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Yiiksek Lisans Tezi

GOKKUSAGI ALABALIGI (Oncorhynchus mykiss, WALBAUM 1792)
YAVRULARINDA KEFIR iLAVELI YEM KULLANIMININ Aeromonas
hydrophila PATOJENINE KARSI DIRENC VE BUYUME
PARAMETRELERI UZERINE ETKiSiNIN ARASTIRILMASI

Ecem Bercis YILDIZ

Siileyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dal

Danigman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Bu calismada, cesitli probiyotik mikroorganizmalar1 dogal olarak bulunduran kefirin
farkli oranlarini iceren yemlerle beslenen gokkusag alabaligi (Oncorhynchus mykiss)
yavrularinin biiylime performansi, bagirsak florasi ve Aeromonas hydrophila
enfeksiyonuna karsi diren¢ arastirilmistir.

Ticari alabalik yavru yemine (%55 HP ve %15 HY, 4200 Kcal/kg) %0, %2 ve %10
oraninda kefir ilave edilerek ti¢ farkli deneme yemi hazirlanmistir. Denemede ortalama
canli agirliklar1 0.12+0.01 g olan 900 adet alabalik yavrusu kullanilmistir. Deneme ¢
tekrarl olarak 90 giin siireyle yiiriitiilmiistiir. Deneme basindan itibaren her 15 giinde
bir boy ve agirlik 6lgtimleri ile bagirsak florasi icin deneme gruplarindan érneklemeler
yapilmistir. Farkli oranlarda kefir iceren deneme yemleriyle beslenen alabalik
yavrularinda Aeromonas hydrophila patojenine karsi olusabilecek diren¢ denemenin
30.giinlinde yapilan epriivasyon uygulmasi ile saptanmistir. Epriivasyon
uygulamasinda ortalama canhi agirhiklar1 6.5£0.01 g olan 225 adet alabalik yavrusu
kullanilmstir.

Deneme sonunda elde edilen bulgulara gore; deneme gruplar1 arasinda biiyiime
performansi ve yemden yararlanma parametreleri arasinda istatistiksel olarak dnemli
farklar bulunmamistir (p>0.05). Farkli oranlarda kefir iceren yemlerle beslenen
deneme grubu baliklarin 15 giinde bir bagirsak florasindan yapilan ekimlerden elde
edilen en yliksek mikroorganizma seviyesine 60. giinde ulasilmistir.

Aeromonas hydrophila’'ya kars1 yapilan epriivasyon denemesinde %2 Kefir igeren
yemlerle beslenen deneme grubu baliklarinda en yiiksek yasama orani (RPS) elde
edilmistir.

Sonug olarak; %2 oraninda kefir ilave edilen yemlerle beslenen alabalik yavrularinda
kefirin Aeromonas hydrophila patojenine karsi koruyucu bir etki gosterdigi tespit
edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabalifi, Oncorhyncus mykiss, kefir, probiyotik,
bagirsak florasi, epriivasyon, Aeromonas hydrophila, biiyiime.

2014, 76 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF EFFECT ON GROWTH PARAMETERS AND RESISTANCE
AGAINST Aeromonas hydrophilaPATHOGEN, IN RAINBOW TROUT
(Oncorhynchus mykiss, WALBAUM 1792) FRY BY USING FEED
SUPPLEMENTED KEFIR

Ecem Bercis YILDIZ

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

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

In this study, growth rate, intestinal flora and resistance against Aeromonas
hydrophila infection on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fry fed with
commercial pellet including different ratios of kefir which naturally contains
various probiotics was investigated.

Commercial rainbow trout fry pellet (55% HP ve 15% HY, 4200 Kcal/kg) added
kefir with 0%, 2% and 10% ratios are prepared as three different experimental
feeds. In the study, 900 trout fry with average 0,12+0,01g live weight are used.
Experiment is carried out 90 days in triplicate. From the beginning of the
experiment every 15'th day length and weight measured and intestinal flora
sampled. On the 30'th day of experiment, possible resistance to A. hydrophila
determined with challenge made. In challenge 225 trout fry with an average live
weight of 6,5+0,01g are used.

From the data retrieved from experiment, there is no statistically important
difference of growth rate or feed utilization observed between experiment the
groups (p>0.05). Kefir-fed rainbow trout fry the feeding days®™ 15 flora in the
intestines have been identified kefir microorganisms and days’ 60 has the
highest level.

Challenge results against A. hydrophilia, with 2% kefir-fed rainbow trout fry
groups than control group as good as survival rate (RPS) was determined.

As a result, 2% Kkefir-fed trout fry groups determined as showing protective
effect against pathogen A. hydrophila.

KeyWords: Rainbow trout, Oncorhyncus mykiss, kefir, probiotic, intestinal flora,
challenge, Aeromonas hydrophila, growth.

2014, 76 pages
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1. GIRIiS

Intensif balik yetistiriciliginde artan iiretime paralel olarak hastalik problemleri siklikla
yasanmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, su kalitesindeki degisimler vb. bakteriyel
hastaliklarin yaygin olarak goriilmesine neden olmaktadir. Hasta baliklar tedavi edilmez
ise, biiylimenin yavaslamasi ve balik oOliimlerinin gorilmesi gibi biiyiik ekonomik
kayiplara neden olabilmektedir (Bjoklund ve Bylund, 1990). Bu nedenle balik
yetistiriciliginde hastaliklar olusmadan etkin koruma ydntemlerinin belirlenmesi ve

gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ulkemizde yetistiricilik endiistrisinde ekonomik olarak degerli bir tiir olan gokkusag
alabaliginda (Anonim, 2009a) epizootilere neden olan bakteriyel etkenler zaman zaman
izole edilmistir (Cagirgan ve Yireklitiirk, 1991; Timur ve Timur, 1991; Diler vd., 2002).
Gokkusagr alabaligl iiretiminde en sik goriilen hastaliklarin basinda Aeromonas

hydrophila gelmektedir.

Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bazi antimikrobiyal maddeler, suda ve
baliketinde kalintiya (rezidii) neden olmakta dolayisiyla insan saghgini tehdit
etmektedir. Ayrica bazi balik patojenlerinde bulunan direng¢ genlerinin insanlarda
patojeniteye yol acan bakterilere aktarilabildikleri ve bu ylizden baz1 antibiyotiklerin
insan saghgi icin olduk¢a zararli oldugu tespit edilmis ve kullanimlarina sinirlamalar
getirilmistir (Schnick vd., 1997; Daly vd., 1999; Dos Santos, 2000). Tiim bu faktorlerin
getirisi olarak, son yillarda su triinleri yetistiriciliginde, balik hastaliklarinin kontroliinii
saglayabilmek yani baliklar1 saglikli tutmak icin 6zellikle dogal maddelerin kullanimina

dikkat ¢ekilmektedir (Sivaram vd., 2004).

Diinyada en hizhi gelisen endiistri kollarindan biri akuakiiltiirdiir. Bu hizli gelisimin
devaminda ortaya c¢ikan sorunlarin basinda kiiltiirii yapilan tiirlerde biiytime
performansinin, yem etkinliginin ve ayni zamanda bu tiirlerin hastaliklara direncinin
artirilmasi giindeme gelmis ve bunlara ¢6ziim Uretilmesi bir gereklilik haline gelmistir.
Bliyiime performansi ve yem etkinligi artirilirmasi ile ortaya ¢ikan olasi durum tiretim

maliyetinin azalmasidir. Ayni zamanda hastaliklara direngli ve market boyuna



ulastirilmis baliklar, gerek tedavi maliyeti gerekse tiim iiretim maliyetini yogun bir

seklide diisiirmektedir.

Yemler hem zorunlu besin maddelerinin hem de saglikli canlilar1 koruyacak ve
biiylimeyi arttiracak katki maddelerini igcermektedir. Biiylimeyi arttirici olarak
kullanilan katki maddelerinin bazilar1 hormonlar, antibiyotikler, iyonoforlar ve bazi
tuzlardir (Fuller, 1992; Géngora, 1998; Klaenhammer and Kullen, 1999). Bunlardan
antibiyotikler biiylimeyi arttirmasina karsin, yanlis kullanilmasi durumunda
hayvanlarda ve bu hayvanlar tiiketenlerdezararl bakteriye karsi direng gelistirme gibi
olumsuz etkiler gosterebilmektedirler. Bu nedenden dolay: lreticiler antibiyotiklerin

yerine kullanilabilecek alternatif katki maddeleri arayisina girmislerdir (Sissons, 1989).

Su triinlerinde kolay bir ¢ikis noktasi olarak degerlendirilen ve kullanimi geleneksel
hale gelmis olan antibiyotiklerin; antibiyotige direncli bakteri gelisimi, su iriinlerinde
antibiyotik kalintis1 varligi, sucul ¢evredeki mikrobiyal yogunlugu yok etmesi ve sucul
hayvanlarin bagisiklik sistemlerini baskilamasi gibi nihai sonug¢lar1 son yillarda
tartisiimaktadir (Ringo vd., 2010). Avrupa Birligi 2006 yilindan itibaren gliniimiizde
antibiyotiklerin yem katkis1 olarak kullanimini yasaklamistir. Buna paralel olarak,
bagirsak mikrobiotasinin degistirilmesi yoluyla hayvanlar lizerinde yararh etkisi olan
diger maddeleri belirlemek icin bir¢ok calisma baslatilmistir. Antibiyotiklere secenek
olan bu maddeler arasinda probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler ve esansiyel

yaglar yer almaktadir (Simon, 2005).

Gastrointestinal mikrobiotadaki canlilarin konake¢l organizmada besleme ve saghk
lizerine 6nemli rolt vardir. Konakgl organizmada hastaliklara direng, bagisiklik, sindirim
ve gelisimin artirilmasi gibi yararl etkileri saglamak i¢in bagirsak mikrobiotasinin gesitli
yollarla degistirilmesi insanlar kadar cesitli karasal hayvanlarda da arastirilmistir.
Sindirilemeyen besin igerikleri olarak siniflandirilan prebiyotiklerin yeme ilavesi,
konakg¢ida biiylimenin uyarilmasini ve bagirsaktaki Lactobacillus ve Bifidobacter tiirleri

gibi saglig1 artiric1 bakterilerin sinirl sayilarini aktive etmesi gibi yararh etkileri vardir.



Canli mikrobiyal besin ilavesi olarak tanimlanan probiyotiklerin mide-bagirsak
mikrobiotas1 lizerine etkileri farkli balik tiirlerinde calisilmistir. Fakat akuakiiltiirde;
mikrobiyal uygulamalarin baslangi¢ uygulamalar1 sucul ortamlarin kompozisyonlarinin
degistirilmesidir. Genel olarak akuaktltiirde tretimi yapilan baliklarin mikrobiotasi,
ozellikle anaerobik mikrobiotasi, zayif olarak karakterize edilmektedir. Bu nedenle
kiltird yapilan baliklarin mikrobiyal kommunitelerinde daha detayl c¢alismalara ve
prebiyotik ve probiyotik ilavesinin etkinliginin potansiyel olarak artirilmasina

gereksinim duyulmaktadir.

