RECEP TAYYIiP ERDOGAN UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIiM ENSTITUSU
SU URUNLERI ANABILIM DALI

BAKTERIYEL PATOJENLERIN TEDAVISINDE KULLANILAN
BAZI ANTIBiYOTIKLERIN BALIK YEMLERINE IiLAVE
EDILME METOTLARININ ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

(Yiiksek Lisans Tezi)

Vildan CAKIR KARSLI

Danisman
Prof. Dr. Sevki KAYIS

RIZE
2024



KABUL VE ONAY

Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Su Uriinleri
Anabilim Dalinda, Prof. Dr. Sevki KAYIS danismanliginda, Vildan CAKIR KARSLI
tarafindan hazirlanan Bakteriyel Patojenlerin  Tedavisinde Kullanilan Bazi
Antibiyotiklerin Balik Yemlerine Ilave Edilme Metotlarimin Etkinliginin Arastirilmasi
adli bu tez c¢alismasi, 02/07/2024 tarihinde yapilan savunma sinavi sonucunda oy
birligi/oy cokluguyla basarili bulunarak jiirimiz tarafindan Yiiksek Lisans Tezi olarak

kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri Unvani, Ad1 SOYADI Imza
Baskan : Prof. Dr. Sevki KAYIS

Uye : Prof. Dr. ilhan ALTINOK

Uye : Prof. Dr. Tlker Zeki KURTOGLU



ETiK BEYAN

Su Uriinleri Tezli Yiiksek Lisans Programindan mezun olmak iizere teslim
ettigim “Bakteriyel Patojenlerin Tedavisinde Kullanilan Bazi1 Antibiyotiklerin Balik
Yemlerine Ilave Edilme Metotlarinin Etkinliginin Arastirilmas1” adli tezim, bilim ve
arastirma etigi prensiplerine riayet edilerek tarafimdan yazilmistir.

Tez c¢alismamda, baska kaynaklardan aktarilan biitiin bilgi ve alintilar,
Enstitiinliz Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak acik¢a gosterilmistir. Kaynagi
gosterilenler diginda kalan biitiin bilgiler uygun arastirma yontemi kullanilarak
tarafimdan edinilmis ve esere bu sekilde yansitilmistir. Sahsima ait olmayan higbir
bilgi, kasit veya kusurlar, sahsima aitmis gibi gdsterilmemistir. Internet kaynaklari
dahil, sahibine/kaynagina atif yapilmaksizin higbir bilgi kullanilmamistir. Aksinin
ortaya ¢ikmasi halinde dogacak biitiin hukuki, idari, akademik ve etik sorumluluk
tarafima ait olacaktir. Eserin tesliminden sonra herhangi bir zamanda, bilim etigine
aykirilik tespit edilmesi ve / veya eserimle ilgili intihal veya intihal seklinde
anlasilacak bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde; Universiteniz ve egitim kadronuzun
hicbir sekilde sorumlu tutulmayacagini hiir irademle kabul, beyan ve taahhiit ederim.

02/07/2024

Vildan CAKIR KARSLI

II



ON SOz

“Bakteriyel Patojenlerin Tedavisinde Kullanilan Bazi Antibiyotiklerin Balik
Yemlerine Ilave Edilme Metotlarmin Etkinliginin Arastirilmas1” isimli bu tez Recep
Tayyip Erdogan Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Su Uriinleri Ana Bilim
Dali’nda ‘Yiiksek Lisans Tezi’ olarak hazirlanmistir.

Tezin baglamasi, gergeklestirilmesi ve tamamlanmasi asamalarinda onerileri ve
yardimini esirgemeyen danisman hocam sayin Prof. Dr. Sevki KAYIS a, laboratuvar
calismalarinda katkilarindan dolayt Ars. Gor. Dr. Akif ER ve Ars. Gor. Dr. Zeynep
Zehra IPEK’e, tez mizanpaj asamasinda yardimlarindan dolayr Dog. Dr. Baris
KARSLI’ya ve grafiklerin olusturulmasinda yardimlarindan dolay1 Ars. Gor. Dr. Mert
MINAZ’a tesekkiir ederim. Yiiksek Lisans tez calismam siirecinde her konuda

yanimda olan ve beni destekleyen degerli aileme yiirekten tesekkiir ederim.

Vildan CAKIR KARSLI
2024 / RIZE

III



ICINDEKILER

KABUL VE ONAY et I
ETIK BEY AN ....ooiiiiiiiteiiiiteecte ettt ettt bt s s bt I
ON SOZ ..ot 1]
ICINDEKILER .....ooiiitiiieeecetcte ettt s en st en et en et sss s sanaesans \Y;
OZET oottt ettt ettt bttt VI
ABSTRACT . e \l
KISALTMALAR L.ttt bbb sbe et nne e VIl
TABLOLAR LISTESI. ..ottt IX
SEKILLER LISTESI ..ottt es s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s X
(€ 128 (TR 1
1. GENEL BILGILER .......couiiiiiiiiiiiiiiniesis it 3
1.1. Bakteriyel Balik Patojenleri..........cooviiiiiiiiiiiiic e 3
1.2. Bakteriyel Balik Patojenleri ile Miicadele ...........cccoceeiiiiiiiiiciiieiic e 5
1.2.1. Profilaktif Uygulamalar..............ccccooiiioiiiiiiice e 5
1.2.2. Antibiyotik Kullanimi .........ccccoiiiiiiiiiiii e 5

1.2.3. Antibiyotiklerin Etki Sekilleri ve Direng .........ccccevvveriiiiiiiiiiniiie e 6

1.2.4. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Kullanilan Baz1 Antibiyotikler .................. 7
1.2.4.1. OKSItEtrasiKlin......ccoiviiiiiiieeiie e 7

1.2.4.2. FIOTTNIKOL ....ooiiiiiiiiieee e 8

1.2.4.3. ENrOfloKSASII ....vviiiiiiiiiiiiiiee et 8

1.2.5. Su Uriinlerinde Antibiyotiklerin Kullanim Yéntemleri ..........ccccovverunne... 8

1.3, T@ZIN ATNACT ...ttt sttt ettt nb e e ae e nbeesnneeneesnneas 9

2. YAPILAN CALISMALAR ...ttt 10
2.1 MALEIYAL ... 10
2.1.1. Aragtirmada Kullanilan BaKteri..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiiiie e 10
2.01.2. YBIM et 10
2.1.3. Kullanilan AntibiyotiKIer ..........cccoceiiiiiiiiiiic 11

2. 1.4, BESIVEIIETT .eovveeieeee s 11
2.1.5. BAlIK YaBL..eiiiiiiiiiieiiie s 11

B 0] 1 11<) 1 1 D O O OO TP PP OPPR 12

v



2.2.1. Kullanilacak Antibiyotiklerin Se¢ilmesi .........cccocvevviiiniieiiiiiiicieeee 12

2.2.2. Yemlerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu...........cccoovevvieeniniincnncnnenn, 12
2.2.3. ANLIDIYOGram TS .cc.ecveiieiicic e 15

2.4. Verilerin Degerlendirilmesi ......ccuveiveiiiiiieiiiieiiie i 16

3. BULGULAR ..o 17
4. TARTISMA oo 23
KAYNAKCA . ...t 27



Recep Tayyip Erdogan Universitesi Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Anabilim Dah : Su Uriinleri

Tez Tiirii : Yiiksek Lisans
Danisman : Prof. Dr. Sevki KAYIS
Hazirlayan : Vildan CAKIR KARSLI
Yil 12024

Sayfa 31

OZET

BAKTERIYEL PATOJENLERIN TEDAVISINDE KULLANILAN BAZI
ANTIBiYOTIiKLERIN BALIK YEMLERINE iLAVE EDIiLME
METOTLARININ ETKIiNLiGININ ARASTIRILMASI

