denemelerde kullanilan alabaliklarin goriintiisii (orjinal)

Sekil 3.3. Sinnamik asit ve Bacillus subtilis (ATCC® 6633)'in MYP (Mannitol-Egg-yolk-

Polymyxine Agar) besiyeri lizerindeki goriintiisii (orjinal)

3.2.1. Deneme 1

3.2.1.1. Deneme 1.1

Sinnamik asit yeme %0 (kontrol), %0,025, %0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarda ilave
edilmis ve toplamda 5 deneme grubu ile deneme yiiriitiilmiistiir. Her deneme tankinda 30
adet alabalik olmak tizere toplamda 450 adet (5 grup X 3 tekerriir X 30 balik/tekerriir) geng
alabalik (17,49+0,08 g) kullanilmigtir. 60 giinliik besleme denemesi sonunda baliklarin
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biiylime performanslari, besin kompozisyonlari, toplam karaciger yag miktari, i¢ organ
indeksleri, bagirsak ve mide enzimleri, bazi serum biyokimyasal parametreleri (triglisertit,
kolesterol, GOT, GPT, LDH, ALP), yem, mide ve bagirsak pH miktarlari, bagirsak

mikrobiyotas1 ve antioksidan enzimler analiz edilmistir.

3.2.1.2. Deneme 1.2

Sinnamik asit yeme %0 (kontrol), %0,025, %0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarda ilave
edilmis ve toplamda 5 deneme grubu ile deneme yiiriitiilmiistiir. Her deneme tankinda 30
adet alabalik olmak iizere toplamda 450 adet (5 grup X 3 tekerriir X 30 balik/tekerriir) geng
alabalik (17,01+0,05 g) kullanilmistir. 60 giinlilk besleme denemesi siiresince serum
kortizol analizi, immunolojik analizler, hematolojik analizler, serum biyokimyasi1 analizleri

ve kanda pH analizleri ile deneme sonunda 20 giin siiren yasama orani testi yapilmistir.

3.2.2. Deneme 2

3.2.2.1. Deneme 2.1

Daha Onceki denemelerde yeme ilave edilen sinnamik asit icerikli yemlere bu
denemede Bacillus subtilis, 10’ cfu g ilave edilmistir. Bu durumda deneme gruplar1 %0
(kontrol), %0 sinnamik asit + Bacillus subtilis, 10" cfu g™, sinnamik asit %0,025+ Bacillus
subtilis, 107 cfu g'l, sinnamik asit %0,05 + Bacillus subtilis, 107 cfu g'l, sinnamik asit
%0,075 + Bacillus subtilis, 107 cfu g'] ve sinnamik asit %0,15+ Bacillus subtilis, 107 cfu g
! seklinde dizayn edilmistir. Her deneme tankinda 30 adet alabalik olmak {izere toplamda
540 adet (6 grup X 3 tekerrir X 30 balik/tekerriir) gen¢ alabalik (21,63+0,21 g)
kullanilmistir. 60 giinliik besleme denemesi sonunda deneme 1.1 deki analizler bu deneme

de de yapilmastir.

3.2.2.2. Deneme 2.2

Bu denemede gruplar %0 (kontrol), %0 sinnamik asit + Bacillus subtilis, 10" cfu g™,
sinnamik asit %0,025+ Bacillus subtilis, 107 cfu g'l, sinnamik asit %0,05 + Bacillus
subtilis, 107 cfu g, sinnamik asit %0,075 + Bacillus subtilis, 10" cfu g ve sinnamik asit
%0,15+ Bacillus subtilis, 10" cfu g” seklinde dizayn edilmistir. Her deneme tankinda 30
adet alabalik olmak iizere toplamda 540 adet (6 grup X 3 tekerriir X 30 balik/tekerriir) geng
alabalik (20,58+0,35 g) kullanilmistir. Analizler 60 giinliikk besleme denemesi siiresince ve

deneme sonunda Deneme 1.2 deki gibi yapilmistir.
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3.2.3. Deneme 3

Sinnamik asit yeme %0 (kontrol), %0,025, %0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarda ilave
edilmis ve toplamda 5 deneme grubu ile deneme yiiriitiilmiistiir. Her deneme tankinda 30
adet alabalik yavrusu (1,04+0,01 g) olmak {izere toplamda 450 adet (5 grup X 3 tekerriir X
30 balik/tekerriir) alabalik yavrusu kullanilmistir. Baliklar kii¢iik oldugundan 60 giinliik
besleme denemesi sonunda baliklarmin biiylime performansi, hematolojik analizleri, besin
kompozisyonu analizleri ve kortizol testleri bakimindan gruplarm  etkisi

degerlendirilmistir.

3.2.4. Deneme 4

Ugiincii denemede yeme ilave edilen sinnamik asit igerikli yemlere dordiincii
denemede Bacillus subtilis, 10’ cfu g ilave edilmistir. Bu durumda deneme gruplari %0
(kontrol), %0 sinnamik asit + Bacillus subtilis, 10" cfu g™, sinnamik asit %0,025+ Bacillus
subtilis, 107 cfu g'l, sinnamik asit %0,05 + Bacillus subtilis, 107 cfu g'l, sinnamik asit
%0,075 + Bacillus subtilis, 107 cfu g'] ve sinnamik asit %0,15+ Bacillus subtilis, 107 cfu g
! seklinde dizayn edilmistir. Her deneme tankinda 30 adet alabalik yavrusu (1,03+0,01 g)
olmak iizere toplamda 540 adet (6 grup X 3 tekerriir X 30 balik/tekerriir) alabalik yavrusu
kullanilmistir. 60 giinliik besleme denemesi sonunda Deneme 3 teki analizlerin aynisi

yapilmistir.

3.3. Fiziksel ve Kimyasal Su Kalitesi Analizleri

Denemede sicaklik, oksijen, tuzluluk ve iletkenlik analizleri i¢in YSI Pro2030 su
analiz cihazi kullanilmig ve parametreler giinliik olarak takip edilmistir. Suyun pH
Olgtimleri ise HANNA (HI 2221) masa istii pH metre ile giinliik olarak yapilmistir.
Toplam Amonyak | Nitrit ve Nitrat Optizen POP UV/VIS spektrofotometre ile haftalik

olarak ol¢iilmiistiir.

3.4. Biiyiime Performansi, Yemden Yararlanmanmn ve i¢c organ idekslerinin
Hesaplanmasi
Deneme 1.1, Deneme 2.1, Deneme 3 ve Deneme 4'de biiylime performansi ve

yemden yararlanmanin hesaplanmasinda asagidaki analizler kullanilmistir:

Canli Agirlik Artist CAA (%) = (Son Agirlik gr - Baslangi¢ agirhigi gr ) / Baslangic Agirligi
x 100 3.1
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Spesifik Biiyiime Orani: SGR (%Giin™)= [Ln (Son ortalama agirlik gr) - Ln (Baslangigtaki
ortalama Agirlik gr)] / Deneme giin sayist x 100 (3.2)

Yem Doniisiim Orani: FCR = Yem Tiiketimi (gr)/ Agirlik Kazanimi (gr) x 100 (3.3)

Besleme denemelerinde Olim gerceklesmediginden oOlii balikk agirlhigi hesaba
katilmamustir. I¢ organ indekslerinin (balik agirligi igerisinde ilgili organ agirhg: yer
almamaktadir) hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanilmigtir:

Visserosomatik Indeks (%)= VSI =i¢ organ agirhg: (g) / Balik agirligi (g) x 100 (3.4)

Hepatosomatik Indeks (%)= HSI= Karaciger agirligi(g) / Bahik agirhgi (g) x 100 (3.5)

Dalaksomatik Indeks (%)= DSI =Dalak agirlig1 (g) / Balik agirligi (g) x 100 (3.6)
Safrasomatik Indeks (%)= SSi= Safra agirhg: (g) / Balik agirligi (g) x 100 3.7)
Kalpsomatik indeks (% )=KSi= Kalp agirlig1 (g) / Balik agirligi (g) x 100 (3.8)

I¢ Organ Yag Indeksi (%)= 10YI= i¢ organ yagmin agirhig (g) / Balik agirhgi (g)
x 100 (3.9

3.5. Kimyasal Besin Madde Analizleri
Besin madde analizleri (kuru madde, protein, yag ve kiil) i¢cin kullanilacak yontemler
asagida yer almaktadir. Protein, yag ve kiil analizleri kuru madde de analiz edilmis ve

yiizde oranlar1 da kuru madde icerisindeki ylizde oranlar1 olarak gdsterilmistir.

3.5.1. Kuru Madde Analizi

Analiz i¢in darasi alman aliiminyum folyo kaplara i¢ organlari ¢ikarilan baliklar
tartilmis ve 70 °C’de agrrliklar1 sabit kalana kadar etiivde (Selecta) kurutulmuslardir
(AOAC, 1998). Kuru madde yiizdeleri asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Devaminda

protein, yag ve kiil analizleri i¢in 6rnekler 6giitiilerek homojen hale geririlmistir.
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Kuru Madde (%) = 100-[(6rnek agirhigi+folyo kabin agirligr)-(kurutma isleminden sonraki
kap agirligi)]/[(6rnek agirligi+folyo kabin agirligi- folyo kabin agirligi)] x 100 (3.10)

3.5.2. Protein Analizi

Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢cin Kjeldahl metodu kullanmilmistir (AOAC,
1998). Homojen Orneklerden yaklasik 0,5 g alinarak cam sindirim tiiplerine konmus ve
iizerlerine 1 adet katalizor tablet ve 15 ml siilfirik asit (H,SO4) ilave edilmistir. Protein
sindirim islemi BUCHI marka K-436 model infrared yakma sisteminde gergeklestirilmistir.
Ornekler soguduktan sonra BUCHI marka K-350 model distilasyon sistemine alinmis ve
distilasyondan sonra 0,1 mol hidroklorik asit (HCI) ile titre edilmislerdir. Protein yiizdesi

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

% Ham Protein = (Titrasyonda harcanan — Kor 6rnek) x 0,1 (HCI ¢ozeltisinin normalitesi) x

14,007 (Azotun miliekivalen agirhg) x 6,25 (Faktor) / Ornek agirligr x 100 (3.11)

3.5.3. Yag Analizi

Yag analizi i¢in Folch ve ark. (1957) bildirdikleri metot kullanilmigtir. Homojen
balikk ve yem Orneklerinden 0,5 gram, karaciger Orneklerinden 0,25 g kapakli deney
tiiplerine tartilmis ve iizerine metanol-kloroform karigimindan ilave edilmistir. Bir gece
karanlikta bekleyen Ornekler siizme isleminden gegirildikten sonra ilk tartimi yapilan
deney tiiplerine alinmis ve azot evaparatoriinde 40°C su banyosu i¢inde metanol-kloroform
uzaklastirilmistir. Devaminda tiipler desikatore alinmis ve tartimlar1 yapilmistir. Ham yag

miktar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

%Ham Yag Miktar1 = Cam balon agirlik degisimi (g) / Ornek agirhigr (g) x 100 (3.12)

3.5.4. Kiil Analizi

Kiil analizinde homojen hale getirilmis 0,5 g 6rnek darasi alinmis porselen krozelere
tartilmistir. Daha sonra 525°C’de 12 saat boyunca kiil firminda (Niive, MF 120) yakilan
orneklerin (AOAC, 1998) agirhik degisiminden kiil igerikleri asagidaki formiile gore

hesaplanmistir.

% Ham Kiil igerigi = Porselen krozenin agirhk degisimi (g) / Ornek agirlig1 (g) x 100 (3.13)
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3.5.5. Yag Asidi Analizi

Yag asidi analizleri Slover ve Lanza (1979)'e gore yapilmistir. Yag analizi sonucunda
elde edilen yaglara metanolik 0,5 N Sodyum hidroksit (NaOH) ilave edilmis ve kaynama
tas1 atilarak sogutucu baglanmis su banyosunda 15 dk kaynatilarak sabunlastirilmistir.
Sogutucunun tizerinden BF3 reaktifi ilave edilmis ve 5 dk daha kaynatilmistir. Heptan
ilave edilmis, 1 dk daha kaynatilmistir. Devaminda 6rnekler Balon joje icerisinde doymus
Sodyum kloriir (NaClI) ile ¢alkalanmis ve tstteki heptan fazindan mikro pipetle 1-2 ml.
almarak cam viallere aktarilmistir.'devaminda 6rnekler gaz kromatografisine (GC) enjekte
edilerek yag asitleri kompozisyonu tespit edilmistir. Yag asidi metil esterleri gaz
kromotografisi (Shimadzu GC-2014) ile, 30 mx0.25 mm kapillar kolon kullanilarak
ayrilmis ve tanimlanmistir. Pikler, bilinen standartlara (Supelco 37 Component FAMEs
Mix) gore tanimlanmistir. Verilerin elde edilmesinde yag asidi metil esterleri toplam yag

asitlerinin yiizdesi seklinde hesaplanmustir.

3.6. Bahklardan Kan Orneklerinin Alinmasi ve Analizleri

Her deneme siiresince her 20 giinde bir her tanktan 3 adet olmak iizere toplamda 9
balik/grup olacak sekilde baliklardan kan alinmistir. Baliklar deneme tanklarindan rastgele
hizlica yakalandiktan sonra, en kisa slirede dogal bir bayiltici olan ve yaygin olarak
kullanilan karanfil yagi (20 mg/L) bulunan kova igerisinde bayiltilmistir (Iversen ve ark.,
2003). Bayiltma islminden sonra baliklarin aniis ylizgecinin hemen arkasi alkolle
temizlenmis (kana mukoza karigmasini 6nlemek amaciyla) ve sonra 2,5 ml lik plastik
enjektor yardimiyla kaudal venadan kan alinmistir (Sekil 3.4.). Alman kan o6rnekleri
K;3EDTA ve jelli serum tiipleri igerisine pay edilmis ve hematolojik, immunolojik ve serum
biyokimyasal analizleri yapilmistir. Serum analizleri i¢in jelli tiiplere alinan kan 5000 g
devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen serum — 80 °C’de analiz edilinceye kadar

saklanmustir.
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Sekil 3.4. Baliklardan kan 6rneklerinin alinmasi (Orjinal)

3.6.1. Hematolojik Analizler

Hematolojik analizler i¢in 6n denemeler yapilmistir. Kirmizi kan hiicre sayis1 (RBC)
Thoma laminda, hemoglobin analizi cyanomethemoglobin metodu ile spektrofotometrede
ve hematokrit analizi mikrohematokrit yontemi ile hematokrit santrifiijiinde analiz edilip
(Blaxhall ve Daisley 1973), elde edilen sonuglar otomatik kan sayim cihazi (Mindray/BC
3000 Plus) sonuglari ile karsilastirilmig ve sonuglarm istatistiksel olarak benzer olduklar1
tespit edilmistir. Devaminda kirmizi kan hiicre sayist (RBC), hematokrit ve hemoglobin
analizleri otomatik kan sayim cihazi ile yapilmistir. Eritrosit ideksleri asagidaki formiiller

kullanilarak hesaplanmistir (Lewis ve ark., 2006):
Eritrosit ideksleri
Ortalama Eritrosit Hacmi (MCYV)
Ortalama eritrosit hacmi asagidaki formiilden yararlanilarak hesaplanmistir.

Hct: Hematokrit, RBC: Kirmiz1 Kan Hiicre Sayis1

MCV (fl)= Het x 10/RBC(10°uL™) (3.14)
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Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin (MCH)
Eritrosit basma diisen ortalama hemoglobin asagidaki formiilden yararlanilarak
hesaplanmistir.

Hb: Hemoglobin

MCH (pg)= [Hb (g dL™) x 10J/RBC(10°/mm™) (3.15)

Eritrosit Basina Diisen Ortalama Hemoglobin Konsantrasyonu (MCHC)
Eritrosit basma diisen ortalama hemoglobin konsantrasyonu asagidaki formiilden

yararlanilarak hesaplanmistir.

MCHC (g) = [Hb (g dL™) x100]/Hct (3.16)

3.6.2 Beyaz Kan Hiicre Sayisi ve Tipleri

Beyaz kan hiicre sayis1 daha dnce literatiirde bildirilen yontemler ile indirekt olarak
hesaplanmistir (McKnight, 1966; Yilmaz ve ark., 2016). Beyaz kan hiicre tipleri ve sayim1
icin lamin iizerine alman bir miktar kan yayma yapilarak Ornekler hazirlanmistir.
Devaminda oda sicakliginda kurutulmus ve May-Griinwald-Giemsa boyama islemlerini
takiben akan su altinda yikanmistir. Boyanan 6rnekleri daimi preparasyonu hazirlandiktan
sonra immersiyon yagi kullanilarak 1000X biiyiitmede 100 16kosit hiicresi sayilarak l6kosit
hiicrelerinin (lenfosit, notrofil ve monosit, Sekil 3.5.) yiizde oranlar1 ve beyaz kan hiicre

sayimlar1 belirlenmistir.
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Sekil 3.5. Yayma preparattaki hiicre tiplerinin mikroskobik goriintiisii (M: Monosit, G:

Grantilosit, L: Lenfosit, Orjinal)

3.6.3. immunolojik Analizler

3.6.3.1. Respiratori Burst Aktivitesi

Fagositlerin respiratori burst aktivitesi Stasiak ve Baumann (1996) bildirdigi metotda
baz1 degisiklikler yapilarak tespit edilmistir. Analizde herbir balik i¢in 50 uL kan 6rnegi
poli-I-lizin kapli 96 plaka igerisine yerlestirilmistir.  Devaminda Ornekler 1 saat
inkiibasyona birakilmis ve {ist faz atilip 6rnekler HBSS ile 3 kez yikanmistir. Yikama
isleminden sonra herbir kuyucuga 100 pL % 0,2 NBT soliisyonu ilave edilmis ve plaka 1
saat daha inkiibasyona birakilmistir. Devaminda hiicreler %100 metanol ile 5 dakika fikse
edilmis ve 3 kez % 70 lik metanol ile yikanmislardir. Plakalar kuruduktan sonra herbir
kuyucuga 60 pL 2 M potasyum hidroksit ve 70 pL DMSO ilave edilmis ve okumalar
multiskan spektrofotometrede (Thermo Multiskan Go) 620 nm de yapilmistir.
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3.6.3.2. Siiperoksit Anyon Uretimi

Stiperoksit anyon tretiminin tespit edilmesi i¢in Siwicki ve Anderson (1993a)
metodunda bazi degisiklikler yapilmistir. Kisaca poly-L-lysine soliisyonuyla kapli
mikrotiter plaklara 50 pl kan 6rnegi konularak 1 saat oda sicakliginda beklenilmistir.
Devaminda plakalar HBSS ile yikanmis ve NBT soliisyonu (igerisinde Y. ruckeri E42, 1,5
X 10® bulunan) eklenmistir. Plaka 150 g de 5 dakika santrifiij edilmis ve 30 dakika inkiibe

edilmistir. Devaminda respiratori burst aktivitesindeki gibi analize devam edilmistir.

3.6.3.3 Fagositik indeks ve Aktivite

Fagositik aktivite daha once literatiirde bildirilen mikroskobik sayim yontemine gore
yapilmistir (Siwicki ve Anderson 1993b). Bu amagla 100 pl kan 6rnegi ve 100 ul Y.
ruckeri E42 (1,5 X 10°/PBS) siispansiyonu karistirilmis ve 30 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda bir miktar kan lam iizerine ilave edilmis ve siirme
preparat hazirlanmistir. Preparatlar etil alkol (%95) ile fikse edildikten (5 dakika) sonra ve
giemsa boyasi ile 10 dakika boyanmistir. Ardindan mikroskopta 1000X biiylitmede 100
hiicre sayilarak % fagositik aktivite hesaplanmustir. Fagositik indeks i¢in ise fagositik

hiicrelerin yuttuklar1 bakteri miktar1 sayilarak asagidaki formiiller ile hesaplanmistir.

Fagositik aktivite=%Bakteri yutmus fagositik hiicre sayisy/Toplam fagositik hiicre sayisi
x100 (3.17)

Fagositik indeks= %Bakteri yutmus fagositik hiicre sayisi/Yutulmus bakteri sayisi (3.18)

3.6.3.4. Lizozim Aktivitesi

Lizozim aktivitesinin tespit edilmesi i¢in Nudo ve Catap (2011) bildirdikleri metot
kullanilmistir. Kisaca 25 pl serum 6rnegi 175 pl Micrococcus luteus siispansiyonuna (pH
5,8) eklenmistir ve 96 plakada ornekler 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona
brrakilmistir. Okumalar 450 nm de multiskan mikroplaka okuyucuda yapilmis ve standart
kullanilarak (L6876 Sigma, Lysozyme from chicken egg white) ug/mL olarak standart

egriden hesaplanmistir.
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3.6.3.5. Myeloperoksidaz Aktivitesi

Myeloperoksidaz aktivitesi literatiirde bildirilen metotlarda bazi degisiklikler
yapilarak analiz edilmistir (Quade ve Roth 1997; Kumari ve Sahoo 2006). Analiz i¢in 10 pl
serum Ornegi 90 pul HBSS soliisyonu ile seyreltilmistir. Devaminda bu karisima 3,3',5,5'-
tetramethylbenzidine dihydrochloride ve hidrojen peroksit iceren soliisyon ilave edilmis ve
reaksiyon 2 dakika sonra 35 pl siilfirik asitle durdurulmustur. Okumalar 450 nm’ de
multiskan mikroplaka okuyucuda yapilmistir. Sonuglar 450 nm olarak veya siilfirik asit

ilave edilmeden kinetik olarak devam ettirilip U/L olarak verilmistir.

3.6.3.6. Serum Toplam Antiproteaz Aktivitesi

Serumda toplam antiproteaz aktivitesi literatiirde bildirilen metotlar ile yapilmistir
(Ellis, 1990; Magnadottir ve ark., 1999). Kisaca 10 pl serum 6rnegi tripsin soliisyonunda
inkiibe edilmis ve sonrasinda 1 mL azocasein soliisyonu ilave edildikten sonra reaksiyon
500 pl %10 luk triklorik asit ile durdurulmustur. Ornekler 10 000 g de 5 dakika santrifii]
edildikten sonra 100 pl tist faz 100 pul 1 N NaOH ile karistirilmis ve okumalar 450 nm de

multiskan spektrofotometrede yapilmistir.

3.6.3.7. al-Antiproteaz Aktivitesi

Analiz Newaj - Fyzul ve ark. (2007) bildirdikleri metotda bazi degisiklikler
yapilarak yapilmistir. Kisaca 10 pl serum 6rnegi 100 pL tripsin ve 90 pL Tris-HCI1 (pH
8.2) soliisyonu ile 1 saat inkiibe edilmistir. Devaminda 2 mL Nabenzoyl-DL-arginine-p-
nitroanilide HCI ilave edilmis ve 15 dakika inkiibasyondan sonra reaksiyon 500 uL %30
luk asetik asit ile durdurulmustur. Okumalar 450 nm de spektrofotometrede (Optizen POP
UV/VIS Spectrophotometer) yapilmustir.

3.6.3.8. Hemolitik Komplement

Hemolitik komplement analizi i¢in Sunyer ve Tort (1995) ile Lim ve ark. (2009)
bildirdikleri metotlarda bazi degisikler yapilmistir. Bu analiz i¢in koyun kani soguk
potasyum fosfat tamponu (PBS+++) ile 4 kez yikanmis ve yogunluk 5x10’ hiicre/mL
olarak ayarlanmistir. Devaminda serum 6rneklerine 96 plaka icerisinde 2 kath seyreltme
uygulanmistir. Herbir kuyucuga 160 pL. PBS ve 40 pL koyun kani ilave edilmistir.
Ornekler 20 °C de 2 saat inkiibasyon sonucunda 4 °C de 800 g de 10 dakika santrifiij

edilmis ve iistfaz 415 nm de multiskan spektrofotometrede okunmustur.
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3.6.4. Kortizol Testi

Kortizol testleri geng baliklarda serumda ve yavrularda tiim balikta (Barcellos ve
ark., 2007) ticari kit (Diametra) ile multiskan mikroplaka okuyucuda yapilmistir.
Yavrularin kortizol analiz i¢in baliklar yakalanir yakalanmaz (10-15 saniye igerisinde) 20
mg/L karanfil yag: ile bayiltilmig (Iversen ve ark., 2013) ve 10-30 saniye sivi nitrojen
icerisinde tutulmustur (Barcellos ve ark., 2007). Devaminda CRYO tiiplere alinarak —80
°C’de analiz edilinceye kadar depolanmistir. Orneklerin ekstraksiyonu igin herbir drnek 2
mL PBS icerisinde homojen hale getirilmis ve iizerlerine etil eter ilave edilmistir.
Devaminda tiipler karistirilip santrifiij edildikten sonra sivi nitrojen ile dondurulmus ve
donmayan kisim yeni tiipe konmus ve sivi nitrojen ile azot evaparatoriinde etil eter

uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstrakta kortizol testi ticari kit protokoliine gore yapilmistir.

3.6.5. Biyokimyasal Analizler

Kan serumu ayrildiktan sonra analizler kit (Bioanalytic) kullanilarak
spektrofotometrede (Optizen POP UV/VIS) yapilmistir (Yilmaz ve Ergin 2012).
Denemede glikoz, albumin, globulin, toplam protein, trigliserit, kolesterol, GOT, GPT,
LDH ve ALP biyokimyasal parametreleri belirlenmistir.

3.7. Antioksidan Savunma Sistemi Analizleri

3.7.1. Toplam Antioksidan Kapasitesi (TAK)

Toplam antioksidan kapasitesi daha Once baliklarda da bildirildigi gibi ticari kit
(Cayman, 709001) kullanilarak analiz edilmistir (Saera-Vila ve ark., 2009). Bu amagla 96
cukur plakalara 10 pL serum, 10 pL metmyoglobin ve 150 uL kromojen iki tekrarli olarak
konmustur. Reaksiyon 40 pL hidrojen peroksit soliisyonu ile baslatilmis ve 5 dakikalik
inkiibasyondan sonra multiskan spektrofotometrede okumalar 750 veya 405 nm de

yapilmistir. Sonuglar Trolox, mM olarak verilmistir.

3.7.2. Katalaz (CAT) Aktivitesi

Katalaz aktivitesi literatiirde bildirilen metotlar yardimiyla spektrofotometrik olarak
yapilmistir (Goth, 1991). Bu amagla 10 pL serum, 1 mL substrat ile tepkimeye sokulmus
ve tepkime 1 mL amonyum molibdat soliisyonu ile sona erdirilmistir. Okumalar

spektrofotometrede 405 nm de yapilmis ve sonuglar kU/L olarak hesaplanmistir.
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3.7.3. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Tez 6rneklenin SOD analizleri Sigma 19160 SOD kiti kullanilarak yapilmistir (Bui
ve ark., 2014). Kisaca 20 pL serum iizerine 200 pL. WST soliisyonu ilave edilmis ve
iizerlerine 20 pL enzim soliisyonu konrak ornekler 37 °C de 20 dakika inkiibasyona
birakilmislardir. Devaminda okumalar 450 nm de yapilmistir. Sonuglar % inhibisyon

olarak degerlendirilmistir.

3.8. Baliklarin Y.ruckeri ile infekte edilmesi, bahklarda yasama oram ve
LDS0'nin hesaplanmasi

Denemelerden o©nce Y. ruckeri E42 bakterisinin alabaliklarda LD50 degeri
hesaplanmistir. Bu amacla PBS icerisinde Y. ruckeri E42 bakteri miktari 3x10%, 3x107,
3x10°, 3x10°, 3x10*, 3x10* ve 3x10? cfu/mL olarak ayarlanmis ve her bir doz i¢in 30 adet
baligin her birine 100 pL olacak sekilde insiilin ignesiyle karin i¢ine enjekte edilmis ve
oliimler 20 giin izlenmistir. Sonrasinda Probit analizi ile LD50 degeri hesaplanmaistir.

Yasama orani testi icin deneme sonlarinda baliklara insiilin ignesi yardimiyla herbir
baliga 100 uL (Y. ruckeri E42, 3x10° cfu/mL PBS) olacak sekilde patojen enjete edilmistir.
Devaminda balik 6liimleri 20 giin boyunca takip edilmistir. Yasama orani sonuglar1 %

olarak verilmistir.

3.9. Agliitinasyon

Agliitinasyon testi i¢in Evenhuis ve ark. (2014) ve Yildirim ve ark. (2003)
bildirdikleri metotlarda bazi degisiklikler yapilmistir. Kisaca Y. ruckeri E42 24 saat TSB
besiyerinde iiretilmis ve devaminda formalin ilave edilerek 3 saat bekletilmistir. Olii
hiicreler 2100 g de 10 dakika santriflij edilmis ve iki kez PBS ile yikanmislardir. Analiz
icin 96 plaka icerisinde serum Orneklerine 2 katli seyreltme uygulanmistir. Seyreltmeden
sonra herbir kuyucuga 50 pL bakteri hiicre siispansiyonu (McF # 1,5) ilave edilmistir.
Plakalar plastik film ile kaplanip 16 °C de 16-18 saat inkiibe edilmis ve sonuclar log,

olarak verilmistir.