Kefir, geleneksel bir yol olan kefir danelerinin siitii fermente etmesiyle tretilen fermente
bir siit Girtinidiir; kefir daneleri laktik asit bakterilerinin, bazi mayalarin ve asetik asit
bakterilerinin zengin olarak bulundugu dogal bir biyosistemdir (Seydim, 2001). Kefir,
icerdigi yiiksek miktardaki probiyotik bakteriler ile beraber bu bakteriler tarafindan
liretilen organik asitler, biyoaktif peptitler, konjuge olmus yag asitleri, bakteriyosinler
vb. 6nemli metabolitleri de igermesi agisindan 6nemlidir. Geleneksel fermente siit
trtinlerinden birisi olan kefirin siitte bulunan besin maddelerinin hepsini bilesiminde
bulundurmasinin yaninda, yapilan arastirmalarla antitiimor 6zelligi, bagisiklik sistemi,
sindirim sistemi, laktoz intolerans ve kolesterol lizerine olumlu etkileri oldugu tespit
edilmistir. Kefir iceceginde bulunan mikroorganizmalarin faaliyetleri ile biyiik
molekiillerin nispeten daha kii¢lik molekiillere hidrolizi sonucu, triinlerin sindirilebilme
ozelligi artmakta ve besin 6gelerinin viicut tarafindan emilimi kolaylagsmaktadir (Kok

Tas, 2010).

Kefirin antimikrobiyal o6zellikleri ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli bakterilerinin (Serot vd., 1990); Listeria
monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, S. flexneri ve Yersinia
enterocolitica bakterilerinin (Santos vd.,2003); E. coli 0157:H7, L. monocytogenes 4b, Y.
enterocolitica bakterilerinin (Gliilmez ve Gliven, 2003) ve S. aureus bakterisinin
(Yiksekdag ve Beyatli, 2003; Rodrigues vd., 2005) gelisimini engelledigini tespit

etmislerdir.



Insan saghiginda 6nemli bir gereksinim olan hayvansal proteinin biiyiik bir kaynagi olan
balik, yetistiricilik ortamlarinda maruz kalabilecegi patojenlere karsi antibiyotik veya
kimyasal maddeler yerine dogal maddeler kullanilarak korunabilmeleri durumunda
hem cevreye olumsuz etki yaratan kimyasal madde kullanimi azaltilmis olacak hemde
daha saghkli balik yetistiriciligi s6z konusu olacaktir. Ayrica yapilan bu ¢alisma ile
insanlarin saghgi iizerindeki teropatik Ozellikleri tespit edilmis ve saglik koruyucu
fonksiyonel bir gida olarak kabul edilen kefirin, baliklarda kullanimi gerceklesecektir.

Su dUriinleri yetistiriciligi sektori, saglikli ve hastaliklara karsi dayanikli balik
yetistiriciliginin yayginlasti§1 diinyada ve iilkemizde siirekli artarak gelisim gosteren
onemli bir liretim koludur. Yetistiricilikte baliklarin bagisiklik sistemini giiclendirmek
icin ¢ok cesitli maddeler kullanilarak cesitli arastirmalar yapilmaktadir. Ancak baliklar
lizerinde bagisiklik sistemini gii¢lendirici maddelerden birisi olan kefir ile ilgili bir

calismaya rastlanmamaistir.

Bu calismada gokkusagi alabaligl yavru yemine farkli oranlarda kefir ilave edilerek
hazirlanan yemlerle beslenen alabaliklarin biiylimesi, bagirsak florasi ve suda devamh
olarak bulunma 6zelligine sahip firsatg1 bir patojen olan Aeromonas hydrophila

patojenine karsi kefirin olusturacagi direng arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Gokkusagi Alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) ve Yetistiriciligi

Salmonidae familyasinin tiyeleri olan alabaliklar tatli su kokenlidir. Alabalik tiirleri
cografik ozellik bakimindan Avrupa ve Amerikan koékenli olmak tzere ikiye
ayrilmaktadir. Gokkusagi alabaligi Kuzey Amerika kokenli olup, alabalik tiirleri
icerisinde en yaygin yetistiriciligi yapilan tiirdiir (Yal¢in, 2010). Diinya genelinde bilinen
diger alabalik tiirleri ise Salmo salar (Atlantik salmonu), Salmo trutta f. trutta (Deniz
alabalig1), Salmo trutta f. fario (Dere alabalig1), Salvelinus fontinalis (Kaynak alabaligi),
Salvelinus alpinus (Alp alabalig1) ve Salvelinus namaycush (Gol alabalig1)’dur(Celikkale
1994).

