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Ozet: Bu calismada, kiiltiirii yapilan gokkusag alabalign (Oncorhynchus mykiss) balikgiklart iizerinde
Aeromonas hydrophila nin patojenik etkilerinin ortadan kaldirilmasi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda
alabalik yemine c¢ay bitkisi (Camellia sinensis) tohumu ilave edilmis ve hastalik etkeni olan Aeromonas
hydrophila bakterisi gokkusagi alabaligi balik¢iklarina enfekte edilerek sonuglart gozlenmistir. Calismada
oncelikle ¢ay tohumu toz haline getirilmis ve yemlere ilave edilmistir. Arastirma merkezinden temin edilen
gokkusagi alabaligi balikgiklart (10 +0,12g) 10’lu gruplar halinde 6 deneme tankina yerlestirmistir. Negatif
kontrol olarak normal yemle yemlenmis ve bakteri verilmemis bir grup olusturulmustur. Pozitif kontrol i¢in
normal yem ile beslenen ve bakteri enfekte edilen balikgiklar kullanilmig, deneme igin ise katkili yemlerle
beslenen baliklar ve bakteri enfekte edilen baliklar se¢ilmistir. 10 giinliik yemlemeden sonra yapilan gézlemlerde
¢ay tohumu verilen gruplarda Aeromonas hydrophila bakterisinin neden oldugu hastalik belirtileri goriilmemistir.
Negatif kontrol grubunda o6lim gozlemlenmezken, pozitif kontrol grubunda %40 oraninda mortalite
gozlemlenmistir. Sonug olarak; ¢ay tohumu tozunun balik¢ik gokkusagr alabaligi yemine %10 ilave edilmesi,
Aeromonas hydrophila bakterisinin meydana getirdigi patojenik etkilerin engellenmesinde etkili oldugu
gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Cay tohumu, Aeromonas hydrophila, immunostimulant

Evaluation of green tea (Camellia sinensis) seeds application against the
infection of Aeromonas hydrophila in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum)

Abstract: This research was conducted to determine the effects of green tea (Camellia sinensis L.) Seeds
powder as a trout feed supplement on the immune response and disease resistance against Aeromonas hydrophila
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). For this purpose, the fish were fed with tea (Camellia sinensis L.) seeds
powder supplemented diet. Three different fish groups (negative control, positive control and trial group) were
formed, and each group was two replicated. Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fingerling (10 +0,12g)
obtains from research center were placed tanks (10 fish in each tank). Negative control group was established
with fish normal diets were fed and not given the bacteria. For the positive control group were used in rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) fingerling normal diets were fed and given the bacteria. Trial group was established
with rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fingerling were fed with green tea (Camellia sinensis L.) seeds
powder supplement diet and given the bacteria. Because of Aeromonas hydrophila symptoms of disease weren’t
seen in trout (Oncorhynchus mykiss) fingerlings which were fed with green tea (Camellia sinensis L.) seeds
powder supplement diet during ten days. While mortality was not seen in negative control group, was seen in
positive control group as 40%. Results from this study confirmed the potential use of green tea (Camellia
sinensis |.) seeds as a 10% feed additive for prevention of disease against Aeromonas hydrophila infection in
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fingerling culture.
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1. Giris

Son yillarda tilkemizde su iriinleri sektorii ekonomik yonden gelir kaynagi olma 6zelligi kazanmis
ve oldukca 6nemli bir sektdr haline gelmistir. TUIK (2014), verilerine gore, Tiirkiye’nin su iiriinleri
tretim miktar1 537.344,6 tondur ve bunun 235.133 tonu yetistiricilik faaliyetlerinden
saglanmaktadir [1]. Biitiin sektorlerde oldugu gibi, su tiriinleri yetistiriciliginde de gesitli yonleriyle
onemli sorunlar bulunmaktadir. Su fiiriinleri yetistiriciliginde su kalitesi, yem temini, pazarlama ve
is giicli sorunlarinin yaninda, tiim diinyada oldugu gibi lilkemizde de tatli su ve denizlerde yapilan
kiiltiir balik¢iliginda ekonomik kayiplara sebep olan en 6nemli sorun, ¢esitli hastaliklarin varligidir
[2,3,4].