Bu tezde, bakteriyel patojenlerin tedavisinde kullanilan enrofloksasin,
florfenikol ve oksitetrasiklin antibiyotiklerinin Pseudomonas sp. susuna karsi
antimikrobiyal aktiviteleri balik yemine ilave edilerek in vitro olarak arastirilmistir. Bu
amagla c¢aligmada kullanilan antibiyotiklerin yemlere karistirilmasinda yem,
antibiyotik (oksitatrasiklin, florfenikol ve enrofloksasin), su (tatli su veya deniz suyu)
ve balik yagimin farkli siralama ve kombinasyonlarini igeren 7 farkli yontem
uygulanmistir. Antibiyotikli yemlerin Pseudomonas sp. susuna karsi antibakteriyel
aktivitesinin belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Sonuglarin elde
edilmesi amaciyla ¢alismada olusturulan farkli yem gruplar kat1 besiyeri iizerine
yerlestirilmis ve petriler 18-24 saat inkiibe edildikten sonra yemlerin ¢cevresinde olusan
zon ¢aplar1 Ol¢iilmiistiir. Elde edilen bulgulara gbre kontrol olarak kullanilan steril
yemlerin Pseudomonas sp. susuna karsi herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi
belirlenmistir. Oksitetrasiklin kullanilarak hazirlanan yemlerin Pseudomonas sp.
susuna kars1 gosterdigi en etkili yontemin, yemin sadece antibiyotik ile karistirilmasi
seklinde oldugu, florfenikol ve enrofloksasin uygulamasinda ise antibiyotigin su ile
karigtirmasiyla yeme ilave edilmesi ve son olarak balik yagi ilavesi seklinde oldugu
belirlenmistir. Bu sonuglara gore su iiriinleri yetistiriciliginde patojen bakterilere karsi
uygulanan bazi antibiyotiklerin uygulanma sekline gore etkisinin degistigi net olarak
ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Antimikrobiyal etki, Balik yemi, Patojen bakteri,
Uygulama sekli
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF ADDING SOME
ANTIBIOTICS USED IN THE TREATMENT OF BACTERIAL PATHOGENS
TO FISH FEEDS

In this thesis, the antimicrobial activities of enrofloxacin, florfenicol, and
oxytetracycline antibiotics, which are used in the treatment of bacterial pathogens,
against the Pseudomonas sp. strain were investigated in vitro by adding them to fish
feed. For this purpose, 7 different methods, including various combinations of feed,
antibiotics (oxytetracycline, florfenicol, and enrofloxacin), water (freshwater or
seawater), and fish oil, were used to mix the antibiotics used in the study into the feed.
The disc diffusion method was used to determine the antibacterial activity of feed
containing antibiotics against the Pseudomonas sp. strain. In order to obtain the results,
different feed groups created in the study were placed on a solid medium. After the
petri dishes were incubated for 18-24 hours, the zone diameters formed around the
feeds were measured. The findings determined that the sterile feed used as control did
not create any inhibition zone against the Pseudomonas sp. strain. It has been
determined that the most effective method of feed prepared using oxytetracycline
against the Pseudomonas sp. strain is only mixing the feed with antibiotics, while in
the application of florfenicol and enrofloxacin, the antibiotic is mixed with water and
added to the feed, and finally, fish oil is added. The results of this study clearly
demonstrated that the effects of antibiotics used against pathogenic bacteria in
aquaculture vary depending on the application method.

Keywords: Application method, Antibiotic, Antibacterial eftect, Fish feed, Pathogen
bacteria
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GIRIS

Insanlar i¢in, karasal besin kaynaklar1 ¢cok fazla cesitlilik gdsterse de sucul
sistemlerden elde edilen besinler gerek lezzeti gerekse insan sagligi agsindan faydali
olmasi agisindan oldukc¢a 6nem arz etmektedir. Bu acidan degerlendirildiginde su
iriinleri istihsalinin ekonomik getirisi yadsinamaz derecededir. Bu durum sucul
sistemlerin stirekli olarak somiiriilmesine neden olmaktadir. Avcilik yolu ile su tirtinleri
istihsalinin yapilmasi giiniimiiz sartlarinda tiiketim miktarim1 karsilamakta yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle su iiriinleri yetistiriciligi sektorii son yillarda oldukca ivme
kazanmus, iilkelerin {iretim miktarlart da bu ivme ile paralel olarak artig gostermistir.
Diinyada su {irlinleri iiretim miktar: ile ilgili rakamlar son yillarda yetistiricilik
miktarmin aveilik verileri ile neredeyse esitlendigini gdstermektedir. Oyle ki, diinya
su iiriinleri iiretimi Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO, 2022) verilerine
gore 2020 yilinda 177,8 milyon ton olarak gergeklesmistir. Bunun iiretimin %50,79u
(90,3 milyon ton) avciliktan ve %49,21°1 (87,5 milyon ton) ise yetistiricilikten
saglanmistir (Sekil 1). Tiirkiye’de ise bu rakamlar net bir sekilde yetistiricilik
sektorlinden yanadir. Tiirkiye’deki ki su tirtinleri tiretimi 2022 yilinda 849 bin 808 ton
olarak gerceklesmis olup lretimin %60,6'sin1 (514.805 ton) yetistiricilik iirtinleri
olusturmustur (TUIK, 2023) (Sekil 2).
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Sekil 1. Diinya su tirtinleri tiretimi (FAO, 2022)
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Sekil 2. Tiirkiye su iiriinleri iiretimi (TUIK, 2023)

Hem Tiirkiye hem de diinya yetistiricilik oranlari incelendiginde yetistiricilik
oranlarinin her y1l bir 6nceki yila oranla 6nemli oranda arttig1 goriilmektedir. Bu artisin
su iirlinleri yetistiriciliginde 6nemli bir problem olan patojen mikroorganizmalarda da
artisa neden olabileceg§i ve bdylece daha fazla antibiyotik kullanimina isaret
etmektedir. Sektdrdeki bu biiylimenin bir¢cok zorlugu ve problemi de beraberinde
tasidig1 bir gergektir. Sucul sistemlerin etkin kullanimi, su kalite sorunlari, besleme ve
hastaliklar gibi sorunlar yetistiricilik faaliyetlerinin en Onemli sorunlar1 olarak
siralanabilir (Kayis, 2019). Bu nedenle su iiriinleri yetistiriciliginde antibiyotiklerin
dogru kullanimi; balik sagligi, sucul ekosistem, ¢evresel sorunlar, insan sagligl ve
ekonomi agisindan hem yetistiricilik endiistrisine hem de tiiketicilere 6nemli katki
sunacagi diistiniilmektedir.

Yukarida bahsi gecen sorunlar igerisinde “balik saglig1” konusu olduk¢a genis
bir kavram olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Hastalik terimi en kisa tanim ile “normalin
disindaki her sey” olarak ifade edilmistir. Bu nedenle baliklar i¢in normal olan
fizyolojik ve anatomik davranislarin iyi bilinmesi gerekir. Hastalik etmenlerinin ve
teshis yontemlerinin ayrica tedavi uygulamalari ve kemoterapotikler hakkinda
uzmanlik gerekmektedir. Tiim bu ihtiyaglar balik sagligi konusunun ne derece 6nem

arz ettigini ortaya koymaktadir.



1. GENEL BILGILER

Su iirtinleri yetistiriciliginde ekonomik kayiplara neden olan baglica patojenik
etmenler parazitler, viriisler ve bakteriler olarak ifade edilebilir (Lasee, 1995). Viriisler
baliklarda ciddi Oliimlere neden olan ve tedavisi yapilamayan patojen grubudur.
Ozellikle vertikal bulasma nedeniyle viral hastaliklarin izole edildigi isletmelerde itlaf
ve iiretim siirecinin durdurulmasi gibi ciddi tedbirler alinmasi zorunlu tutulmaktadir
(Kayis, 2019). Paraziter balik patojenleri ise oldukca genis bir alana sahiptir. Balik
parazitlerinin dogal ve yetistiriciligi yapilan baliklarda ciddi stres olusturdugu,
sekonder enfeksiyonlara sebebiyet verdigi, oOzellikle isletmelerin kulucka
sistemlerinde mortalite nedeni olarak rapor edildigi bildirilmistir (Timur ve Timur,
2003). Protozoan ve metazoan olmak iizere iki ana gruba ayrilan parazitler icerisinde,
Trichodina sp., Ichthyophthirius multifiliis (Siliat), Ichthyobodo necator ve Hexamita
sp. (Flagellat) yetistiriciligi yapilan baliklarda iilkemizde siklikla rapor edilen
protozoan parazitler olarak bildirilmistir. Gyrodactylus ve Dactylogyrus cinsine ait
parazitler (monogenea), Ceratothoa oestroide (isopod), Caligus minimus (kepepod) ve
Hysterothylacium aduncum (Nematod) yine lilkemizden rapor edilen metazoan

parazitlerdir (Kayis vd., 2009).

1.1. Bakteriyel Balik Patojenleri

Balik patojeni bakteriler diinyanin ¢ok farkli yerlerinden ve farkli balik
tirlerinden rapor edilmislerdir. Bu patojenler 6zellikle yogun olarak yetistiriciligi
yapilan balik tiirlerinden bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003). Ayrica dogal balik
tiirlerinden de patojen bakterilerin varlig1 rapor edilmistir (Bingdl vd., 2022).