3.10. Bagirsak Mikrobiotasi ve pH analizleri

Caligma siiresince sinnamik asit ve sinnamik asit + probiyotik (Bacillus subtilis) in
balik bagirsak mikrobiotas: lizerindeki etkilerini belirlemek amaci ile toplam bakteri,
toplam maya kiif, koliform ve laktik asit bakterilerinin sayimi yapilmistir. Yaklask 1 gram

bagirsak Ornegi icin her tanktan 3 baligmn (toplam herbir grup icin 9 balikk, n=3) 6n
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bagirsagi birlestirilmig, 9 kati oraninda steril PBS ilave edilmis ve steril cam
homojenizatorler yardimiyla bagirsak ornekleri homojen edilmistir. Devaminda 9 kath
seyreltmeler yapilmistir. Sayimlar yayma ve dokme plak yontemleriyle (Anonim, 2005) ve
daha 6nce alabaliklarda bildirilen yontemler kullanilarak asagidaki gibi gerceklestirilmistir
(Merrifield ve ark., 2010b; Giannenas ve ark., 2012; Syvokiené ve Vosyliené 2013):

Toplam mezofil aerobik bakteri (TMAB) sayimi: Toplam mezofil aerobik bakteri
sayimi Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde 35 °C de yapilmistr. B.subtilis benzeri
koloniler izole edilerek teshis kisminda belirtildigi gibi tayin edilmistir.

Toplam heterotrofik aerobik bakteri sayimi: Toplam heterotrofik aerobik bakteri
sayimi Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde 22 °C de yapilmistr. B.subtilis benzeri
koloniler izole edilerek teshis kisminda belirtildigi gibi tayin edilmistir.

Koliform Sayimi: Besiyeri olarak MacConkey (MA) Agar kullanilmis ve inkiibasyon
35 °C de yapilmistir.

Toplam Enterobacteriaceae sayisi: Violet Red Bile Glucose (VRBG) agar besiyeri
kullanilmis ve inkiibasyon 35 °C de yapilmaistir.

Toplam maya ve kiif sayimi: Toplam maya ve kiif sayiminda Potato Dextrose (PTA)
Agar kullanilmis ve inkiibasyon 22 °C de yapilmistir.

Laktik asit bakterilerinin sayimi: Laktik asit bakterilerinin sayimi i¢in Lactobacillus
Agar acc. to DE MAN, ROGOSA and SHARPE (MRS) agar kullanilmis ve inkiibasyon 35
°C de yapilmistir.

pH analizleri balik yemi, bagirsak ve mide 6rnekleri tartildiktan sonra 10 kat saf su
ile seyreltilmis ve homojen hale getirildikten sonra (TissueLyser LT) pH ol¢iimleri masa

istli pH metre (HI 2221) ile yapilmistir (Nya ve Austin 2011).

3.11. Bagirsak ve Mide Enzimleri

Analizlerden 6nce bagirsak ve mide ornekleri soguk saf su igerisinde homojen hale
getirilmis (TissueLyser LT) ve 30 000 g de 4 °C de 30 dakika santrifiij edilmistir (Hettich
Mikro 200R). Ust fazlar analizlerde kullanilincaya kadar -80 °C de depolanmustir. Herbir
ornek i¢in protein Bradford (1976) metoduna gore analiz edilmistir.

Bagirsak enzimlerinden tripsin i¢cin 0,1 M sodyum kloriir (NaCl) ve kalsiyum kloriir
(CaCly) iceren Tris tamponu hazirlanmis ve analizler 30 °C de 10 dk inkiibasyon
uygulanarak Faulk ve ark. (2007) de bildirdikleri gibi mikroplakada yapilmaistir.

a-amilaz analizi i¢in Jiang ve Wang (2012) de bildirdikleri metotda bazi1 degisiklikler

yapilmistir. Kisaca %?2 lik nisasta soliisyonu ile ayni oranda bagirsak homojenizati 1 saat
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inkiibe edilmistir. Sonrasinda ayni oranda renk reaktifi ilave edilen ornekler 5 dakika
kaynayan suya maruz birakilmig ve buz lizerinde reaksiyon durdurulmustur. Herbir 6rnek
iizerine saf su ilave edilmis ve okumalar 540 nm de yapilmis ve sonuglar maltoz standardi
kullanilarak hesaplanmustir.

Lipaz analizinde German ve ark. (2004) bildirdikleri metot kullanilmistir. Bu amacla
bagirsak homojenizatlar1 tris-sokalat tamponu ve metoksietanol ile 15 dakika inkiibasyona
birakilmis devaminda p-nitrofenil miristat ilave edilen 6rnekler vorteksle karigtirilarak 15
°C de 2 saat inkiibasyona birakilmistir. Herbir O6rnege aseton/heptan karigimi ilave
edildikten sonra ornekler 6100 g de 2 dakika santrifiij edilmistir. Okumalar 405 nm de
yapilmistir.

Alkalen fosfataz analizi icin gerekli seyreltmerleri yapilmis 40 pL bagirsak
homojenizati ile 200 pL PNPP substrati 96 kuyucuklu plakalarda 24 °C de inkiibasyona
birakilmis ve okumalar 10 dakika boyunca birer dakika arayla kinetik olarak 405 nm de
mikroplaka okuyucuda yapilmistir.

Pepsin analizinde Worthington (1993) un bildirdigi metot kullanilmistir. Ornekler
%?2 hemoglobin soliisyonu ile 35 °C de 10 dakika inkiibe edilmis ve devaminda reaksiyon
TCA ile durdurulmustur. Devaminda 6rnekler 12000 g de 5 dakika santrifiij edilmis ve

okumalar 280 nm de yapilmistir.

3.12. Bacillus subtilis ve Yersinia ruckeri Bakterilerinin Teshisi

Bacillus subtilis bakterisinin bagirsak florasina yerlesip yerlesmediginin tespit
edilmesi icin TSA agar da 35 °C de Bacillus benzeri lireyen 900 adet koloni izole edilmis
ve devaminda Gram pozitif, basil goriiniimlii, spor olusturan bakteriler siipeli Bacillus
olarak degerlendirilmis ve ticari Gram pozitif identifikasyon kiti ile (BBL Crystal™
Identification Systems Gram-Positive ID Kit) izole edilen bakterilerin Bacillus subtilis
olup olmadiklar1 kontrol edilmistir. Ticari kit ile Bacillus benzeri lireyen tiim koloniler
Bacillus subtilis olarak tespit edilmistir. Y. ruckeri E42 ile infekte edilen baliklardan
Olenlerin kizil agiz hastaligindan mi1 6ldiiklerinin tespit edilmesi amaciyla 6len baliklarin
dalaklarindan TSA agara ekim yapilmis ve izole edilen 600 adet koloninin konvansiyonel
mikrobiyolojik testler uygulanarak Y. ruckeri olup olmadiklar: tespit edilmistir (Austin ve
Austin 2007; Altun ve ark., 2013). Yapilan testler sonucunda izole edilen tiim koloniler Y.
ruckeri olarak degerlendirilmistir. Bacillus subtilis olarak izole edilen kolonilerden rastgele
secilen 9 adet bakteri izolat1 ve baliklara deneme sonlarinda infekte edilmek i¢in kullanilan

Yersinia ruckeri susu molekiiler yontemler ile teshis etmek i¢in kullanilmistir. Tim
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izolatlar Nutrient Borth besiyerine ekilmis ve 22 °C sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerden alinan &rnekler PureLink™ Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen) {retici firma yOnergeleri dogrultusunda kullanilarak DNA izolasyonu
yapilmustir. Izole edilen DNA’lar kalip olarak kullanilmis ve evrensel bakteri primer setleri
S-20 (5°- GWA TTA CCG CGG CKG CTG -37) ve A-18 (5'- AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG -3") PCR i¢in kullanilmistir. PCR karigimi (50 pL); yaklasik 50 ng kalip DNA,
her bir primerden 0,4 uM, PCR Master Mix (2X) ve niikleaz icermeyen su icerecek sekilde
hazirlanmistir. Amplifikasyon, termal dongii cihazinda (Biometra); ilk denatiirasyon 95 °C
3 dk., 25 doéngii olarak 95 °C 30 sn., 56 °C 1 dk., 72 °C 1 dk. ve son uzama adimi 72 °C 4
dk. olacak sekilde programlanarak gerceklestirilmistir (Innis ve ark., 2012). Bu kosullarda
saf olarak elde edilen izolatlarm DNA’larmin; 16S rRNA geninin yaklagik 540 bp’lik
bolgesi ve gyrB geninin yaklasik 1390 bp’lik bdlgesi ¢cogaltilmistir (Suau ve ark., 1999).
PCR iiriinleri, amplifikasyon sonunda TAE ile hazirlanmis ve 0,5 pg/ml etidyum bromiir
iceren %1,5’lik (w/v) agaroz jelde 40 dakika 90 V altinda elektroforeze tabi tutulmustur.
PCR fiiriinleri UV transilliminator cihazinda goriintiillenmis ve 100 bp DNA Ladder ile
bantlarin yaklasik uzunluklar1 hesaplanmistir (Innis ve ark., 2012). PCR iirtinleri BM
Labosis firmasi tarafindan ¢ift yonlii olarak dizilenmis, elde edilen diziler GenBank

(NCBI) veritabaninda sorgulanmastir.

3.13. In vitro Denemeler

Calisma kapsaminda bazi in vitro denemeler de yiiriitiilmiistiir. Bu denemelerde
sinnamik asitin gokkusagi alabalig1 bagirsak izolatlarina ve bazi balik patojenlerine,
sinnamik asit+B.subtilis list fazinin ise bazi1 balik patojenlerine etkisi arastirilmistir. Bu
amagla disk diflizyon ve minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) ve sivi Kkiiltiir

inhibisyon testleri yapilmistir.

3.13.1. Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyon testi i¢in Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005)
standartlar1 uygulanmistir (CLSI, 2005; Miller, 2003). Bu amagla balik patojenleri Cizelge
10 de verilen uygun sicaklik ve sivi besiyerlerinde iiretilerek yogunluklar1 0.5 McFarland
olarak ayarlanmistir. Devaminda bakteri tiirleri i¢in uygun kat1 besiyeri (Cizelge 10)
iizerine yogunlugu ayarlanmis (0.5 McFarland) sivi besiyerlerinde iiremis bakterilerden
steril pamuk svab ile gecis yapilmistir. Gegis yapildiktan sonra disk difiizyon testi i¢in

steril diskler kati besiyeri tizerine konularak, sinnamik asit (2 mg/disk) ve antibiyotik
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diskler (OXOID, Streptomycin, Eritromisin, Forfenikol, Trimethoprim/sulphamethoxazole
1:19, Oxytetracycline, Doxycycline, Gentamicin, Amoxycillin/clavulanic  acid,
Vancomycin ve Chloramphenicol) yerlestirilmistir. Gerekli inkiibasyon sicaklik ve
stirelerinden sonra (Cizelge 10) olusan zonlar ol¢iilmiistiir (Sekil 3.6.). Sinnamik asitin zon

caplarma gore etkisini belirlemek i¢cin >20 mm zon gii¢lii inhibisyon, <20—-12 mm arast

orta dereceli inhibisyon ve <12 mm ise inhibisyon etkisinin olmadigi kabul edilmistir

(Rota ve ark., 2008).

Sekil 3.6. Antibiyotik ve sinnamik asit disklerinin zon ¢aplar1 6lgtim goriintiisii (Orjinal)

3.13.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK)

Minimum Inhibitér Konsantrasyonu analizi Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2006) tarafindan belirtilen metotlar ile yapilmistir. Coziicii olarak DMSO
(%5) kullanilmigtir. Sinnamik asit stok soliisyonu (2000 pg/mL pH nétiirlemesiz) ve (5000
pg/mL pH notiirlemeli) uygun lireme besi ortami igerisinde hazirlandiktan sonra 100 pl
besi ortami 100 pl stok soliisyonu ilave edilerek 96 plakalar igerisinde iki katli seyreltmeler
(2000-1,95 pg/mL, 5000-2,44 ug/mL) yapilmistir. Devaminda kuyucuklara 100 pl bakteri
siispansiyonu (10° CFU/mL) ilave edilmistir. Kontrol kuyucuklarina:

1-Sadece 200 pl bakterili besi ortami1

2- DMSO ve her sinnamik asitin her bir konsantrasyonlarini iceren 200 ul bakterisiz
besi ortami

3-Sadece 200 pl bakterisiz besi ortami konulmustur.
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Devaminda plakalar optimum iireme sicakliklarinda ve besi ortamlarinda 24 saat
inkiibator de iiremeye birakilmistir. MIK degeri iiremeyi inhibe eden konsantrasyona

bakilarak belirlenmistir.

3.13.3. Swvi Kiiltiir inhibisyon Testi

Siv1 kiiltlir inhibisyon testi ic¢in literatiirde bildirilen 96 c¢ukur plakada yapilan
standart metotlar kullanilmigtir (Kongnum ve Hongpattarakere 2012; Nakayama ve ark.,
2009; Khouiti ve Simon 1997). Test i¢in balik patojenleri Cizelge 10 de verilen uygun
sicaklik ve siv1 besiyerlerinde iiretilmis (CLSI, 2005, Miller, 2003) yogunluklar1 1 X 10°
CFU/mL olarak ayarlanmistir (Kongnum ve Hongpattarakere 2012). B. subtilis
bakterisinin antimikrobiyal iist fazin elde edilmesinde literatiirde bildirilen metotlar
kullanmilmistir (Touraki ve ark., 2012; Balcazar ve Rojas-Luna 2007; Kongnum ve
Hongpattarakere 2012). Bu amagla B. subtilis kiiltiirii 250 mL Tryptic Soy Broth (TSB)
swv1 besi yerini igeren 500 mL erlende 36 °C de 24 saat iiretilmistir. Devaminda B. subtilis
bakterilerini iceren sivi besiyerleri steril falkon tiipleri igerisinde 2142 xg de 10 dakika
santrifiij (Niive NF 400) edilmistir ve bakteri kolonilerinin ¢okmesi saglanmistir. Cokme
isleminden sonra igerisinde probiyotik bakterilerin iiremesi sonucu meydana gelen
antimikrobiyal bilesenleri igeren iist fazlar dikkatlice alimarak once 0,45-um millipor
filtreden sonra steril 0,22-um millipor filtreden gegirilmislerdir. Probiyotik bakterilerin
iiretimiyle elde edilen bu iist faz asidik 6zellik gdsterdiginden (Schoster ve ark., 2013) iist
fazin patojen bakteriler ilizerine antimikrobiyal etkileri, pH notiirlemesi yapilarak
arastirilmistir. pH nétiirlemesinde literatiirde bildirildigi gibi SN sodyum hidroksit (NaOH)
kullanilmis ve iist fazin pH s1 6.9 olarak ayarlanmistir (Kongnum ve Hongpattarakere
2012).

Sinnamik asitin B.subtilis bakterisinin iist faz1 ile birlikte etkisinin tespiti i¢cin bakteri
iis fazinin icerisinde 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziindiiriilmiistiir. Devaminda B.subtilis
bakterisinin ve sinnamik asit+ B.subtilis list fazlarindan plakalara 40 pl ilave edilmis ve
iizerine yogunlugu 1 X 10° CFU/mL olarak ayarlanmig balik patojenlerini igeren sivi
besiyerlerinden 160 pl ilave edilmistir. Okumalar 600 nm de yapilmistir. Okumalar
mikroplaka okuyucuda saatlik olarak 36 saat siiresince gerceklestirilmistir. Elde edilen
okuma sonugclari ile ¢izilen grafiklerden B.subtilis bakterisinin ve sinnamik asit+B.subtilis
bakterisinin birlikte etkisinin balik patojenleri iizerindeki antigonistik etkileri analiz
edilmistir. Analizler herbir bakteri tiirii icin 3 farkli zamanda, iki tekrarli olacak sekilde

yapilmis ve elde edilen sonuglarin ortalamalar1 alinmastir.
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Cizelge 3.1. In vitro denemelerde kullanilan alabalik bagirsak izolatlar1 ve balik patojenleri

Bakteri Aciklama Gen Bankasi Ureme (°0)
Erisim Numarasi Ortami

Aeromonas sobria SY-AS3 BI KY126831 MH 22
Acinetobacter johnsonii SY-AJ Bi KY126836 MH 22
Bacillus nealsonii SY-BN9 BI KY126832 TS 37
Bacillus pumilus SY-BP15 Bi KY 126833 MH 37
Bacillus subtilis SY-BS19 BI KY077683 MH 37
Bacillus subtilis SY-BS20 BI KY078783 MH 37
Bacillus thuringiensis SY-BT11 Bi KY127450 MH 37
Citrobacter freundii, SY-CF14 Bi KY126840 MH 37
Enterobacter sp., SY-EN560 Bi KX388232 MH 22
Lelliottia amnigena SY-LA18 Bi KY 126834 MH 37
Lysinibacillus xylanilyticus SY-LX12 Bi KY078822 MH 37
Pseudomonas putida SY-PP21 Bi KY126830 MH 22
Shewanella baltica, SY-S145 Bi KX388237 MH* 22
Flavobacterium spartansii SY-FS1 - KY386294 TS 22
Aeromonas sobria SY-ASI Patojen KY126835 MH,TS 28
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Patojen - MH,TS 22
ATCC 33658

Citrobacter sp., SY-C10 Patojen KX388233 MH,TS 28
Edwardsiella tarda SY-EDI Patojen KY126838 MH,TS 28
Edwardsiella tarda SY-ED14 Patojen KX388234 MH,TS 28
Lactococcus garvieae, SY-LG1 Patojen KY118086 MH,TS 24
Listonella anguillarum, SY-124 Patojen KX388236 MH,TS* 24
Streptococcus iniae ATCC 2917 Patojen - BH 37
Yersinia ruckeri, E42 Patojen KX388238 MH,TS 22
Lactobacillus plantarum, BC 7321 Koleksiyon - MRS 30
Bacillus subtilis, ATCC 6633 Koleksiyon - MH 37
Escherichia coli, ATCC 25922 Koleksiyon - MH,TS 37

*9%1,5 tuzlu besi ortami, MH:Muller Hinton besi ortami, BI: Bagirsak Izolati, BH: Brean

Heart besi ortami, TS:Triptic Soy besi ortamu.

3.14. istatistiksel Analizler

Bu doktora tezi kapsaminda deneme gruplarindan elde edilen veriler arasindaki

iligkilerin degerlendirilmesinde verilerin normal dagilim gdstermesi ve homejen olmasi
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durumunda Tukey coklu karsilastrma testi, normal dagilim gostermeyen, homejen
verilerin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi ve homojen olmayan verilerin
karsilastirilmasinda Tamhane testi kullanilmustir. Istatistiksel analizler SPSS 19 (IBMM
SPSS  Statistics 19) programi  kullanilarak  p<0,05 o6nemlilik  seviyesinde

degerlendirilmistir.
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Fiziksel ve Kimyasal Su Kalitesi Bulgulan

Tim denemelerde suyun sicakligi 15,5-16,5 °C, oksijeni 7,6-7,9 mg/l, iletkenligi
400-450 ps cm'l, pH 7,5-7,8, toplam amonyak 0,01-0,015 mg/I, Nitrit 0,02-0,04 mg/l ve
Nitrat 0,7-0,9 mg/1 araliklarinda tespit edilmistir.

4.2. Deneme 1.1.

4.2.1. Bilyiime Performansi Bulgulan

Deneme sonunda baliklarm ortalama baslangi¢ agirligi (OBA), ortalama son agirligi
(OSA), canlt agirlik artis1 (CAA), yem doniisim oranm1 (YDO) ve spesifik biliyiime orani
(SBO) sonuglar1 Cizelge 4.1.°de verilmistir. Calisma sonucunda %0 (kontrol), %0,025,
%0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarinda sinnamik asit igerikli yemlerle beslenen gékkusagi
alabalik yavrularinin biiyiime performansinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir

degisim olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.1. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore elde edilen biiyiime performansi ve yem

degerlendirme bulgular1

Deneme Gruplari

Kontrol %00,025s1n %60,050sin %60,075sin %0,150s1in

OBA (g) 17,51£0,03 | 17,4140,10 | 17,53+0,01 | 17,44+0,10 | 17,54+0,02
OSA (g) 4734+0,50 | 46,6120,38 | 46,54+0,13 | 46,01£0,87 | 46,24+0,89
CAA (%) 170,35+£2,93 | 167,64+2,12 | 165,55+0,87 | 163,86+3,68 | 163,61+5,34
YDO 0,86£0,01 | 0,87£0,01 | 0,88£0,00 | 0,89+0,02 | 0,89+0,03

SBO (% giin™) | 1,66£0,02 | 1,64£0,01 | 1,63£0,01 | 1,62%0,02 | 1,61%0,03

4.2.2. Besin Kompozisyonu ve Karaciger Yag Bulgulan
Deneme sonunda yeme ilave edilen sinnamik asitin besin kompoziyonu (Cizelge
4.2.) bulgularindan kuru madde, protein, yag ve kiil ile karaciger yag1 iizerine istatistiksel

olarak bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
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Cizelge 4.2. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar harig

balik eti biyokimyasal kompozisyonlar1 ve karaciger yagi1 bulgulari

Deneme Gruplari

Kontrol | %0,025sin | %0,050sin | %0,075sin | %0,150sin
Kuru Madde (%) 29,40+0,47 | 29,75+0,44 | 29,59+0,36 | 29,17+0,39 | 29,38+0,09
Protein (%) 16,59+0,21 | 16,08+0,16 | 16,58+0,30 | 16,39+0,27 | 16,17+0,30
Yag (%) 9,43+0,33 | 9,81+0,25 | 9,81+0,25 | 9,75+0,29 | 10,21+0,24
Kiil (%) 2,73+0,09 | 2,74+0,07 | 2,71+£0,03 | 2,67+0,04 | 2,76+0,04
Karaciger Yag Orant
%) 6,46+0,39 | 5,64+0,42 | 5,79+0,53 | 5,59+0,63 | 5,42+0,48

*Protein, yag ve kiil sonuc¢larinin oranlar1 kuru madde igerisinde % olarak gosterilmistir.

4.2.3. Yag Asidi Bulgulan

Deneme sonunda yeme ilave edilen sinnamik asitin yag asitleri iizerine etkileri

Cizelge 4.3.'de gosterilmistir. Deneme gruplarinin yag asitleri {izerinde herhangi bir

etkisinin olmadig tespit edilmistir (p>0,05).
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Cizelge 4.3. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar harig

balik eti yag asidi kompozisyonlar1 bulgular

Deneme Gruplari

Kontrol %0,025sin %0,050sin %0,075sin %0,150sin
Cl14:0 1,96+0,08 | 2,14+0,02 2,12+0,02 2,12+40,02 2,10+0,04
Cl4:1 0,01+0,01 | 0,02+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01 0,03+0,01
C16:0 14,22+0,21 | 14,37+0,35 | 14,17+0,13 | 14,09+0,09 | 14,32+0,38
Cl6:1 3,40+£0,22 | 2,65+1,14 3,53+0,23 3,74+0,07 3,43+0,31
C18:0 20,97+2,21 | 30,08+1,69 | 20,06+3,13 | 25,07+2,03 | 28,93+£2,00
C18:1n9C+T (n-9) 18,03+£2,60 | 11,99+1,68 | 20,89+2,91 | 16,9242,07 | 12,35+1,40
C18:2n6c (n-6) 15,02+0,40 | 15,85+0,11 | 15,42+0,26 | 15,62+0,07 | 15,53+0,22
C18:3n6 (n-6) 2,82+0,08 | 3,07+0,07 3,01+0,04 2,99+0,04 3,05+0,02
C18:3n3 (n-3) 0,49+0,05 | 0,54+0,00 0,49+0,01 0,53+0,01 0,50+0,03
C20:1n9 2,81+0,11 | 2,97+0,03 3,11+0,13 3,08+0,05 2,88+0,03
C20:2 1,35+0,02 | 1,41+0,05 1,39+0,05 1,38+0,02 1,37+0,03
C20:3n6 (n-6) 0,57+0,03 | 0,57+0,02 0,57+0,01 0,56+0,01 0,61+0,06
C20:3n3 (n-3) 0,75+0,07 | 0,64+0,05 0,61+0,05 0,59+0,02 0,62+0,03
C20:4n6 (n-6) 0,33+0,05 | 0,39+0,01 0,40+0,01 0,39+0,01 0,38+0,01
C20:5n3 (n-3) 2,15+0,14 | 1,93+0,12 1,95+0,17 1,83+0,01 1,86+0,04
C22:0 - - 0,02+0,02 - 0,01+0,01
C22:1n9 1,05+0,07 | 1,06+0,01 1,06=0,02 1,06+0,03 1,02+0,05
C22:2 1,91+1,59 | 0,04+0,00 0,34+0,16 0,15+0,04 0,63+0,29
C23:0 0,17+0,03 | 0,19+0,04 0,16+0,02 0,20+0,03 0,20+0,04
C22:6n3 (n-3) 11,98+1,16 | 10,10+0,70 | 10,66+1,06 | 9,69+0,14 10,16+0,53
Total -3 37,3242,04 | 46,78+1,34 | 36,54+3,23 | 41,48+1,99 | 45,57+1,65
Total w-6 62,68+2,04 | 53,22+1,34 | 63,46+£3,23 | 58,52+1,99 | 54,43+1,64
Total ®-9 1,70+0,15 | 1,14+0,07 1,78+0,22 1,42+0,12 1,20+0,08
SFA 25,30+2,61 | 18,69+0,58 | 28,62+2,76 | 24,824+2,04 | 19,72+1,02
USFA 37,38+2,18 | 34,54+0,82 | 34,84+1,15 | 33,71+0,07 | 34,71+0,71
USFA/SFA 5,55+0,22 | 5,23+0,03 5,45+0,06 5,31£0,04 5,46+0,19
> MUFA 15,371,31 | 13,20+0,87 | 13,71%£1,27 | 12,63+0,17 | 13,1540,57
Y PUFA 18,74+0,45 | 19,88+0,17 | 19,40+0,28 | 19,55+0,13 | 19,57+0,17
DHA/EPA 21,89+2,56 | 16,01=£1,71 | 25,06+2,88 | 21,05+2,08 | 16,26+1,32
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4.2.4. Bagirsak Mikrobiyotasi1 Bulgular

Deneme sonunda yeme ilave edilen sinnamik asitin bagirsaklardaki bakteri gruplari
iizerine etkisinin olup olmadigmi tespit etmek amaciyla bagirsaklarda Enterobacteriaceae,
koliform, laktik asit ve toplam heterotrofik aerobik bakterileri ile maya ve kiiflerin de
saymmlar1 yapilmistir (Cizelge 4.4.). Deneme sonunda sinnamik asit ilavesinin bagirsak
florasinda analiz edilen bakteri gruplar1 ile maya ve kiifler iizerine istatistiksel olarak

herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir (p>0,05).

Cizelge 4.4. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore bagirsaklarda bakteri gruplari ile maya ve

kiiflerin (log CFU g) toplam sayimlar1 bulgular

Deneme Gruplari

Kontrol | %0,025sin | %0,050sin | %0,075sin | %0,150sin
Toplam heterotrofik aerobik
6,39+0,16 | 6,18+0,27 | 6,16+0,26 | 6,52+0,11 | 6,77+0,17
bakteri
Maya ve kiif 5,02+0,32 | 3,96+0,14 | 4,09+0,21 | 4,37+0,33 | 5,33+0,69
Enterobacteriaceae 5,39+0,61 | 4,73+0,83 | 4,73+0,15 | 5,37+0,33 | 6,07+0,33
Koliform 5,31+0,29 | 4,39+0,90 | 4,35+0,17 | 4,87+0,38 | 5,37+0,33
Laktik asit bakterileri 1,33+0,20 | 1,36+0,23 | 1,49+0,25 | 1,38+0,25 | 1,49+0,25

4.2.5. Yem, Mide ve Bagirsak pH Bulgulan
Deneme sonunda sinnamik asitin yem, bagirsak ve mide pH degerleri lizerine etkisi
Cizelge 4.5.'de gosterilmistir. 60. giin sonunda mide ve bagirsak pH degerleri tiim

gruplarda benzer bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.5. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore yem, mide ve bagirsak pH degerlerindeki

degisimler

Deneme Gruplari
Parametreler Kontrol | %0,025sin | %0,050sin | %0,075sin | %0,150sin
Yem pH 5,89 5,87 5,82 5,76 5,77
Mide pH 6,69+0,07 | 6,85+0,05 | 6,62+0,02 | 6,69+0,03 | 6,75+0,04
Bagirsak pH 6,90+0,06 | 6,89+0,09 | 6,74+0,03 | 6,81+0,02 | 6,83+0,09
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4.2.6. Bagirsak ve Mide Enzim Bulgulan

Deneme sonunda sinnamik asitin bagirsak ve mide enzimlerinden tripsin, amilaz,

lipaz, alkalen fosfataz ve pepsin degerleri {izerine etkisi Cizelge 4.6.'de gosterilmistir.