Balik¢ilik Dernegi balik isimleri komitesi tarafindan Salmo gairdnerii olarak bilinen
gokkusagi alabaliginin bilimsel ad1 Onchorynchus mykiss olarak degistirilmistir (Smith ve
Stearly, 1989, Gall ve Crandell, 1997 ). Gokkusag: alabaliginin sistematikteki yeri Cizelge

2.1’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Gokkusagi alabaliginin sistematikteki yeri

Bilimsel Siniflandirma

Hayvanlar Alemi (Regnum) Animale
Hayvanlar Alt Alemi (Sub Regnum) Metazoa
Bolium (Divisio) Eumetazoa
Sube (Filum) Chordata

Alt Sube (Sub Filum) Vertabrata
Sinif (Classis) Osteichthyies
Alt Sinif (Sub Classis) Actinoptergii



Takim (Ordo) Salmoniformes

Alt Takim (Sub Ordo) Salmonoidei
Familya (Familia) Salmonidae

Cins (Genus) Oncorhynchus

Tiir (Species) Oncorhynchus mykiss

Pullar sikloit ve kiiciik olan gokkusagi alabaliklarinin viicutlart uzamis ve iistten biraz
basik olup, dorsal ylizgecle kuyruk ylizgeci arasinda bir yag ylizgeci (adip6z) bulunur.
Yumusak yilizgec 1sinlarina sahip olan gokkusagi alabaliklarinin sirt yiizgecinde 10-12
adet, anal ylizgecinde ise 8-12 adet 1s1n bulunur. Glimiisi veya grimsi renkte olabilen
viicut kenarlarinda, ¢ok sayida kiiciik lekeler ve pembe bir bant bulunmaktadir (Sekil
2.1). Yumurtlama zamani gokkusagi alabaliklar1 anaglarindaki bant kirmizi renk alirken,

genel olarak baliklarin rengi koyulagsmaktadir (Bayir, 2012).

Sekil 2.1. Gokkusag alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)

Diinyada 120-130 yildir yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinin yapay olarak
iiretilmis ilk defa Amerika’da yapilmistir. Ulkemizde ise ilk o6zel ciftlik 1967-1968
yillarinda Marmara bélgesinde kurulmus ve Oncorhynchus mykiss yumurtalarinin
Avrupa’dan ithal edilmesiyle gokkusagi alabaliklarinin yetistiriciligine baslanmistir.

Gokkusag alabaliklarinin yetistiriciliginin diger alabalik tiirlerine goére bu kadar yaygin



olmasi; cevre kosullarina kolay uyum saglamasi, 20-25 °C gibi yiiksek sicakliklara
dayanikli olmasi, kulugka déneminin daha kisa siirmesi ve ayrica yemden yaralanma
kabiliyetinin yiiksek olmasi nedeniyle kisa siirede iyi bir biiyiime gdstermesinden

kaynaklanmaktadir (Tekelioglu, 2005).

Ulkemizde 2012 yilinda toplam su iiriinleri iiretimi 644.852ton diizeyinde olup bunun
yaklasik 432.442 tonu avcilik, 212.410 tonu ise yetistiricilik olarak gerceklestirilmistir.
Istatistiksel verilere bakildiginda 2012 yilinda yetistiricilik amach su iiriinleri iiretiminin
% 54’luni i¢ sularda liretim, % 46’sini ise denizlerde liretim olusturmustur (Anonim,

2013).

Kiiltiir baliklarinin tiirlere goére dagiliminda, 2012 yilinda, i¢ su alabaliklari ile 100.239
ton lretimle en biiylik miktarda yetistiriciligi yapilan balik tiirii olmustur. Bunu 47.013
ton ile levrek, 32.187 ton ile c¢ipura ve 7.697 ton ile deniz alabalig1 takip etmistir
(Anonim, 2013).

Japonya, ABD, Ispanya, Fransa ve Italya su iiriinleri ticaretinde 6nemli ithalatc
tilkelerdir. Diinyadaki en dnemli su triinleri ihracatg iilkeler ise Cin, Norveg, Tayland,
Danimarka ve Vietnam’dir (Kocaman, 2011). Ulkemiz ise 2011 yilinda, 66.737 ton
ihracat ve 65.698 ton ithalat gergeklestirmistir (Anonim, 2012)(Cizelge 2.2).

Cizelge 2.2.2007-2011 yillar1 arasindaki su tirtinleri ihracat ve ithalat miktarlar:

Yillar ihracat (ton) ithalat (ton)
2007 47.214 58.022
2008 54.526 63.222
2009 54.354 72.686
2010 55.109 80.726
2011 66.737 65.698




2.2. Kefir

2.2.1. Kefirin Tanimi ve Tarihgesi

Polisakkarit ve protein matriksi icine hapsedilmis kefir; laktik asit bakterileri, asetik asit
bakterileri ve mayalari iceren, kefir tanelerinin siitii fermente etmesi ile elde edilen, ¢ok
zengin bir floraya sahip, igilebilir kivamdaki bir triindir (Ding, 2008). Tirk Gida
Kodeksi Fermente Siitler Tebligi'nde kefir; fermentasyonda spesifik olarak Lactobacillus
kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobactercinslerinin degisik suslari ile laktozu
fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalar1 (Saccharomyces
unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomycesexiguus) igeren starter kiiltiirler
ya da kefir danelerinin kullanildig1 fermente bir siit Giriinii olarak tanimlanmaktadir

(Anonim, 2009b).