Baliklardan rapor edilen yaygin bakteriyel patojenler igerisinde kizil agiz
hastaliginin etmeni olan Yersinia ruckeri, ciddi mortaliyete sahip bir patojendir. {1k kez
gokkusag1 alabaligt (Oncorhynchus mykiss)’'nda rapor edilen patojen giinlimiizde
diinyanin ¢ok farkli bolgelerinden izole edilmistir (Rucker, 1966). Deride kararma,
uyusukluk, agiz ve dil cevresi ile farkli i¢ organlarda noktasal kanamalar belirgin
semptomlardir (Austin ve Austin, 2012). Bu patojen iilkemizde ilk olarak yine
gokkusag1 alabaliklarindan rapor edilmistir (Timur ve Timur, 1991). Patojenden

korunmada as1 uygulamasinin oldukga basarili oldugu rapor edilmistir (Ellis, 1988).



Bir diger 6nemli bakteriyel sorun ise Motil Aeromonas grubu bakterilerin
meydana getirdigi hastaliklardir. Bu grupta ¢ok farkli tiir Aeromonas bakterisi yer
almaktadir. Ozellikle A. hydrophila, A. sobria ve A. veroni bilinen en yaygin tiirleridir
(Austin ve Austin, 2012). Su, toprak ve gidalarda yaygin olarak bulunabilen bu tiirler,
baliklarda deri tiizerinde lezyonlar, bdbrek dokularinda nekrozlar, asites ve
alabaliklarda keseli bireylerde mavi kese hastaligi gibi semptomlar ile karakterize
olmaktadir (Kayis vd., 2017).

Baliklarda hastalik olusturan Gram pozitif bakteriler i¢erisinde yaygin olarak
bilinen tiirlerden biri de Lactococcus garvieae bakterisidir. Hem tatli hem de tuzlu su
sistemlerinde yasayan balik tiirlerinden rapor edilen bakteri, iilkemiz sularindan ilk
kez gokkusag alabaligindan (O. mykiss) rapor edilmistir (Oztiirk ve Altinok, 2014;
Didinen vd., 2014). Gozlerde olusan eksoftalmus hastaligin en Onemli
belirtilerindendir. Yetistiriciligi yapilan alabaliklardan iilkemizde yaygin olarak rapor
edilen patojenlerdendir (Tiire ve Cimagil, 2018). Hastalik ile miicadelede as1
uygulamasi etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

Ozellikle denizel sistemler dikkate alindiginda baliklardan rapor edilen
bakteriler igerisinde yer alan bir diger grup Vibrio cinsine ait tiirlerdir. Vibrio ordalii,
V. anguillarum, V. alginolyticus ve V. vulnificus bir¢cok sucul organizmadan rapor
edilen tiirlerdir (Korun ve Timur, 2008). Bu tiirler igerisinde V. anguillarum en ¢ok
bilinen tiirdiir (Oztiirk ve Altinok, 2014). Hastalik “warm-water vibriosis” olarak da
ifade edilmektedir. Baliklarin karin bolgesinde noktasal kanamalar, yiizgec diplerinde
kanamalar ve solungag kapagi tizerinde yangilar belirgin belirtilerdir.

Balik patojeni bakteriler igerisinde Pseudomonas cinsine ait bakteriler de son
yillarda baliklardan siklikla rapor edilmektedir. Bu cins igerisinde Pseudomonas
fluorescens, P. aeruginosa, P. putida ve P. anguilliseptica tiirleri 6énemli bir yer
almaktadir (Hussain vd., 2023; Aydin vd., 2011). Patojen gram negatif bakteriler
grubunda yer almaktadir. Baliklarda meydana gelen enfeksiyonlarda renkte kararma,
gozlerde sisme, kanamalar ve asites gibi belirtiler gostermektedir (Timur ve Timur,

2003).



1.2. Bakteriyel Balik Patojenleri ile Miicadele

1.2.1. Profilaktif Uygulamalar

Balik sagliginin korunmasi konusunda onemli adimlardan biri de onleyici
tedbirlerin alinmasi olarak ifade edilmistir. Bu konuda ilk asama yetistiricilik
iinitelerinde saglikli bireylerin secimidir. Isletme hijyeni ve bulasmay1 dnleme ise
stirdiiriilebilirlik agisindan son derece onemli kabul edilmektedir. Saglikli baliklarin
sisteme taginmasi sirasinda kullanilan ekipmanlarin dezenfekte edilmesi, calisan
personelin kontaminasyona sebep olmamasi, havuz ve kafeslerde kullanilan tiim
malzemenin siirekli temiz kalmasini saglamak ve baliklarin takip edilmesi, 6li
baliklarin sistemden uygun sekilde uzaklastirilmas: gibi uygulamalar hijyen baslig
altinda ifade edilmistir. Baliklarin immiin cevabina katki saglayacak vitamin, mineral
ve probiyotik ilaveli yemler ile besleme yapilmasi ise balik sagligina koruyucu etki
yapacak tedbirler olarak bildirilmistir. Uygun stok yogunlugunun saglanmasi, besleme
rejiminin optimum olmas1 hastaliklara direnci artiracak uygulamalardir. Ayrica
baliklarin sisteme transferinden dnce yerlesik patojenlere kars1 asilanmasi son yillarda
yapilan en énemli koruyucu tedbirlerin basinda gelmektedir. Ulkemizde yersiniozis,
vibriozis ve kok enfeksiyonlarina karsi etkin olarak kullanilan ithal ve yerli asilarin

varlig1 bilinmektedir (Kayis, 2019).

1.2.2. Antibiyotik Kullanim

Giiniiniizde bakteriyel enfeksiyonlar ile miicadelede en etkin yontem olarak ilk
sirada antibiyotik kullanimi gelmektedir. Dogal ya da sentetik yollar ile iiretilen
antibiyotikler bakterilerin dliimiine veya iiremesine engel olan iiriinlerdir. ilk olarak
Uzak Dogu’da yaklagik 2500 y1l 6nce kullanildig1 rapor edilmistir. Antibiyotiklerin
modern kullaniminin ilk kez Emmerich ve Low’iin Pseudomonas aeruginosa’ya karsi
19. yiizyilin sonlarinda kullandig1 piyosinazin ile basladig ifade edilmektedir. Gegen
siirede antibiyotikler bir¢ok canli tiiriinde bakteriler ile kullanilmaya baslanilmistir.
Diinya genelinde antibiyotik kullanimin yillik maliyetinin 2006 y1l1 verilerine gore 20
milyar dolar oldugu ifade edilmektedir (Mollahaliloglu vd., 2006; Ding vd., 2016).

Antibiyotikler bakteriler ile enfekte olan bireyleri tedavi amaciyla

kullanilmaktadir. Akuakiiltiirde de tedavi i¢in antibiyotik uygulamalari oldukga



yaygindir (Noga, 2010). Antibiyotiklerin kullanimindan 6nce patojen bakterinin izole
edilmesi ve antibiyogram testleri sonucunda uygun antibiyotigin belirlenmesi gerekir.
Ulkemizde balik patojenlerine kars1 yaygmn kullanimi olan antibiyotikler igerisinde,

florfenikol, oksitetrasiklin, enrofloksasin, tribresen gibi antibiyotikler siralanabilir.

1.2.3. Antibiyotiklerin Etki Sekilleri ve Direnc

Antibiyotiklerin genel olarak bakterilere karsi etkisi 3 ana baslikta
siniflandirilmaktadir. Etki sekillerine gore antibiyotikler bakterisit ve bakteriyostatik
olarak simniflandirilirlar. Etki mekanizmalar: (hiicre duvar sentezini bozan, sitoplazma
membran gegirgenligini bozan, protein sentezini engelleyen, genetik materyal
tizerinde etki bakteriyel antimetabolitlerin iiretilmesini engelleyen) ve kimyasal
vapilarina (beta laktamlar, kinolonlar tetrasiklinler, siilfonamidler, aminoglikozidler,
linkozamidler, polipeptidler, makrolidler, nitrofuranlar, fenikoller, imidazoller ve
rifamisinler) gore de siniflandirilmaktadir (Akkan, 1997).