Bagirsak enzimlerinden tripsin, amilaz ve lipaz gruplar arasinda istatistiksel olarak fark

gostermezken, alkalen fosfataz 90,025 sin, %0,050 sin ve %0,075 sin gruplarinda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik ¢ikmustir (p<<0,05). Mide pepsin bulgularina

bakildiginda %0,075 sin grubunda kontrol, %0,025 sin ve %0,150 sin gruplarina gore

istatistiksel olarak daha yiiksek ¢ikmistir (p<<0,05). Ancak, pepsin degeri %0,050 sin grubu

ile diger tiim gruplar benzer bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.6. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore bagirsakta tripsin, amilaz, lipaz ve alkalen

fosfataz ve mide de pepsin enzimleri bulgularindaki degisimler

Deneme Gruplari

Parametreler

Kontrol

%0,025s1in

%0,050sin

%0,075sin

%0,150s1in

Tripsin (U/mg

protein/min)

1,2240,08

1,55+0,13

1,27+0,07

1,64+0,19

1,91+0,25

Amilaz
(mU/mg

protein)

75,27+11,01

61,40+8,36

73,23+7,54

55,88+8,75

47,37+6,31

Lipaz
(uMol/mg

protein/min)

0,14+0,01

0,16+0,01

0,14+0,01

0,14+0,01

0,14+0,01

Alkalen
fosfataz
(U/mg

protein/min)

0,35+0,03*

0,19+0,02°

0,17+0,02°

0,21+0,04°

0,25+0,03%

Pepsin (U/mg

protein/ min)

21,2443,15"

21,42+42,09°

25,80+3,14%

33,58+1,38"

22,55+2,80°

4.2.7. i¢ Organ indeks Bulgulan

Deneme sonunda sinnamik asitin i¢ organ indekslerinden visserosomatik indeks
(VSI), hepatosomatik indeks (HSI), i¢ organ yag1 indeksi (IOYI), safra somatik indeksi
(SSI), dalak somatik indeksi (DSI) ve kalp somatik indeksi (KSI) degerleri iizerine etkisi
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Cizelge 4.7.'de gosterilmistir. Deneme sonunda deneme gruplarinin i¢ organ indeksleri

iizerinde herhangibir etkisinin olmadig1 gériilmiistiir (p>0,05).

Cizelge 4.7. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore i¢ organ indekslerindeki degisimler

Deneme Gruplari
Parametreler Kontrol %00,025s1in %60,050sin %0,075sin | %0,150sin
VSI 13,74+0,50 | 11,74+0,60 | 12,44+0,36 | 11,65+0,58 | 13,51+0,66
HSI 1,29+0,07 1,14+0,06 1,24+0,05 1,38+0,04 1,57+0,15
I0YI 3,51+0,44 2,65+0,13 3,09+0,45 2,74+0,58 2,49+0,29
SSi 0,39+0,03 0,36+0,04 0,32+0,03 0,30+0,03 0,29+0,02
DSI 0,16+0,02 0,21+0,02 0,14+0,01 0,22+0,02 0,16+0,02
KSIi 0,20+0,02 0,20+0,01 0,21+0,01 0,24+0,01 0,23+0,01

4.2.8. Serum Biyokimyasi Bulgulan

Deneme sonunda sinnamik asitin serum biyokimyasal parametrelerden trigliserit
(TRI), kolesterol (KOL), glutamik oksaloasetik transaminaz (GOT), glutamik piriivik
transaminaz (GPT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP) iizerine etkiler1
Cizelge 4.8.'de verilmistir. TRI miktarinmn %0,050 sin, %0,075 sin ve %0,150 sin
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik ¢iktigi bulunmustur
(p<0,05). KOL miktarinin ise tiim gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05). GOT ve
GPT miktarlarmin 0,075 sin grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik
ciktig tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica GPT miktarinin %0,075 sin grubunda 90,050 sin
ve %0,150 sin gruplarma gore de

(p<0,05). LDH miktarmin ise %0,050 sin, %0,075 sin ve %0,150 sin gruplarinda kontrol

istatistiksel olarak daha diistik ¢iktig1 bulunmustur
grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik ¢iktig1 goriilmistiir (p<0,05). ALP miktarmin

%0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda kontrol ve %0,150 sin gruplarina gore istatistiksel
olarak daha diisiik ¢iktig1 tespit edilmistir (p<<0,05).
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Cizelge 4.8. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore serum biyokimyasi bulgularindaki

degisimler
Deneme Gruplari
Parametreler Kontrol %0,025 sin %0,050 sin %0,075 sin %0,150 sin
TRI (mg/dL) 98,66+2,33° 85,836,197 70,39+5,11° 70,4243 85° 76,75+4,59°
KOL (mg/dL) | 244,31+7,00° | 195,19+17,01* | 202,59£13,10° | 216,60£19,45" | 207,61+19,89"
GOT (U/L) 80,26+3,94° 67,31+3,99° | 65,37+7,19" 57,56+3,13° 72,46+6,31"
GPT (U/L) 10,07+0,81° 9,080,88™ 10,57+1,03" 6,33+0,36" 10,77£1,13°
LDH (U/L) 893,81+48,84" | 787,51428,15% | 617,70+52,97° | 657,01+19,54™ | 633,72+42,66™
ALP (U/L) 318,85+18,31" | 202,08+18,25° | 214,34+12,53° | 237,04£16,26™ | 293,34+21,34°

4.2.9. Serum Antioksidan Analiz Bulgulan

Deneme sonunda sinnamik asitin serum antioksidan analizlerinde toplam antioksidan

kapasitesi (TAK), sliperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) iizerine etkileri Cizelge

4.9.'de gosterilmistir. Deneme sonunda TAK miktar1 %0,150 sin grubunda kontrol ve

%0,025 sin grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek ¢ikmistir (p<0,05).

SOD enzim aktivitesi ise %0,025 sin, %0,050 sin ve %0,075 sin gruplarinda kontrol ve

%0,150 sin grubuna gore istatistiksel olarak onemli oranda yiiksek bulunmustur. CAT

enziminin deneme sonunda tiim gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir (p>0,05).

Cizelge 4.9. Deneme 1.1. sonunda gruplara gore serum antioksidan analiz bulgularindaki

degisimler
Deneme Gruplari
Parametreler Kontrol %0,025 sin %0,050 sin %0,075 sin %0,150 sin
TAK (Trolox, b b b b
0,120+0,005 0,122+0,014 0,140+0,007° 0,15340,008" 0,158+0,004°

mM)
SOD . .

S 73,68+0,84° 88,03+1,17* 81,36+0,51 82,85+0,36 76,51+0,69°
(%inhibisyon)
CAT (kU/L) 102,47+8,01° 129,13+8,78" 97,5445,43" 129,83+5,99° 112,78+11,45"

4.3. Deneme 1.2.
4.3.1. LD50 ve Yasama Oram Bulgulan

Denemelerden 6nce LD50 nin hesaplanmasi i¢in baliklara 3x108, 3x107, 3x106,

3x10°, 3x10*, 3x10° 3x10? dozajlarinda Y.ruckeri enfekte edilmis ve yasama oranlari

sirastyla  %53,33, %43,33, %40,00, %36,66, 9%33,33, %30,00 ve %26,67 olarak

bulunmustur. Sonrasinda Probit analizi ile LD50 degeri 3x10® olarak hesaplanmustir.
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Deneme sonunda sinnamik asitin hastalik direnci iizerine herhangi bir etkisinin olup
olmadigint tespit etmek amaciyla baliklar Yersinia ruckeri bakterisi ile infekte
edilmislerdir. Devaminda 20 giin boyunca baliklardaki yasama oranlar1 izlenmistir.
Deneme gruplar1 arasindaki yasama oranlar1 Sekil 4.1.'de goriildiigii gibidir. Deneme
sonunda %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarmin kontrol ve diger sinnamik asit gruplarina

gore istatistiksel olarak yasama oranii arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).

100 A
90 ~
80 -

Hio®

70
< 601 b
: i } b
S 50 I I
<
£ 40
T
>-‘ 30 -

20

10

0 : : : :
Kontrol %0,025 sin %0,050 sin %0,075 sin %0,150 sin

Deneme Gruplart

Sekil 4.1. Deneme 1.2 sonunda Y.ruckeri ile infekte edilmis alabaliklarin gruplar

arasindaki yasama oranlarmdaki degisimler

Agliitinasyon testi sonucunda (Sekil 4.2.) hayatta kalan baliklarin tiimiinde Y.ruckeri
kars1 agliitinasyon olusturduklar1 bulunmustur. Ancak sinnamik asit iceren %0,050 ve
%0,075 gruplarinin kontrol grubuna gore agliitinasyon miktarmin daha yiiksek oldugu

goriilmistiir (p<0,05).
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&

L
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Kontrol 0,025% sin 0,05% sin 0,075% sin 0,15% sin

Deneme gruplart

Sekil 4.2. Deneme 1.2 sonunda gruplara gore agliitinasyon bulgularindaki degisimler

4.3.2. Hematolojik Bulgular

Deneme siiresince gruplar arasindaki hematolojik bulgulardan eritrosit miktar1
(RBC), hematokrit (Hct), hemoglobin (Hb), ortalama eritrosit hacmi (MCV), eritrosit
basima diisen ortalama hemoglobin (MCH) ve eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin
konsantrasyonunda (MCHC) meydana gelen degisimler Cizelge 4.10.°de verilmistir.
Deneme 1.2. siiresince besleme gruplar1 arasinda RBC, Hb, Hct, MCV ve MCH
degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmamistir (p>0,05). Ancak deneme
sonunda MCHC degerinin %0,150 sin grubunda kontrol ve %0,025 sin gruplarma gore
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica, deneme sonunda
baliklar Y.ruckeri ile infekte edildikten 20 giin sonra (¢alismanim 80. giinii) hematolojik
analizlere tekrar bakilmistir. 80. giinde %0,050 grubunun RBC ve Hct degerlerinin kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.10. Deneme 1.2 siiresince gruplara gére hematolojik bulgulardaki degisimler

Deneme Gruplari

Parametr | Giinler Kontrol %0,025sin %0,05sin %0,075sin %0,150sin
eler
D.basi | 2,04£0,06 | 2,04+0,06 | 2,04+0,06 | 2,04£0,06 | 2,04+£0,06
RBC 20 2,23£0,03 | 2,30+£0,03 2,34£0,02 | 2,31=0,03 2,28+0,02
(x10° 40 2,53+0,09 | 2,78+0,07 | 2,80+0,06 | 2,72+0,04 | 2,76+0,10
mm” 60 2,20+0,04 | 2,06£0,07 | 2,01+0,05 | 2,07+0,08 | 2,12+0,07
80* 2,35+0,07° | 2,52+0,06™ | 2,64+0,06" | 2,37+0,07° | 2,40+0,09®
Dbasi | 7,33£0,64 | 7,33x0,64 | 7,33:0,64 | 7,33£0,64 | 7,33%0,64
Hb 20 8,65£0,49 | 8,53+0,58 | 10,19+0,50 | 8,92+0,21 9,45+0,34
(gdL™y |40 9,82+1,03 | 10,04+£0,23 | 9,18+0,37 | 9,44+0,27 8,99+0,58
60 9,87£0,34 | 9,25+0,29 | 9,18+0,33 9,91+0,44 | 10,29+0,36
80* 8,13£0,34 | 8,31%0,33 8,56+0,60 | 7,73+0,23 7,50+0,36
D.basi | 25,79+1,11 | 25,79<1,11 | 25,79£1,11 | 25,79+1,11 | 25,79+1,11
20 28,58+0,78 | 29,70£0,66 | 30,64+£0,40 | 30,04+0,50 | 29,79+0,38
Hct (%) | 40 34,80+0,95 | 36,63+0,68 | 36,09+0,78 | 35,52+0,58 | 34,84+1,43
60 37,94+0,55 | 35,62+1,10 | 34,33+0,87 | 35,86+1,28 | 36,31+0,99
80* 30,22+0,98° | 33,23+0,89® | 35,12+0,97* | 31,22+1,05® | 31,17+1,29%
D.basi | 125,84+1,51 | 125,84=1,51 | 125,84+1,51 | 125,84=1,51 | 125,84<1,51
20 127,97+2.21 | 129,06+1,50 | 130,69+0,68 | 130,26+0,60 | 130,56+0,45
xg 40 139,91+8.50 | 131,80+1,43 | 129,14+1,17 | 130,68+0,92 | 126,41+3,82
60 172,83+0,96 | 173,19+2,12 | 170,88+2,13 | 173,62+2,60 | 171,54+2,87
80* 128,73+1,31 | 131,74+1,08 | 132,74+0,58 | 131,79+1,81 | 129,54+0,91
D.bas1 | 35,83+3,02 | 35,83+3,02 | 35,83+3,02 | 35.83+3,02 | 35,83+3,02
20 38,66+1,89 | 37,02+2,28 | 43,44+2,11 | 38,67+0,72 | 41,37+1,17
et 40 38,89+3,81 | 36,16+0,70 | 32,81+0,99 | 34,72+0,68 | 32,49+1,61
(°e) 60 44,89+124 | 45,09+1,30 | 45,61£0,96 | 47,90+0,98 | 48,54+1,04
80* 34,66+1,06 | 33,09+1,62 | 32,24+1,84 | 32,82+1,24 | 31,31+1,16
D.basi | 28,50+2,48 | 28,50+2,48 | 28,50+2,48 | 28,50+2,48 | 28,50+2,48
20 30,12+1,19 | 28,56+1,52 | 33,25+1,66 | 29,68+0,53 | 31,68+0,83
?;(;HC 40 28,2142,75 | 27,43+0,47 | 25,39+0,66 | 26,57+£0,48 | 25,91+1,67
60 25,98+0,70° | 26,01+0,55" | 26,69+0,46™ | 27,61+£0,52 | 28,30+0,43"
80* 26,95+0,84 | 2514125 | 2427+1,34 | 24,99+1,14 | 24,17+0,88
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4.3.3. immunolojik Bulgular

Deneme siiresince sinnamik asitin immunolojik parametrelerden fagositik aktivite,
fagositik indeks, siliperoksit anyon iiretimi, respiratori burst, lizozim, myeloperoksidaz
(MPO), toplam antiproteaz, a-1 antiproteaz aktiviteleri, toplam immunoglobulin (Ig),
hemolitik komplement lizerine etkileri incelenmistir. Ayrica bagisiklik parametreleriyle
iligkili olan beyaz kan hiicre sayisina (lokosit miktar1) ve hiicre tiplerine (lenfosit,
graniilosit ve monosit) de deneme gruplarmin etkisi incelenmistir. Ilaveten bagisiklik
parametreleriyle iliskili beyaz kan hiicre sayis1 (16kosit miktar1) ve hiicre tiplerine deneme
gruplarmin etkisi incelenmistir.

Kandaki beyaz kan hiicre sayis1 veya lokosit miktarma (LM) baktigimizda (Sekil 3.3)

deneme siiresince gruplar arasinda benzer oldugu bulunmustur (p>0,05).

25 1 Dkontrol  W%0,025sn  O%0,050sin  0%0,075sin M %0,150 sin

I

W
I

LM (x10* mm *)
>
L

Deneme Basi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Omekleme Zamam

Sekil 4.3. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore 16kosit miktar1 bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince beyaz kan hiicre tiplerindeki degisimlere baktigimizda lenfosit
(Sekil 4.4.) ve graniilosit (Sekil 4.5.) yiizdelerinde 6nemli degisimler oldugu bulunmustur.
Lenfosit yilizdesinin 20. giinde %0,025 sin, %0,050 sin ve %0,150 sin gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak diisiik ¢iktig1 gortilmiistiir (p<0,05). Denemenin 40. ve 60.
gilinlerinde 1se %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda diger deneme gruplarina goére
istatistiksel olarak diisiik ¢iktig1 tespit edilmistir (p<<0,05). 80. giinde ise deneme gruplar1

arasinda istatistiksel olarak 6meli bir farklilik olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
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100 +

Okontrol M%0,025sin 0%0,050 sin 0 %0,075sin M %0,150 sin
a a
95 A ‘P a a a a 4 a
ab a

- b b
g 9 b b
‘% c
= 85 ¢

80 1

75

Deneme Bagt 20.Giin 40.Giin 60.Glin 80.Giin*

Ormekleme Zamam

Sekil 4.4. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore lenfosit yiizdesi bulgularindaki degisimler

Grantilosit yiizdesi denemenin 20. giiniinde tiim sinnamik asit gruplarinda kontrol
grubuna gore dnemli oranda artis gosterdigi bulunmustur (p<0,05). 40. giinde ise %0,025
sin ve %0,050 sin gruplarinda kontrol ve diger sinnamik asit gruplarina gore istatistiksel
olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Denemenin 60. giiniinde ise %0,050 sin
grubunda kontrol ve diger sinnamik asit icerikli gruplara gore 6nemli oranda yiiksek
bulunmustur (p<0,05). 80. giinde ise deneme gruplari arasinda istatistiksel olarak 6meli bir

farklilik olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05).

20 A @ kontrol W %0,025 sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin W %0,150 sin
18 A a
16 - a
14
g 12 4 be
g 10 |
2 b a a 2
g 81 ¢ c ¢ g a
G]
6 -
4 -
2 -
0
Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zaman

Sekil 4.5. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore graniilosit yiizdesi bulgularindaki degisimler
Deneme gruplarindan deneme siiresince elde edilen monosit (Sekil 4.6.) yiizdelerine

baktigimizda gruplar arasinda istatistiksel olarak dmeli bir farklilik olmadig1 goriilmiistiir
(p>0,05).
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3,00

@ kontrol W %0,025 sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin W %0,150 sin

2,00 A
g
=]
=]
=

1,00

0,00 -

Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Omekleme Zamam

Sekil 4.6. Deneme 1.2 siiresince gruplara gére monosit yiizdesi bulgularindaki degisimler

Fagositik aktivite (Sekil 4.7.) ve fagositik indeks (Sekil 4.8.) denemenin 20. giiniinde
%0,025 sin ve %0,150 sin gruplarinda kontrol ve diger sinnamik asit igcerikli gruplara gore
istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek bulunmustur (p<0,05). Denemenin 40. giinlinde
%0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinin fagositik aktivite ve fagositik indeks oranlar1 kontrol
ve diger sinnamik asit igerikli gruplara gore istatistiksel olarak dnemli oranda yiiksek
oldugu gorilmiistiir (p<0,05). Denemenin 60. giinlinde ise fagositik aktivite ve fagositik
indeks oranlar1 sadece %0,050 sin grubunda tiim gruplardan istatistiksel olarak Snemli
oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 80. giinde ise gruplar arasinda istatistiksel

olarak 6nemli bir fark olmadig1 belirlenmistir (p>0,05).

557 @ kontrol B %0,025 sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin B %0,150 sin
50 |
a
45
401
c\\"/
3 35
5
£ 30 b
< b
-~ 4
Z 25 cb . 2
=}
& 20
= a a
15
10
5
Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Omekleme Zamam

Sekil 4.7. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore fagositik aktivite bulgularindaki degisimler
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Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamam

Sekil 4.8. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore fagositik indeks bulgularindaki degisimler

Stiperoksit anyon tiretimi (Sekil 4.9.) 20, 40 ve 60. giinlerde %0,025 sin grubunda,
40. ve 60. glinlerde %0,050 sin grubunda ve 20. giinde %0,150 grubunda kontrol ve diger
sinnamik asit gruplarina gore istatistiksel olarak artig gostermistir (p<0,05). 80. giinde ise
siiperoksit anyon tiretimi %0,075 ve %0,150 gruplarinda kontrol ve diger sinnamik asit

gruplarina gore istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05).

057 Dkontrol W%0025sin 0%0,050sn O %0,075sin MW %0,150 sin
0,45

0,4
0,35 A
0,3
0,25 -
0,2

0,15 -

Siiperoksit anyon tiretimi

0,1 -

0,05 -

Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Gtin*
Omekleme Zamamn

Sekil 4.9. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore siliperoksit anyon iiretimi bulgularmdaki

degisimler

Respiratori burst aktivitesine (Sekil 4.10.) baktigimizda 20, 40 ve 60. giinlerde %

0,150 sin grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterdigi bulunmustur
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(p<0,05). Ayrica % 0,150 sin grubunun respiratori burst aktivitesi 40. glinde % 0,075 sin
grubundan istatistiksel olarak daha yiiksekken, 60. ve 80. gilinlerde % 0,050 sin grubundan
daha diistik tespit edilmistir (p<0,05). 40. ve 60. giinlerde respiratdri burst aktivitesi
%0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha
yiiksek bulunmustur (p<0,05). %0,075 sin grubu sadece 60. giinde kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artig gostermistir (p<0,05).

0,45 D kontrol M %0,025 sin 0 %0,050sin O %0,075 sin W %0,150 sin

Respiratori borst aktivites:
f=J
[~}
f=]

0,10
0,05 4
0,00

Deneme Bas1 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamam

Sekil 4.10. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore respiratdri burst aktivitesi bulgularindaki

degisimler

Lizozim aktivitesi (Sekil 4.11.) 20. giinde sadece %0,150 ve %0,75 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak farklilik gosterirken (p<0,05) kontrol grubu ve diger sinnamik asit
gruplar1 arasinda fark ¢ikmamistir (p>0,05). Ancak 60. giinde tiim sinnamik asit gruplari
lizozim aktivitesini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak onemli oranda arttrmigtir

(p<0,05).
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40 ~ Dkontrol M %0,025sin  0%0,050sin 0O %0,075 sin M %0,150 sin

35 4
a
30

25 A ab ab a a

Lizozim (pg/ml.)
s~}
f=]
|
o
o

T
Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamam

Sekil 4.11. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore lizozim aktivitesi bulgularindaki

degisimler

Myeloperoksidaz aktivitesine (Sekil 4.12.) (MPO) bakildiginda 20. giinde %0,050
grubunun, 40. giinde %0,050, %0,075 ve %0,150 gruplarinin ve 60. giinde %0,050
grubunun kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli oranda artis gosterdigi tespit
edilmistir (p<0,05). Ayrica MPO degerinin 40. giinde %0,075 ve %0,150 gruplarmin
%0,025 grubundan da istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).

300 7 mkontrol M %0,025sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin M %0,150 sin
a a
250 a
ab

200 -
S ab b
S 150 ab
=]
= b c b

b
100 1
50 -
0 :
Denerme Bast 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamani
Sekil 4.12. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
bulgularindaki degisimler

Toplam antiproteaz (Sekil 4.13.) aktivitesinde 20. ve 40. giinlerde deneme gruplari

arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,05). Ancak 60. giinde %0,150 sin

grubunun kontrol, %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarma gore istatistiksel olarak diisiik
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oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 80. giinde ise %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarmin

kontrol ve 9%0,150 sin gruplarindan 6nemli oranda yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

80 4 .
Dkontrol M %0,025sin 0 %0,050 sin O %0,075 sin W %0,150 sin

70 4 a a a
1
60 -

50 ~

40 ~

Toplam antiproteaz aktivitesi
(% tripsin inhibisyonu)

30 A

20

Deneme Bas1 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Gin*

Ornekleme Zamar

Sekil 4.13. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore siiresince toplam antiproteaz aktivitesi

bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince al-antiproteaz aktivitesinde (Sekil 4.14.) deneme gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (p>0,05).

107 mronwol m%0,025sin 0%0,050 sin  01%0,075 sin M %0,150 sin

100 4

90 4 _I_

al-antiproteaz (%)

50

Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zaman
Sekil 4.14. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore al-antiproteaz (%) aktivitesi

bulgularindaki degisimler

Toplam immunoglobulin (Ig) miktarindaki (Sekil 4.15.) degisimlere bakildiginda 20.
gilinde tiim sinnamik asit gruplarinin, 40. giinde %0,025 sin, %0,050 sin ve %0,150 sin
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gruplarmin, 60. giinde ise %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarmnin kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak artig gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).

20 - Dkontrol M %0,025sin~ 0%0,050 sin =~ 0 %0,075 sin M %0,150 sin

a a

15 4 a
< ab
E b ab ab
en
g be b
= 10
E
[=9
(=}
E_4

5 -

0 T

Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Omekleme Zamam

Sekil 4.15. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore toplam Ig bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince hemolitik komplement (Sekil 4.16.) bulgularina baktigimizda 20.
giinde sinnamik asit ilaveli %0,025 grubunun, kontrol, %0,050 ve %0,075 gruplarma gore
istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Ancak bu durum 40. giinde
devam etmemis ve 60. giine gelindiginde sinnamik asit iceren %0,050, %0,075 ve %0,150
gruplarmin kontrol grubuna goére dnemli oranda artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).
80. giine gelindiginde %0,150 sinnamik asit i¢erikli grubun komplement miktarmin kontrol

ve %0,075 gruplarina gére daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).

1,70 4
O Kontrol M %0,025sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin M %0,150 sin

1,50 1

1,30

Hemolitik komplement (CH50
>
&

0,70 4

0,50

Deneme Bast 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zaman1

Sekil 4.16. Deneme 1.2 siiresince gruplara gére hemolitik komplement bulgularindaki

degisimler
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4.3.4. Kan pH Bulgulan

Deneme siiresince kan pH (Sekil 4.17.) bulgularindaki degisimlere bakildiginda 20.
gilinde %0,150 sin grubunun kontrol ve %0,050 sin grubuna gore istatistiksel olarak daha
diisik oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ancak devam eden Ornekleme donemlerinde
gruplar arasinda herhangi bir degisiklik goriilmemistir (p>0,05). 80. giine gelindiginde ise
kan ph degerinin %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda kontrol ve %0,075 sin gruplarina

gore istatistiksel olarak 6nemli oranda diisiis gosterdigi bulunmustur (p>0,05).

7457 @ kontrol M %0,025 sin O %0,050 sin O %0,075 sin W %0,150 sin

7,4
7,35 A

7,3 A
abc be be
7,25 A

Kan pH
[¢]

7,2 A c
7,15
7,1

7,05

Deneme Bas1 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Gun*

Omekleme Zamam

Sekil 4.17. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore kan pH bulgularindaki degisimler

4.3.5. Serum Biyokimya Bulgulan

Deneme siiresince serum glikoz (Sekil 4.18.) degerlerindeki degisimlere bakildiginda
80. giine kadar gruplarin istatistiksel olarak benzer oldugu goriilmektedir (p>0,05). Ancak
80. giinde %0,075 ve %0,150 sin gruplarmin kontrol ve diger sinnamik asit ile beslenen

gruplardan istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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180 7 Dkontrol W%0,025sn  O%0,050sin  0%0,075sin M %0,150 sin
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S
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(=}
I

o

60 -

30
Deneme Basi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamam

Sekil 4.18. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore serum glikoz bulgularindaki degisimler

Serum toplam protein (Sekil 4.19.) degerlerine bakildiginda 20. giinde gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir farklilik goriilmezken (p>0,05), 40. giinde %0,025 sin
grubunun kontrol, %0,075 sin ve %0,150 sin gruplarindan istatistiksel olarak daha yiliksek
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 60. giinde ise %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinin
kontrol grubundan istatistiksel olarak daha fazla oldugu goriilmiistiir (p<0,05).

@ kontrol W %0,025 sin 0 %0,050 sin 0%0,075 sin | %0,150 sin

4,5 7
a
4,0 1

3,51

3,0 1

Toplam Protein (g/dL)
<

25

2,0
Deneme Basi 20.Giin 40.Giin 60.Gtin 80.Gun*

Ornekleme Zamani

Sekil 4.19. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore serum toplam protein bulgularindaki

degisimler

Besleme denemesi siiresince serum albiimin (Sekil 4.20.) degerlerinin deneme

gruplar1 arasinda istatistiksel olarak bir farklilik gdstermedigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Ancak 80. gilinde sadece %0,050 ile %0,075 sin gruplar1 arasinda Onemli bir fark

bulunmustur (p<0,05).

0.8 O kontrol W %0,025sin - 0 %0,050 sin =~ 0 %0,075 sin M %0,150 sin

0,6 4
5 ab 2
¢ b
£ 04 g ab
g b
B
=
<

0,2 4

0,0

Deneme Bagt 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zaman

Sekil 4.20. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore serum albumin bulgularindaki degisimler

Serum globulin miktarlarina bakildiginda (Sekil 4.21.) 20. giinde gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadig1 goriilmiistiir (p>0,05). Ancak 40. giinde %0,025 sin
grubunun kontrol, %0,075 ve %0,150 sin gruplarindan istatistiksel olarak daha yiiksek
oldugu bulunmustur. 60. giine gelindiginde ise %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinin

kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artig gosterdigi tespit edilmistir.