Kefirin ilk olarak Kafkasya’da Elburus Daglar’'nin eteklerinde yapildig1 ve buradan
diinyaya yayildig1 goriisii hakimdir. Geleneksel kefir, Kafkasya’daki Gaucase Koyii'nde
siitiin deri keci tulumu veya sigir iskembesi icerisinde pihtilastirilmasiyla elde edilmistir
(Kneifel ve Mayer, 1991). Tiirkcede kefir kelimesi “keyif veren, costuran, mest eden”
anlamina gelen “kef” ve Kafkasya'da ise “en iyi kalite” anlamindaki “keyf” s6zciiglinden
tiiredigi bildirilmistir (Guzel-Seydim vd., 2000b; Ertekin, 2008). Kefir kelimesi farkh
tilkelerde kephir, kiaphur, kefyr, kepher, knapan, kepi ve kippe Kkelimeleriyle
tanimlanmistir (Sezer, 2003). Kefir hakkindaki bilgilerin, kesin olmamakla birlikte
Rusya’da yayinlanan kaynaklarda bulundugu ve bu kaynaklarin Almanca’ya
cevrilmesiyle Avrupa’ya yayildig1 goriisii 6ne siiriilmektedir (Vinderola vd., 2005). Kefir
fermente icecegi, besleyici 6zelliginin yani sira, fizyolojik 6zelligiyle de 20. ytlizyilin
baslarinda Birlesik Devletler, Macaristan, Polonya, Norveg, Isveg, Finlandiya ve Almanya
gibi Avrupa tlkelerinde ¢ok tercih edilen bir icecek olmustur (Libudzisz ve Piatkiewicz,

1990).



2.2.2. Kefirin Mikrobiyolojik Ozelligi

Kefir danesinin icerisinde simbiyoz halde yasayan homofermentatif ve
heterofermentatif Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Streptococcus, Acetobacter
tiirleri ileTorula, Candida ve Saccharomyces maya tiirlerine ait mikroorganizmalar
bulunmaktadir (Angulo vd., 1993; Garrote vd., 2001; Akkuzu, 2005; Farnworth, 2005;
Kesmen ve Kagmaz, 2011; Kok-Tas vd., 2011).

Kefir danelerinde ve kefirde farkli arastirmacilarin belirlemis oldugu maya ve bakteri
tirleri Cizelge 2.3’de sunulmustur. Mikroorganizmalar kefir danesinin farkl
tabakalarinda yer almaktadir. Danenin i¢ kisminda laktozu fermente edemeyen mayalar
bulunurken, dis kisminda laktozu fermente eden mayalar bulunmaktadir. Laktik asit ve
asetik asit bakterileri kefir danesinin yiizeyinde yer almaktadir (Guzel-Seydim vd.,

2005).

Cizelge 2.3. Kefir ve kefir danelerinde farkl arastirmacilarin belirlemis oldugu bakteri ve maya
tlrleri

Bakteri ve Maya Tiirleri Kaynaklar
Lactobacillus kefir

Lactobacillus brevis
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus viridescens
Lactobacillus gasseri

. . Angulo vd., 1993
Lactococcus lactis subsp. lactis

Saccharomyces cerevisiae
Candida kefir

Candida holmii

Candida friedricchi

Candida albicans

Torulospora delbrueckii

Lactobacillus kefir
Lactobacillus parakefir
Lactobacillus plantarum
. . Garrote vd., 2001
Lactococcus lactis subsp. lactis

Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis

Leuconostoc mesenteroides




Acetobacter spp.

Lactobacillus helveticus
Lactococcus lactis
Lactococcus raffinolactis
Streptococcus thermophilus
Streptococcus acidominimus
Leuconostoc lactis
Leuconostoc dextranicum Akkuzu, 2005
Leuconostoc cremoris
Candida sphaerica
Candida parapisilopis
Candida famata

Candida kefir

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens
Lactobacillus acidophilus

. . Kok-Tas vd., 2011
Lactobacillus crispatus
Streptococcus thermophilus
Bifidobacterium bifidum

Kluyveromyces marxianus

Kok-Tas (2010), endiistriyel kullanim amaciyla kefir danesindeki mikroorganizma
yogunlugunu belirlemis; Lactobacillus icerigini 9.21-9.28 log kob/mlL, Lactococcus
icerigini 9.23-9.27 log kob/mL, Lactobacillus acidophilus igerigini 5.78-6.43 log kob/mL,
Bifidobacterium spp. igerigini 3.19-6.14 log kob/mL, maya sayisini da 4.71-4.77 log
kob/mL olarak tespit etmistir.

Yaman vd. (2010), inek, koyun ve kegi stitiinden yapilan kefirlerin sirasiyla Lactobacillus
sayisinl 7.57, 8.79 ve 8.0 log kob/mlL, Lactococcus sayisini1 9.28, 9.32 ve 8.11 log kob/mL,
maya sayisini ise 5.72, 5.86 ve 5.20 log kob/mL belirlemis ve koyun siitiinden yapilan

kefirde mikroorganizma popiilasyonunun en yiiksek oldugunu tespit etmistir.

Dobson vd. (2011), inek siitiinden yapilan kefirlerin Lactococcus ve Lactobacillus
icerigini belirlemistir. Kefir 6rneklerinde Lactococcus sayisinin 7.6x10%-1.1x10° ve
Lactobacillus sayisinin ise 3.2x10%-3.7x105araliginda degistigi tespit edilmistir. Ayrica,
siit ¢esidinin de kefirdeki Lactococcus, Lactobacillus ve mayalarin sayisi tizerinde etkili

oldugu tespit edilmistir.
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2.2.2.1. Lactococcus

Laktokoklar; yuvarlak sekilli, mezofilik mikroorganizmalardir. Homofermantatiflerdir ve
optimum 37 °C’da gelismektedirler (Williams vd., 1990). Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcuslactis ssp. lactis ve Lactococcus lactis ssp. hordniae olmak tlizere Lactococcus
lactis tiirleri siit endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Axelsson, 1998).
Kefir danelerinde Lactococcus lactis ssp. cremoris ve Lactococcus lactis ssp. lactis tiirleri
tespit edilmistir (Libudzisz ve Piatkiewicz, 1990; Angulo vd., 1993).Ayrica, Lactococcus
lactis ssp. lactis biovar diacetylactis tiirii fermente sttlerde sitrati metabolize ederek

diasetil iiretmekte ve tereyagi aromasi saglamaktadir (Cogan, 1996).