Bakterilerde antibiyotiklere karsi diren¢ mekanizmasi ise dogal, sonradan
kazanilmis ve g¢evresel kosullara bagli diren¢ seklinde degerlendirilmektedir. Bu
basliklar altinda yer alan diren¢ mekanizmalar ise ila¢ hedefinde degisiklik yapilmasi,
bagska bir metabolik mekanizma kullanilmasi, enzimatik yollar ile ilacin inaktivasyonu,
hiicre zarinin gecirgenliginin inaktive ya da azaltilmasi ve aktif pompalama yoluyla
ilacin hiicre disina atilmasi seklinde agiklanmaktadir (Kayis, 2019).

Balik patojenlerinin antimikrobiyal direngleri hakkinda yapilan bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Bu konuda kapsamli bir derleme calismasinda yaygin balik patojeni
bakterilerin diren¢ mekanizmalari, plazmit durumlari rapor edilmistir. Bahsi gegen bu
calismada, Aeromonas, Yersinia, Photobacterium, Edwardsiella ve Vibrio cinslerine
ait diren¢ durumlar genetik agidan da detayli sekilde izah edilmistir. Bu bakteri
gruplarinin plazmid ve integronlar yoluyla elde ettikleri direnci diger bakterilere
aktarabildikleri bildirilmistir (Miller ve Harbotte, 2018).

Ulkemiz 6zelinde de balik patojeni bakterilerin antibiyotiklere karsi direnci ile
ilgili calismalar mevcuttur. Kayis vd. (2021), balik ciftliklerinden izole edilen 43 fakli
sus (Aeromonas, Pseudomonas, Bacillus sp. ve Lactococcus) iizerinde yaptiklari
incelemede, bakterilerin Ampisiline kars1 yiiksek direnclilige sahip oldugunu rapor

etmislerdir. Ulkemizin Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yer alan alabalik giftliklerinden



izole edilen bakteriler iizerinde yapilan bir arastirmada en yiiksek direncin
sulfamethoxazole karst oldugu bildirilmistir (Capkin vd., 2015). Tiire ve Alp (2016),
yine alabalik isletmelerinden izole edilen Streptococcus iniae, Vibrio fluvialis, Vibrio
anguillarum, Photobacterium damselae subsp. piscicida, Lactococcus garvieae,
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas luteola ve Yersinia ruckeri bakterilerine karsi
linkomsin, penisilin G ve amoksisilin antibiyotiklerinin direngliliklerini rapor

etmislerdir.

1.2.4. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Kullanilan Baz1 Antibiyotikler

Balik yetistiriciliginde kullanilan antibiyotikler farkli gruplara ait
olabilmektedir. Resmi Gazete’de 27919 sayili yayma konu olarak, iilkemizde
hayvansal gidalarda kullanilabilecek ve limitleri belirlenmis olunan 58 adet antibiyotik
bulunmaktadir. Bununla birlikte, yasakli olan antibiyotikler ise kloramfenikol ve
nitrofuranlar olmak {iizere iki adettir. Yaygin olarak kullanilan ve iizerinde ¢okca
calisma yapilan antibiyotikler ise florfenikol, enrofloksasin ve oksitetrasiklin olarak

degerlendirilebilir.

1.2.4.1. Oksitetrasiklin

Oksitetrasiklin, 0Ozellikle streptokok enfeksiyonlarinda yaygin olarak
kullanilan tetrasiklin grubu bir antibiyotik olmasinin yani sira Gram negatif bakteriler
icinde kullanilan bakteriyostatik 0Ozellikte bir antibiyotiktir. Robert Woodward
tarafindan 1953 yilinda CH24N209 formiilii seklinde kesfedilmistir. Balik
ciftliklerinde enfeksiyonlar1 6nlemede siklikla kullanilan bir antibiyotiktir (Pinto vd.,
2023). Oksitetrasiklin antibiyotiginin, Aeromonas, Pseudomonas, Lactococcus
garvieae ve Vibrio anguillarum gibi bakterilerin enfekte ettigi birgok balik tiirlinde
(Salmo sp., Oncorhynchus sp., Salvelinus alpinus, Ictalurus punctatus, Oreochromis
niloticus, Paralichthys olivaceus, Psetta maxima, Sparus aurata, Dicentrarchus
labrax, Anguilla anguilla, Cyprinus carpio) kullanildig1 rapor edilmistir. Baliklarda
oral tedavide 1 kg canli agirhiga 75 mg dozunda kullanildig: bildirilmistir (Leal vd.,
2019).



1.2.4.2. Florfenikol

Florfenikol, daha ¢ok veteriner hekimlikte farkli hastaliklarin tedavisinde
kullanilan bakteriyostatik bir antibiyotiktir. Gerek Gram-pozitif ve gerekse Gram-
negatif aerobik ve anaerobik bakterilerin ¢oguna kars1 etkili oldugu rapor edilmistir
(Papich, 2016). Ilk olarak Japonya’da kullamldig: bildirilmistir (Li vd., 2020). Ancak
baliklarda kullannmi FDA (Food and Drug Administration, Amerika Birlesik
Devletleri’nin bir kurumu) onayinin ardindan yayginlagsmistir. Florfenikol gokkusagi
alabaliginda Flavobacterium psychrophilum'un neden oldugu bakteriyel patolojilerle
miicadele etmek i¢in kullanilmistir. Ayrica, Aeromonas salmonicida'nin neden oldugu,
furunculosis'in tedavisinde etkili oldugu belirtilmistir. Sazan baliklarinda Vibrio
anguillarum ve Pasteurelasis, Japon levreklerinde Edwardsiella tarda gibi
hastaliklarda kullanildig1 ve diger bazi antibiyotiklere gore daha etkin oldugu
bildirilmistir (Inglis ve Richards, 1991; Michel vd., 2003). Baliklarda oral tedavide 10
mg/kg canli agirlik dozunda kullanildigi bildirilmistir (Trif vd., 2023).

1.2.4.3. Enrofloksasin

Enrofloksasin kinolon ailesine ait olan florokinolon grubu bir antibiyotiktir.
Gram pozitif ve Gram negatif aerob bakteriler lizerinde etkin oldugu bildirilmistir.
Bakterilerde DNA giraz enzimini inhibe eden bir etki mekanizmasi vardir.
Enrofloksasin, baliklarda yaygin olarak rapor edilen Aeromonas salmonicida, Yersinia
ruckeri  ve  Flavobacterium  psychrophilum  gibi  bircok bakteriye karsi
kullanilmaktadir. Ayrica enrofloksasin akvaryum baliklarinda da yaygin olarak
kullanilmaktadir (Stoffregen vd., 1993). Baliklarda etkin doz 10 mg/kg olarak
bildirilmistir (Viel vd., 2021).

1.2.5. Su Uriinlerinde Antibiyotiklerin Kullanim Yéntemleri

Su {riinleri yetistiriciliginde hastalik vakalarinda antibiyotik kullaniminin
uygulama metotlar1 olduk¢a 6nem arz etmektedir. Oncelikle uygun antibiyotigin
belirlenmesi amaciyla antibiyogram testleri onem arz etmektedir. Baliklarda
antibiyotik uygulamalarinin, banyo, enjeksiyon ve yeme ilave seklinde uygulandigi
bilinmektedir (Markestad ve Grave, 1997). Yem ile yapilan uygulamalarda ise farkl

terkipler mevcuttur. Bu baglamda antibiyotigin yeme direk ilavesi, yemin balik yagi



ya da diger bitkisel yaglar ile nemlendirilmesi sonrasinda antibiyotik ilavesi gibi
yontemler en yaygin uygulamalardir (Boyacioglu ve Akar, 2012). Bunun yani sira
antibiyotigin su veya alkol gibi iirlinler ile sulandirilmasi gibi farkli metotlar da

mevcuttur.