4,57

@ kontrol B %0,025 sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin W %0,150 sin
4,0 a a
ab

3,5 ab ab
=)
D 3,0 A b
2 = b b b
5
3254
L2
&)

2,0 4

1,5 1

1,0 T

Deneme Bast 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamar

Sekil 4.21. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore serum globulin bulgularindaki degisimler

112



4.3.6. Kortizol Bulgularn

Serum kortizol (Sekil 4.22.) bulgularma bakildiginda deneme gruplarinin deneme

stiresince istatistiksel olarak benzer olduklar1 bulunmustur (p>0,05).

20 7 @ Kontrol W %0,025 sin 0 %0,050 sin 0 %0,075 sin W 90,150 sin

Kortizol (ng/mL)

Deneme Bagi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ormekleme Zamam

Sekil 4.22. Deneme 1.2 siiresince gruplara gore serum kortizol bulgularindaki degisimler

4.4. Deneme 2.1.

4.4.1. Bilyiime Performansi Bulgular

Deneme sonunda baliklarm ortalama baslangi¢ agirligi (OBA), ortalama son agirligi
(OSA), canlt agirlik artis1 (CAA), yem doniisiim oranmi1 (YDO) ve spesifik biliyiime orani
(SBO) sonuglar1 Cizelge 4.11.’de verilmistir. Calisma sonucunda %0 (sinnamik asit ve
B.subtilis icermeyen kontrol), 2. kontrol (Sinnamik asit i¢cermeyen, B.subtilis igeren
kontrol) 90,025, %0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarinda sinnamik asit ve B.subtilis i¢erikli
yemlerle beslenen gokkusagi alabalik yavrularmmin biliylime performansinda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak bir degisim olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.11. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore elde edilen biiylime performansi ve yem

degerlendirme bulgular1

Deneme Gruplari

Kontrol Kontrol+ %0,025 9%0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis | sint+B.subtilis | sintB.subtilis
OBA (g) 21,10£2,96 | 21,5343,41 | 21,81£3,38 | 21,81£3,38 | 21,54+3,34 | 22,0043,30
OSA (g) 55,52+4,30 | 53,55+4,28 | 55,16+3,80 | 54,41+3,66 | 55,7443,75 | 56,17£3,07
CAA (%) 168,834+20,25 | 156,54+24,94|161,29+27,30 | 157,88+27,35 | 167,46+28,19 | 164,51+30,81
YDO 1,16+0,10 1,21+0,05 1,1740,03 1,20+0,03 1,14+0,03 1,16+0,02

SBO (% gin™) | 1,64+0,12 1,56+0,16 1,58+0,17 1,56+0,17 1,62+0,17 1,60+0,19
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4.4.2. Besin Kompozisyonu ve Karaciger Yag Bulgulan

Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin

besin kompoziyonu (Cizelge 4.12.) bulgularindan kuru madde, protein, yag ve kiil ile

karaciger yagi lizerine istatistiksel olarak bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.12. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar harig

balik eti biyokimyasal kompozisyonlar1 ve karaciger yag1 bulgulari

Deneme Gruplari

Kontrol | Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sin+B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis | sin+B.subtilis
Kuru Madde* (%) 29,23+0,24 | 29,10+£0,20 | 30,00+0,52 | 29,10+0,20 | 30,00+0,52 | 29,10+0,20
Protein (%) 16,5340,26 | 16,23£0,21 | 16,53+0,26 | 16,23+0,21 | 16,53+0,26 | 16,23+0,21
Yag (%) 9,76+0,30 | 9,79+£0,27 | 9,76+0,30 9,79+0,27 9,76+0,30 9,79+0,27
Kiil (%) 2,73+0,07 | 2,71+0,04 | 2,73+0,07 2,71+0,04 2,73+0,07 2,71+0,04
Karacifer Yag Qram 6,43+0,19 | 5,88+0,45 | 5,57+0,31 5,16+0,25 5,94+0,42 5,86+0,43

(%)

*Protein, yag ve kiil sonuc¢larinin oranlar1 kuru madde igerisinde % olarak gosterilmistir.

4.4.3. Yag Asidi Bulgulan

Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin

yag asitleri lizerine etkileri Cizelge 4.13.'de gdsterilmistir. Deneme gruplarinin yag asitleri

iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir (p>0,05).
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Cizelge 4.13. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar harig

balik eti yag asidi kompozisyonlar1 bulgulari

Deneme Gruplari

Kontrol | Kontrol+ 90,025 %0,050 %0,075 %0,150

B.subtilis | sin+B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis | sin+B.subtilis
Cl14:0 1,99+0,07 | 2,10+0,01 | 2,06+0,07 2,13+0,01 2,05+0,07 2,1440,00
Cl4:1 0,02+0,01 | 0,03+0,00 - 0,03+0,00 0,02+0,01 0,03+0,00
C16:0 14,04+0,07 | 14,73+£0,23 | 14,86+0,13 | 14,23+0,06 | 13,93£0,04 | 14,12+0,12
Clé:1 3,46+0,17 | 2,95+0,07 | 1,66+0,84 3,85+0,01 3,67+0,15 3,62+0,00
C18:0 27,86+2,83|21,57£2,41 | 22,2042,95 | 25,1540,68 | 27,1143,29 | 21,69+2,83
C18:1n9C+T (n-9) 11,7240,98 | 18,21+2,12 | 18,57+2,11 | 16,65+0,78 | 14,77£2,92 | 20,46+2,74
C18:2n6¢ (n-6) 15,5340,36 | 15,03+£0,04 | 15,1440,37 | 15,61+0,11 | 15,37+0,29 | 15,75+0,06
C18:3n6 (n-6) 2,98+0,16 | 3,01+0,00 | 2,92+0,02 2,94+0,01 2,92+0,09 3,07+0,01
C18:3n3 (n-3) 0,50+0,03 | 0,46+0,01 | 0,49+0,03 0,54+0,03 0,50+0,02 0,5440,02
C20:0 - 0,01+0,00 - - - -
C20:1n9 2,82+0,08 | 2,85+0,00 | 2,89+0,08 3,13+0,06 2,99+0,04 3,11+0,08
C20:2 1,41+0,02 | 1,34+0,02 | 1,43+0,02 1,37+0,03 1,34+0,01 1,4240,02
C20:3n6 (n-6) 0,56+0,02 | 0,67+0,04 | 0,60+0,01 0,56+0,00 0,55+0,02 0,57+0,02
C20:3n3 (n-3) 0,67+0,06 | 0,69+0,01 0,79+0,03 0,58+0,02 0,65+0,05 0,56+0,00
C20:4n6 (n-6) 0,33+0,05| 0,40+0,00 0,40+0,00 0,37+0,01 0,38+0,01 0,40+0,01
C20:5n3 (n-3) 1,98+0,12 | 2,08+0,11 | 2,25+0,06 1,83+0,03 1,88+0,06 1,80+0,01
C22:0 - 0,0540,01 - - - -
C22:1n9 1,09+0,04 | 1,00+0,05 | 1,01+0,03 1,04+0,02 1,13£0,03 1,0140,00
C22:2 2,01+£1,56 | 0,80+0,09 | 0,30+0,16 0,20+0,08 0,24+0,13 0,06+0,00
C23:0 0,14+0,00 | 0,18+0,02 | 0,21+0,01 0,17+0,02 0,25+0,00 0,17+0,02
C22:6n3 (n-3) 10,90+1,13 | 11,85+0,48 | 12,2340,49 | 9,61+0,03 10,24+0,63 9,48+0,09
Total ®-3 14,04+1,29 | 15,08+0,62 | 15,76+0,54 | 12,56+0,10 | 13,27+0,72 | 12,38+0,07
Total ®-6 19,4040,59{ 19,11£0,09 | 19,06+0,39 | 19,4940,09 | 19,22+0,36 | 19,79+0,06
Total ®-9 15,6440,95 | 22,06+£2,17 | 22,4842,00 | 20,8240,71 | 18,89+2,99 | 24,58+2,82
SFA 44,03+£2,97 | 38,63+2,67 | 39,3243,13 | 41,68+0,77 | 43,35£3,33 | 38,12+2,97
USFA 55,97+42,97|61,37+2,67 | 60,68+3,13 | 58,32+0,77 | 56,65+3,33 | 61,8842,97
USFA/SFA 1,29+0,16 | 1,61+0,19 | 1,58+0,22 1,40+0,04 1,34+0,19 1,66+0,21
¥ MUFA 19,1140,77 | 25,05+2,24 | 24,1342,84 | 24,70+0,69 | 22,58+2,83 | 28,23+2,82
¥ PUFA 36,86+2,24 1 36,32+0,43 | 36,54+0,29 | 33,62+0,07 | 34,07£0,50 | 33,6540,15
DHA/EPA 5,49+0,22 | 5,71£0,08 | 5,42+0,08 5,27+0,06 5,44+0,16 5,28+0,08
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4.4.4. Bagirsak Mikrobiyotasi1 Bulgular

Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin
bagirsak mikrobiyotas1 tizerine etkileri Cizelge 4.14.'de verilmistir. B.subtilis ilaveli tiim
gruplarda B.subtilis in bagirsaklarda geri izalasyonunun yapildig1 goriilmiistiir. Bu
calismada B. subtilis' in iireyebilen toplam bakteri yiikii i¢erisindeki yiizdeleri kontrol i¢in
%0, kontrol+ B. subtilis i¢in %81,61, %0,025 sin+B. subtilis i¢in %87,11, %0,050 sin+ B.
subtilis i¢cin  %97,67, %0,75 sint+B. subtilis i¢cin  %93,14 ve %0,150 sin+B. subtilis i¢in
%96,50 olarak tespit edilmistir. Sonuglara baktigimizda sinnamik asit orami arttikga B.
subtilis bakterilerinin bagirsak florasina yerlesme oranminda arttigi ve %0,150 sin+B.
subtilis grununda Kontrol+ B. subtilis grubuna gore yaklasik %15 daha fazla yerlestigi

bulunmustur.

Cizelge 4.14. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore bagirsaklarda bakteri gruplar1 ile maya

ve kiiflerin (log CFU g ™) toplam sayimlar1 bulgulari.

Deneme Gruplari
Kontrol Kontrol+ 9%0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis sintB.subtilis | sin+B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis
*Toplam
heterotrofik aerobik | 5,49+0,57 | 6,73+0,15 5,96+0,67 4,90+0,42 5,86+0,72 5,49+0,29
bakteri
*Mezofilik bakteri 3,61£0,34 | 4,93+0,39 3,3140,31 3,47+0,62 3,47+0,77 2,74+0,02
B.subtilis - 5,49+0,26 5,29+0,06 5,49+0,12 5,80+0,49 5,53+0,17
Maya ve kiif 3,78+0,77 | 3,57+0,23 4,12+0,10 4,06+0,39 4,47+0,68 4,09+0,36
Koliform 2,49+1,15 | 3,73+0,37 1,56+0,98 1,53£1,09 2,67+1,19 0,54+0,16
Enterobacteriaceae | 2,83+1,20 | 4,39+0,16 2,29+0,95 2,03£1,49 3,33+1,52 1,20+0,75
Laktik asit
bakterileri 0,36+0,06 | 0,74+0,13 0,56+0,04 0,52+0,14 0,57+0,13 0,65+0,17

*B.subtilis iceren gruplarda mezofil bakteri ve toplam heterotrofik aerobik bakteri sayisi

hesaplanirken B.subtilis miktar1 ayrica verildigi i¢in sayima ilave edilmemistir.
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4.4.5. Yem, Mide ve Bagirsak pH Bulgulan
Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin
yem, bagirsak ve mide pH degerleri iizerine etkisi Cizelge 4.15.'de gdsterilmistir. 60. giin

sonunda mide ve bagirsak pH degerleri tiim gruplarda benzer bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.15. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore yem, mide ve bagirsak pH

degerlerindeki degisimler

Deneme Gruplari
Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sintB.subtilis | sin+B.subtilis | sintB.subtilis | sin+B.subtilis
Yem pH 5,90 5,89 5,86 5,83 5,75 5,74
Mide pH 6,81+0,04 6,88+0,03 6,92+0,02 6,87+0,04 6,91+0,02 6,93+0,03
Bagirsak
oH 7,07+0,01 7,07+0,01 7,06+0,02 7,05+0,02 7,04+0,01 7,08+0,01

4.4.6. Bagirsak ve Mide Enzim Bulgulan

Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin
bagirsak ve mide enzimlerinden tripsin, amilaz, lipaz, alkalen fosfataz ve pepsin degerleri
iizerine etkisi Cizelge 4.16.'de gosterilmistir. Bagirsak enzimlerinden tripsin, alkalen
fosfataz ve lipaz ile mide pepsinin gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gostermedigi
goriilmiistiir (p>0,05). Ancak bagirsak amilaz miktarimin  Kontrol+B.subtilis, %0,025
sint+B.subtilis, %0,050 sin+B.subtilis ve 9%0,075 sintB.subtilis gruplarinda kontrol ve
%0,150 sint+B.subtilis gruplarina gore istatistiksel olarak daha yiiksek ¢iktig1 bulunmustur
(p<0,05).
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Cizelge 4.16. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore bagwrsakta tripsin, amilaz, lipaz ve

alkalen fosfataz ve mide de pepsin enzimleri bulgularindaki degisimler

Deneme Gruplari

Kontrol

Kontrol+

B.subtilis

%0,025

sin+B.subtilis

%0,050

sin+B.subtilis

%0,075

sin+B.subtilis

%0,150

sin+B.subtilis

Tripsin
(U/mg

protein/mi

n)

1,66+0,26

1,57+0,16

1,66+0,15

1,43+0,14

2,02+0,19

1,53+0,12

Amilaz
(mU/mg

protein)

57,48+
6,71°

249,79+
33,60°

207,65+
21,67°

250,62+
26,65

190,86+
20,28°

62,83+
6,65

Lipaz
(uMol/mg

protein/mi

n)

0,28+0,02

0,22+0,02

0,22+0,01

0,20+0,02

0,26+0,05

0,20+0,02

Alkalen
fosfataz
(U/mg

protein/mi

n)

0,23+0,03

0,2140,03

0,26+0,03

0,17+0,02

0,20+0,03

0,24+0,03

Pepsin
(U/mg
protein/

min)

34,59+6,34

30,12+4,82

31,20+£3,08

39,46+4,31

32,29+3,65

26,74+2,24

4.4.7. i¢ Organ Indeks Bulgulan

Deneme sonunda B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin i¢ organ

indekslerinden visserosomatik indeks (VSI), hepatosomatik indeks (HSI), i¢ organ yag:
indeksi (I0Y1), safra somatik indeksi (SSI), dalak somatik indeksi (DSI) ve kalp somatik

indeksi (KSI) degerleri iizerine etkisi Cizelge 4.17.'de gosterilmistir. Deneme sonunda

B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis igerikli deneme gruplarmm VSIi, I0YI ve SSI

degerlerinin kontrol grubu ile benzer olduklar1 bulunmustur (p>0,05). HSI oraninin

%0,075 sint+B.subtilis grubunda kontrol ve %0,050 sin+B.subtilis gruplarindan daha diisiik

oldugu tespit edilmistir (p<0,05). DSI oranmin %0,150 sin+B.subtilis grubunda diger tiim

gruplardan istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu gériilmiistiir (p<0,05). KSI degerinin ise

%0,075 sin+B.subtilis grubunda sadece kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha

diisiik oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Cizelge 4.17. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore i¢ organ indekslerindeki degisimler

Deneme Gruplari

Paramet | Kontrol Kontrol+ 90,025 %0,050 %0,075 %0,150
reler B.subtilis sintB.subtilis | sintB.subtilis | sintB.subtilis | sin+B.subtilis

, 15,31+ 16,21+ 14,35+ 17,07+ 14,62+ 15,68+
Vel 0,63% 0,59® 0,50 0,23" 0,54® 0,86®
HSI 1,56+0,08" | 1,42+0,05" | 1,34+0,06™ 1,59:£0,08" 1,25+0,05 1,46+0,06™
foyi 4,00£0,30° | 4,31+0,20° | 3,86+0,23" 4,88+0,10° 4,50+0,31° 4,12+0,29°
SSi 0,21£0,02* | 0,18+0,03* | 0,13+0,01° 0,20+0,03° 0,14+0,01° 0,12+0,01°
DSI 0,34+0,02° | 0,34+0,01° | 0,33+0,03° 0,36+0,04° 0,33+0,01° 0,47+0,02°
KSi 0,23+0,01* | 0,21+0,01™ | 0,19+0,02% 0,22+0,02" | 0,17+0,02° 0,22+0,01™

4.4.8. Serum Biyokimyasi Bulgulan

sinnamik asit+B.subtilis gruplarmin serum

Deneme sonunda B.subtilis ile
biyokimyasal parametrelerden trigliserit (TRI), kolesterol (KOL), glutamik oksaloasetik
transaminaz (GOT), glutamik piriivik transaminaz (GPT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve
alkalen fosfataz (ALP) iizerine etkileri Cizelge 4.18.'de verilmistir. TRI miktarinin %0,075
sint+B.subtilis ile %0,150 sint+B.subtilis gruplarinda kontrol, kontrol+ B.subtilis, %0,025
sint+B.subtilis ve %0,050 sint+B.subtilis gruplarina gére daha diisik ¢ikmistir (p<0,05).
KOL ve ALP miktarlarmin tiim gruplarda benzer oldugu gorilmiistiir (p>0,05). GOT
miktarmin tiim gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha diisiik oldugu tespit
edilmistir (p<0,05). GPT miktarinin ise %0,075 sin+B.subtilis grubunda sadece kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur (p<0,05). LDH miktarmin
%0,075 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore, ayrica
%0,150 sin+B.subtilis grubunda kontrol+ B.subtilis ve 9%0,025 sint+B.subtilis gruplarma

gore istatistiksel olarak diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Cizelge 4.18. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore serum biyokimyasi bulgularindaki

degisimler
Deneme Gruplar1

Paramet Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
reler B.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis
TRI . b

114,61£7,27° 104,12+5,25" 108,43+4,85" 100,51+4,94" 83,374+4,31 79,6642.25
(mg/dL)
KOL

347,37£15,05% 287,48+22,43" 303,85+19,84" 299,18+18,09* 261,34+20,08" 274,60+£26,45"
(mg/dL)
GOT b b b b b

81,46+4,66" 57,97+3,60 62,16+4,24 62,91+2,78 59,44+3,70 56,22+5.32
(U/L)
GPT b b b b b
8,57+0,24" 7,33+0,32° 7,25+0,53" 7,19+0,29° 6,11+0,45 7,54+0,29°

(U/L)
LDH b b b b
UL 635,15+£36,58" | 612,53+25,01° 570,42+18,59" 547,34+26,20™° 503,48+15,47°° | 440,46+36,07°
ALP
UL 259,33+23,74* 330,93+61,19* 308,75+30,51* 330,93+47,57* 247,56+£26,97* 248,27+30,67*

4.4.9. Serum Antioksidan Analiz Bulgularn

Deneme sonunda B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarmm serum
antioksidan analizlerinde toplam antioksidan kapasitesi (TAK), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz (CAT) tizerine etkileri Cizelge 4.19.'de gosterilmistir. Deneme sonunda TAK
degerinin Kontrol+ B.subtilis ve %0,025 sint+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak yiliksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica %0,025 sin+B.subtilis
grubunun TAK degeri Kontrol+ B.subtilis grubu haricinde diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak yikksek oldugu bulunmustur (p<0,05). SOD aktivitesinin
Kontrol+B.subtilis grubu ve tiim sinnamik asit icerikli gruplarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak az oldugu tespit edilmistir (p<0,05). CAT aktivitesinin de %0,150
sin+B.subtilis grubu hari¢ tiim sinnamik asit igerikli deneme gruplarinda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak diisiik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Cizelge 4.19. Deneme 2.1. sonunda gruplara gore serum antioksidan analiz bulgularindaki

degisimler
Deneme Gruplar1

Paramet Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
reler B.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis sintB.subtilis
TAK

(Trolox, 0,150+0,01° | 0,227+0,01® | 0,252+0,01° 0,199+0,01" 0,203+0,01° | 0,202+0,004"
mM)

SOD

(% 82,98+0,71% | 65,38+2,32° | 65,74+1,15° 65,71+1,41° 69,02+2,53" 67,68+1,11°
inhibisyon)

CAT bo c . c ab
(kUL 70,17+3,91% | 45,70+2,73 35,28+2,26 41,29+3,19 40,19+3,91 60,59+5,96

4.5. Deneme 2.2.

4.5.1.Yasama Orani Bulgulan

Deneme sonunda B.subtilis icerikli yemlerle beslemenin ve sinnamik asit ile
B.subtilis in birlikte etkilerinin hastalik direnci lizerine herhangi bir etkisinin olup
olmadigint tespit etmek amaciyla baliklar Yersinia ruckeri bakterisi ile infekte
edilmiglerdir. Devaminda 20 giin boyunca baliklardaki yasama oranlar1 izlenmistir.
Deneme gruplar1 arasindaki yasama oranlar1 Sekil 4.23.'de goriildiigii gibidir. Deneme
sonunda B.subtilis, sinnamik asit + B.subtilis igeren tiim gruplarin kontrol grubuna gore

istatistiksel olarak yasama oranini arttirdigi tespit edilmistir (p<0,05).
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K K+B %0,025+B %0,050+B

Deneme Gruplari

Sekil 4.23. Deneme 2.2 sonunda Y.ruckeri ile infekte edilmis alabaliklarin gruplar

%0,075+B %0,150+B

arasindaki yasama oranlarindaki degisimler
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Agliitinasyon testi (Sekil 4.24.) sonucunda hayatta kalan baliklarin tlimiinde
Y.ruckeri bakterisine karsi agliitinasyon olusturduklar1 bulunmustur. B.subtilis, ve
B.subtilis+sinnamik asit i¢eren tiim gruplarin agliitinasyon miktarmin kontrol grubuna gore

daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Deneme gruplari

Sekil 4.24. Deneme 2.2 sonunda gruplara gore agliitinasyon bulgularindaki degisimler

4.5.2. Hematolojik Bulgular

Deneme siiresince gruplar arasindaki hematolojik bulgulardan RBC, Hct, Hb, MCV,
MCH ve MCHC degerlerinde meydana gelen degisimler Cizelge 4.20.’de verilmistir.
Deneme 2.2 siiresince besleme gruplar1 arasinda RBC, Hb, Hct, MCV, MCH ve MCHC
degerlerinde bakteri infektesine kadar gegen 60 giin igerisinde istatistiksel olarak onemli
bir degisim olmamistir (p>0,05). Ancak deneme sonunda baliklar Y.ruckeri ile infekte
edildikten sonra yani 80. giinde hematolojik analizlerde bazi degisiklikler meydana
gelmistir. 80. giinde kontrol+ B.subtilis ile %0,025 sin+B.subtilis gruplarinin RBC miktar1
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica
kontrol+ B.subtilis ilaveli yemlerle beslenen baliklarin Het miktar1 da kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak daha yiiksek ¢ikmustir (p<<0,05). 80. glinde kontrol+B.subtilis grubu ile
%0,050 sint+B.subtilis ve %0,150 sint+B.subtilis gruplar1 arasimnda MCHC degerlerinin
farkli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Cizelge 4.20. Deneme 2.2 siiresince gruplara gére hematolojik bulgulardaki degisimler

Parametr | Giin Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
eler ler B.subtilis sintB.subtilis | sintB.subtilis | sintB.subtilis | sintB.subtilis
Dbast | 2,09+0,03 2,09+0,03 2,09+0,03 2,09+0,03 2,09+0,03 2,090,03
RBC 20 2,08+0,03 2,15+0,07 1,990,05 2,1140,05 2,05+0,06 2,170,06
(x 10° 40 2,26+0,04 2,24+0,06 2,190,06 2,20£0,05 2,34+0,03 2,330,02
mm) 60 2,62+0,03 2,64+0,02 2,64+0,03 2,59+0,03 2,62+0,04 2,64+0,04
80* 2,56+0,04° 2,71+0,03° 2,73+0,03° 2,69+0,03% 2,68+0,04% 2,60+0,01%
Dbasgt | 9,56£0,29 9,56+0,29 9,56+0,29 9,56+0,29 9,56+0,29 9,56+0,29
Hb 20 9,72+0,22 10,78+0,28 10,08+0,38 10,08+0,22 9,93+0,25 10,18+0,28
(gdL) |40 9,58+0,26 9,88+0,33 9,58+0,25 9,39+0,20 10,04+0,16 9,930,17
60 9,22+0,17 9,49+0,14 9,28+0,15 9,21+0,19 9,190,19 9,17+0,22
80* 8,71+0,27 9,04+0,24 9,51+0,23 9,12+0,29 9,21+0,25 8,97+0,11
D.basi | 23,1140,63 | 23,11+£0,63 23,11+0,63 23,11+0,63 23,11+0,63 23,11£0,63
20 22,76+0,86 | 24,56+145 22,14+0,72 23,79+0,95 22,49+1,17 24,81+1,11
Het (%) | 40 23,1940,63 | 22,90+1,02 22,02+1,02 22,41+0,81 24,69+0,52 24,54+1,18
60 29,99+0,50 | 30,87+0,53 30,09+0,53 30,18+0,43 31,01£0,65 30,44+0,73
80* 29,10£0,71° | 32,13+0,97° | 31,73+0,64™ | 29,98+0,78" | 31,84+0,77" | 29,81+0,26™
D.bast | 110,9043,12 | 110,90+3,12 | 110,90+3,12 | 110,90+3,12 | 110,90+3,12 | 110,9043,12
20 108,95+2,87 | 113,59+3,49 | 111,51+3,60 | 112,53+2,04 | 108,92+2,65 | 113,824235
MC_Y 40 102,42+1,11 | 101,82+1,81 | 100,23+2,04 | 101,61+1,59 | 105,27+1,09 | 105,40+0,76
(k) 60 114,4541,20 | 116,73+1,40 | 113,88+0,94 | 116,3140,81 | 118,40+1,16 | 115,08+1,01
80* 113,6541,33 | 118,4543,54 | 116,23+1,45 | 111,51+1,94 | 118,84+1,71 | 114,80+0,80
D.basi | 4595+1,76 | 45,95+1,76 | 4595176 45,95+1,76 45,95+1,76 45,95+1,76
20 46,62+0,88 | 50,33+0,85 50,80+2,05 47,90+1,10 48,41+0,81 46,90+0,83
McH 40 4237+0,89 | 44,07+0,85 43,90+1,13 42,71%0,62 42,84+0,48 42,69+0,76
(P 60 35,20+0,53 | 35,91+0,54 35,14+0,51 35,5140,59 35,09+0,37 34,65+0,35
80* 34,01£0,74 | 33,31%0,76 34,83+0,60 33,92+0,79 34,38+0,70 34,52+0,28
Dbasi | 41,64+1,64 | 41,64+1,64 | 41,64+1,64 41,64+1,64 41,64+1,64 41,64+1,64
20 43,15+1,90 | 44,7942,09 | 46,03+2,72 42,73+1,45 44,69+1,44 41,35+1,10
“:ICHC 40 41,37+0,79 | 43,3540,90 | 44,02+1,72 42,12+0,97 40,72+0,49 40,52+0,79
oo 60 30,76£0,39 | 30,78+0,44 30,87+0,46 30,54+0,56 29,64+0,25 30,11+0,20
80* 29,91£0,43™ | 2820+0,41° | 30,00£0,60" | 30,43+0,52° | 28,92+0,29" | 30,08+0,26"
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4.5.3. immunolojik Bulgular

Deneme siiresince sinnamik asitin ve B.subtilis + sinnamik asit ilavesinin
immunolojik parametrelerden fagositik aktivite, fagositik indeks, siiperoksit anyon tiretimi,
respiratori burst, lizozim, myeloperoksidaz (MPO), toplam antiproteaz, a-1 antiproteaz
aktiviteleri, toplam immunoglobulin (Ig), hemolitik komplement {izerine etkileri
incelenmistir. Ayrica bagisiklik parametreleriyle iliskili olan beyaz kan hiicre sayisina
(16kosit miktar1) ve hiicre tiplerine (lenfosit, graniilosit ve monosit) de deneme gruplarinin
etkisi bakilmistir.

Kandaki beyaz kan hiicre sayis1 veya l6kosit miktarma (LM) baktigimizda (Sekil
4.25.) deneme stiresince gruplar arasinda istatistiksel olarak fark gostermedigi bulunmustur

(p>0,05).