Diinyada bir endiistri dali haline gelen akuakiiltiirde, yetistiriciler maliyeti diisiirmek igin birim
hacimdeki suda maksimum miktarda balik yetistirmenin yolarin1 aramaktadir. Bu durum dogada
serbest yasamaya alismis baliklarda stres nedeni olmakta ve dogal ortamda yasayan baliklarda
rastlanmayan kayiplarin kiiltiir ortamindaki baliklarda meydana gelmesine sebep olmaktadir [3].
Tiim bu gercekler goz oniine alindiginda meydana gelebilecek olan kayiplarin engellenmesi ya da
en aza indirgenmesinde balik hastaliklarindan korunma ve hastaliklarla miicadelenin 6nemi ortaya
cikmaktadir. Balik hastaliklariyla miicadelede en Onemli husus siiphesiz hastaligin olusumunu
Onlemek ve hastaliklara karsi koruyucu tedbirlerin alinmasidir. Bunun ardindan hastaligin dogru ve
erken teshisi ve ekonomik yonden en uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi gelmektedir. Dogru
teshis ve tedavi balik hastaliklarinin yayilmasin1 Onleyecek ve sektoriin verimliligine katki
saglayacaktir [5].

Yetistiricilikte, bakteriyel balik hastaliklarimm Onlemek ve tedavi etmek i¢in antibiyotikler
kullanilmaktadir. Bununla birlikte; antibiyotiklerin kullanimi daha diren¢li bakteriyel suslarin
gelismesi veya yetistiriciligi yapilan baliklarda antibiyotik kalintilarinin meydana gelmesi gibi
tehlikeleri ortaya cikarmaktadir. Bu hususlar g6z Oniine alindiginda, bilinen antibiyotiklerin
potansiyel kullanim1 veya yetistiricilikte yeni bir antibiyotigin kabul gérmesi sinirli olmaktadir. Bu
anlamda, son yillarda, enfeksiyoz hastaliklara karsi alternatif stratejiler 6n plana ¢ikmaktadir. Diger
hayvan tiirlerinde oldugu gibi baliklardaki enfeksiyoz hastaliklar i¢in yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biride asilamadir. Ticari olarak bazi bakteriyel ve viral enfeksiyonlar igin asilar
gelistirilmistir [6,7,8].

Astlama, balik hastaliklarin1 6nleme konusunda en etkili yontemlerden biri olmasina ragmen bazi
patojenlere karsi hala basarili sonuglarlar saglayan asilar gelistirilememistir. Bu nedenle, sadece
asilar1 kullanarak tiim balik hastaliklarin1 6nleyebilmek heniiz miimkiin degildir [9,10].

Balik hastaliklarinin tedavi edilerek ¢oziimii ilag maliyetlerinin yliksekligi, is giiciiniin artmasi ve
Olen ya da yemden kesilen baliklarin olmasi nedeniyle ciddi kayiplar yasatmaktadir. Bu baglamda
balik yetistiriciliginde her zaman profilaktik tedbirler 6n plana ¢ikmaktadir [11]. Giliniimiizde
arastirmalarin ¢cogu baliklarin bagisiklik sisteminin uyarilmasi ve herhangi bir hastalik etmeni ile
karsilasma durumunda daha hizli ve etkin bir cevap verilmesine yoneliktir [12]. Burada ise
kargimiza immunostimulantlar ¢gikmaktadir.

Bu baglamda, Cho ve ark. (2006) yesil ¢ayn Paralichthys olivaceus baliklarinda biiyiime
performansi ve yem degerlendirmeye etkisini, Abdel Tawwab ve ark. (2010), Oreochromis niloticus
baliklarinda yesil ¢cayimn biiylime performansi ve Aeromonas hydrophyla’ya karsi antimikrobiyal
etkisini, Suziki ve ark. (2006) ise yesil ¢ay Oziitiiniin falagellat bir protozoan balik paraziti olan
Ichthyobodo necator’a karsi etkisini arastirmistir. Bu ¢alismalarin tiimiinde cay bitkisinin baliklar
icin beklenen faydalari sagladigi belirtilmistir [13,14,15].