2.2.2.2. Lactobacillus

Laktobasiller; Gram pozitif, genellikle hareketsiz, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde,
anaerop veya mikroaerofil bakterilerdir. Lactobacillusun yash kiiltiirlerinde ise uzun
zincir goriinimu gozlenir ve bakteri Gram negatif reaksiyon vermektedir. Laktobasiller
5-55 °C olmak iizere olduk¢a genis bir sicaklik araliginda gelismekte olup optimum
sicaklig1 37°C’dir. Optimum gelisme pH’s1 5.5-5.8 araliginda bulunmaktadir (Goniilates,
2008).

Seker metabolizmalarina goére Laktobasiller; obligat homofermantatif, fakiiltatif
heterofermantatif olmak iizere 3 gruba ayrilmaktadir. Obligat homofermantatif
laktobasiller pentozu fermente edemez iken, hekzozu fermente etmekte ve laktik asit
tretmektedir. Fakiiltatif heterofermantatif laktobasiller; glikoliz yoluyla hekzosu laktik
asite ve fosfoketolaz yoluyla pentozu laktik asit, etanol, format ve asetik asite fermente
etmektedir. Kesin heterofermantatif laktobasiller ise hekzostan laktat, etanol (asetik
asit) ve CO iretmektedir (Kartepe vd. 2012). Yapilan bir ¢alismada Lactobacillus
kefiranofaciens bakterinin kefiran tireten homofermantatif bir laktobasil tiirii oldugu ve
kefir danelerinden Rogasa- CW agar secici besiyeri kullanilarak izole edilebilecegi
belirlenmistir. Ayrica, heterofermantatif laktobasil olan Lactobacillus kefir  Kkefir

danelerinden izole edilerek tanimlanmistir (Kojima vd., 1993).
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2.2.2.3. Bifidobacterium

Bifidobakteriler; Gram  pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan anaerobik
mikroorganizmalardir. Genellikle % 10 CO: iceren ortamda gelisirler, egri ¢ubuklar
seklinde ve siklikla dallanmis goriintime sahiplerdir (Leahy vd., 2005). Bifidobakterlerin
en uygun gelisim sicaklif1 insanlarda 36-38 °C ve hayvanlarda 41-43 °C iken optimum
pH aralig1 6.5-7.0 arasindadir. Ayrica, Bifidobacterium infantis,B. breve, B. longum ve B.
adolescentis bakterileri toksik etkilere karsi mikroorganizmalar1 koruyan siiperoksit

dismutaz ve katalaz enzimini tiretmektedir (Fooks vd., 1999; Leahy vd., 2005).

Probiyotik a¢idan 6nemli olan bifidobakterler, siitte bulunan a- kazein proteinini
fosfoprotein fosfataz enzimleri ile parcalayarak siit proteinlerinin absorbsiyonuna katki
saglamaktadir (Guarner ve Malagelda, 2003). Bifidobakteriler bagirsak sisteminde B1,
B2, B6, B12, nikotinik asit ve folik asit iliretmekte ve viicudun vitamin ihtiyacinin
karsilanmasina destek olmakta, ince bagirsakta [3-galaktozidaz veya laktaz enziminin
yeterli miktarda bulunmamasi durumunda laktoz intolerans hastalig1 gériilmesine karsi
- galaktozidaz enzimi liretimi sayesinde laktoz sindirimini iyilestirmektedir (Garsse vd.,
2003, Rasic vd., 1983). Bagisiklik sistemi iizerine makrofaj ve antikor iiretimi saglayarak

ayrica antitimor 6zellik de gostererek etki etmektedir (Garsse vd., 2003).

2.2.2.4. Laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri; Gram pozitif, genellikle hareketsiz, Sporolactobacillus inulinus
tlird harig¢ spor olusturmayan ve metabolizmalar: sirasinda laktozu pargalayarak baslica
laktik asit olusturan mikroorganizmalardir. Kok ve g¢ubuk seklinde cinsleri
bulunmaktadir. Havanin oksijeninde gelisebilen laktik asit bakterileri anaerob veya

mikroaerofiliktir (Tekinsen ve Atasever, 1994; Yetismeyen, 1995).

Fermantasyonda olusan {irlinler bakimindan laktik asit bakterileri, homofermantatif ve
heterofermantatif olarak siniflandirilmaktadir. Homofermentatif laktik asit bakterileri
fermantasyonla glukozu laktik asite dontistiliriirken, az miktarda formik asit, asetik asit
ve etanol olusturmaktadir. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise, laktik asitin yani

sira yiiksek miktarda etanol, asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olusturmaktadir.
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Ayrica, laktik asit bakterileri; laktik asit, hidrojen peroksit, hidrojen siilfiir ve bakteriosin

gibi antimikrobiyal maddeler liretme yetenegindedir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003).