25 @ Kontrol B KontroB 0 25sint+B 0 50sin+B B 75sintB @ 150sin+B
20 -
g 151 {‘
g
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=
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Deneme Basi 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamamn

Sekil 4.25. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore 10kosit miktar1 bulgularindaki degisimler

Deneme stiresince lenfosit ylizdesindeki degisimler Sekil 4.26.'de gosterilmistir. 20.
giinde %0,025 sint+B.subtilis ve %0,050 sin+B.subtilis gruplarinin diger tiim gruplardan
istatistiksel olarak diisiik oldugu bulunmustur (p<0,05). Denemenin 40. giiniinde sadece
%0,050 sin+B.subtilis grubunun ve 60. giinde ise sadece %0,150 sin+B.subtilis grubunun
diger tiim deneme gruplarindan istatistiksel olarak diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
80. glinde ise tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli bir

diisiis oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.26. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore lenfosit yiizdesi bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince graniilosit yiizdelerindeki degisimler Sekil 4.27.'de gosterilmistir.
Denemenin 20. gliniinde %0,025 sin+B.subtilis ve %0,050 sint+B.subtilis gruplarinin diger
tiim gruplardan istatistiksel olarak dnemli oranda artis gosterdigi bulunmustur (p<0,05).
Denemenin 40. giiniinde sadece %0,050 sint+B.subtilis grubunun ve 60. giinde ise sadece
%0,150 sin+B.subtilis grubunun diger tiim deneme gruplarindan (%0,075 sint+B.subtilis
grubu haric) istatistiksel olarak onemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
80. glinde ise tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak dnemli bir

artis oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.27. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore graniilosit yiizdesi bulgularindaki

degisimler
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Deneme stiresince monosit yiizdesindeki degisimler Sekil 4.28.'de gosterilmistir.

Deneme gruplarinin deneme siiresince monosit yiizdeleri benzer bulunmustur (p>0,05).

3,0
@ Kontrol B Kontro+B 0 25sintB 0O 50sintB B 75sintB @ 150sintB
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Sekil 4.28. Deneme 2.2 siiresince gruplara gére monosit yiizdesi bulgularindaki degisimler

Denemede fagositik aktivite bulgularindaki degisimlere baktigimizda (Sekil 4.29.)
20. giinde %0,025 sint+B.subtilis ve %0,050 sin+B.subtilis gruplarmin kontrol, kontrol+
B.subtilis ve diger sinnamik asit icerikli deneme gruplarina gore istatistiksel olarak dnemli
oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica 20. giinde %0,075 sin+B.subtilis
ve %0,150 sint+B.subtilis gruplarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak 6nemli
oranda yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Denemenin 40. giiniinde sadece %0,050
sint+B.subtilis grubunun diger deneme gruplarinda istatistiksel olarak ©nemli oranda
yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,05). 60. giinde ise sadece %0,025 sin+B.subtilis grubunun
diger deneme gruplarinda istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,05). 80. giinde ise kontrol+ B.subtilis grubunun sadece kontrol ve %0,075
sint+B.subtilis gruplarindan istatistiksel olarak 6nemli oranda ytliksek oldugu bulunmustur

(p<0,05).
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Sekil 4.29. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore fagositik aktivite bulgularindaki degisimler

Deneme gruplarinin fagositik indeks bulgular1 tizerindeki degisimlere bakacak
olursak (Sekil 4.30.) denemenin 20. giiniinde tiim deneme gruplarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak Onemli oranda yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica
%0,025 sint+B.subtilis ve %0,050 sint+B.subtilis gruplarinda diger tiim gruplara gore
istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 20. giinde
%0,075 sint+B.subtilis grubunun ise kontrol, kontrol+ B.subtilis ve %0,150 sint+B.subtilis
gruplarindan istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek oldugu goriilmistiir (p<0,05).
Denemenin 40. giiniinde sadece %0,050 sin+B.subtilis grubunun diger deneme gruplarinda
istatistiksel olarak onemli oranda yiliksek oldugu bulunmustur (p<0,05). 60. giinde ise
sadece %0,025 sin+B.subtilis grubunun diger deneme gruplarinda istatistiksel olarak
onemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 80. giinde ise kontrol+ B.subtilis
grubunda diger deneme gruplarinda istatistiksel olarak 6nemli oranda yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica 80. giinde %0,025 sin+B.subtilis, %0,050 sin+B.subtilis ve
%0,150 sint+B.subtilis gruplarinda kontrol ve %0,075 sin+B.subtilis gruplarmna gore

istatistiksel olarak onemli oranda yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.30. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore fagositik indeks bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince sinnamik asitin ve B.subtilis + sinnamik asit ilavesinin sliperoksit
anyon lretimi (Sekil 4.31.) 20. giinde %0,025 sin+B.subtilis, %0,050 sin+B.subtilis ve
%0,075 sintB.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artig
gostermistir (p<0,05). 40. giinde ise siiperoksit anyon tiretimi sadece %0,050 sin+B.subtilis
grubunda kontrol ve diger sinnamik asit ve sinnamik asit +B.subtilis gruplarmna gore
istatistiksel olarak arttigi bulunmustur (p<0,05). 60. giinde ise %0,025 sin+B.subtilis ve
%0,150 sin+B.subtilis gruplarmin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterdigi
tespit edilmistir (p<0,05). 80. glinde Kontrol+B.subtilis, %0,050 sin+B.subtilis ve %0,150

sint+B.subtilis gruplarmm kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterdigi

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.31. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore siiperoksit anyon liretimi bulgularindaki

degisimler
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Respiratori burst aktivitesine (Sekil 4.32.) baktigimizda 20. giinde %0,025
sin+B.subtilis, %0,050 sintB.subtilis, %0,075 sin+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis
gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artig géstermistir (p<<0,05). 40. giinde
%0,050 sin+B.subtilis, %0,075 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak artis gosterdigi bulunmustur (p<0,05). 60. giinde ise
%0,025 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05). 80. giinde ise sadece %0,050
sint+B.subtilis ile %0,150 sin+B.subtilis arasindaki fark onemli ¢ikmistir (p<0,05).
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Sekil 4.32. Deneme 2.2 sliresince gruplara gore respiratdri burst aktivitesi bulgularindaki

degisimler

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis, %0,025 sint+B.subtilis, %0,050
sint+B.subtilis, %0,075 sintB.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda serum lizozim

miktarmin (Sekil 4.33.) istatistiksel olarak benzer oldugu bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.33. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore lizozim aktivitesi bulgularindaki

degisimler

Serum MPO miktarma (Sekil 4.34.) baktigimizda sadece 60.giinde 90,050
sin+B.subtilis ve %0,075 sintB.subtilis gruplarimin kontrol ve diger gruplardan gore

istatistiksel olarak onemli oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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Deneme Bas1 20.Giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*

Ornekleme Zamam

Sekil 4.34. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore myeloperoksidaz (MPO) aktivitesi
bulgularindaki degisimler

Serum da toplam antiproteaz aktivitesinin (Sekil 4.35.) sadece 60.giinde kontrol+
B.subtilis, %0,025 sintB.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak Onemli oranda yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Ayrica
%0,025 sint+B.subtilis grubunda %0,075 sin+B.subtilis grubundan da yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.35. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore toplam antiproteaz aktivitesi

bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis, %0,025 sint+B.subtilis, %0,050
sint+B.subtilis, %0,075 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda serum al-
antiproteaz miktarmin (Sekil 4.36.) istatistiksel olarak benzer oldugu bulunmustur

(p>0,05).

100 - O Kontrol M KontroHB O25sintB O 50sintB W 75sintB @ 150sintB

95 A
90 - _:[_
85 4
80
75 A
70 A
65 -
60 -
55 4
50 —

Deneme Bas1 20.giin 40.Giin 60.Giin 80.Giin*
Omekleme Zamam

al-antiproteaz (%)

Sekil 4.36. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore al-antiproteaz (%) aktivitesi

bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince kontrol+B.subtilis, %0,025 sintB.subtilis, %0,050 sint+B.subtilis,
%0,075 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinin toplam Ig miktar1 (Sekil 4.37.)
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak benzer oldugu tespit edilmistir (p>0,05). Ancak,
20. giinde kontrol+B.subtilis grubunun %0,050 sin+B.subtilis ve %0,075 sintB.subtilis
gruplarindan, 80. giinde ise %0,150 sin+B.subtilis grubunun kontrol+B.subtilis, %0,050
sintB.subtilis ve %0,075 sin+B.subtilis gruplarindan gore istatistiksel olarak Onemli

oranda yliksek oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.37. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore toplam Ig bulgularindaki degisimler

Hemolitik komplement bulgularma (Sekil 4.38.) baktigimizda denemenin 20.
gliniinde %0,075+B.subtilis ve %0,150+B.subtilis gruplar1 haricinde diger sinnamik asit
iceren gruplarin hemolitik komplementi kontrol grubuna gore istatisitiksel acidan
diistirdiikleri bulunmustur (p<0,05). Ancak denemenin 40. giiniinde sinnamik asit i¢eren
gruplarin komplement miktarinin kontrol grubu ile benzer olduklar1 gorilmiistiir (p>0,05).
60. giinde ise %0,075+B.subtilis ve %0,150+B.subtilis gruplarmm komplement miktarmin
kontrol grubundan diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,05). 80. giinde ise tiim gruplarin

komplement miktarinin kontrol gurubu ile benzer olduklar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.38. Deneme 2.2 siiresince gruplara gére hemolitik komplement bulgularindaki

degisimler

132



4.5.4. Kan pH Bulgulan

Deneme siiresince kan pH (Sekil 4.39.) bulgularindaki degisimlere bakildiginda
sadece 40. giinde %0,050 sin+B.subtilis, %0,075 sin+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis
gruplarinda kontrol grubuna gore ve diger gruplara gore istatistiksel olarak azaldigi

bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.39. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore kan pH bulgularindaki degisimler

4.5.5. Serum Biyokimya Bulgular

Deneme siiresince kontrol+B.subtilis, %0,025 sintB.subtilis, %0,050 sint+B.subtilis,
%0,075 sin+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarmm serum glikoz miktar1 (Sekil
4.40.) kontrol grubuna gore istatistiksel olarak benzer oldugu tespit edilmistir (p>0,05).
Ancak, 20. glinde %0,025 sin+B.subtilis grubunun kontrol+B.subtilis grubundan, 60.
giinde 1ise %0,050 sint+B.subtilis ve %0,075 sint+B.subtilis gruplarinda %0,025
sint+B.subtilis grubuna gore, 80. giinde ise %0,075 sin+B.subtilis grubunda %0,050
sint+B.subtilis grubuna gore istatistiksel olarak ©Onemli oranda yiliksek oldugu tespit

edilmistir (p<0,05).
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Sekil 4.40. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore serum glikoz bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis, %0,025 sint+B.subtilis, %0,050
sin+B.subtilis, %0,075 sint+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinin toplam protein

(Sekil 4.41.) miktari istatistiksel olarak benzer bulunmustur (p>0,05).
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Sekil 4.41. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore serum toplam protein bulgularindaki

degisimler

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis, %0,025 sint+B.subtilis, %0,050
sint+B.subtilis, %0,075 sintB.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarmin albumin (Sekil

4.42.) miktarlarmin istatistiksel olarak benzer olduklar1 gortilmiistiir (p>0,05).
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Sekil 4.42. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore serum albumin bulgularindaki degisimler

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis, %0,025 sint+B.subtilis, %0,050
sintB.subtilis, %0,075 sin+B.subtilis ve %0,150 sint+B.subtilis gruplarinm globulin (Sekil
4.43.) miktarlarinim istatistiksel olarak benzer olduklari tespit edilmistir (p>0,05).
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Sekil 4.43. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore serum globulin bulgularindaki degisimler
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4.5.6. Kortizol Bulgularn

Deneme siiresince kontrol, kontrol+B.subtilis,

%0,025 sin+B.subtilis,

%0,050

sint+B.subtilis, %0,075 sin+B.subtilis ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarmin serum kortizol

(Sekil 4.44.) miktarlarinin istatistiksel olarak benzer olduklar1 goriilmiistiir (p>0,05).
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Sekil 4.44. Deneme 2.2 siiresince gruplara gore serum kortizol bulgularindaki degisimler

4.6. Deneme 3.

4.6.1. Bilyiime Performansi Bulgular:

Deneme sonunda baliklarm ortalama baslangi¢ agirligi (OBA), ortalama son agirhigi

(OSA), canlt agrrlik artis1 (CAA), yem doniisiim oran1 (YDO) ve spesifik biiylime orani
(SBO) sonuglar1 Cizelge 4.21.’de verilmistir. Calisma sonucunda %0 (kontrol), %0,025,

%0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarinda sinnamik asit icerikli yemlerle beslenen gokkusagi

alabalik yavrularinin biiyiime performansinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak bir

degisim olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.21. Deneme 3. sonunda gruplara gore elde edilen biiyiime performansi ve yem

degerlendirme bulgular1

Deneme Gruplari

Kontrol 20,025 sin | %0,050 sin | %0,075 sin | %0,150 sin
OBA (g) 1,0540,03 1,03+0,03 1,03+0,01 1,05+0,02 1,04+0,07
OSA (g) 3,60+0,05 3,58+0,07 3,64+0,05 3,62+0,03 3,68+0,09
CAA (%) 243,41+11,77 | 247,54+9,54 | 251,75+1,24 | 245,03+8,25 |256,83+17,24
YDO 0,88+0,02 0,89+0,02 0,89+0,01 0,91+0,02 0,87+0,01
SBO (% giin™) 2,05+0,06 2,07+0,05 2,10+0,01 2,06+0,04 2,12+0,08
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4.6.2. Besin Kompozisyonu Bulgulan
Deneme sonunda yeme ilave edilen sinnamik asitin besin kompoziyonu (Cizelge
4.22.) bulgularindan kuru madde, protein, yag ve kiil iizerine istatistiksel olarak bir

etkisinin olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.22. Deneme 3. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar harig¢ balik

eti biyokimyasal kompozisyonlar1 ve karaciger yagi bulgulari

Deneme Gruplari
Kontrol | %0,025 sin | %0,050 sin | %0,075 sin | %0,150 sin
Kuru Madde (%) | 29,31+1,26 | 28,86+0,64 | 28,57+0,72 | 28,72+0,66 | 28,82+0,61
Protein (%) 16,19+0,53 | 15,544+0,23 | 16,41£0,29 | 15,53+0,29 | 15,45+0,70
Yag (%) 9,25+0,75 | 9,63+0,55 8,70+0,44 | 9,80+0,46 | 10,09+0,55
Kiil (%) 2,30+0,21 | 2,20+0,17 | 2,25+0,07 | 2,25+0,07 | 2,30+0,06

4.6.3. Kortizol ve Hematolojik Bulgular

Deneme siiresince gruplar arasimndaki kortizol ve hematolojik bulgulardan eritrosit
miktar1 (RBC), hematokrit (Hct), hemoglobin (Hb), ortalama eritrosit hacmi (MCV),
eritrosit basina diisen ortalama hemoglobin (MCH) ve eritrosit basma diisen ortalama
hemoglobin konsantrasyonunda (MCHC) meydana gelen degisimler Cizelge 4.23.’de
verilmistir. 3.Deneme siiresince besleme gruplari arasinda tiim balik kortizol, RBC, Hb,
Hct, MCV ve MCH degerlerinde istatistiksel olarak onemli bir degisim olmamistir
(p>0,05).
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Cizelge 4.23. Deneme 3. sonunda gruplara gore tiim balik kortizol ve hematolojik

bulgulardaki degisimler

Deneme Gruplari

Kontrol %0,025 sin | %0,050 sin | %0,075 sin | %0,150 sin
Kortizol (ng/g) 10,11+0,45 9,00+0,47 8,78+0,46 8,67+0,55 9,11+0,51
RBC

(x 10° mm™)

1,45+0,04 1,45+0,05 1,40+0,06 1,45+0,07 1,45+0,07

Hb (g dL™) 8,63%0,20 8,47+0,20 8,61+0,19 8,24+0,22 8,60+0,32

Hct (%) 35,01+0,53 | 31,66+0,99 | 31,82+0,72 | 32,03+1,18 | 32,50+0,91

MCV (um’) 243,10+5,87 |220,03+£9,51 | 230,67+8,46 | 222,59+8,71 | 226,80+9,79

MCH (pg) 59,97+1,92 | 58,864+2,33 | 62,54+2,62 | 58,03+3,70 | 60,63+4,22

MCHC (%) 24,68+0,55 | 26,81+0,36 | 27,09+0,47 | 26,06+1,27 | 26,59+1,08
4.7. Deneme 4.

4.7.1. Bilyiime Performansi Bulgular

Deneme sonunda baliklarm ortalama baglangi¢c agirligi (OBA), ortalama son agirhigi
(OSA), canlt agirlik artis1 (CAA), yem doniisim orani (YDO) ve spesifik biliyiime orani
(SBO) sonuglar1 Cizelge 4.24.’de verilmistir. Calisma sonucunda %0 (sinnamik asit ve
B.subtilis icermeyen kontrol), 2. kontrol (Sinnamik asit igermeyen, B.subtilis igeren
kontrol) %0,025, %0,05, %0,075 ve %0,15 oranlarinda sinnamik asit ve B.subtilis i¢erikli
yemlerle beslenen gokkusagi alabalik yavrularimin biiylime performansinda kontrol

grubuna gore istatistiksel olarak bir degisim olmadig1 bulunmustur (p>0,05).
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Cizelge 4.24. Deneme 4. sonunda gruplara gore elde edilen biiyiime performansi ve yem

degerlendirme bulgular1

Deneme Gruplari
Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis | sin+B.subtilis | sintB.subtilis

OBA (g) | 1,07+0,01 | 1,08+0,03 1,02+0,03 1,01+0,02 1,01+0,01 1,02+0,02
OSA (g) | 3,60+0,02 | 3,55+0,08 3,62+0,08 3,53+0,06 3,51+0,08 3,58+0,03
CAA
) 238,84+6,39|230,51+8,65 | 254,07+£16,44 | 251,17+0,37 | 247,38+5,82 | 249,92+6,04
YDO 0,89+0,01 | 0,91+0,03 0,89+0,04 0,89+0,01 0,92+0,03 0,89+0,01
SBO (%
i) 2,03+0,03 | 1,99+0,04 2,10+0,08 2,09+0,00 2,07+0,03 2,09+0,03

4.7.2. Besin Kompozisyonu Bulgulan

Deneme sonunda yeme ilave edilen B.subtilis ile sinnamik asit+B.subtilis gruplarinin

besin kompoziyonu bulgularindan (Cizelge 4.25.) kuru madde, protein, yag ve kiil iizerine

istatistiksel olarak bir etkisinin olmadig1 bulunmustur (p>0,05).

Cizelge 4.25. Deneme 4. sonunda gruplara gore elde edilen ortalama i¢ organlar hari¢ balik

eti biyokimyasal kompozisyonlar1

Deneme Gruplari
Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sint+B.subtilis | sintB.subtilis | sintB.subtilis | sin+B.subtilis

Kuru

27,78+0,14 | 28,19+0,40 | 28,72+0,66 | 29,50+0,93 | 28,66+0,67 | 28,58+0,81
Madde (%)
Protein
) 15,88+0,37 | 15,60+0,32 | 15,46+0,20 | 16,93+0,25 15,38+0,31 16,06+0,40

0

Yag (%) 9,31+0,70 | 9,63+0,52 9,99+0,20 8,58+0,33 10,03+0,30 9,06+0,04
Kiil (%) 2,27+0,19 | 2,28+0,05 2,28+0,04 2,33+0,09 2,42+0,09 2,35+0,10

4.7.3. Kortizol ve Hematolojik Bulgular

Deneme siiresince gruplar arasindaki kortizol ve hematolojik bulgulardan eritrosit

miktar1 (RBC), hematokrit (Hct), hemoglobin (Hb), ortalama eritrosit hacmi (MCV),

eritrosit bagina diisen ortalama hemoglobin (MCH) ve eritrosit basina diisen ortalama

hemoglobin konsantrasyonunda (MCHC) meydana gelen degisimler Cizelge 4.26.’de
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verilmistir. Deneme siiresince besleme gruplar1 arasinda tiim balik kortizol, RBC, Hb, Hct,

MCYV ve MCH degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli bir degisim olmamaistir (p>0,05).

Cizelge 4.26. Deneme 4. sonunda gruplara gore tiim balik kortizol ve hematolojik

bulgulardaki degisimler

Deneme Gruplari

Kontrol Kontrol+ %0,025 %0,050 %0,075 %0,150
B.subtilis | sint+B.subtilis | sint+B.subtilis | sint+B.subtilis | sin+B.subtilis
Kortizol
9,00+0,53 8,67+0,60 8,89+0,59 8,44+0,44 9,22+0,60 9,28+0,46
(ng/g)
RBC
(x 10°| 1,58+0,04 1,76+0,03 1,79+0,02 1,74+0,04 1,75+0,04 1,60+0,01
mm”)
Hb (g
dL']) 7,91+0,15 8,03+0,24 8,51+0,23 8,23+0,23 8,20+0,25 7,94+0,12
Hct (%) | 25,08+0,98 | 28,89+1,03 | 27,92+0,74 | 26,52+0,80 | 28,29+0,72 | 25,90+0,60
MCV
( 3) 158,98+5,92 | 164,19+4,53 | 155,91+4,49 | 153,00+4,96 | 162,20+5,32 | 162,27+3,81
um
MCH
50,12+0,63 | 45,66+0,91 | 47,46+1,15 | 47,56+1,62 | 46,90+1,31 | 49,74+0,36
(pg)
MCHC
o) 31,87+1,20 | 27,88+0,44 | 30,63+1,12 | 31,15+0,79 | 29,04+0,86 | 30,81+0,88
0

4.8. 16S rRNA ve gyrB Gen Dizileme Analizi Bulgulan

Elde edilen tiim izolatlara ait 16S rRNA ve gyrB gen bolgeleri PCR {iriinlerinin

agaroz jel elektroforez goriniitiisii Sekil 4.45. ve 3.46.'de gosterilmistir. Dizi analizine

gonderilen siipeli B.subtilis izolatlar1 arasindan secilen 9 adet izolatin tiimi B.subtilis

subsp. spizizenii olarak tanimlanmistir. Buna ek olarak baliklara infekte edilen ve yasama

orani testi i¢in kullanilan sus da Yersinia ruckeri olarak tanimlanmastir.
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Sekil 4.45. Elde edilen izolatlarin gyrB gen bdlgesi PCR iirlinlerinin agaroz jel elektroforez
gortniitiisii. Ladder: GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder
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Sekil 4.46. 16S rRNA gen bolgesi icin PCR iiriinlerine ait jel elektroforez goriintiisi.
Ladder: GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder

4.9. Antimikrobiyal ve Siv1 Kiiltiir inhibisyon Analiz Bulgular

Alabalik bagirsak izolatlar1 {izerine Chloramphenicol (C30), Streptomycin (S10),
Vancomycin  (VA30), Doxycycline  (DO30),  Oxytetracycline  (OT30),
Trimethoprim/sulphamethoxazole (SXT25), Amoxycillin/clavulanic acid (AMC30),
Eritromisin (E15), Gentamicin (CN10), Forfenikol (FFC30) antibiyotik diskleri ve
sinnamik asitin (2mg/disk) 1.4eromonas sobria SY-AS3, 2. Acinetobacter johnsonii SY-
Al, 3. Bacillus nealsonii SY-BNO, 4. Bacillus pumilus SY-BP15, 5. Bacillus subtilis SY -
BS19, 6. Bacillus subtilis SY-BS20, 7. Bacillus thuringiensis SY-BT11, 8. Citrobacter
freundii, SY-CF14, 9. Enterobacter sp., SY-EN560, 10. Lelliottia amnigena SY-LA18S, 11.
Lysinibacillus xylanilyticus SY-LX12, 12. Pseudomonas putida SY-PP21, 13. Shewanella
baltica, SY-S145, 14. Flavobacterium spartansii SY-FS1, 15. Aeromonas sobria SY-ASI,
16. Aeromonas salmonicida ATCC 33658, 17. Citrobacter sp., SY-C10, 18. Edwardsiella
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tarda SY-EDI1, 19. Edwardsiella tarda SY-ED14, 20. Lactococcus garvieae, SY-LGI, 21.
Listonella anguillarum, SY-L24, 22. Streptococcus iniae ATCC 2917, 23. Yersinia
ruckeri, E42, 24. Lactobacillus plantarum, BC 7321, 25. Bacillus subtilis, ATCC 6633, 26.
Escherichia coli, ATCC 25922 bakterileri {lizerine antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi
icin yapilan disk difiizyon ve minimum inhibitér konsantrasyonu bulgular1 Cizelge 4.27.'de
gosterilmistir. Sonuglara bakildiginda 26 adet bakteri tiirii izerinden sinnamik asitin sadece
Aeromonas sobria SY-AS1 balik patojeni lizerinde giiclii inhibisyon gdsterdigi
bulunmustur. Ayrica alabalik bagirsak izolatlarindan Aeromonas sobria SY-AS3 ve
Shewanella baltica, SY-S145, bagirsaktan izole edilmemis alabalik izolat1 Flavobacterium
spartansii SY-FS1 ve balik patojenlerinden Aeromonas salmonicida ATCC 33658,
Listonella anguillarum, SY-L24 ve Yersinia ruckeri, E42 iizerine sinnamik asitin orta
derecede inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Sinnamik asitin diger bakteri tiirleri
iizerinde herhangi bir inhibisyon gostermedigi bulunmustur. Minimum inhibitor
konsantrasyonu (MIK) bulgularina baktigimizda sinnamik asit igeren besi ortammm pH
notiirlemesi yapildiginda (MIK 1) sinnamik asitin antimikrobiyal etkisinin goriilmedigi
tespit edilmistir. Ancak besi ortami nétiirlemesi yapilmadiginda (MIK 2) sinnamik asitinin

daha etkili oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.27. Disk difiizyon ve minimum inhibitdr konsantrasyonu (MiK) bulgular

Antibiyotik Diskler Sinnamik Asit
C S | VA | DO | OT [SXT|AMC| E | CN | FFC| SA
NO| 30 [10 | 30 | 30 | 30 | 25 | 30 | 15| 10 | 30 |2mg | MiK1|MiK 2
1 28 10 12 16 8 14 16 16 12 28 12 | >2500 500
2 20 16 10 20 17 18 26 12 18 14 8 >2500 500
3 18 16 19 25 25 - 31 18 16 20 8 >2500 | 1000
4 18 16 18 22 21 - 30 24 22 25 8 >2500 | 1000
5 26 10 19 27 23 19 41 23 24 28 8 >2500 | 1000
6 29 24 19 26 25 24 34 30 26 30 10 | >2500 | 1000
7 13 16 15 20 17 - - 23 19 23 - >2500 | 1000
8 18 14 - 10 - - 20 - 16 13 - >2500 | >1000
9 20 16 - 19 20 - 21 12 14 28 - >2500 | >1000
10 26 14 - 18 20 - 22 - 16 28 7 2500 1000
11 21 21 28 26 27 - 35 17 28 25 9 >2500 | 1000
12 - 16 - 24 20 - 16 - 20 - 8 >2500 | >1000
13 26 12 - 32 22 28 20 26 24 34 14 | >2500 500
14 22 - - 26 24 - 22 22 - 28 18 2500 500
15 36 10 12 22 20 28 24 22 16 36 22 | >2500 250
16 34 - - 24 26 26 28 14 20 30 12 | >2500 | 1000
17 24 14 - 20 24 - 20 8 20 20 8 >2500 | >1000
18 30 16 - 26 30 24 32 12 20 40 10 | >2500 | >1000
19 30 12 - 26 28 20 30 14 18 32 11 | >2500 | >1000
20 26 8 20 26 24 - 34 28 10 16 - >2500 | >1000
21 30 10 - 28 24 24 12 10 16 32 14 | >2500 500
22 25 8 15 25 27 18 34 26 9 21 11 | >2500 | >1000
23 30 14 - 26 26 28 24 14 16 28 12 | >2500 1000
24 24 - - 18 18 - 32 23 - 23 8 >2500 | >1000
25 32 18 20 24 20 - 16 25 21 34 8 2500 1000
26 24 14 - 18 - - 22 - 16 22 8 >2500 | >1000

NO: Bakteri numaralari, SA: Sinnamik asit (2mg/disk), MIK 1 (ug/mL) pH nétiirlemesi yapilmis besi
ortamlarmi (pH:7,1-7,4 aras1 (MRS: 5,75). MIK 2 (ug/mL) pH nétiirlemesi yapilmamis besi ortamlarini
(MHB: 6,1, BHB: 6,87, TSB: 6,64, MRS: 5,36, TSB+%1,5 NaCl: 6,23) ifade etmektedir, -: herhangibir zon

gbzlemlenmemistir.
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Stv1 kiiltiir inhibisyon testi sonuclarinda sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin
birlikte balik patojenlerinin liremelerini engelleyici etkileri incelendiginde bakteri tiirlerine
gore farkl sonuglar alindig1 bulunmustur. Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte
etkilerinin 4. sobria, SY-ASI lizerine engelleyici etkileri Sekil 4.47.'de gosterilmistir. Tek
basma B. subtilis s fazmmin 11. saatten itibaren A. sobria bakterisinin liremesini
engellemeye bagsladig1 ve bu etkinin 18. saatten itibaren 6nemli oranda oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Ayrica sinnamik asitin 0,5 ve 1 mg/ mL konsantrasyonlarinda ve B. subtilis iis
fazinmn farkli sinnamik asit konsantrasyonlar1 (0,5 ve 1 mg/mL) ile birlikte 4. sobria

bakterisinin liremesini tamamen engelledikleri tespit edilmistir (p<0,05).