Bu c¢aligmada da yaygin olarak yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaligi balik¢iklarinda
(Oncorhynchus mykiss), cay bitkisi (Camellia sinensis) tohumunun Aeromonas hydrophila
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enfeksiyonuna karst kullaniminin arastirilmasi amaglanmistir. Elde edilecek sonuglarin balikgilik
sektoriinde kullanilabilir olmast ve bu konuda yapilacak c¢aligmalara katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Materyal ve Metot
Cahsmada Kullanilan Balik Materyali

Calismada Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Iyidere Su Uriinleri Uretim
Egitim ve Arastirma Uygulama Merkezi’nde bulunan gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) anaglarindan elde edilen ortalama agirliklar1 10 +0,12g olan alabaliklar
kullanilmistir. Baliklar giinliik olarak canlt agirliklarinin %2’si kadar yemlenmistir.

Cay Bitkisi (Camellia sinensis) Tohumu ve Balik Yemi

Bu ¢alismada, Rize 1li Derepazar ilgesi Tersane Mahallesi’ne ait olan ¢ay bahgelerinden Ocak ay1
icinde toplanan cay tohumlart kullanilmistir (Sekil 1). Kullanilan ¢ay tohumlarinin yas agirligi
500g, kabuk agirligt 100g, kuru agirlik 370g ve tohum ic¢i agirligt 270g olarak belirlenmistir. Dis
kabugundan arindirilmis ¢ay bitkisi tohumlar1 golgede ve rutubetsiz bir ortamda 15 giin siireyle 40
°C sicaklikta kurumaya birakilmistir. Belli oranda kuruyan tohumlarin kahverengi olan sert
zarlarindan el yordamiyla ayristirilmasi saglanmistir. Tohumlarin geri kalan kisimlari yukarida
belirtilen sartlarda 15 giin daha kurumaya birakilmistir. Kuruyan tohumlar sanayi tipi 0glitme
makinesi yardimiyla ¢alismalarda kullanilabilecek toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen cay
tohumu ticari olarak satilan alabalik yem rasyonuna katilarak peletleme islemi yapilmistir (Sekil 2).
Peletlenen yemler oda sicakliginda kurutulmus, kullanilana kadar buzdolabi sartlarinda (+4°C)
muhafaza edilmistir.

Sekil 2. Kabuk kismi ayrilmisg, kurutulmus ve Ggﬁlmﬁs cay tohumu (A), Saf halde 6giitiilmiis cay
tohumu (B), Alabalik yemine katildiktan sonra peletleme isleminin yapilisi (C), Kurutma

islemi (D).
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Patojenik Bakteri; Aeromonas hydrophila

Denemelerde kullanilan balik patojeni, Aeromonas hydrophila Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’ndan temin edilmistir. Bu bakteri tiirii 2010
yilinda hastalik belirtileri olan ¢iftlik kdkenli gokkusagi alabaliginin karacigerinden izole edilmistir.
Bakterinin ¢ogaltilmasi amaciyla genel besiyeri olarak Tryptic Soy Agar (TSA), kullanilmistir.
Denemeler sonrasinda baliklardan izole edilen bakterilerin tiir teshisi API 20NE test kitinden
yararlanilmistir. Baliklara bakterilerin immersiyon yolu ile enfekte edilmesinde siv1 besiyeri olarak
Brain-Heart Infusion Broth (BHI) besiyeri, bakteri sayimi i¢in ise Plate Count Agar (PCA)
kullanilmustir.

Deneme Gruplari ve Siiresi

Baliklarin farkli oranlarda ¢ay tohumu tozu ilave edilmis yemlerle beslenmesi amaciyla, taze su
akist ve havalandirma saglanan 150 litre su hacimli, 50 cm ¢apina sahip fiber tanklar kullanilmistir.
Calismada toz halde yeme ilave edilen cay tohumu oranlari, balik agirligimin %2 si olarak
hesaplanan giinliik yem miktarina, yem miktarinin yiizdesi olarak ilave edilmistir. Bu baglamda, toz
olacak sekilde balik yemlerine %10 cay tohum tozu ilavesi yapilmistir. Deneme Oncesi baliklar 10
giin siire ile bu yemlerle beslenmislerdir. Denemeler iki tekerriirlii olacak sekilde deneme 10 giin
devam etmistir.