2.2.2.5. Mayalar

Kiiresel veya oval sekilli mayalar, fakiiltatif anaerob tek hiicreli mantarlardir. Mayalar
trettikleri CO: ile kefirin kendine has lezzet ve aromasinin olusumuna katki
saglamaktadir (Kartepe vd. 2012). Kefir danesinde laktozu fermente edebilen
Kluyveromyces lactis,Kluyveromyces marxianus ve Torula kefir mikroorganizmalari ile;

kefiri fermente edemeyen Saccharomyces cerevisiae tespit edilmistir (Angulo vd., 1993).

2.2.3. Geleneksel Kkefir liretimi

Evlerde Kkaliteli bir stlite kefir danelerinin ilavesiyle geleneksel kefir iiretimi
yapilmaktadir (Tamime ve Robinson, 1999). Pastorize edilmis ve oda sicakligina
sogutulmus siite %2 oraninda kefir danelerinin ilave edilmesi ve 25°C’da 24 saat inkiibe
edilmesiyle geleneksel kefir liretilmektedir. Fermantasyon sirasinda COz'nin etkisiyle
kefir daneleri ylizeyde toplanir, liretimden sonra stziilerek kefir daneleri tekrar
kullanim i¢in kaynatilmis ve sogutulmus su ile yikanir, siit veya su igerisinde
buzdolabinda saklanir. Danelerinden ayrilmis olan kefir buzdolabinda bir giin

olgunlastiktan sonra tiiketilmektedir (Seydim, 2001).

2.2.4. Kefirin saglik iizerine etkisi

Yararli mikroorganizmalar: iceren kefir, saglik acisindan oldukga faydali bir fermente
stit triintdir. Arastirma sonuclar1 kefirin; antikansojeren, kolestrol diisiiriicii, laktoz
intoleransina kargi etkili, rahatlatici, bagisiklik ve sindirim sistemi lzerinde olumlu

ozellikleri belirlenmistir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Kefir fermente iceceginin saglik lizerine etkileri (Guzel-Seydim vd., 2010; Kok
Tas, 2010)

2.2.5. Kefirin probiyotik olarak canlilarda kullanimi

Probiyotikler saghik icin faydali mikroorganizmalar olarak tanimlanir. Insanlarda
sindirim sisteminde belirli sayillarda bulunarak bagirsak sistemindeki mikrobiyal
dengeyi saglar ve mukozal ve sistemik bagisikligi diizenler. En iyi bilinen probiyotik
Lactobacillus aciophilus,L. casei, L.

bakteriler; Laktobasiller ve Bifidobakteriler;

delbrueckii subsp. bulgaricus, L. reuteri, L. brevis, L. cellebiosus, L. curvatus, L. fermentum,
L. plantarum,Lactococcus lactis subsp. cremoris, Bifidobacter bifidum, B. adolescentis, B.
animalis, B. infantis, B.longum, B. thermophilus tiirleri ve Streptococcus salivarius subsp

thermophilus, Enterococcus faecium, S. diacetylactis, S. intermedius tiirleridir (Onganer,

2010).
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Insan ve hayvan saglig: iizerinde yararl etkiye sahip bifidobakterleri iceren siit iiriinleri,
laktik asit olusumuna baglhh olarak orta diizeyde asitli olup mikroorganizmalar
tarafindan tiretilen B vitamini ve kismen hidrolize olmus protein ve laktozu

icermektedir (Yildirim ve Yildirim, 2000).

Kefir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan bifidobakterler, bagirsak florasi
lizerinde olumlu etkiye sahip olmaktadir (Molokeev vd., 1998). Ayrica, kefir danelerine

L. acidophilus ve streptokoklar ilave edilerek de kefir iiretilebilmektedir (FalBerg, 1987).

2.3. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Probiyotik Kullanimi

Probiyotikler genel olarak “intestinal sistemin mikrobiyal dengesini gelistirerek konakg1
hayvanin saghig1 lizerinde yararli etkileri olan canli mikrobiyal yem destekleyicisi”
(Fuller, 1989), veya su driinleri yetistiriciliginde saghg1 gelistirmek amaciyla,
gastrointestinal sistem icerisine girerek orada canli kalan mikrobiyal hiicreler” seklinde
tanimlanmaktadir (Gatesoupe, 1999). Bu mikroorganizmalar mide pH’sina dayanikli
ozellikte ve sindirim kanalindan gegis sirasinda canliliklarini koruyabilmektedir (Yalgin
vd., 1996). Patojen bakterilerin ortamdan azalmasi, probiyotik bakterilerin besin, yer ve
oksijen icin rekabete girmesi ve inhibitor madde {retmesiyle saglanmaktadir
(Vaseeharan ve Ramasamy, 2003). Probiyotikler, konake¢1 bagirsagindaki
mikroorganizmalarin stabilitesini saglama, patojenlerin kolonizasyonunu engelleme,
bagirsak epitellerini besleyici etkisiyle mukozal bariyerde etkili olma ve ayrica bagisiklik
sisteminin spesifik ve non-spesifik bilesenlerini diizenleme o6zelliklerine sahiptir
(Guarner ve Malagelada, 2003; Tlaskalova vd., 2004; Balcazar vd., 2006; Balcazar vd.,
2007). Probiyotikler 6zellikle lizozim aktivitesini ve eritrosit, lenfosit ve makrofajlarin

sayisinl arttirmaktadir (Balcazar vd., 2007; Panigrahi vd., 2007).