0,45 1
’ ——A. sobria
0.40 - —=— BS+A. sobria
BS+Sin (Img/mL) +A. sobria

0,35 - BS+Sin (0,5mg/mL) +A. sobria
g —*—Sin (Img/mL) +A. sobria
S 0,301 ——Sin (0,5mg/mL) +A. sobria
N
£ 025 -
)
<
£ 020

0,15 -

0,10

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Zaman (Saat)

Sekil 4.47. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Aeromonas sobria, SY-AS1

bakterisinin Uuremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte A. salmonicida, ATCC 33658
bakterisinin tiremesi tizerine etkileri Sekil 4.48.'de gosterilmistir. Tek basmna B. subtilis {is
fazinin 15. saatten itibaren 4. salmonicida bakterisinin liremesini engellemeye basladigi
ancak bu etkinin istatistikel agidan 6nemli olmadig1 bulunmustur (p>0,05). Sinnamik asitin
0,5 ve 1 mg/ mL konsantrasyonlar1 ve B. subtilis iis fazinn farkli sinnamik asit
konsantrasyonlar1 (0,5 ve 1 mg/mL) ile birlikte A. salmonicida bakterisinin tiremesini 7-12
saatleri arasinda Onemli oranda engelledikleri tespit edilmistir (p<0,05). Ayrica 15-36.
saatler arasinda her iki sinnamik asit konsantrasyonunu ve 27. saatten sonra B. subtilis Uis
faz1 ile birlikte sinnamik asitin her iki konsantrasyonu A. salmonicida bakterisinin

iremesini engelledikleri bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.48. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Aeromonas salmonicida, ATCC

33658 bakterisinin iiremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin Citrobacter sp., SY-C10
bakterisinin iiremesi tizerine etkileri Sekil 4.49.'de gdsterilmistir. Yapilan okumalarda tek
basma B. subtilis is fazmin Citrobacter sp. bakterisinin liremesini engellemedigi
goriilmiistiir (p>0,05). Ancak 7-36. saatler arasinda B. subtilis iis fazi ile birlikte sinnamik
asitin her iki konsantrasyonu ve sadece sinnamik asit konsantrasyonlar1 Citrobacter sp.
bakterisinin iremesini dnemli oranda engellemistir (p<0,05). Siv1 kiiltiir inhibisyon testi
sonucunda tek basina sinnamik asitin 1 mg/mL konsantrasyonun Citrobacter sp. lizerinde

diger uygulamalardan daha etkili oldugu tespit edilmistir (p<0,05).
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1,20 7 —— Citrobacter Sp.
—=— BS+Citrobacter sp.
1,00 - BS+Sin (Img/mL) +Citrobacter sp.
BS+Sin (0,5mg/mL) +Citrobacter sp.
== Sin (Img/mL) +Citrobacter sp.
2 0,80 1 ——Sin (0,5mg/mL) +Citrobacter sp.
s
[l
L 0,60
2
3
3 0,440 -
<
0,20 T
0,00 T T T T T T T T T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Zaman (Saat)

Sekil 4.49. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Citrobacter sp., SY-C10

bakterisinin uremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin E. tarda SY-EDI
bakterisinin iiremesi tizerine etkileri Sekil 4.50.'de gosterilmistir. 9. saatten itibaren
sinnamik asitin 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlari, B. subtilis iis fazinin farkl sinnamik
asit konsantrasyonlar1 (0,5 ve 1 mg/mL) ile birlikte ve B. subtilis iis fazinin tek basma E.
tarda SY-EDI bakterisinin iiremesini 6nemli oranda engelledigi tespit edilmistir (p<0,05).
36. saat sonunda diger tiim uygulama gruplarma gore en etkili grubun 1 mg/mL sinnamik

asit icerikli B. subtilis iis faz1 oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.50. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Edwardsiella tarda, SY-EDI1

bakterisinin uremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin L. garvieae, SY-LGI1
bakterisinin iiremesi {lizerine etkileri Sekil 4.51.'de gosterilmistir. 6. saatten itibaren 1
mg/mL sinnamik asit konsantrasyonu ve 1 mg/mL sinnamik asit icerikli B. subtilis iis faz1
36. saate kadar L. garvieae bakterisinin liremesini 6nemli oranda engellemistir (p<0,05).
0,5 mg/mL sinnamik asit konsantrasyonu L. garvieae'nin liremesini saadece 7-10. saatler
arasinda engellerken, 0,5 mg/mL sinnamik asit i¢eren B. subtilis lis faz1 ise 6-12. saatler
arasinda engellemistir (p<0,05). Sadece B. subtilis iis faz1 uygulamasima baktigimizda 6-15.
saatler arasmnda en etkili grup oldugu ve sadece bu saatler arasinda L. garvieae'nin

iiremesini 6nemli oranda engelledigi bulunmustur (p<0,05).
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Sekil 4.51. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Lactococcus garvieae, SY-LG1

bakterisinin uremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin L. anguillarum, SY-124
bakterisinin liremesi tizerine etkileri Sekil 4.52.'de gosterilmistir. Okumalarda tek basma B.
subtilis iis fazinin 18. saatten itibaren L. anguillarum tizerinde engelleyici etki gdstermeye
basladig1 goriilmekle birlikte bu etkinin 6nemli omadigi bulunmustur (p>0,05). Ancak,
sadece iki farkli sinnamik asit konsantrasyonu igeren ve B. subtilis iis fazi ile birlikte
sinnamik asitin her iki konsantrasyonunu iceren gruplarin L. anguillarum bakterisinin
iremesini 15. saatten itibaren engelledigi tespit edilmistir (p<0,05). L. anguillarum
iizerinde en etkili gruplarin 1 mg/mL sinnamik asit ve 1 mg/mL sinnamik asit iceren B.

subtilis s faz1 oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.52. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Listonella anguillarum, SY-124

0,10

bakterisinin uremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin Y. ruckeri, E42 bakterisinin
iiremesi tizerine etkileri Sekil 4.53.'de gosterilmistir. Okumalarda tek basina B. subtilis s
fazinmn 11. saatten itibaren Y. ruckeri bakterisinin iliremesi lizerinde engelleyici etki
gostermeye basladigi goriilmekle birlikte bu etkinin 6nemli omadigi tespit edilmistir
(p>0,05). Ancak, 0,5 ve 1 mg/mL sinnamik asit konsatrasyonu ile ayni konsantrasyonlar1
B. subtilis s fazi ile birlikte iceren gruplarin Y. ruckeri iizerinde engelleyici etki gosterdigi
bulunmustur (p>0,05). Ayrica en etkili uygulamanmn 1 mg/mL sinnamik asit igeren B.

subtilis s faz1 oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.53. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Yersinia ruckeri, E42 bakterisinin

uremesi tizerine etkileri

Sinnamik asit, B. subtilis veya ikisinin birlikte etkilerinin S. iniae ATCC 2917

bakterisinin liremesi lizerine etkileri Sekil 4.54.'de gosterilmistir. Sadece B. subtilis {is

fazinmn 11. saatten itibaren S. iniae bakterisinin iiremesini engelledigi tespit edilmistir

(p<0,05). Ayrica, 0,5 ve 1 mg/mL sinnamik asit konsatrasyonu ile ayni konsantrasyonlar1

B. subtilis iis faz1 ile birlikte iceren gruplarin 9. saatten itibaren S. iniae bakterisinin

iiremesini engelledigi goriilmiistiir (p<0,05). S. iniae en etkili grubun 1 mg/mL sinnamik

asit igeren B. subtilis iis faz1 oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.54. Sinnamik asit veya Bacillus subtilis (BS)' in Streptococcus iniae ATCC 2917

bakterisinin Uuremesi tizerine etkileri
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4.10. Arastirma Bulgularinin Genel Olarak Degerlendirilmesi ve Literatiir ile
Tartisiimasi

Doktora tez calismasi kapsaminda geng alabalik yemlerine sinnamik asit, B.subtilis
ve sinnamik asit + B.subtilis uygulamalarinin ardindan deneme sonunda baliklarin biiyiime
performanslari, besin kompozisyonlari, toplam karaciger yag miktari, i¢ organ indeksleri,
bagirsak ve mide enzimleri, bazi serum biyokimyasal parametreleri (trigliserit, kolesterol,
GOT, GPT, LDH, ALP), yem, mide ve bagirsak pH miktarlari, baz1 serum antioksidan
kapasitesi ve bagirsak mikrobiyotasi analiz edilmistir (Deneme 1.1, Deneme 2.1). Ayrica
yavru balik yemlerinde ayni katkilarin deneme sonunda biiylime performansi, besin
kompozisyonu, tiim viicut kortizol ve hematolojik parametreleri lizerine etkileri de
incelenmistir (Deneme 3 ve Deneme 4). Daha once tez kapsaminda balik yemlerine ilave
edilen sinnamik asitin etkisiyle ilgili bir ¢alismaya literatiirde rastlanilmadigindan elde
ettigimiz sonuglar ilk olma 6zelligi tasimaktadir ve orjinaldir.

Calisma kapsaminda degerlendirilen analizlerden; biliyiime performansi, besin
kompozisyonu, yag asitleri, karaciger yag analizi, mide ve bagirsak pH analizleri ve
bagirsak mikrobiyotas: {izerine deneme gruplarinin kontrol grubuna gore herhangi bir
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Ancak B.subtilis ilaveli gruplarda bagirsak florasinda
B. subtilis miktarinin 6nemli oranda arttig1 bulunmustur. Ayrica deneme gruplarinin yavru
baliklarda yapilan iki denemede de biiylime performansi, besin kompozisyonu, tiim viicut
kortizol ve hematolojik parametreleri lizerine herhangi bir degisiklige neden olmadigi
tespit edilmistir. Ancak, bagirsak ve mide enzimleri, i¢ organ indeksleri, bazi serum
biyokimyasal parametreleri ve bazi serum antioksidan kapasitesi parametrelerinde 6nemli
degisimler olmustur. Bugiline kadar baliklar iizerinde sinnamik asitin etkisiyle ilgili bir
calismaya literatlirde rastlanilmadigimdan bu kisimda tez kapsaminda elde edilen bulgular
farkli organik asitler, sinnamik asitin tiirevleri ve benzer yapidaki farkli lriinler ile
karsilagtirilmistir.

Bu calismada sinnamik asitin yeme ilave edilen dozlarda (%0,025-%0,150)
gokkusag alabaligi (Deneme 1.1: 17,49+0,08 g ve Deneme 3: 1,04+0,01 g) biiylime
performansi ve besin komposizyonu iizerinde dnemli bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
Organik asit ilavesi yapilan diger c¢alismalarin biliylime performanst ve besin
kompozisyonu {lizerine etkilerine baktigimizda farkli sonuclar alindigi goriilmektedir.
Ornegin, gokkusagi alabalig1 (13,2 g) yemlerine %1 oraninda sitrik asit ilave edildiginde
biiytimede artis, SBO ve YDO de iyilesme goriilmiistiir (Hernndez ve ark., 2012). Benzer

olarak yeme %1 oraninda sitrik asit ilavesi daha diisiikk balikk unu yemi ile beslenen
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gokkusag1 alabaliklarinda (2,67+0,01 g) dahi biiylimeyi normal degerlerde tutmustur
(Pandey ve Satoh 2008). Gokkusagi alabalig1 (40 g) yemlerine organik asit karisimi %0,
%0,5, %1 ve %1,5 oranlarinda ilave edilmis ve calismada %1 ve %1,5 oranlarinda biiyiime
ve SBO da artig saglanmistir (de Wet, 2005). Ancak yeme %1 oraninda sodyum format-
sodyum biitirat (2:1) ilavesi bitkisel protein kaynakli diyetle beslenen gokkusagi
alabalikarinin (230 ve 950 g) biiylime performansi ve yemden yararlanma {izerine etki
gostermezken, besin sindirimini azaltmistir (Gao ve ark. 2011). Farkl bir ¢alismada yeme
yiiksek oranda (%12) sukkinik asit veya sitrik asit ilavesi gokkusagi alabaliklarinin yem
tikketimini azaltmistir (Fauconneau, 1988). Gokkusagi alabaliklarinda (3,0+0,1) yapilan
farkli bir calismada yeme %0, %4, %8 ve %16 oranlarinda sitrik asit ilave edilmis ve
agirlik artisina herhangibir etkisinin olmadigr goriilmistir (Vielma ve ark., 1999).
Literatiirdeki calismalar arasindaki farkliliklarin yemdeki besinlerin
sindirilebilirliklerindeki, yemdeki organik asit oranlarindaki, yemin kompozisyonundaki ve
yasindaki, balik besleme kosullarindaki ve yem teknolojilerindeki farkliliklardan
kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Gao ve ark. 2011). Calismamiza benzer olabilecek farkli
bir calismada kirmizi mercan balig1 (Pagrus major 250 g) yemlerine sinnamik asitin bir
tiirevi olan ferulik asit %0,01, 0,05, 0,1 ve 0,5 oranlarinda ilave edilmis ve 98 giinliik
besleme sonucunda biiyiime performansina herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir
(Maoka ve ark., 2008).

Calismamizin ikinci kisminda sinnamik asit yemlerine (%0,025-%0,150) probiyotik
(B.subtilis 10" cfu g™) ilavesi yapilmistir. Yapilan denemelerde (Deneme 2.1: 21,63+0,21
g ve Deneme 4: 1,03+0,01 g) deneme gruplarinin biiylime performansit ve besin
kompozisyonu lizerinde O6nemli bir etkisinin olmadigi gorilmiistiir. B.subtilis ile ilgili
alabaliklarda yapilan ¢aligmalarla bu ¢alismada elde ettigimiz sonuglar1 karsilagtiracak
olursak; bu caligmada elde ettigimiz sonuglara benzer olarak alabalik (70 g) yemlerine
ilave edilen BioPlus 2B® (B.subtilis + B. licheniformis 7,75 cfu g')nin biiyiime
performanst ve besin kompozisyonu {iizerine bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir
(Merrifield ve ark., 2010a). Gokkusag: alabalig1 larva (120 mg) yemlerine farkli oranlarda
(4.8x10% - 6.1x10° cfu g") B.subtilis + B. licheniformis (BioPlus 2B®) ilave edilmis ve 68
giin siiren deneme sonunda en fazla agirhk artis1 (deneme sonu ~1,2 g) 3.8 x 10° cfu g
oraninda probiyotik icerikli yemlerle beslenen baliklarda goriilmiis, tiim probiyotik
gruplar1 (en diisiik doz hari¢: 4.8x10%) tiim viicut protein oranmni arttirmis ve yag miktari
probiyotik dozu arttikca azalmistir (Bagheri ve ark., 2008). Ayn1 calismada daha az veya

daha fazla (6.1x10° cfu g™) probiyotik igerikli yemlerle beslenen larvalarin deneme sonu
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agirligi benzer bulunurken SBO en iyi 3.8 x 10° cfu g ve 6.1x10° cfu g probiyotik igerikli
gruplarda bulunmustur.

Labeo rohita (Kumar ve ark., 2006) yemlerine B. subtilis (10" cfu g ') ve nil tilapiasi
Oreochromis niloticus (El-Haroun ve ark., 2006) yemlerine Biogens® (3x10” cfu g '-
12x10" cfu g ') ilave edilen ¢alismalarda bityiime performansinda artis saglanmistir. Ancak
Biogens"” ticari bir iiriin olup igeriginde allisin ve hidrolitik enzimler de mevcuttur.

Gokkusagr alabaligi yemlerine katilan farkli probiyotik katkilarm etkisine bakilacak
olursa gokkusagi alabaliklarinin (13,2+0,25) yemlerinde E. faecalis probiyotigi tek basina
katildiginda biiyiime performansinda ve balik viicut kompozisyonunda kontrole gore bir
fakliligin olmadig1 ancak prebiyotik ilavesiyle birlikte biiylimede artis saglandigi ve besin
kompozisyonunda ise bir fark olmadigi bulunmustur (Rodriguez-Estrada ve ark., 2009).
Farkli bir calismada ise L. casei ve L. plantarum probiyotik bakterileri ayr1 ayr1 olarak
gokkusag1 alabaligi (20 g) yemlerine ilave edilmis ve 30 giinlik besleme denemesi
sonunda her iki probiyotik tiiriiniinde (5x10” cfu g ') biiyiime performansin arttirdigini
tespit etmislerdir (Andani ve ark., 2012). Ancak gokkusagi alabaliklarinda E. faecalis ve
Lactobaciller ne kadar etkili de olsa ticarilesme olasilig1 Bacillus tiirleri kadar degildir.
Cuinkii Bacillus tiirleri spor olusturan ve sporlar1 yiiksek sicakliklara dayanikli tiirlerdir
(Hong ve Cutting 2005).

Bu tez caligmasinda elde ettigimiz bulgular ile literatiirdeki bulgularin tam olarak
kiyaslanamayacagi goriilmektedir. Bunun nedeni ¢aligmalarda probiyotik ilavesinin (B.
subtilis) tek basma yapilmamis olmasi, farkli balik tiirlerinde ¢alismalarin yiiriitiilmesi,
aynt balik tiirlindeki calismalarda farkli biytikliiklerdeki baliklarin denemelerde
kullanilmis olmas1 ve bu durumun sonuglar1 etkilediginin goriilmiis olmas1 (Merrifield ve
ark., 2010a; Bagheri ve ark., 2008), ayn1 probiyotik tiirii de olsa farkli suslarin kullanilmis
olmas1 ve ayni balik tiirlinde farkli probiyotik tiirlerinin birlikte kullanilmis olmasi
stralanabilir.

Besinsel acidan diger 6nemli bir kriterde balik eti yag asit kompozisyonudur. Yag
asitleri balik gelisimi, sagligi, hiicre membran yapisinin korunmasi ve fonksiyonlarinin
devami i¢in Onemlidirler (Sargent ve ark., 2002). Yapilan calismalarda gokkusagi
alabaliklarinin yemlerinde linoleik asite (18:3n-3) % 0,7-1,0 ve n-3 HUFA da % 0,4-0,5
oranlarinda ihtiya¢ duyduklar1 bildirilmistir (Sargent ve ark., 2002; Hardy, 2002). Ayrica
alabaliklar fosfolipit ve prostaglandin sentezi i¢in az miktarda aragidonik asit (C20:4)

ihtiyacina da sahiptirler (Cho ve Cowey, 1991). Bu tez calismasi kapsaminda yeme ilave
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edilen sinnamik asit veya sinnamik asit+ B.subtilis'in baliklarin yag asit kompozisyonlar1
iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

Bu caligmada yeme ilave edilen sinnamik asit (Deneme 1.1), B.subtilis ve sinnamik
asit+B.subtilis'in (Deneme 2.1) gokkusagi alabaliklarinda etkisiyle ilgili arastirilan diger
bir parametre de bagirsak florasidir. Bu amacla denemelerde yeme ilave edilen sinnamik
asitin Enterobacteriaceae, koliform, laktik asit ve toplam heterotrofik aerobik bakterileri
ile maya ve kiiflerin iizerine etkisi incelenmistir. Sinnamik asit+B.subtilis ve B.subtilis
ilavesinin etkisinde ise ilaveten mezofilik bakteri sayist1 ve B.subtilis sayisina da
bakilmistir. Sinnamik asitin tek basina yeme ilavesi bagirsak florasi iizerinde herhangi bir
degisiklige neden olmamistir. Ancak Sinnamik asit+B.subtilis ve B.subtilis ilavesiyle
birlikte bagirsak florasinda B.subtilis miktarmin 6nemli oranda arttig1 tespit edilmistir.

Bu calismada gokkusagi alabaliginda klasik sayim ydntemiyle elde ettigimiz
iireyebilen canli sayimi sonuglarina bakacak olursak, toplam heterotrofik aerobik
bakterileri 5,49-6,77 log cfu g' arahgnda bulunmustur. Bu sonuglarm gokkusag
alabaliklarinda yapilmis calismalarda bagirsaklardaki toplam bakteri mikrobiyotasi i¢in
daha once bildirilen sonuglara (2,47-7 log cfu g') benzer oldugu goriilmektedir
(Spanggaard ve ark., 2000; Kim ve ark., 2007; Merrifield ve ark., 2010a). B.subtilis igerikli
gruplarda bagirsakta iireyebilen B.subtilis sayisi ise 5,29-5,80 log cfu g’ olarak
bulunmustur. Ayrica calismamizda kontrol grubunun dogal florasinda B.subtilis izole
edilmemistir. Farkli caligmalarda alinan sonuglara baktigimizda gokkusagi alabaligi
yemlerine ilave edilen BioPlus 2B® (B.subtilis + B. licheniformis 7,75 cfu g')'nin
bagirsaklarda 7 log cfu g olarak geri izolasyonunun yapildig1 bildirilmistir (Merrifield ve
ark., 2010a). Bu deger calismamiza oranla daha az goziiksede Merrifield ve ark. (2010a)
yaptiklar1 ¢caligmada kontrol grubunda da Bacillus izole edilmistir. Bu nedenle ¢aligsmalarin
karsilastirilmas: ylizdesel olarak yapilabilir gézilkmektedir. Bu calismada B. subtilis' in
iireyebilen toplam bakteri yiikii igerisindeki ylizdeleri kontrol i¢in %0, kontrol+ B. subtilis
icin %81,61, %0,025 sin+B. subtilis i¢in %87,11, %0,050 sint+ B. subtilis i¢in %97,67,
%0,75 sin+B. subtilis i¢cin  %93,14 ve %0,150 sin+B. subtilis i¢in %96,50 olarak tespit
edilmistir. Sonuglara baktigimizda sinnamik asit orani arttikca B. subtilis bakterilerinin
bagirsak florasma yerlesme oranininda arttigi ve %0,150 sin+B. subtilis grununda
Kontrol+ B. subtilis grubuna gore yaklasik %15 daha fazla yerlestigi bulunmustur.
Merrifield ve ark. (2010a) yaptiklar1 ¢alismada ise Bacillus bakterilerinin iireyebilen
toplam bakteri yiikii icerisindeki yiizdesi %62 oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda ¢alismamizda B. subtilis icerikli yemlerle beslenen baliklarda B. subtilis'in
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bagirsak florasmin %80 ve iizerinde hakim oldugu goriilmektedir. Calismalar arasindaki
farkliligin caligmamizda kontrol grubunda Bacillus bakterisine rastlanilmamasiyla
aciklanabilir. Ayrica ¢aligmalarda farkli sus kullanimi ve probiyotiklerin farkli tiirlerden
olusmas1 gibi etkenlerde farkliliklarm nedenini aciklayabilir. Bu hipotezleri kanitlar
nitelikte her ne kadar larvalarda yapilmis olsada, gokkusagi alabaliklarinda yapilan farkli
bir ¢calismada yine yemlere BioPlus 2B® (B.subtilis + B. licheniformis) ilave edilmis ve
calismamizla benzer olarak kontrol grubunda Bacillus bakterisine rastlanilmamistir
(Bagheri ve ark., 2008). Ayni ¢alismada yemlerdeki kullanilan probiyotik oranlar1 4.8x10°
- 6.1x10° cfu g araligindayken bagirsaklarda bu oran 6,40-7,52 log araliginda elde edilmis
ve Bacillus bakterilerinin iireyebilen toplam bakteri yiikii igerisindeki ylizdesi %65-%99
olarak bulunmustur (Bagheri ve ark., 2008). Bu calismada yemlerde 107 cfu g™ B. subtilis
ilavesiyle elde ettigimiz sonuglar kullanilan miktara bakildiginda Bagheri ve ark. (2008) ile
benzer oldugu soOylenebilir. Farkli bir caliyjmada deneme baliklarina (O. mykiss)
probiyotikli yemler yedirilmeye baslanilmadan 6nce baliklar antibiyotik (oxolinic asit) ile
beslenmis ve bagirsak florasindaki bakteri yiikii indirgenmis, devaminda BioPlus 2B®
(B.subtilis + B. licheniformis 7,79 log cfu g™) ile beslenen baliklarin bagirsak florasindaki
toplam bakteriler igerisindeki Bacillus ylizdesi c¢alismamiza benzer olar (Kontrol+
B.subtilis : %81,61) %82 bulunmus olmas1 (Merrifield ve ark., 2010d) hipotezimizi
dogrular niteliktedir.

Organik asitlerin baliklardaki bagirsak florasi iizerine ¢ok az sayida ¢alisma vardir.
Bu nedenle bu konudaki literatiir tartigmasi balik veya kabuklu tiirlerinde birlikte
degerlendirilmistir. Karideslerde (Litopenaeus vannamei) yapilan bir ¢calismada yeme %2
oraninda organik asit karistminin ilave edilmesi hepatopankreasta toplam bakteri ve Vibrio
yiikiinii azaltmistir (Romano ve ark., 2015). Farkl bir karides tiiriinde (Penaeus monodon)
yapilan benzer bir ¢alismada yemde %2 oraninda organik asit karisgtminin kullanilmasi
karideslerin bagirsak ve hepatopankreasindaki toplam bakteri ve Vibrio yiikiinii azaltmistir
(Ng ve ark., 2015). Baliklarda yapilan c¢alismalara baktigimizda tilapia baliklarmin
yemlerine %0,3 oraninda potasyum diformat eklendiginde bagirsaklardaki laktik asit
bakteri yiikiiniin arttigini bulmuslardir (Abu Elala ve Ragaa 2015). Ayrica organik asitlerin
bakteri yilikiinden ziyade bagirsaklardaki bakteri popiilasyonlarmi degistirme o6zelligide
vardir. Ornegin  %0,03 sodyum biitirat ilaveli yemlerle beslenen sazanlarda (Cyprinus
carpio) bagirsaklara yapisan bakteriyel topluluklarin degisimine neden olmustur (Liu ve
ark., 2014). Hibrit tilapia baliklarinda ise yeme ilave edilen %0,3 ve %0,6 potasyum

diformat bagirsaklardaki bazi bakterilerin bulunma bollugunu arttirmis (Mycobacterium sp.
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ve Pseudomonas sp.) bazilarminkini ise azaltmustir (alpha Proteobacterium ve
Rhodococcus sp.) (Zhou ve ark., 2009). Ancak bazi ¢alismalar da organik asitlerin bakteri
yiikii, bakterilerin bagirsaklardaki bulunma bollugu veya popiilasyonlar1 degistirme
iizerinde etkili olmadigm1 gostermistir. Ornegin abalonlar (Haliotis midae) da yapilan bir
calismada yeme %2 oraninda organik asit karisimi ilave edilmis ve bagirsak
mikrobiyotasina herhangi bir etkinin olmadig1 goriilmiistiir (Goosen ve ark., 2011). Benzer
olarak yeme %0,1-0,3 oranlarinda organik asit karigimi ilavesinin hibrit tilapia baliklarinin
bagirsaklarindaki toplam bakteri yiikii {izerine herhangi bir etkisi olmamistir (Ng ve ark.,
2009).

Calismamizda da bazi ¢alismalarda benzer olarak sinnamik asitin klasik sayim
yoluyla kat1 besiyerlerinde iireyebilen canli sayimlar1 lizerinde bir etkisinin olmadigi
goriilmekle birlikte bu durumun ileriki ¢alismalarda daha ¢ok detaylandirilmaya ihtiyaci
vardr. Ciinkii klasik yontemle ortamda tespit edilebilen bakteri miktarnin gergekteki
bakteri miktarindan c¢ok daha diisik oldugu bilinmektedir. Yapilan caligmalarda su
ortaminda izole edilebilir bakteri miktarmin gercek miktarin %1 ini gegemedigi ifade
edilmistir (Amann ve ark., 1995). Ayrica sinnamik asit oran1 arttikca bagirsak florasindaki
B.subtilis bakterisinin yerlesme oraninin artmasi sinnamik asitin klasik yontemle tespit
edilemeyen bazi bakteriler lizerinde baskilayici etkisinin oldugunu ve boylece B.subtilis'in
bagirsak ortamindaki miicadelede diger bakterilere karsi daha etkili oldugunu kanitlar
niteliktedir. Ciinkli doktora tezi kapsaminda yaptigimiz in vitro ¢aligmalarda sinnamik
asitin alabalik bagirsak izolatlarindan Aeromonas sobria SY-AS3 ve Shewanella baltica,
SY-S145 ile bagirsak izolat1 olmasada alabaliklarla iliskili Flavobacterium spartansii SY -
FS1, Aeromonas salmonicida ATCC 33658 ve Yersinia ruckeri, E42 lizerine sinnamik
asitin orta derecede inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle A. sobria,
A.salmonicida Shewanella spp., ve Flavobacterium spp., tiirlerinin alabalik bagirsak
florasinda bulunan baskin tiirlerden olduklar1 bilinmektedir (Spanggaard ve ark., 2000;
Kim ve ark., 2007). Bu noktada sinnamik asit veya sinnamik asit+ B.subtilis igerikli
yemlerle beslenen baliklarin bagirsaklardaki toplam canli saymmlar1 degismesede tiir
bazinda bakteri popiilasyonlarmin degisim gostermis olabilecegi diistiniilmektedir.