1.3. Tezin Amaci

Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisi amaciyla yemlere antibiyotik
ilavesinin yayginlig1 bir¢ok ¢calismada ifade edilmistir. Ancak antibiyotigin yemlere ne
seklide uygulandigi ile ilgili agiklamalar yeterli degildir. Yaygin olan yemlerin bitkisel
yaglar ile nemlendirilmesi ve sonrasinda antibiyotigin yeme ilave edilmesi metodu
olsa da antibiyotigin yag ile karisiminin yapilmasi ve sonrasinda yeme ilave
edilmesine de mevcut uygulamalarda rastlanilmaktadir. Ayrica antibiyotigin su veya
alkol ile ¢oziindiiriilmesi ve yeme ilave edilmesi ya da yemin su ile karistirilip
sonrasinda antibiyotik ilavesi yapilmaktadir. Bu karisikligin giderilmesi ve balik
yemlerine antibiyotik ilave yoOnteminin en ideal formatinin nasil olacagi sorusu
hazirlanan bu tezin ana amacini olusturmaktadir. Ayrica hazirlanan farkli terkipteki
yemlerin tatli su ve deniz suyuna atildiktan sonraki etki durumlarinin da in vitro olarak

calisilmasi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Arastirmada Kullanilan Bakteri

Calismalarda Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Saglig1 Laboratuvarinda bulunan ultra derin dondurucuda (-80 °C) stoklanan 275 stok
kodlu Pseudomonas sp. bakterisi kullanilmistir. Calismada kullanilan bakteri Kiirtiin
Baraj Golii’'nde yetistiriciligi yapilan hastalik semptomlari gosteren gokkusagi
alabalig1t (Oncorhychus mykiss)’nin bobrek dokusundan izole edilmistir. Bu bakteri
daha 6nceden molekiiler yontem ile (16S rRNA) % 99 Pseudomonas sp. (Kabul
Numarasi: MK548498) olarak tanimlanmustir. Yapilan antibiyogram sonuglarina gore
enrofloksasin, florfenikol ve oksitetrasiklin antibiyotiklerine duyarli oldugu i¢in bu

bakteri tercih edilmistir.

2.1.2. Yem
Calismada 6 mm boyutunda olan ticari olarak satilan alabalik yemi
(Giimiisdoga Su Uriinleri, MilassMUGLA) kullanilmstir (Sekil 3). Biiyiik hacimli

olmasi nedeniyle ¢aligma kolaylig1 saglamasi amaciyla tercih edilmistir.

Sekil 3. Calismada kullanilan blﬂé yeri;i (ziin)
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2.1.3. Kullanilan Antibiyotikler
Calismada ticari olarak satilan Enrofloksasin 20 mg/kg (Enronet % 50 Aqua),

Florfenikol 15 mg/kg (Florfish % 50) ve Oksitetrasiklin 50 mg/kg (Oksipol % 80)

antibiyotikleri kullanilmistir (Sekil 4).

OKSiPOL

 FLORFISH %50 =
- %80

<
~

Sistemik Antibakteriyel
500 mg Florfenikol /g

unwmm:

50000 =% 1Kg =
setfarme’ —
= : @ M/II 1kg vimar
() (b) — () R
Sekil 4. Calismada kullanilan antibiyotikler (Enrofloksasin (a); Florfenikol (b);

Oksitetrasiklin (c)) (6zgiin)

2.1.4. Besiyerleri
Bakterilerin ¢ogaltilmas: i¢in Tryptic Soy Agar (TSA) ve antibiyogram

testlerinin yapilabilmesi i¢in Mueller Hinton Agar (MHA) (Merck, Germany) besiyeri

tercih edilmistir.

2.1.5. Balik Yag
Calismada kullanilan balik yagi Kagsan Karadeniz Gida ve Tarim Sanayii A.S.

(Akgaabat/Trabzon) firmasindan temin edilmis olup hem insan tiiketimi hem de kiiltiir

balik¢iligr kullanima uygundur Balik yaginin ham maddesini Omega-3 yag asitleri

bakimindan zengin olan hamsi balig1 olusturmakta olup, iiretim asamasinda pisirme,

presleme ve santrifiijle ayristirma islemleri uygulandigi ifade edilmektedir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Kullamilacak Antibiyotiklerin Secilmesi

Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Sagligi
Laboratuvart bakteri stoklarinda bulunan 275 kodlu (Pseudomonas sp.) bakteri i¢in
antibiyotik se¢imi, daha dnce yapilan antibiyogram test sonuglari ve yaygin kullanim
durumlar1 dikkate alinarak yapilmistir. Yapilan 6n testler neticesinde enrofloksasin,
florfenikol ve oksitetrasiklin sirasiyla 25 mm, 28 mm ve 26 mm zon ¢api1 olusturarak
bu bakteri i¢in duyarli antibiyotikler olarak tespit edilmis ve calismada kullanilmak

i¢in se¢ilmistir.

2.2.2. Yemlerin Hazirlanmasi ve Sterilizasyonu

Calismada kullanilan antibiyotiklerin yemlere karigtirilmasinda 7 farklt metot
kullanilmistir. Yemler ve ¢alismada kullanilacak saf su daha dncesinde 121 °C’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Balik yag1 ise laminer kabin igerisinde 15 dakika
UV ile steril edilmistir. Yeme ilave edilecek antibiyotiklerin miktarlarinin nasil
belirlendigi Tablo 1’de belirtilmistir Antibiyotiklerin yeme karigtirilmasinda
kullanilan islem basamaklar1 ise Tablo 2’de verilmistir. Yemlerin steril edilmesi, besi
yerine yerlestirilmesi, suya (tath veya tuzlu) daldirilmasi (3 sn siire ile suda bekletildi)

ve suya daldirilmis yemlerin besi yerine yerlestirilmesi Sekil 5’te gosterilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan yem ve antibiyotik miktarinin hesaplanmasi

Oksitetrasiklin (% 80 lik) Florfenikol (% 50 lik) Enrofloksasin (% 50 lik)

Doz 50 mg/kg/CA Doz 15 mg/kg/CA Doz 20 mg/kg/CA
1 kg balik i¢in 60 mg 1 kg balik i¢in 30 mg 1 kg balik i¢in 40 mg
antibiyotik gereklidir. antibiyotik gereklidir. antibiyotik gereklidir.

¥ ¥ ¥

Yem miktar1 tiim gruplarda canli agirligi % 1°1 olarak kabul edilmistir (10 g yem)

\ £ 4 \ 4

Caligma kolaylig1 agisindan ~ Calisma kolayligi agisindan ~ Calisma kolaylig1 agisindan
yem ve antibiyotik miktar1 5 yem ve antibiyotik miktar1 5 yem ve antibiyotik miktar1 5
kg balik agirligi tizerinden kg balik agirlig tizerinden kg balik agirlig iizerinden
hesaplanmigtir. Sonugta 50  hesaplanmigtir. Sonugta 50  hesaplanmistir. Sonugta 50
g yem ve 0,3 g antibiyotik g yem ve 0,15 g antibiyotik g yem ve 0,2 g antibiyotik
kullanilmustir. kullanilmustur. kullanilmustir.
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Tablo 2. Antibiyotiklerin yemlere uygulanma sekilleri

GRUPLAR I. Asama II. Asama III. Asama
Antibiyotik ve 1. agamada
1 gbalik yagi  elde edilen
karigtirildi. karigim yeme
ilave edildi. -
Yemve 10 g 1. asamada II. asamada
su karistirlldi.  elde edilen elde edilen
karisim 2,5 g karigima
balik yagi ile antibiyotik
karigtirildi. ilave edildi.
Yemvel g I. asamada
balik yagi elde edilen
karistirildi. karisima
antibiyotik -
ilave edildi.
Antibiyotik 5 I. asamada II. agamada
gsuile elde edilen elde edilen
karigtirildi karigim yeme ~ karigima 1 g
ilave edildi. balik yagi
ilave edildi.
Yem ve 1. asamada
antibiyotik elde edilen
karigtirildi. karisima 1 g
balik yagi -
ilave edildi
Yem ve
antibiyotik
karistirildi.
Antibiyotik I. agamada II. agamada
(FFCO0,15 g) elde edilen elde edilen
ve 5 ml etil karisim 50 g karigima 1 g
alkol yem ile balik yagi
karigtirildi. karigtirildi. ilave edildi.