Cay tohum tozu ile kombine edilmis yemler ile beslenen alabaliklar, bakteriler ile immersiyon yolu
ile enfekte edilmislerdir. Deneme grubuna (%10, pozitif ve negatif kontrol) 10 adet balik ayr1 ayri
20 1t’ lik tanklara konulmustur.

Denemede kullanilan saf bakteri kolonilerinden 240 ml hacmindeki steril BHI broth besiyerine
bakteri ekimleri yapilmis ve bakteriler 22 °C’ de 24 saat inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyon sonucu
bakteri sayimi PCA besiyerinde yapilmus (yaklasik 102 CFU mL™) ve her bir deneme grubuna
bakteriler 1 saat immersiyon yoluyla 20 ml besiyeri olacak sekilde enfekte edilmistir. Negatif
kontrole steril besiyeri ilavesi yapilmistir. Oliim gozlemlenen deneme gruplarindan &rnekleme
yapilarak bakteriyel ekimler gerceklestirilmis ve Aeromonas hydrophila’ nmin varligl tespit
edilmistir. Her bir deneme tankina 10 adet gokkusagi alabaligi rastgele konulmustur (Sekil 3).

Sekil3. Deneme Tanklari
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Bulgular

Bu ¢alismada, ¢ay bitkisi tohumunun fingerling boydaki gokkusagi alabaliginda hastalik etkeni olan
Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi antimikrobiyal etkisinin olup olmadigi arastirilmis ve
bu etkinin olumlu anlamda var oldugu belirlenmistir. Deneme siiresi ve sonrasinda gruplarda
meydana gelen Olim oranlar1 ve patolojik bulgular Tablo 1 ve Sekil 4’de verilmistir. Denmede
kullanilan suyun ¢Oziinmiis oksijen, sicaklik, pH, toplam sertlik, alkalinite, amonyak ve nitrit
degerleri sirasiyla 8,34 £0,27 mg L_l, 14,7 £0,6 °C, 7,54 £0,32, 34,5 1,9 mg L CaCos, 15,9 £0,8
mg L' CaCOs;, 9 +4 ng LY, ve 3,4 +1,8 ug L™ olarak kaydedilmistir.

Tablo 1. A. hydrophila ile Enfekte Denemesine Ait Veriler, NI: deneme 6ncesi gruplarda bulunan
balik sayisi, NS: deneme sonrasi gruplarda bulunan canli balik sayisi.

Gruplar NI NS Mortalite (%)
Negatif Kontrol 20 20 0

Pozitif Kontrol 20 12 40

Deneme Grubu 20 20 0

Sekil 4. Pozitif kontrol grubu baliklarinda meydana gelen patolojiler, ters donerek ylizme ve anal
bolgede hemoraji (A), Kaudal ylizgeg tizerinde meydana gelen lezyon (B), Kaudal yiizgeg
iizerinde meydana gelen ileri derecede lezyon (C), Semptom gdsteren baliklardan yapilan

bakteriyel ekimler sonucu elde edilen bakteri kolonileri (D).
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Tartisma ve Sonug¢

Dogada yer alan bitkilerin gévde, yaprak ve tohum gibi degisik kisimlarinin canlilar i¢in patojenik
olan bakterilere karst baskilayici 6zelliklerinin arastirilmasi oldukca 6nem arz etmektedir. Bilingsiz
ve yaygin olarak antibiyotik kullanimi, bakterilerin diren¢ kazanmasma ve ileride tedavinin
zorlagmasina neden olmaktadir. Bilim insanlar1 bu anlamda yeni dogal tirtinlerin kesfine ve bunlarin
yayginlagmasina dnem vermektedir. Bu baglamda, antioksidan, antimikrobiyal, anti-inflamatuar ve
antikarsenojik etkileri iyi bilenen ve yaygin olarak kullanimi olan ¢ay bitkisi detaylica
aragtirilmaktadir [16,17,18]. Bu calismada iilkemizde yogun iiretimi olan ¢ay bitkisinin tohumu
baliklar i¢in patojen olan 4. hydrophila 'ya kars1 baskilayict 6zellikleri arastirilmistir. Ayn1 zamanda
bu arastirma ile yaygin kullanimi olan antibiyotiklerin kullaniminin azaltilmas1 amaglanmistir.