Denemelerde degerlendirilen bir diger kriter ise yem, bagwsak ve mide pH
degerleridir. Sinnamik asit ilavesi yem pH degerini kontrole gore %0,025 i¢in 0,02,
%0,050 i¢in 0,07, %0,075 i¢cin 0,13 ve %0,150 i¢in 0,14 olarak azaltmistir. Probiyotikli
yemlerde ise kontrol grubuna gore %0,025 sin+B. subtilis i¢in 0,04, %0,050 sin+ B.
subtilis i¢in 0,07, %0,75 sintB. subtilis i¢in 0,15 ve %0,150 sin+B. subtilis i¢in 0,16
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olarak azaltmistir. Mide ve bagirsak pH degerlerinde ise istatistiksel olarak herhangi bir
degisim goriilmemistir. Gokkusag1 alabaliklarinda yapilan farkl bir calismada iki farkli
biiytikliikteki baliklarda (~10 ve 200 g) yeme %S5 asetik asit, %1 ve %3,5 sitrik asit ve %5
hidroklorik asit ilave etmisler ve baslangic yem pH s (5,7) swrasiyla 1,00, 0,9 ve 2,2 ve
1,7 birim azattig1 bulunmus ancak ¢alismamizla benzer olarak bagirsak ve mide pH larinda
kontrole gore 6nemli bir degisim olmadig1 bulunmustur (Sugiura ve ark., 2006). Organik
asit ilavesiyle azalmasi beklenen mide veya 6zellikle bagirsak pH degerlerinin biiyiik bir
thtimalle balik tarafindan tamponlama mekanizmalar1 ile normal degerlerde tutuldugu
sOylenebilir. Ayrica yine gokkusagi alabaliklarinda yapilan farkli bir calismada yeme 4 ve
10 mL/kg formik asit ilave edilmis ve yem pH degerinin kontrolde 6,3 ten sirasiyla 5,8 ve
5,3 degerlerine diistiigii goriilmiis, ancak bagirsak pH larmin 6nemli oranda arttig1 tespit
edilmistir (Vielma ve Lall 1997). Bu durum baligin safra kesesinden nétiirleme ajanlarmi
salgilamasiyla aciklanmistir. Ancak, bu durum safra kesesi motilitesine etki etmekte
(Aldman ve ark., 1992) ve asidik yemlerle beslenen yiiksek bagirsak pH degerine sahip
baliklarda hidroklorik asit ve safra suyu salgilarindaki degisimlere neden olmaktadir
(Vielma ve Lall 1997). Bu nedenle ¢alismalarda organik asit ilavesinin bagirsak ve mide
pH degerleri iizerine etkileri onemlidir. Calismamizda sinnamik asit veya sinnamik
asit+B.subtilis' bagirsak ve mide pH degerleri {lizerinde herhangibir negatif etkisinin
olmadi81 ayrica safra somatik indeksin (SSI) deneme gruplarinda (Deneme 1.1. ve Deneme
2.1) benzer oldugu goriilmiistiir.

Bu calisma kapsaminda sinnamik asit, B.subtilis ve sinnamik asit+B.subtilis
ilaveleriyle kurulan denemelerde bazi sindirim enzimlerinde degisim oldugu goriilmiistiir.
Tripsin proteinlerin (Tietz, 1986), amilaz karbohidratlarin (Furne ve ark., 2005), lipaz
yaglarin (Borlongan, 1990) sindiriminde gorevlidir. Ayrica alkalen fosfataz bagirsak hiicre
duvarlar1 boyunca yag ve karbonhidratlarin absorbsiyonu ve tasinmasiyla iligkilidir
(Fraisse ve ark., 1981). Midenin mide bezleri tarafindan salgilanan baglica proteazlardan
biri olan pepsin enzimi protein sindirimini baglatmaktadir (Lauff ve Hofer 1984).
Baliklarin  yemdeki besinleri kullanimi sindirim enzimlerinin farkli organlardaki
aktivitelerine baghdir. Bu calismada sinnamik asit+B.subtilis ve B.subtilis ilavesi ile
birlikte amilaz miktarinda artis oldugu (%0,150 sin grubu hari¢) diger bagirsak ve mide
enzimlerinin kontrol grubuna gore degisim gostermedigi tespit edilmistir. Farkli
calismalarda Bacillus icerikli probiyotik katkilarin baliklarda bagirsak enzimleri {izerine
etkilerine bakilacak olursa; sazan baliklarindan (Cyprinus carpio) izole edilen Bacillus sp.'

nin su mercimeginin (Lemna polyrhiza) fermentasyonu asamasinda yliksek oranda
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ekstraselliiler amilolitik, selliilolitik, proteolitik ve lipolitik aktivitelerinin oldugu
bildirilmistir (Bairagi ve ark., 2002). Diger bir calismada ise Bacillus subtilis +
Lactococcus lactis, L. lactis ve Saccharomyces cerevisiae, B. subtilis ve S. cerevisiae ve
B. subtilis, L. lactis + S. cerevisiae probiyotik karisimlar1 rohu (Labeo rohita) baliklarmin
yemlerine 10" cfu kg™' (107 cfu g ') olarak ilave edilmis; proteaz ve lipaz aktivitelerinde
kontrole gére dnemli oranda artig olurken, baliklar kontrole gore daha iyi biiyiimislerdir
(Mohapatra ve ark., 2012). Calismamiza benzer olarak Labeo rohita baliklarinin yemine
Leucaena ile birlikte B.subtilis ilave edildiginde B.subtilis ilave edilmeyen gruba oranla
amilaz miktarnda 6nemli bir artis oldugu ve baliklarin daha i1yi gelistigi goriilmiistiir
(Bairagi ve ark., 2004). Ancak ¢aligmamizda amilaz miktarindaki artig balik bliylimesinde
degisime neden olmamistir. Bunun nedeni Ozellikle et¢il bir balik olan gdékkusagi
alabaliginin karbohidrat degerlendirme oraninin ¢ok diisiik olmasiyla aciklanabilir.

Organik asitlerin mide-bagirsak enzimleri lizerine etkilerine bakacak olursak karides
(Litopenaeus vannamei) yemlerine farkl oranlarda sitrik asit (%0,1-%0,5) ilave edilmis ve
%0,2 oraninda sitrik asit ile beslendiklerinde bagirsak proteaz aktivitesinde artig
gozlemlenirken, amilaz aktivitesinde degisim olmamistir (Su ve ark., 2014). Farkl bir
calismada Sciaenops ocellatus baliklarinin yemlerine kalsiyum laktat (%1 ve %3), sitrik
asit (%0,75 ve %1,5) ve potasyum diformat (%0,75 ve %1,5) ilave edilmis ve midede
pepsin ile bagirsakta amilaz, lipaz, alkalen fosfataz, 16sin aminopeptidaz ve asit fosfataz
enzim aktiviteleri incelenmistir (Castillo ve ark., 2014). Calismada pepsin aktivitesini
%0,75 potasyum diformat, tripsin aktivitesini %1,5 sitrik asit ve  %0,75 potasyum
diformat, lipaz aktivitesini %0,75 ve %]1,5 sitrik asit, alkalen fosfataz aktivitesini ise %1,5
sitrik asit ilavesi arttrmustir. Yapilan caligmada amilaz aktivitesi gruplar arasinda degisim
gostermemistir. Farkli bir ¢alismada in vitro ortamda tripsin aktivitesi sodyum asetat (60
mM) ve sodyum propionat (>5 mM, 40 mM haric) artis gosterirken sodyum laktat (>60
mM) ve sodyum sitrat (>40 mM) tripsin aktivitesini azaltmis, sodyum format, sodyum
biitirat, sodyum fumarat, sodyum sukkinat ve sodyum sitrat ise tripsin aktivitesine hig¢bir
konsatrasyonda (0-100 mM) etki etmemistir (Silva ve ark., 2016). Ancak arastirmacilar, in
vitro sindirim enzim aktivitesi ile biiyiime performans sonuglar1 arasinda tam bir iliski
kuramamislardir. Biiylime denemesinin sonunda karideslerin agirlik artiglart sodyum
fumarat, sodyum sukkinat, sodyum biitirat ve sodyum propionat i¢in kontrole gore sirasiyla
%353, %46, %38 ve %29 artmustir (Silva ve ark., 2016). Yapilan bu ¢aligmalarda organik
asit ilavesi sonucunda sindirim enzimlerindeki degisimlerin 6zellikle balik veya karides

tiirline, organik asit ¢esidine ve dozuna gore Onemli farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir.
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Onemli olan c¢alismalar sonucunda enzimlerdeki degisimlerin baliklarin biiyiime
performansim1 veya diger saglk karakteristiklerini degistirmemesidir. Caligmamizda da
sinnamik asit ilave edilen yemlerle beslenen baliklarda (90,150 sin grubu haric) alkalen
fosfataz miktarinda azalma, %0,075 sin grubunda ise mide pepsin enzimi miktarinda
onemli arti tespit edilmistir. Midede pepsin artis1 6zellikle protein sindiriminin artacaginin
bir gostergesi olmakla birlikte calismamizda deneme gruplarmmin baliklarin biiyiime
performansina herhangi bir etksi olmamustir. insan kolon (kalin bagirsak) tiimor hiicreleri
(Caco-2) 8 mM konsantrasyonunda sinnamik asite maruz birakildiginda hiicrelerin alkalen
fosfataz aktivitesi onemli oranda azaldigi bildirilmistir (Ekmekcioglu ve ark., 1998).
Calismamizda da elde edilen bulgularin benzer oldugu goriilmekle birlikte mekanizmalarin
aciklanabilmesi i¢in daha detayli ¢alismalara ihtiyac oldugu goriilmektedir.

Visserosomatik indeks (VSI), hepatosomatik indeks (HSI), i¢ organ yagi indeksi
(I0YT1), safra somatik indeksi (SSI), dalak somatik indeksi (DSI) ve kalp somatik indeksi
(KSI) baliklarda i¢ organ indeksleri olup, bu indekslerdeki degisimler calisma kapsaminda
degerlendirilen bir diger kriterdir. Organlarm viicuda olan oranlariyla elde edilen indeksler
bize baliklarin saglik durumlar1 hakkinda bilgi verebilmektedir. Bu g¢alismada sadece
sinnamik asit igerikli yemlerle beslenen baliklarin i¢ organ indekslerinde ve karaciger
yaginda herhangi bir degisim gozlemlenmezken, dalak somatik indeks (DSI) oranmin
%0,150 sintB.subtilis yiiksek oldugu oldugu bulunmustur. Baliklarda dalak agirligindaki
artis genellikle hastalik donemlerinde meydana gelmekle birlikte bu durum deneme
siiresince herhangi bir hastalik belirtisi ve balik 6liimii gézlemlenmediginden ¢ok agik bir
izah degildir. Ancak farkli hipotezler kurulabilir. Calismamizin Deneme 1.1 olan kisminda
hematolojik veya bagisiklik parametreleriyle ilgili bir degerlendirme olmamakla birlikte
aynt deneme kurgusundaki Deneme 1.2 de hematolojik parametrelerde 90,150
sin+B.subtilis grubu ile kontrol grubu arasinda bir fark olmamasi %0,150 sin+B.subtilis
grubunun dalaktaki kirmiz1 kan hiicre depolanmasini arttiracagi hipotezi kabul edilemez
goziikmektedir. Bir diger hipotez ise bagisiklik arttirict etkilerle ilgili kurulabilir.
Bagisiklik arttiricilarin veya antioksidan katkilarin dalak agirligmi arttirabildigi ile ilgili
calismalar bildirilmistir (Yilmaz ve ark., 2016). Bu nedenle hematolojik parametrelerde
negatif etki olmadan artan dalak agirlig1 yabanci antijenlere (sinnamik asit) kars1 makrofaj
miktarindaki artigla aciklanabilir. Bununla birlikte tavuk yemlerine B.subtilis + B.
licheniformis (Bioplus 2B®) ilave edilmis ve DSI in degismedigi, ancak Bioplus 2B® +
Protoxin ile birlikte ilave edildiginde ise DSI miktarinm artt1ig1 goriilmiistiir (Fallah ve ark.,

2013). Benzer olarak yeme sadece B.subtilis (10%) ilavesi tavuklarda DSI miktarinda
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herhangi bir degisime neden olmamustir (Sharafat ve ark., 2015). Caligmamiza benzer
olarak elde edilen bu sonuglar tek basma DSI iizerinde etki gdstermeyen probiyotigin
ikinci bir katki ile beraber DSI miktarin arttirabilecegini gdstermistir.

Calismamizda kalp somatik indeksin (KSI) %0,075 sin+B.subtilis grubunda kontrol
grubuna gore diistik oldugu tespit edilmistir. Kalp agirhigindaki azalma genellikle kan akis
hiziyla iliskili olup (Walter ve Addis 1939), baliklardaki etkisi tam olarak izah
edilememekle birlikte kalp koruyucu katkilarin farelerde kalp agirliginda azalma sagladig:
bildirilmistir (Kubo ve ark., 2005). Ancak baliklarda elde ettigimiz bulgunun doza bagh
olmadan sadece tek bir grupta etki géstermesi tam olarak agiklanamamaktadir. Bu nedenle
daha detayl caligmalara ihtiyag vardir.

Farkli organik asit katkilarmin baliklarin organ indeksleri tlizerindeki etkilerine
bakacak olursak, Sciaenops ocellatus baliklarinin yemlerine kalsiyum laktat (%1 ve %?3),
sitrik asit (%0,75 ve %1,5) ve potasyum diformat (%0,75 ve %1,5) ilave edilmis ve
calismamizla benzer olarak I0YI ve HSI organik asit ilaveli gruplarda benzer bulunmustur
(Castillo ve ark., 2014). Farkh bir calismada hibrit tilapia baliklarmmn yemine %0,1-0,3
oranlarinda organik asit karisimi ve %0,2 potasyum diformat ilave edilmis, i¢ organ
indekslerinden HSI ve VSI nin tiim gruplarda benzer oldugu goriilmiistiir (Ng ve ark.,
2009). Yine hibrit tilapia baliklarinda yapilan farkli bir caligmada baliklarin yemine %0,5
ve %1 oranlarinda organik asit karisimi ilave etmisler ve HSI, VSI ve I0YT indekslerinin
gruplar arasinda benzer oldugunu tespit etmislerdir (Koh ve ark., 2016). Ot sazani
(Ctenopharyngodon idellus) yemlerine %0,5-%3 oraninda sodyum biitirat (Liu ve ark.,
2016), hibrit tilapia yemlerine ise %1-%4 oranlarinda sodyum sitrat ilavesinin HSI ve VSI
iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir (Romano ve ark., 2016). Yapilan
calismalara baktigimizda balik yemlerine organik asit ilavesinin genelde i¢ organ
indeksleri iizerinde herhangi bir degisime neden olmadig: goriimektedir.

Serum biyokimyas1 parametreleri ¢alisma kapsaminda sinnamik asit, B.subtilis ve
sinnamik asit+B.subtilis in baliklar lizerindeki etkilerini gostermede kullandigimiz diger
kriterlerdir. Bu amacla serum da trigliserit (TRI), kolesterol (KOL), glutamik oksaloasetik
transaminaz (GOT), glutamik piriivik transaminaz (GPT), laktat dehidrogenaz (LDH) ve
alkalen fosfataz (ALP) miktarlar1 degerlendirilmistir.

Calismamizda analiz ettigimiz serum TRI, KOL ve enzimler igin gokkusagi
alabaliklarinda bildirilen normal degerler TRI i¢in; 75,44-331 mg/dL, KOL i¢in; 150-575
mg/dL, GOT igin; 40,1-570 U/L, GPT i¢in; 7-22,33 U/L, LDH i¢in 250-1000 U/L ve ALP
icin 50-603,64 U/L olarak bildirilmistir (Bowser, 1993; Sheikhzadeh ve ark., 2012;
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Rudolph ve ark., 2012; Saei ve ark., 2016; Fazio ve ark., 2016). Bu calismada kan yaglar1
ve enzimleri i¢in elde ettigimiz bulgularin normal degerlerde oldugu goriilmektedir.

Bu ¢alismada yeme sadece sinnamik asit ilavesinin trigliserit, ALP, LDH, GOT ve
GPT miktarlarin1 6nemli oranda azalttigi goriilmistiir. B.subtilis ilavesi ile de yapilan
denemede benzer sonuclar alinmis ancak bu etkinin daha ¢ok B.subtilis (GOT harig)
kaynakli degil sinnamik asit kaynakli oldugu goriilmiistiir. Gokkusagi alabaliklarinda (5,8
g) yapilan farkl bir calismada B.subtilis, B.licheniformis ve B.subtilis + B.licheniformis
yemlere ayri1 ayri ilave edilmis ve 8 haftalik besleme sonucunda tiim gruplarin GOT, GPT
ve KOL seviyeri kontrol grubuyla benzer bulunmustur (Park ve ark., 2016). Calismamizda
elde ettigimiz sonuclar GPT ve KOL agisindan benzerlik gdsterirken, GOT degerinin
kontrol+ B.subtilis ilaveli grupta kontrole gére daha diisiik olmasi ¢alismalarda kullanilan
sus farkliligindan (Park ve ark., 2016 da probiyotikler karides izolatidir), balik
biiylikliiklerinin, yetistiricilik sartlarindaki farkliliklardan ve yem kompozisyonlarinin
farkli olmasindan kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz.

Lemaire ve ark. (1991) de yaptiklar1 ¢caligmada ticari yemlerle beslenen baliklarin
kan enzimlerinden GOT, GPT, LDH ve ALP nin dogal baliklardan daha yiiksek olduklarini
bulmuslardir. Yetistiricilik yoluyla tiretilen ve dogadan yakalanan baliklar da yapilan farkli
bir calismada kolesteroliin, trigliseridin ve glikozun yetistirilen baliklarda daha yiiksek
oldugu ve karaciger hiicrelerinde yag kaynakli hasarlar bildirilmistir (Rakovac ve ark.,
2005). Ayrica balik yag1 ile zengin yemlerle beslenen baliklarm HSI miktarinm, serum
kolesteroliiniin ve serum toplam yagmin arttif1 ve yemdeki enerji oraniyla ve serum
kolesterol veya trigliserit miktarmm pozitif iliskili oldugu bildirilmistir (Parpoura ve
Alexis 2001; D’Agaro ve Lanari 2003). Ancak serum enzimlerindeki ve yaglarindaki
azalislar genel olarak yliksek enerjili ve besince zengin ticari yem kaynaklarinin baliklarin
saglig lizerindeki olumsuz etkilerinin azaldigimin birer gostergesi olabilir (Yilmaz ve ark.,
2016). Calismamizda bu noktada sinnamik asit igerikli gruplardan 6zellikle %0,075 sin
grubunun TRI, KOL, GOT, GPT ve LDH degerlerini kontrole gore azaltmasi baliklarin
saglik durumunun iyilesmesi olarak yorumlanabilir. Gokkusagi alabaliklarinda yapilan
farkli bir calismada arastirmacilar balik yemlerine %0,1 ve %0,2 oranlarinda BioAcid
Ultra® (organik asit karisimi) ilave etmisler ve 60 giinliik besleme denemesi sonunda
serum enzimleriden GOT, GPT ve ALP ile serum yaglarindan TRI ve KOL seviyelerinin
organik asit ilavesiyle herhangi bir degisime ugramadigini tespit etmislerdir (Saei ve ark.,

2016). Bu noktada farkli organik asitlerin serum enzimleri ve yaglar1 {izerinde farkl
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etkilerinin olabilecegi soylenebilir. Ancak bu alanda yapilan ¢alisma sayisinin az olmasi
verilerin farkl caligmalarla karsilastirilma oranini azaltmaktadir.

Bu ¢alismada ayrica alabaliklarda yeme farkli oranlarda ilave edilen sinnamik asit, B.
subtilis ve sinnamik asit + probiyotik B. subtilis’ in baligm antioksidan savunma sistemi
lizerine etkileri incelenmistir. Bu amagla antioksidan savunma sisteminin Onemli
bilesenleri olan katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile toplam antioksidan
kapasite (TAK) bu calismada degerlendirilmistir. Sinnamik asit ilaveli gruplardan %0,150
sin grubu TAK miktari, %0,025 sin, %0,050 sin ve %0,075 sin gruplar1t SOD enzim
aktivitesi ise onemli oranda artmistir. CAT enziminin deneme sonunda tiim gruplarda
benzer oldugu goriilmiistiir.

Calismamiza benzer olarak gokkusagi alabaliklarinda (113 g) yeme %0,4, 0,8, 1,2 ve
1,6 sitrik asit ilavesi ve 60 giinliik besleme sonucunda serum SOD aktivitesinin %1,2 sitrik
asit grubunda kontrole gore daha yiiksek oldugu, ancak diger asit igerikli gruplarin
kontrolle benzer oldugu bulunmustur (Li ve ark., 2015). Aym calismada toplam
antioksidan kapasitesi sitrik asit ilavesiyle gruplar arasinda degisim gostermemistir.
Calismalarda TAK ile diger antioksidan enzim aktiviteleri arasinda dogru orantili bir
degisim beklenilmemelidir. Ciinkii TAK antioksidan defansin tiim radikallere karsi statik
pontansiyelini gostermektedir (Chien ve ark., 2003). Farkli bir ¢aligmada karides
(Litopenaeus vannamei) yemlerine farkli oranlarda sitrik asit (%0,1-%0,5) ilave edilmis ve
%0,2 oranindan itibaren SOD aktivitesi kontrole gére 6nemli oranda artig géstermistir (Su
ve ark., 2014). Diger yandan kedi baliklarinda (Pelteobagrus fulvidraco) yapilan farkli bir
calismada yeme organik asit karisimi (ACTIVATE®; fumarik ve benzoik vb.,) %0,2 ve
0,4 oranlarinda ilave edilmis ve her iki dozda da serum SOD ve CAT aktiviteleri
azalmistir (Zhu ve ark., 2014). Arastirmacilar SOD ve CAT aktivitelerindeki azalmayla
birlikte reaktif oksijen iiretiminin de azaldigmi tespit etmislerdir. Bizim caliymamizda ise
reaktif oksijen iiretiminin tespitinde kullandigimiz respiratori burst aktivitesi ikinci
denemede analiz edilmis ve farkli denemede olsa 60. giiniin sonunda tiim sinnamik asit
icerikli gruplarda kontrole gore yiiksek bulunmustur. Sonu¢ olarak SOD ve CAT
enzimlerindeki artigla birlikte respiratori burst aktivitesinin de artacagi sdylenebilir. Bu
durum oksidadif stresin bir gdstergesinden ziyade bagisik yanitin sinnamik asit ilavesiyle
uyarildigmin kanit1 oldugunu soyleyebiliriz. Cilinkii bir ¢ok ¢alismada artan SOD ve CAT
enzim aktiviteleri baliklarda bagisik yanitin arttiginin bir gostergesidir (Zhou ve ark., 2010:
Park ve ark., 2016). Baliklarin yem ile aldiklar1 sinnamik asiti antijen gibi goriip

antioksidan salgilarinin salmimini arttiran sistemi uyarmasiyla aciklanabilir.
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Ancak diger denemede (Deneme 2.1.) probiyotik ilavesi ile birlikte elde edilen
antioksidan sisten durumuyla ilgili sonuclar degismistir. Probiyotik ilavesi sonucunda TAK
degerinin Kontrol+ B.subtilis ve %0,025 sint+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore
yiiksek, SOD aktivitesinin Kontrol+B.subtilis grubu ve tim sinnamik asit + B.subtilis
icerikli gruplarda ve CAT aktivitesinin de %0,150 sin+B.subtilis grubu hari¢ tiim sinnamik
asit icerikli deneme gruplarinda kontrol grubuna gore diisiik oldugu tespit edilmistir.
Calismamizla benzer olarak ot sazani (Ctenopharyngodon idellus) yemlerine B.subtilis ve
suya B.subtilis+ B.licheniformis birlikte ilave edildiginde serum SOD aktivitesinde
azalma, TAK miktarinda ise artma oldugu bildirilmistir (Weifen ve ark., 2012). Ancak ayni
probiyotik tiirii ile yapilan ¢alismalarda farkli sonuclar almabilmektedir. Ornegin tilapia
(Oreochromis niloticus) baliklarmin yetistirme suyuna B.subtilis (10'/mL) ilave
edildiginde serum SOD ve CAT aktivitelerinin arttigi, TAK miktarinin ise degismedigi
bildirilmistir (Zhou ve ark., 2010). Gokkusag1 alabaliklarinda (5,8 g) yapilan farkh bir
calismada B.subtilis, B.licheniformis ve B.subtilis + B.licheniformis yemlere ayr1 ayr1 ilave
edilmis ve 8 haftalik besleme denemesi sonucunda SOD aktivitesini B.subtilis ilavesi
degistirmezken B.licheniformis ilavesi arttrmustir (Park ve ark., 2016). Alinan farkl
sonuglarin probiyotik bakterinin kullanilma sekli, balik biiyiikliiklerindeki veya balik
tiirlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir.

Bu kisma kadar degerlendirilen Deneme 1.1., Deneme 2.1, Deneme 3 ve Deneme 4
elde ettigimiz bulgulardan ileriki biiyiime performansi ve besin kompozisyonuna yonelik
calismalarda sinnamik asitin %0,150 den daha yiiksek dozlar1 da ayr1 veya B.subtilis ile
birlikte denenebilecegi sonucuna varilabilir. Ciinkii sinnamik asitin %0,150 oranina kadar
B.subtilis ile birlikte veya ayr1 olarak baliklarin biiyiime performansma, yem tiiketimine,
besin kompozisyonuna, sindirim enzimlerine, i¢ organ indekslerine, bagirsak ve mide pH
degerlerine, serum enzim ve yaglarina ve antioksidan kapasitesine herhangi bir olumsuz
etkisi olmamastir.

Calisma kapsamimda Deneme 1.2 ve Deneme 2.2 yeme ilave edilen sinnamik asit,
B.subtilis ve sinnamik asit + B.subtilis katkilarmin periyotik olarak (20 giinde bir)
baliklarin genel saglik karakteristiklerine olan etkilerini tespit etmek amaciyla
kurgulanmistir. Ayrica bu denemeler sonunda baliklar Y. ruckeri patojenine maruz
birakilmislardir. Bu denemelerde ¢esitli kan analizleri yapilmistir. Baliklarda yaptigimiz
hematolojik, immunolojik ve serum biyokimya analizleri baliklarin refah durumunun
tespitinde kullanilan onemli parametrelerdir (Yimaz ve ark., 2016). Bu calisma

kapsaminda sinnamik asit, B.subtilis ve sinnamik asit + B.subtilis uygulamasmin bu
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bakteriye karsi baliklarda yasama oranini arttirip arttrmadigi da tespit edilmistir. Sadece
sinnamik asit iceren yemlerle beslenen baliklarda 90,025 sin ve %0,050 sin gruplarinin,
B.subtilis ve sinnamik asit + B.subtilis uygulamasi sonucunda ise tiim gruplarin kontrol
grubuna gore Y. ruckeri bakterisine kars1 yasama oranim arttirdigi bulunmustur. Farkl bir
calismada organik asit (Mera™ Cid; propionik asit ve formik asit karisimi) ilaveli (%0,6)
yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri patojenine karst yasama
oranlarinda herhangi bir degisim olmadig: bildirilmistir (Jaafar ve ark., 2013). Baliklarda
organik asit katkilarinin hastalik direnci iizerine etkileriyle ilgili ¢aligmalar sinirhidir. Bu
calismada sinnamik asitin ve sinnamik asit+B.subtilis in hastalik direncini artirdiginin
bulunmas: literatiir ve balik yetistiricileri icin 6nemli bir katkidir. Probiyotik ilavesi ile Y.
ruckeri patojenine karsi alabaliklarda yapilan ¢alisma sayist nisbeten daha fazladir.
Ornegin ¢alismamiza benzer olarak balik yemlerine ilave edilen Bacillus subtilis+Bacillus
licheniformis (Raida ve ark., 2003), 4. sobria GC2 ve B. subtilis JB-1 (Abbass ve ark.,
2010), L. casei ve L. plantarum (Andani ve ark., 2012), Carnobacterium maltaromaticum
B26 ve C. divergens B33 (Kim ve Austin 2006a), Bacillus spp. JB-1, A. sobria GC2
(Brunt ve ark., 2007) ve Enterobacter cloacae, B. mojavensis (Capkin ve Altinok 2009)
probiyotik bakterilerinin Y. ruckeri patojenine kars1 direng sagladigi bildirilmistir.
Hematolojik parametreler baliklarin stres veya hastalik durumlarmin tespitinde
kullanilan diger o©Onemli parametrelerdendir (Campbell, 2004). RBC, hematokrit,
hemoglobin ve eritrosit indeksleri baliklarin organ saglik durumunun tespitinde
kullanilmaktadir (Basusta, 2005). Gokkusagi alabaliklar1 i¢in hematolojik referans
degerleri RBC igin: 0,74-4,45x10°mm™, Hgb icin: 6,2-11,5 g/dL, Hct i¢in: %22,2-45,
MCV ig¢in: 85,66-190,80 fL., MCH i¢in: 23,16-68,06 pg ve MCHC i¢in: %20-35,70 (Field
ve ark., 1943; Bowser, 1993; Hassan ve ark., 2010; Fazio ve ark., 2016). Calismamizda
elde ettigimiz hematolojik bulgularin literatiirle benzer oldugu goriilmektedir.
Calismamizda 60 giinliik besleme denemeleri siiresince hematolojik parametrelerde
ciddi bir degisim gozlemlenmemistir. Ancak, Y. ruckeri ile enfekte edilen baliklarda
deneme sonunda RBC ve hematokrit miktarmm %0,05 sinnamik asit igeren grupta artis
gosterdigi tespit edilmistir. B.subtilis ilaveli gruplarda ise Y. ruckeri maruziyetinden sonra
Kontrol+B.subtilis ve %0,025 sin+B.subtilis gruplarinin RBC miktarini, Kontrol+B.subtilis
grubunun sadece hematokrit miktari arttirdiklar: bulunmustur. Daha 6nceki ¢calismalarda
baliklarda immunostimulanlarin ilavesi ile hematolojik parametrelerde artis meydana

geldigi bildirilmistir (Harikrishnan ve ark., 2012). Bu noktada Kontrol+B.subtilis ve

165



%0,025 sint+B.subtilis gruplarmin bagisiklik arttiric1 etkilerinin yaninda hematolojik
parametreleri de gelistirdigi soylenebilir.