FFC; Florfenikol. Tiim resimler 6zgiindiir.
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(©)
. #
Sekil 5. Yemlere yapilan uygulanmalar (Yemlerin steril edilmesi (a), besi yerine
yerlestirilmesi (b), suya (tatli veya tuzlu) daldirilmasi (c) ve suya daldirilmig
yemlerin besi yerine yerlestirilmesi (d) (6zgiin)

2.2.3. Antibiyogram Testi

(Calismada, kullanilan bakteri ilk olarak TSA besiyerine ekimi yapilmis ve 18-
24 saat 20+2 °C’de inkiibe edilmistir. Saf olarak tireyen bakteriler fizyolojik tuzlu suda
(FTS) 0,5 McFarland bulanikligina getirilerek MHA besiyerine inokiile edilmistir.
Antibiyotikli yem gruplar1 kuru sekilde herhangi bir isleme tabi tutulmadan direk
MHA besiyerine yerlestirilmistir. Antibiyotikli yem gruplar1 50 mL tath su ve deniz
suyuna 3-5 saniye daldirilip ¢ikartilmis ardindan yemin tizerinde kalan su sizdirilarak
MHA besiyerine dik olacak sekilde yerlestirilmistir. Antibiyogram denemeleri 18-24
saat 2042 °C’de inokiile edilmistir ve olusan zon ¢aplar1 bir cetvel araciligiyla 3 farklh
kisi tarafindan Olclilerek ortalama degerler alinmis (Sekil 6) ve sonuglar

kaydedilmistir. Calisma 3 tekerriirlii olacak sekilde tamamlanmustir.
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Sekil 6. Antibiyogram testi (Antibiyotiksiz yemlerin inhibisyon zonu (a),
antibiyotikli yemlerin inhibisyon zonu (b), inhibisyon zonlarmin 6l¢giilmesi (c ve d)
(6zgtin)

2.4. Verilerin Degerlendirilmesi

Farkli antibiyotiklerin Pseudomonas sp. susuna karsi antibakteriyel
aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla elde edilen verilerin paralellerinin (n:3) ortalama
+ standart sapmasi alinarak sonuglar hesaplanmistir. Arastirmada istatistiksel
degerlendirmeler JMP 5.0.1 (SAS Institute Inc, NC, ABD) paket programi kullanilarak
yapilmistir. Elde edilen verilerin degerlendirilmesinde farkli uygulama yontemleri
aras1 farki saptamak amaci ile varyanslar1 homojen bulunan gruplarin 6nemlilik testi
icin ‘One Way Anova’ ve ‘Tukey testi’ uygulanmis ve dnem derecesi p<0,05 olarak

kullanilmistir (Siimbiiloglu ve Stimbiiloglu, 2000).
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3. BULGULAR

Calismada ti¢ farkli antibiyotik (oksitetrasiklin, florfenikol ve enrofloksasin)
kullanilmis olup, kullanilan yemlerden kaynakli kontaminasyonun belirlenmesi
amactyla besiyerlerine yerlestirilen steril yemlerin (kontrol) Pseudomonas sp.
bakterisinin iiremesine karst herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi tespit
edilmistir.

Oksitetrasiklin kullanilarak hazirlanan farkli yem gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna karsi olusturdugu zon caplar1 Tablo 3 ve Sekil 7°de gosterilmistir. Kuru olarak
yerlestirilerek hazirlanan yem gruplarindan Pseudomonas sp. susuna karst en etkili
antibakteriyel etkiyi 6 numarali uygulama yontemi gostermistir. 6 numarali uygulama
yonteminin sonuglar1 3 ve 5 numarali uygulama yontemlerinin sonuglari ile benzer
bulunurken (p>0,05), 1, 2 ve 4 numarali uygulama yontemlerinden istatistiksel olarak
farklilik gostermektedir (p<0,05).

Tatl1 suya batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplar1 incelendiginde
en yiiksek inhibisyon zonu 48,75 mm ile 4 numarali uygulama yonteminde tespit
edilmistir. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde 1., 2., 4. ve 6. uygulama
yontemlerinin sonuglart birbirlerine yakin bulunurken (p>0,05), bu uygulama
yontemleri 3 ve 5 numarali uygulama yontemlerinden anlamli olarak farklilik
gostermektedir (p<0,05).

Deniz suyuna batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplar
incelendiginde, Pseudomonas sp. susuna karsi en yliksek inhibisyon zonu 6. uygulama
yonteminde belirlenmis olup, bu yontemin 1., 2., 3. ve 5. uygulama ydntemleriyle
benzerlik gosterdigi(p>0,05), 4. uygulama yontemin ise diger ydntemlerden
istatistiksel olarak daha diisiik oldugu gézlemlenmistir (p<0,05).

Tath su (3. ve 5. uygulama yontemi haric) ve deniz suyuna batirilip
cikartildiktan sonra hazirlanan uygulama yontemlerinin kuru olarak yerlestirilen yem
gruplarina kiyasla daha yiiksek antibakteriyel etkiye sahip oldugu saptanmistir
(p<0,05). Tatl1 su ve deniz suyuna batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplari
arasindaki farklar 2. ve 6. uygulama yontemi harig istatistiki olarak farkli bulunmustur

(p<0,05). Ug farkli uygulama sekli dikkate alindiginda uygulama yontemleri arasinda
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en yiiksek inhibisyon zonu ortalama 44,66 mm ile 6 numarali yontemde tespit

edilmistir.

Tablo 3. Oksitetrasiklin kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna karsi olusturduklari inhibisyon zon ¢aplar1 (mm)

Uygulama Uygulanis Sekli
Ortalama

Yontemleri Kuru Tath Su Deniz Suyu

Kontrol * * * *
1 31,66£1,77¢®  48,00+3,704% 42,25+5,065% 40,64
2 31,337,098  44,504+2,97,* 40,00+£2,075% 38,61
3 35,1142,232%  34,7543,378°  42,75+3,194% 37,54
4 32,88+1,515° 48,75+8,06a* 36,88+4,515" 39,50
5 35,771,504 30,50+2,778° 43,00+4,144% 36,42
6 44,16+1,324* 44,33+2,06A" 45,50+2,164" 44,66

* Inhibisyon zonu gdriilmedi. Ay satirdaki farkl1 biiyiik harfler (A, B, C) ayn1 uygulama yénteminin
farkli uygulanis sekilleri arasindaki farki belirtir (p<0,05). Ayni siitundaki farkli kii¢iik harfler (a, b)
ayni uygulanis seklinin farkli uygulama yontemleri arasindaki farkini belirtir (p <0,05).
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Sekil 7. Oksitetrasiklin kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna kars1 olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (Kii¢iik harfler ayni
uygulanis seklinin farkli uygulama yontemlerine olan farkini belirtmektedir, biiyiik
harfler farkli uygulanis sekillerinin ayni uygulama yontemine olan farkini
belirtmektedir (p<0,05)).
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Florfenikol kullanilarak hazirlanan farkli yem gruplarinin Pseudomonas sp. susuna
kars1 olusturdugu zon ¢aplari Tablo 4 ve Sekil 8’de gosterilmistir. Kuru olarak
hazirlanan farklt uygulama yoOntemlerinin Pseudomonas sp. susuna Kkarsi
olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 38,00-44,66 mm arasinda tespit edilmis olup
uygulama yontemleri arasindaki farklar istatistiksel olarak benzer bulunmustur
(p>0,05).

Tatli suya batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplari incelendiginde,
Pseudomonas sp. susuna kars1 en iyi antibakteriyel etkiyi 4. uygulama ydntemi
gosterdigi ve bu yontemin en diigiik zon olusumunun goriildiigii 7. yontem hari¢ diger
tiim yontemlerle istatistiksel olarak benzer oldugu saptanmistir (p>0,05).

Deniz suyuna batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplar
incelediginde, Pseudomonas sp. susuna karsi en etkili antibakteriyel etkiyi 46,33 mm
zon c¢apt ile 1 numarali uygulama yonteminin sagladigi ve bu yontemin gosterdigi
antibakteriyel etkinin 3 numarali uygulama yontemi haric diger uygulama
yontemlerinden anlamli derecede farkli oldugu tespit edilmistir (p<<0,05). En diisiik
inhibisyon zonu olusturan 7 numarali uygulama yoOnteminin ise diger uygulama
yontemlerinden anlamli derece daha diisiik oldugu saptanmistir (p<0,05).

Tim yem gruplar1 arasinda Pseudomonas sp. susuna karst en yiiksek
antibakteriyel etkiyi deniz suyuna batirilarak hazirlanan 1 numarali uygulama yontemi
gostermistir. Florfenikol kullanilarak hazirlanan farkli yem gruplari uygulanis
sekillerine gore degerlendirildiginde; 2, 3 ve 6 numarali uygulama yontemlerinin
uygulanis sekillerine gore farklilik gostermedigi belirlenmistir (p>0,05).