Toda ve ark. (1989), yesil cay oziitiinii baz1 balik patojenlerine karsi kullanmislar ve elde edilen
maddenin bakteriyostatik etkisini kanitlamislardir [19]. Buna benzer olarak yesil ¢ay 6ziitii insanlar
icin patojen olan Listeria monocytogenes, Escherichia coli ve Salmonella typhimurium gibi
bakterilere karst da kullanilmis ve dogal antimikrobiyal maddeler arasinda zikredilmistir [20,21].
Digerlerinden farkli olarak, yesil cay bitkisinin islenerek kimyasal bir siirece tabi tutulmadan direkt
olarak tohum kisminin balik patojenleri i¢in antimikrobiyal ajan olarak arastirilmasi bu ¢alismada
ele alinmaktadir. Ek bir isleme tabi tutulmadan sadece toz haline getirilerek ¢ay tohum tozunun
kolaylikla kullanimi su iiriinleri yetistiriciliginde bu maddenin kullaniminin yayginlasmasinda etkili
olacagi diistiniilmektedir.

Cay bitkisinin tohumunun balik patojenlerine karst kullanilmasi yaygin degildir. Cay bitkisinden
elde edilen yesil ¢ayin Oziitii balik patojenlerine kars1 kullanilmistir. Bunun disinda baliklarda yem
katk1 maddesi olarak kullanim1 da denenmis, fakat baliklarda yan etkileri tespit edilmistir [22]. Bir
maddenin faydali olmasi beklenen yonleri incelenirken, zararli olmamasi tercih sebebidir. Onceki
caligmalarda ¢ay tohum tozunun baliklarin hayati organlarinda orta ve diisiik derecelerde yan
etkileri belirlenmistir [23]. Bu baglamda, solungaglarda gozlemlenen epitel dokunun lamellerden
ayrilmast (epitelyum lifting) ve hiperplazi gibi doku bozukluklar1 orta hatta zayif derecede
belirlenmistir. Vibrio spp. enfeksiyonlarinin varligi ile ilgili baliklarda gergeklestirilen ¢alismalarda,
bobrek ve solungaglarda ciddi nekrozlar ve dalak dokularinda melanomakrofaj merkezlerinin
coklugu bildirilmektedir [24,25]. Bu yan etkilerin sentetik antibiyotiklerin kullaniminda da
gozlemlenebildigi  bilinmektedir. Sazan (Cyprinus carpio) baliklarinda yeme katilarak
oksitetrasiklin kullanimi sonrasinda yapilan histolojik incelemelerde, bobreklerde vakulizasyonlar
ve dalakta melanomakrofaj merkezlerinin yogunlugu bildirilmistir [26] . Bu bilgiler 1s18inda, cay
tohum tozunun alabaliklarda Aeromonas hydrophila enfeksiyonunu engelleme ve hayatta kalmaya
olumlu etkisinin olusabilecek yan etkilerden daha faydali olacagi sdylenebilir. Ayrica; antibiyotik
kullaniminda gbzlemlenebilecek olumsuzluklarin ¢ay tohum tozunun kullanimindan daha fazla yan
etkisinin olabilecegi de goz ard1 edilmemelidir.

Yapilan c¢alismada ¢ay tohum tozu ile beslenen fingerling boydaki gokkusagi alabaliginda
enfeksiyona karsi direng olusmus ve baliklarda 6lim goézlemlenmemistir. Pozitif kontrol grubunda
ise %40 lik bir 6liim oran1 meydana gelmistir. Negatif kontrolde ise herhangi bir 6lim meydana
gelmemistir.

Cay tohumu genel olarak bolgede sadece tohumluk olarak ekonomik anlamda
degerlendirilmektedir. Bu tohumlarin boélgede yogun olarak yetistiricilik faaliyetlerinde bulunan
alabalik isletmeleri icin kullanilabilir hale getirilmesi yem fabrikalari tarafindan saglanabilir ve
gerek yem katki maddesi olarak ve gerekse ekonomiye katkisi saglanabilinir. Sadece bakterilere
kars1 degil balik parazitleri ve mantarlari ile ilgili ¢ay tohumunun etkileri ¢alisilabilir
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