Calismamizla benzer olarak gokkusagi alabaliklarinda yapilan farkli bir ¢caligmada
arastirmacilar balik yemlerine %0,1 ve %0,2 oranlarinda BioAcid Ultra® (organik asit
karisimi) ilave etmisler ve 60 gilinlik besleme denemesi sonunda hematolojik
parametrelerden RBC, Hct ve Hgb degerlerinde herhangi bir degisim olmadigini tespit
etmiglerdir (Saei ve ark., 2016). Calismamizla benzer diger bir ¢alismada B.subtilis PTCC
1720 (107 /g) gokkusagi alabaliklarinm (60 g) yemine ilave edilmis ve 60 giinliik besleme
denemesi sonunda hematolojik parametrelerden RBC, Hgb, Hct, MCV, MCH ve
MCHC'nin deneme gruplar1 arasinda degisim gostermedigi bulunmustur (Kamgar ve
Ghane 2014).

Denemeler stiresince sinnamik asit, B.subtilis ve sinnamik asit + B.subtilis in
immunolojik parametrelerle iligkili beyaz kan hiicre sayis1 ve tipleri (lenfosit, graniilosit ve
monosit) ile spesifik olmayan immunolojik parametrelerden fagositik aktivite ve indeks,
siiperoksit anyon iiretimi, respiratori burst, lizozim, myeloperoksidaz (MPO), toplam
antiproteaz, a-1 antiproteaz aktiviteleri, toplam immunoglobulin (Ig) ve hemolitik
komplement iizerine etkileri incelenmistir. Baliklarda ayrica toplam protein, albumin,
globulin ve toplam globulin miktarlarindaki artis baliklarda giliclii bir immun yanit
oldugunun bir gostergesidir (Wiegertjes, 1996; Al - Dohail ve ark., 2009). Deneme
siiresince sinnamik asit iceren gruplarin immunolojik parametrelerden sadece al-
antiproteaz aktivitesinde bir degisime neden olmadigi goriilmiistiir. Diger immunolojik
parametrelerin sinnamik asit icerikli yemlerle beslenen gruplarda deneme siiresi boyunca
farkli 6rnekleme donemlerinde kontrole gore artis sagladig tespit edilmistir.

Organik asitlerin baliklarin bagisiklik parametrelerine veya iliskili parametrelere olan
etkilerine bakacak olursak gokkusagi alabaligi yemlerine %0,1 ve 90,2 oranlarinda
BioAcid Ultra® (organik asit karisimi) ilavesi 60 giinliik besleme denemesi sonunda
toplam protein, lenfosit, notrofil ve monosit oranlarinda herhangi bir degisime neden
olmazken WBC (beyaz kan hiicre sayisi), albumin ve globulin miktarlarini arttirmistir
(Saei ve ark., 2016). Calismamizda ise sinnamik asit ilavesi sonucunda tiim gruplarda
beyaz kan hiicre sayisi, serumda toplam protein, albumin ve globulin miktarlar1 benzer
bulunurken, %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda lenfosit miktarinda azalma graniilosit
miktarinda ise artis saglanmistir. Calismalar arasindaki degisik sonuclarin farkli organik
asitlerin baliklar tizerindeki etki mekanizmalarindaki farkliliklar1 ile aciklanabilir.

Calismamizda artan graniilosit (fagositik hiicreler) miktari ile fagositik aktivite ve fagositik
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indeks degerleri sinnamik asit igerikli gruplarda (%0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda)
dogru orantili olarak degisim gostermistir.

Farkli bir ¢alismada organik asit (Mera™™ Cid; propionik asit ve formik asit karigimi)
ilaveli (%0,6) yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinda 14. ve 45. giinlerde serum
lizozim miktarmin kontrol grubuyla benzer oldugu bulunmustur (Jaafar ve ark., 2013).
Bizim calismamizda da serum lizozim miktarinin 40. giinde sinnamik asit igerikli tiim
gruplarda benzer oldugu, ancak 60. giinde tiim sinnamik asit icerikli gruplarin kontrole
gore onemli oranda lizozim aktivitesini arttirdiklar1 belirlenmistir. Bu durum doza gore
organik asitlerin bagisiklik yanittaki etki siirelerinin farkli olabilecegini kanitlar
niteliktedir.

B.subtilis ilavesi ile lizozim, al-antiproteaz, toplam protein, albumin, globulin ve
toplam Ig parametreleri bakimindan deneme gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark
olamamistir. Ancak diger parametrelerde deneme gruplarinin deneme siiresi boyunca farkli
ornekleme donemlerinde kontrole gore artis sagladigi tespit edilse de bu artisin genel
olarak B.subtilis ilavesi ile degil sinnamik asit ile iliskili oldugu goriilmektedir. Ancak Y.
ruckeri bakterisine kars1 yasama oranmmi ve bu bakteriye karsi agliitinasyonu arttirmasi
B.subtilis in molekiiler diizeyde de immun sistemi uyardiginin bir gostergesi olabilir.
Ornegin gokkusag alabaligi yemlerine ilave edilen B. subtilis (10°/g), 45 giinliik besleme
sonunda baliklarin komplement aktivitesini arttirdii, siiper oksit anyon {retimini
etkilemedigi ve bagisik yanitla iligi sitokinlerden (TGF)-# 'i indiikledigi bildirilmistir
(Panigrahi ve ark., 2007). Yine alabaliklarda yapilan bir calismada yeme ilave edilen B.
subtilis AB1 izolatinin 14 giinliik beslemeden sonra komplement aktivitesini arttrmadigi,
lizozim, toplam antiproteaz, al-antiproteaz, peroksidaz ve respiratori burst aktivitelerini
arttirdi@1r  bulunmustur (Newaj - Fyzul ve ark., 2007). Yine 14 giinlik besleme
denemesinin yapildig1 bir ¢alismada gokkusagi alabalig1 (12 g) yemlerine Bacillus spp. JB-
1 (2x10%/g) ilave edilmis ve anti-proteaz aktivitesi ve 16kosit miktarinda degisim olmazken
serum toplam protein, fagositik 6ldiirme kapasitesi ve serum lizozim aktivitesi artmistir
(Brunt ve ark., 2007). Bizim c¢alismamizda ise tek basina B.subtilis ilavesinin
(Kontrol+B.subtilis) 20. giinde fagositik indeksi, 60. giinde toplam antiproteaz aktivitesini
ve 80. giinde fagositik aktivite ve siliper oksit anyon {iretimini arttirmis oldugu diger
parametreler {izerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 goriilmektedir. Ayn1 balik tiiriinde
ayni probiyotik bakterinin farkli etkileri kullanilan sus farkliligindan veya zamana bagl

etkilerin farkli olabileceginden kaynaklandig1 diisiincesindeyiz.  Ayrica elde edilen
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bulgulara bakildiginda Y. ruckeri ile infekte edilen baliklarin 20 giin siireyle (80. giin) daha
probiyotik ilaveli yemleri yemeleriyle birlikte daha saglikli olduklar1 sdylenebilir.

Kortizol birincil olarak baliklarda stresin bir gostergesidir (Mazeaud ve ark., 1977).
Genel olarak deneme gruplar1 yapilan tiim denemelerde serum ve tiim balik kortizol
diizeylerinde kontrole gore bir degisime neden olmadigi goriilmiistiir. Bu durum yeme
ilave edilen katkilarin baliklarda bir strese neden olmadiginin gostergesi olarak
degerlendirilebilir. Ayrica Y. ruckeri ile infekte edilen baliklarm 20 giin sonunda normal
yasamlarmma dondiikleri soylenebilir. Ayrica bu calismada analiz edilen serum glikoz
spesifik olmayan bir stres indikatdrii olarak balik caligmalarinda kullanilmaktadir (Heath,
1995). Genel olarak deneme gruplarinin normal deneme siiresince serum glikoz
diizeylerinde kontrole gore bir degisime neden olmadig1 goriilmiistiir. Ancak Y. ruckeri ile
infekte edilen baliklardan %0,075 ve 9%0,150 sinnamik asit ile beslenenlerin serum glikoz
diizeyleri kontrol ve diger sinnamik asit ile beslenen gruplardan istatistiksel olarak daha
diistik bulunmustur. Ancak B.subtilis ilavesinin ilavesi ile hi¢cbir 6rnekleme doneminde
deneme gruplari ile kontrol grubu arasinda serum glikoz diizeyleri farklilik gostermemistir.
Bu durum sinnamik asitin hipoglisemik etkisiyle agiklanabilir. Ciinkii diyabetik farelerde
yapilan bir ¢calismada sinnamik asitin insiilin salinimini arttirarak glikoz miktarini azalttig:
bulunmustur (Hafizur ve ark., 2015). Bu durumun normal deneme siiresince degil Y.
ruckeri 1ile infekte edilen baliklarda goriilmesi sinnamik asitin baliklarda glikoz
metabolizmasinin daha detayli arastirilmasi gerektigini gostermektedir. Ciinkii farelerdeki
calismada Ornekleme ilk 3 saat igerisinde saatlik olarak yapilmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda baliklardan kan 6rnekleri alinmadan once baliklar 1 giin a¢ birakildigindan
glikoz miktarlar1 normal deneme siiresince degismemis olabilir. Ileriki ¢alismalarda
baliklarda sinnamik asitin kisa siirede serum glikoz diizeylerine etkisi arastirilabilir.

Kan pH degeri balik ¢alismalarinda kullanilabilen spesifik kan patolojisi parametresi
olup balik tiirlerine goére normal degerleri degisebilmektedir (Field ve ark., 1943).
Gokkusagi alabaliklart icin normal kan pH degerleri 7,28-7,6 araliginda bildirilmistir
(Field ve ark., 1943; Bowser, 1993). Bu ¢alismada ise pH 7,04-7,38 araliginda bulunmus
ve diisiik pH degerlerine 6zellikle sinnamik asit icerikli gruplar neden olmustur. Yiiksek
oranda sinnamik asit iceren yemlerle beslenen baliklarin kan pH miktarinin 20. giinde
kontrol grubundan daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu duruma bakildiginda sinnamik
asitin yliksek dozda kan pH miktarim diisiiriicii etki yaptigini gosterse de devam eden
normal 6rnekleme donemlerinde bu etki goriilmemistir. Ancak, Y. ruckeri ile infekte edilen

baliklarda kan pH degerinin %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda kontrol ve %0,075 sin
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gruplarma gore Onemli oranda diisiis gosterdigi bulunmustur. Normal dénemde baligin
sinnamik asitin kanda pH diisiiriicii etkisine adapte olarak diisen pH miktarini tamponladigi
ve devam eden gilinlerde kan pH miktariin normale dondiigli soylenebilir. Ancak hastali§a
bagl olarak baliklarda fizyolojik degisimlerin neden oldugu etkiyle birlikte, sinnamik
asitin Ozellikle yasama orami yiliksek olan gruplarda, kan pH degerini diisiirmiis olmasi
ileriki ¢aligmalarda arastirilmasi gereken bir konudur. Alabaliklarda yapilan bir ¢alismada
Y. ruckeri ile infekte olan baliklarin kaninda Y. ruckeri miktar1 6zellikle 2. giinden sonra
artiy gostermistir (Raida ve Buchmann 2008). Bu nedenle ileriki ¢alismalarda kisa stirede
sinnamik asitin kanda Y. ruckeri yogunlugu iizerine etkileri arastirilabilir.

Proje kapsaminda yapilan in vitro denemelerde sinnamik asitin 26 adet bakteri tiirii
iizerinden sadece Aeromonas sobria SY-AS1 balik patojeni lizerinde gii¢lii inhibisyon
gosterdigi bulunmustur. Ayrica alabalik bagirsak izolatlarindan Aeromonas sobria SY-AS3
ve Shewanella baltica, SY-S145, bagirsaktan izole edilmemis alabalik izolati
Flavobacterium spartansii SY-FS1 ve balik patojenlerinden Aeromonas salmonicida
ATCC 33658, Listonella anguillarum, SY-124 ve Yersinia ruckeri, E42 iizerine sinnamik
asitin orta derecede inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan farkli caligmalara
baktigimizda sinnamik asitin Staphylococcus aureus, Candida albicans, Enterobacter
aerogenes ve Escherichia coli lizerinde antimikrobiyal etkisinin oldugu bildirilmistir
(Nascimento ve ark., 2000). Ancak calismamizda farkl olarak E. coli’ e kars1 herhangi bir
etkinin olmamas1 degerlendirilmede kabul edilen inhibisyon zon ¢ap1 ile iliskilidir. Bizim
calismamizda <12 mm olan zon ¢aplar1 etkisiz olarak degerlendirilirken diger ¢alismada
<7 mm (Nascimento ve ark., 2000) olarak degerlendirilmistir. Farkli bir c¢alismada
sinnamik asitin MIK degeri hastane izolatlarindan E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, S. aureus, Salmonella sp. ve Vibrio
parahemolyticus igin 1000 (ng/mL) olarak Klebsiella pneumoniae icin ise >1000 olarak
tespit edilmistir (Chang ve ark., 2001). Bu calismadan farkli olarak ¢alismamizda E. coli
icin MiK degeri pH nétiirlemesiz grupta >1000 olarak tespit edilmistir. Bu farklihigin sus
farkindan kaynaklandigi diisiincesindeyiz. Balik patojenlerinden E.tarda (MTCC 2400), A.
salmonicida (MTCC 1522) ve A.hydrophila (MTCC 646) iizerine sinnamik asitin
antimikrobiyal etkisinin arastirildig: farkli bir ¢alismada sirastyla MIK degerleri 1040, 830
ve 1140 olarak bildirilmistir (Prasad ve ark., 2014). Calismamizda iki farkli E.farda izolat
icin MIK degerleri >1000 olarak ve 4. salmonicida i¢in ise 1000 olarak tespit edilmistir.
Calismamizda 1000 tizerindeki degerler i¢in pH ndtiirlemesi yapildigindan E.farda ile ilgili

elde edilen sonuglar diger calismadan ¢ok farkli géziikmemektedir. A. sa/monicida i¢in ise
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diger ¢alismada daha diisiik bulunan MIK degeri bakteri suslarmdaki farklhiliktan veya
seyreltmelerdeki farkliliklardan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Genel olarak baktigimizda sinnamik asitin ¢ok giiclii bir antimikrobiyal etkisinin
olmadig1 ancak tiir bazinda bazi tiirler iizerinde giiglii antimikrobiyal etki gdsterebildigi
goriilmektedir. Bu giline kadar yapilan ¢alismalarda test edilen tiirler arasinda sinnamik
asitin gii¢lii antimikrobiyal etkili oldugu herhangi bir bakteri tiirli bildirilmemistir. Ancak
calismamizda sinnamik asitin bazi bakteri tiirleri iizerinde giiclii etki ve orta dereceli etki
gosterdigi bulunmustur.

B. subtilis is fazinin balik patojenleri iizerindeki etkileriyle ilgili yapilan diger
calismalara baktigimizda B. subtilis UTM 126 probiyotik bakterisinin Vibrio alginolyticus,
V. harveyi ve V. parahaemolyticus lizerinde antimikrobiyal etki gdsterdigi bildirilmistir
(Balcazar ve Rojas-Luna 2007). Benzer bir calismada B. subtilis BT23 iis fazinm V.
harveyi, V. anguillarum, V. vulnificus ve V. damsela bakterileri iizerinde antigonistik etki
gosterdigi bildirilmistir (Vaseeharan ve Ramasamy 2003). Ancak calismamizda B. subtilis
is fazinin tek basma L. anguillarum iizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni
farkli suslarm kullanilmis olmasiyla aciklanabilir. Bu hipotezi dogrular nitelikte olan farkl:
bir ¢calismada B. subtilis BS iis fazmin dort farkli V. harveyi (Thailand, Philippines, IFO
15634 ve LMG 4044) susu iizerine antagonistik etkileri arastirilmis ve sadece V. harveyi
LMG 4044 susu iizerinde etkili oldugu bildirilmistir (Nakayama ve ark., 2009). Ayni
calismada sivi kiiltiir inhibisyon testinde B. subtilis BS s fazinin IFO 15634 susunun
iremesini etkilemedigi, ancak Thailand, Philippines ve LMG 4044 izolatlarinin iremesini
engelledigi bulunmustur. B. subtilis E20 s fazinm Vibrio parahemolyticus, V.
alginolyticus, V. vulnificus, Lactococcus garvieae, Debaryomyces hansenii, Photobacteria
damsela, Streptococcus sp., ve Aeromonas hydrophila patojenleri iizerine etkilerinin
arastirildigr farkli bir ¢alismada disk difiizyon testi sonucunda sadece A. hydrophila
iizerinde engelleyici etki tespit edilmistir (Tseng ve ark., 2009). Calismamizda ise B.
subtilis iis fazinin L. garvieae ve S. iniae bakterilerinin liremesini engelledigi bulunmustur.
Yapilan caligmalara bakildiginda elde edilen sonuglar arasindaki farkliliklarin farkli
suslarin kullanilmis olmas1 yan1 sira engelleyici etkinin belirlenmesinde kullanilan farkls

testlerden de kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.
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BOLUM 5
SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu ¢alismada yeme ilave edilen sinnamik asit, B. subtilis veya B. subtilis + sinnamik
asitin  alabaliklarda biiyiime performansina, besin kompozisyonuna, yag asit
kompozisyonuna, i¢ organ indekslerine, karaciger yagina, bagirsak ve mide enzimlerine,
bagisiklik parametrelerine, bagirsak mikrobiyotasia, antioksidan kapasitesine, kortizol
seviyesine, hematolojik ve serum biyokimyasal parametrelere olan etkileri 6 farkl in vivo
deneme ile arastirilmistir. Ayrica sinnamik asitin balik patojenleri ve alabalik bagirsak
izolatlar1 iizerindeki antimikrobiyal etkileri ve B. subtilis lis faz1 ile birlikte inhibe edici
etkileri in vitro olarak arastirilmistir. Sonug olarak:

<> Yeme ilave edilen katkilarm yavru baliklarda  biiylime
performansia, besin kompozisyonuna, kortizol miktarma ve hematolojik
parametrelere herhangi bir etkisinin olmadigi bulunmustur.

X Geng alabaliklarda ise yeme ilave edilen sinnamik asit, B. subtilis
veya B. subtilis + sinnamik asitin 6zellikle bagisiklik parametrelerinde, mide ve
bagirsak enzimlerinde ve serumda karaciger ile ilgili enzimlerde ve antioksidan
kapasite iizerinde dozlara ve/veya zamana gore degisebilen olumlu etkiler
gosterdigi tespit edilmistir.

<> Sinnamik asitin %0,075 sin grubunda mide de pepsin enziminin
aktivitesini arttirdigr bulunmustur. Ancak bagirsakta alkalen fosfataz aktivitesi
%0,025 sin, %0,050 sin ve %0,075 sin gruplarinda kontrol ve %0,150 sin grubuna
gore azalmistir.

X Sinnamik asitin %0,050 sin, %0,075 sin ve %0,150 sin gruplarinda
serum trigliserit seviyelerini azalttigi bulunmustur. Ayrica serum enzimlerinden
GOT ve GPT miktarlarmin %0,075 sin grubunda, LDH miktarinin %0,050 sin,
%0,075 sin ve %0,150 sin gruplarnda ve ALP miktarmin ise %0,025 sin ve
%0,050 sin gruplarinda kontrole gore azaldig1 goriilmiistiir.

X Sinnamik asit i¢erikli %0,025 sin ve %0,050 sin gruplarinda 40. ve
60. giinlerde lenfosit yiizdesi énemli oranda azalmis ve graniilosit ylizdesi artig
gostermistir (60. giin %0,025 sin harig).

<~ Deneme sonunda fagositik aktivite %0,050 sin grubunda, fagositik

indeks, siliperoksit anyon, toplam Ig, toplam protein ve globulin %0,025 sin ve
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%0,050 sin gruplarinda artis gostermistir. Respiratdri burst ve lizozim ise tiim
sinnamik asit icerikli gruplarda artmistir. MPO ise sadece %0,050 sin grubunda
artmis ve toplam antiproteaz aktivitesi sadece %0,150 sin grubunda azalmistir.
Hemolitik komplement ise %0,050-0,150 gruplarinda artmastir.

X B. subtilis ilaveli deneme gruplarmin etkisine baktigimizda B.
subtilis' in lireyebilen toplam bakteri ylikii icerisindeki yiizdeleri kontrol i¢in %0,
kontrol+ B. subtilis i¢in %81,61, %0,025 sint+B.subtilis i¢in %87,11, %0,050 sin+
B. subtilis i¢in %97,67, %0,75 sint+B. subtilis i¢in %93,14 ve %0,150 sin+B.
subtilis i¢in %96,50 olarak tespit edilmistir. Sonug¢ olarak sinnamik asit orani
arttikca B. subtilis bakterilerinin bagirsak florasina yerlesme oranminda arttigi ve
%0,150 sin+B. subtilis grununda Kontrol+ B. subtilis grubuna gore yaklasik %15
daha fazla yerlestigi bulunmustur.

X B. subtilis ile birlikte sinnamik asit (%0,025 - %0,075) ilavesi
bagirsaklarda amilaz aktivitesini arttirmustir.

o I¢ organ indekslerinden HSI ve KSI oranlarmin  %0,075
sin+B.subtilis grubunda diisiik ve DSI oraminmn %0,150 sin+B.subtilis grubunda
kontrole gore yiiksek oldugu bulunmustur.

<> Deneme sonunda trigliserit miktarinin %0,075 sint+B.subtilis ile
%0,150 sint+B.subtilis gruplarinda, GPT miktarmmn %0,075 sintB.subtilis
grubunda, GOT miktarmin tiim gruplarda, LDH miktarinin %0,075 sin+B.subtilis
ve %0,150 sin+B.subtilis gruplarinda kontrol grubuna gore azaldig1 gorilmiistiir.

<> Deneme sonunda toplam antioksidan kapasite miktarmm Kontrol+
B.subtilis ve %0,025 sin+B.subtilis gruplarinda daha yiiksek, SOD aktivitesinin
Kontrol+B.subtilis grubu ve tiim sinnamik asit igerikli gruplarda, CAT aktivitesinin
de 9%0,150 sint+B.subtilis grubu hari¢ tiim sinnamik asit igerikli deneme gruplarinda
kontrol grubuna gore daha az oldugu bulunmustur.

X Lenfosit yiizdesi sadece %0,150 sin+B. subtilis grubunda azalirken
ve graniilosit yilizdesi ayni grupta deneme sonunda artmistir. Deneme sonuna
baktigimizda fagositik aktivite sadece %0,025 sin+ B. subtilis ve fagositik indeks,
siiperoksit anyon ve respiratdri burst aktivitesi ise %0,025 sin+ B. subtilis ile
%0,150 sint+ B. subtilis gruplarinda artig gostermistir. MPO aktivitesi ise deneme
sonunda %0,050 sin+ B. subtilis ve %0,075 sin+ B. subtilis gruplarinda artmistir.
Toplam antiproteaz aktivitesi Kontrol+ B. subtilis, %0,025 sint+ B. subtilis ve

%0,150 sin+ B. subtilis gruplarinda deneme sonunda artmustir. Hemolitik
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komplement ise %0,075 sin+ B. subtilis ve %0,150 sint+ B. subtilis gruplarinda
kontrole gore azalmistur.

X Ozellikle alabalik yemlerinde %0,025 veya %0,050 sinnamik asit
gruplarmin, B. subtilis grubunun veya tiim sinnamik asit (%0,025-0,150)+B.
subtilis gruplariin kizil agiz hastaligina karsi (Y. ruckeri) yasama oraninin arttigi
bulunmustur.

X Sonu¢ olarak sinnamik asit veya B. subtilis+sinnamik asit
antibiyotiklere alternatif olarak kizil agiz hastaligiyla miicadelede kullanilabilecek
katkilar olarak goziikmektedir.

X In vitro deneme sonuglarina baktigimizda 26 adet bakteri tiiri
iizerinde sinnamik asitin sadece 4. sobria SY-AS1 balik patojeni iizerinde giiclii
inhibisyon gosterdigi bulunmustur. Ayrica alabalik bagirsak izolatlarindan A.
sobria SY-AS3 ve S. baltica, SY-S145, bagirsaktan izole edilmemis alabalik izolat1
F. spartansii SY-FS1 ve balik patojenlerinden A. salmonicida ATCC 33658, L.
anguillarum, SY-L24 ve Y. ruckeri, E42 lizerine sinnamik asitin orta derecede
inhibisyon gosterdigi tespit edilmistir.

<> Diger bir in vitro denemede sinnamik asit, B. subtilis iis faz1 veya B.
subtilis Uis faz1 +sinnamik in balik patojenlerinin iiremesi lizerindeki etkileri sivi
kiiltlir inhibisyon testi ile belilenmis ve B. subtilis iis fazinin tek basina A. sobria,
SY-ASI1, E. tarda SY-EDI, L. garvieae, SY-LG1 ve S. iniae ATCC 2917
patojenlerinin lirmesini engelledigi bulunmustur. Sinnamik asit (0,5 ve 1 mg/mL)
ve sinnamik asit (0,5 ve 1 mg/mL) igeren B. subtilis lis fazinin ise 4. sobria, SY-
AS1, A. salmonicida, ATCC 33658, Citrobacter sp., SY-C10, E. tarda SY-EDI1, L.
garvieae, SY-LG1, L. anguillarum, SY-L24, Y. ruckeri, E42 ve S. iniae ATCC
2917 patojenlerinin lirmesini engelledigi tespit edilmistir.

X Sinnamik asit veya B. subtilis+sinnamik in bagigik yanit1 uyarici ve

gokkusag1 alabaliginin genel saglik durumunu iyilestirici etkileri oldugu tespit

edilmistir.

5.2. Oneriler
Bu ¢aligmada elde edilen sonuclar dogrultusunda asagidaki 6nerilerde bulunulabilir:

<~ Yeme ilave edilen Sinnamik asit, B. subtilis veya B. subtilis +

sinnamik asitin yavru veya geng¢ baliklarda biiylime performansi iizerinde etkili
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olabilmesi i¢in daha yiiksek oranda probiyotik ilavesi ve farkli dozlarda sinnamik
asit i¢erikleri yeni aragtirmalarda denenebilir.

X Bununla birlikte calisma sonucglarma baktigimizda ayni dozlar
kullanilarak daha uzun siireli denemeler de yiiriitiilebilecegi goriilmektedir.

<> Sinnamik asitin alabalik bagirsaginda bulunan bazi bakteriler
iizerinde orta dereceli inhibisyon goOstermis, ancak bu durum klasik sayim
yonteminde tespit edilememistir. Ileriki calismalarda sinnamik asitin bagirsak
floras1 tizerindeki etkisi daha kapsamli molekiiler teknikler ile incelenebilir
goziikmektedir.

<> Sinnamik asitin balik patojenlerinden Aeromonas sobria, Aeromonas
salmonicida, Listonella anguillarum ve Yersinia ruckeri lizerinde antimikrobiyal
etkisinin olmasi ileride farkli baliklarda bu patojenlerin neden oldugu hastaliklarla
miicadelede sinnamik asit yem katkisi olarak kullanilabilir.

<> Ayrica sinnamik asit bagisilik parametrelerini arttirdigindan ileride
gokkusag alabaliklarinda farkli hastaliklarla miicadelede degerlendirilebilir.

X Bu calismada sinnamik asit baliklar {izerinde ilk defa denenmis ve
bagisiklik arttirict ve saglik durumunu iyilestirici etkileri bir ¢ok test ile tespit
edilmistir. Ileriki c¢alismalarda sinnamik asitin sitokinler {iizerine etkilerinin

arastirilmasina ihtiyag¢ vardir.
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