Florfenikol kullanilarak hazirlanan yemlerin uygulama yontemlerine gore
Pseudomonas sp. susuna karsi olusturduklari inhibisyon zonunun ortalama degerleri
incelendiginde en iyi etkiyi 43,22 mm zon ¢ap1 ile 3 numarali uygulama yonteminin

gosterdigi tespit edilmistir.
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Tablo 4. Florfenikol kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna karsi olusturduklar1 inhibisyon zon caplari (mm)

Uygulama Uygulanis Sekilleri
- . - Ortalama
Yontemleri  Kuru Tath su Deniz suyu
Kontrol * * * *
1 39,00+1,67g% 42,83+3,37a8% 46,33+2,3342 42,72
2 38,16+5,154% 43,004,332  39,83+4,404° 40,33
3 42,66£5,645% 43,00£2,82,%  44,00+1,784%° 43,22
4 38,00+3,408° 43,662,424 41,501,878 41,05
5 42,66+3,72a% 38,00+1,268®  40,67+2,80a8" 40,44
6 39,33+1,754% 37,3343,01a% 40,33+1,504° 39,00
7 44,66+3,262% 36,50+6,158°  34,00+2,828° 38,39

* Inhibisyon zonu goriilmedi. Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler (A, B) ayn1 uygulama ydnteminin
farkli uygulanis sekilleri arasindaki farki belirtmektedir (p<0,05). Ay siitundaki farkli kii¢iik harfler
(a, b, ¢) ayn1 uygulanis seklinin farkli uygulama yontemleri arasindaki farkini belirtmektedir (p <0,05).
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Sekil 8. Florfenikol kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna kars1 olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (Kii¢iik harfler ayni
uygulanis seklinin farkli uygulama yontemlerine olan farkini belirtmektedir, biiyiik
harfler farkli uygulanis sekillerinin ayn1 uygulama ydntemine olan farkini belirtedir
(p<0,05)).

Enrofloksasin kullanilarak hazirlanan farkli yem gruplarinin Pseudomonas sp.

susuna kars1 olusturdugu zon caplar1 Tablo 5 ve Sekil 9°da gosterilmistir. Kuru olarak

yerlestirilerek hazirlanan yem gruplarindan Pseudomonas sp. susuna karsi en etkili

antibakteriyel etkiyi 5 numarali uygulama yontemi gostermis olup bu yontem 2, 4 ve

6 numarali uygulama yontemlerinden istatistiki olarak farkli bulunmustur (p<0,05).
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Tathh suya batirtlip ¢ikartildiktan sonra yerlestirilen yem gruplarinin
Pseudomonas sp. susuna karsi olusturduklari inhibisyon zon caplart 46,00 mm (4.
uygulama yontemi) ila 49,11 mm (5. uygulama yontemi) arasinda tespit edilmistir
(p<0,05). En diisiik antibakteriyel etkiyi 4 numarali uygulama yontemi gostermis olup
2 numaralt uygulama yontemi hari¢ diger gruplardan anlamli derece daha diisiik

bulunmustur (p<0,05).

Tablo 5. Enrofloksasin kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna karsi olusturduklari inhibisyon zon ¢aplari1 (mm)

Uygulanis Sekli

;ng?tliﬁﬁi Kuru Tath Su Deniz Suyu Ortalama

Kontrol * g = *
1 46,00+1,415%  49,00£1,674*  48,22+1,48,® 47,74
2 44.22+1,78°  47,11£1,69,® 43,88+1,615° 45,07
3 462242275 48,11+1,2645" 50,44%2,352 48,26
4 44,33+2,178°  46,00£1,325° 49,111,535 46,48
5 48,55+1,23,*  49,11+0,924*  47,66+1,734 48,44
6 4533+3,275° 48,661,504 49,111,965, 47,70

* Inhibisyon zonu gériilmedi. Ayni satirdaki farkli biiyiik harfler (A, B) ayni uygulama ydnteminin
farkli uygulanis sekilleri arasindaki fark: belirtmektedir (p<0,05). Ayni siitundaki farkli kii¢iik harfler
(a, b, ¢) ayni uygulanis seklinin farkli uygulama yontemleri arasindaki farkini belirtedir (p <0,05).

Deniz suyuna batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan yem gruplar
incelendiginde 3 numarali uygulama yonteminin en yiiksek antibakteriyel etkiye sahip
oldugu goriilmektedir. Uygulama yontemleri arasindaki farklar dikkate alindiginda 2,
3 ve 5 numarali uygulama yontemlerinin birbirlerinden istatistiki olarak farkli oldugu
saptanmistir (p<0,05). Genel olarak degerlendirildiginde en yiiksek antibakteriyel
etkiyi 50,44 mm zon ¢apina sahip deniz suyuna batirilip ¢ikartildiktan sonra hazirlanan
3 numarali uygulama yonteminin gosterdigi belirlenmistir. Ortalama degerler
incelendiginde 3 (48,26 mm) ve 5 (48,44 mm) numarali uygulama yontemlerinin diger
uygulamala yontemlerine kiyasla daha yiiksek inhibisyon zonu olusturdugu tespit

edilmistir.
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Sekil 9. Enrofloksasin kullanilarak hazirlanan deneme gruplarinin Pseudomonas sp.
susuna kars1 olusturduklar1 inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) (Kii¢iik harfler ayni
uygulanig seklinin farkli uygulama yontemlerine olan farkini belirtmektedir, biiyiik
harfler farkli uygulanis sekillerinin ayn1 uygulama yontemine olan farkini
belirtmektedir (p<0,05)).
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4. TARTISMA

Su {iriinleri, igerdigi yiiksek protein, ¢coklu doymamis yag asidi, vitamin ve
mineraller agisindan saglikli ve dengeli beslenmede tercih edilen gidalarin basinda yer
almaktadir. Artan kirlilik, kiiresel 1stnma ve agir1 avcilik nedeniyle su tirtinleri aveilig
giderek azalmakta olup yetistiricilik yolu ile su flrlinleri liretimi artmaktadir. Su
tirlinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin 6nemli kismini karsilayan ve Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO) gore diinyada en hizli biiyiiyen gida sektorii olarak
gosterilmektedir. Bu hizli artisa bagl olarak cevresel siirdiiriilebilirligin saglanmasi
acisindan bazi olumsuzluklart da beraberinde getirebilmektedir. Bu olumsuzluklarin
basinda yogun stoklama nedeniyle patojen mikroorganizmalarin gelismesi i¢in uygun
ortamlarin ortaya c¢ikmasi olarak ifade edilebilir (Aydin, 2023). Bu nedenle
yetistiriciligin yogun yapildig: tesislerde gerekli 6nlemlerin alinmadigi donemlerde,
cevresel kosullarinda bozulmasiyla birlikte {iretim havuzlarinda salgin hastaliklarin
ortaya cikma oranlar1 da artmaktadir. Bu hastaliklarla miicadele de antibiyotik,
anestezikler, antiparaziter ilaglar ve dezenfektanlarin kullaniminin hem ekonomik
kayiplarin artmasina hem de ¢evresel kirlilige neden oldugu bilinmektedir (Burridge
vd., 2010). Patojenlere kars1 kullanilan antibiyotikler duyarli mikroorganizmalar1 yok
etmesi riski yani sira, direngli patojenlerin olusmasina olanak saglayabilmektedir.
Antibiyotige direng saglayan bu patojenlerin, baliklarin bagirsak mikrobiyotasinda var
olan popiilasyonlar araciligr ile diger patojenlere (firsat¢i veya potansiyel) genetik
olarak aktarilmasina ve bdylece su triinleri yetistiriciligi tesislerinde patojen
bakterilerin antibiyotik direnci kazanmasimna neden olmaktadir. Ayrica baliklarda
olusabilecek antibiyotik kalintis1 baliketi ve sucul habitatlardan insanlara kadar
ulasarak insan sagligina ve gevresel siirdiiriilebilirlige kargi olumsuz tehditler ortaya
cikarmaktadir (Aydin, 2023). Ayrica etkin kullanilmayan antibiyotiklerin tedavi
siirecini olumsuz yonde etkiledigi bir gercektir. Etkin doz ve siire kadar ilacin
uygulama sekli de Oonem arz etmektedir. Bu baglamda gergeklestirilen bu tez
caligmasinda kullanimi yaygin olan 3 farkli antibiyotigin tatli su ve deniz ortaminda,
yeme ilave seklinin nasil etkilenebilecegi ve tedavi basarisinin nasil arttirilabilecegi
arastiritlmistir. Sonuglar, oksitetrasiklin 6zelinde antibiyotigin yeme direk ilave

edilmesinin en etkili metot oldugunu ortaya koyarken, enrofloksasin ve florfenikol i¢in
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antibiyotiklerin su ile karigtirtlmasi ve yeme ilave edilmesinin ardindan, son olarak
balik yagi ilavesi seklinde gozlemlenmistir. Bu farklilik antibiyotiklerin kimyasal
yapilar1 ya da suda ¢Oziinme durumlan ile ilgili olabilir. Zira enrofloksasin ve
florfenikol, oksitetrasikline gore suda ¢Oziiniirlikleri daha disik olan
antibiyotiklerdir. Bu nedenle oksitetrasiklinin su ile temas etmeden hazirlanan
preparatlarinin daha etkin olma ihtimali g6z 6niinde bulundurulabilir.

Antibiyotik kullanimi, bdlgeler arasinda su iiriinleri yetistiriciliginde onayli
antibiyotiklere iliskin farkli diizenlemeler nedeniyle "cografi heterojenlik" ile
karakterize edilir. Antibiyotik tiirleri ve sayilar1 bolgelere gore Onemli oOlgiide
degismektedir. Lulijwa vd. (2020) ¢alismasina gore oksitetrasiklin, siilfadiazin ve
florfenikol 15 ana iretici tlkenin 11'inde kullanilirken, amoksisilin, enrofloksasin,
siilfadimetoksin ve eritromisin 8 ana tiretici iilke tarafindan kullanilmistir. Ortalama
olarak 15 antibiyotik bu iilkeler tarafindan uygulanmaktadir (Chen, vd., 2020).
Tiirkiye'de ise su irinleri yetistiriciliginde kullanilmak {izere ruhsatlandirilmisg
florfenikol, oksitetrasiklin, siilfadiazin, trimetoprim, enrofloksasin, amoksisilin ve
oksolinik asit dahil 40 antibakteriyel ajan bulunmaktadir (Yipel vd., 2017). Bunlarin
15’ini florfenikol, 12’sini oksitetrasiklin, 9’unu siilfadiazin+trimetoprim, 2’sini
amoksisiklin ve 2’sini enrofloksasin olusturmaktadir (Ayikol et al., 2020). Literatiir
bilgilerine gore bazi gelismis tlilkelere gore her bir ton balik i¢in bir yilda kullanilan
antibiyotik miktar1 Norveg ve Ingiltere gibi gelismis iilkelerde sirasiyla 0,8 g ve 11,7
g olarak bildirilmisken, bu oran gelismekte olan $ili’de yaklasik olarak 15 kg rapor
edilmistir (Duman, 2017). Ancak Tiirkiye’de hayvan sagliginda kullanilan antibiyotik
ilag miktarlart ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlanilamamistir. Sunulan bu tez
calismasinda iilkemizde ruhsatlandirilmis ve kullanimi yasal olan oksitetrasiklin,
florfenikol ve enrofloksasin antibiyotiklerinin farkli uygulamalarmin etkinligine
yonelinmis ve kg canli agirlik olarak literatiirde bilinen dozlar denenmistir. Gelecekte
Tirkiye’de balik saglhigi alaninda kullanilan antibiyotiklerin nitel ve nicel verilerine
dair kapsamli bir ¢alismanin yapilmasi ve en etkin uygulama yontemi tavsiye edilerek
antibiyotik miktarinin azaltilmasi yoluna gidilmelidir. Bu tez ¢aligmasi bahsi gegen
antibiyotikler agisindan bu amaca hizmet edecek niteliktedir.

Antibiyotiklerin yeme karnistirildigt agizdan uygulama, su iriinleri

yetistiriciliginde ana uygulama yoludur. Banyo tedavisi, havuza serpme ve enjeksiyon
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diger iic uygulama yoludur. Enjeksiyon harig, diger yollar sadece ila¢ uygulamasi
yapilan organizmalar1 degil ayn1 zamanda suda yasayan diger canlilari da dogrudan
etkilemektedir (Chen vd., 2020). Uygun ve etkin antibiyotik uygulamasinin bu
anlamda da ekolojik dengeye faydasi olacaktir.

Yapilan bu tez ¢aligmasinda oksitetrasiklin kullanilarak hazirlanan yemlerin
uygulanma yoOntemleri arasinda en biiyiikk inhibisyon zonu tatli suya batirilarak
uygulanan 4 numarali yontemde belirlenmistir (p<0,05). Florfenikol kullanilarak
hazirlanan yemlerde en etkili uygulama yontemi deniz suyuna batirilan 1 numarali
uygulama yonteminin oldugu ve bu yonteme gore belirlenen inhibisyon zonunun kuru
uygulamaya kiyasla istatistiki olarak daha biiylik oldugu goriilmistiir (p<0,05).
Calismada kullanilan diger bir antibiyotik olan enrofloksasin gruplari arasinda ise
Pseudomonas sp. susuna en etkili antibakteriyel aktiviteyi deniz suyuna batirilarak
uygulanan 3 numarali yontem oldugu belirlenmistir. Ug farkli antibiyotik arasinda
Pseudomonas sp. susuna karsi en etkili antibakteriyel etkiyi enrofloksasin gostermistir.
Genel olarak degerlendirildiginde uygulama yontemleri arasinda net bir ayrim s6z
konusu olmasa da uygulanis sekli agisindan suya batirilarak uygulanan yemlerin kuru
olarak uygulananlara kiyasla daha fazla antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.
Bu bulgular, kuru uygulama ile suya batirma uygulamasinin farkli degerlendirilmesi
gerekliligini gostermektedir. Zira suya batirilan yemlerin besiyerine alinmasi sonrasi
farkli ylizeylerindeki antibiyotigin de besiyerine ge¢gme ihtimalini artirmaktadir. Bu
nedenle zon caplar1 daha fazla olabilmektedir. Bu denemenin amaci, tatli ya da deniz
suyuna atilan yemlerde antibiyotigin etkinliginin hangi uygulamada daha iyi sonug
verdiginin belirlenmesi i¢indir. Bu baglamda elde edilen sonuglar ile antibiyotik
0zelinde degerlendirme yapilmasi halinde, her iki sucul sistem i¢in oksitetrasiklin
kullaniminda yemin sadece antibiyotik ile karigtirilmasi, florfenikol ve enrofloksasin
kullaniminda ise antibiyotigin su ile karistirilarak yeme ilave edilmesi ve son olarak

balik yag1 ilavesi uygulamalarinin en iyi sonucu verecegi gdzlemlenmistir (Tablo 6).

25



Tablo 6. Yontemlerinin ortalama zon ¢apina gore tavsiye edilen uygulamalari

Antibiyotik Tavsiye Edilen Yoéntem Ortalama Zon Cap1 (mm)
Oksitetrasiklin ~ Antibiyotigin yeme sade olarak ilave

edilmesi (6) 44,66
Florfenikol Antibiyotigin su ile kanstirilarak yeme

ilave edilmesi ve son olarak balik yagi 43,22

ilavesi (3)

Enrofloksasin ~ Antibiyotigin ve yem karistirilmasi sonra
balik yagi ilavesi (5) ve
Antibiyotigin su ile karigtirilarak yeme
ilave edilmesi ve son olarak balik yag: 48,26
ilavesi (3)

48,44

Sonug olarak, yetistiricilik {iriinlerinde antibiyotiklerin yanlis ve agir1 kullanimi1
sonrasinda artan antibiyotik direncine bagli olarak ortaya ¢ikan ila¢ kalintilar1 halk
saglig1 agisindan endise olusturmaktadir. Tiim diinyada su {riinleri yetistiriciliginin

her y1l giderek artmasi da bu konunun tizerine durulmasi gerektigini isaret etmektedir.

Gergeklestirilen bu tez calismasi1 kapsaminda elde edilen sonuclara gore

asagidaki Oneriler yapilabilir.

e Antibiyotiklerin balikk yemi ile uygulanmasi durumunda farkli tiir
antibiyotiklere gore uygulama se¢imi yapilmalidir. Bu tez c¢aligmast
verilerine gore oksitetrasiklin yeme direk ilave edilmeli, enrofloksasin ve
florfenikol ise antibiyotigin su ile karistirilarak yeme ilave edilmesi ve son
olarak balik yag ilavesi seklinde yeme uygulanmalidir.

e Sunulan bu tez calismasi bahsi gecen antibiyotiklere duyarli olan sadece bir
sus lizerinde denenmistir. Uygulamalar ise 3 antibiyotik ile sinirlidir. Farkli
bakteriler ve antibiyotikler ile de ¢alismalar yapilmalidir.

e Bu calismada uygulama yontemleri in vitro olarak belirlenmistir. Farkli
yontemlerle hazirlanmis antibiyotik katkili yemlerin farkli balik tiirlerine
verilerek baliklarda in vivo ¢aligmalar yapilmalidir.

e Tim bu uygulama farkliligt ve zorluklarinin giderilmesi amaciyla,
antibiyotigin yemlerin liretim asamasinda ilave edilmesi yayginlastirilmali

ve bu yemlere ulasilabilirligin kolay hale getirilmesi desteklenmelidir.
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