Kiiltiiri yapilan akuatik hayvanlarda probiyotiklerin etkileriyle ilgili ¢alismalarin
cogunda; mortalitenin diistiigli ya da tam tersi yasama oraninin yiikseldigi, hastaliklara
karsi direnci arttirdigl, patojen oldugu varsayilan organizmalara karsi antogonistik
etkilerinin olabildigi, bobrekteki bakteriyel hiicrelerin miktarinin diistirildigi, poliamin

lretimi ve sindirim enzim aktivitesi ve hiicresel sistemler yoluyla immun sistemi
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gelistirdigi vurgulanmaktadir. Ancak, bu konuda yapilan arastirmalarin yeterli olmadigi

diistiniilmektedir (Balcazar vd., 2006).

Probiyotiklerin yararli etkisi 6zgiil canli kiimelerine karsi dogrudan ters etki olarak
gerceklesir. Bu etki; bagisiklik sisteminin uyarilmasi, metabolizmay1 etkileme ya da

sayisal azalmaya neden olmalaridir (Fuller, 1989).

Probiyotiklerin etki sekliyle ilgili olarak ileri siirtilen hususlar su sekilde siralanabilir;

e Organik asitler iireterek (6zellikle laktik asit) pH'1 diisiirmek suretiyle nétr ya da
bazik ortamda yasayan bakterilerin iremelerinin engellerler.

e Redoks potansiyelini diisiirtirler, bodylece aerobik patojenlerin oksijenden
yararlanmalarini engelleyerek gelisimlerini durdururlar.

e Bagisiklik sisteminde etkili olurlar. Lenfosit etkinligini ytkseltir, antikor
Uretimini dlzenler, fagosit hiicrelerini ve antijen 06zgill hiicrelerini
etkinlestirirler.

e Toksik amonyak ve amin iireten mikroorganizmalarin ¢ogalmalarini engelleyerek
bu maddelerin birikimini 6nlerler.

e Sindirim sistemi islevlerini diizenleyerek yemden yararlanmayi arttirirlar.

e B grubu vitaminleri sentezleyerek sindirime katkida bulunurlar.

e Seliilaz, ksilinaz, lipaz, proteaz, betaglukanaz ve amilaz gibi sindirimde c¢ok
onemli olan enzimleri {retirler. Bu enzimler hayvanin kendi sindirim
sisteminden salgillanan enzimlerle birlikte c¢alisirlar. Bu sekilde yemlerin
sindirilebilirligi ve enerji degerinde artis saglarlar.

e Laktik asit lireten mikroorganizmalar; acidolin, lactocidin, acidophilin, nisin ve
diplococcin gibi antibiyotik etkili maddeler ve hidrojen peroksit tireterek zararl
bircok mikroorganizmanin gelisimini durdururlar (Karademir ve Karademir,

2003).

2.3.1. Probiyotiklerin biiyiime iizerine etkisi

Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanimu ile ilgili somon balig1 (Gildberg vd.,
1997), gokkusagi alabalig1 (Nikoskelainen vd., 2001) ve kalkan balig1 (Gatesoupe, 1994;
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Gatesoupe, 1991) lzerinde yapilan bir ¢ok c¢alisma mevcuttur. Kalkan baligi
larvalarinda; rotiferlerden izole edilen laktobasil ve karnobakterilerin (Gatesoupe,
1994) ve basil susu IP 5832 sporlarinin (Gatesoupe, 1991) Vibrio spp. susuna karsi
diren¢ sagladiklar1 ve alabalikda biliyiime hizim1 arttirdiklari, Streptococcus lactis ve
Lactobacillus bulgaricus suslarinin ise larvalarin hayatta kalmalarini destekledigi (Garcia

de la Bandre vd., 1992) tespit edilmistir.

Bogut vd. (2000), yayin baliginin (Siluris glanis) 58 giin stireyle 2x108kob/g diizeyinde
Enterococcus faecium iceren yemlerle besleyerek baliklarin biiyiime performansindaki
degisimi incelenmis ve probiyotik ilaveli yemlerin daha iyi sonug¢ verdigini tespit

etmistir.

Mazurkiewicz vd. (2005), sazan yemlerine ii¢ farkli miktarda (0.5 g/kg; 1.0 g/kg; 1.5
g/kg) probiyotik BIOSAF (Saccharomyces cerevisiae sus Sc47’'nin iirliini) ilave etmis ve
sazan juvenillerinin biliyiime ve yem degerlendirme oranini arastirmistir. Kontrol
grubuna oranla, BIOSAF probiyotikli yemleri 50 giin boyunca tiiketen baliklarda daha
yuksek ortalama canli agirlik artis1 gozlenmistir. Spesifik biiylime oraninin BIOSAF
iceren yemlerde (1.0 g/kg probiyotik) maksimum (% 2.45 d') ve kontrol grubunda

minimum (% 1.98 d-1) degerde oldugu saptanmistir.

El-Haroun vd. (2006), tiliapia (Oreochromis niloticus) yavrularini % 0.5, % 1.0, % 1.5 ve
% 2.0 oranlarinda probiyotik Biogen® iceren yemlerle 120 giin stireyle besleyerek
baliklarin biiylime performansint ve yemden yararlanma dizeylerini incelemistir.
Deneme sonunda, biiylime performansi ve yemden yararlanmanin, probiyotik ilave
edilmis yemlerle beslenen baliklarda probiyotik ilave edilmemis yemlerle beslenenlere

kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Kumar vd. (2006), Labeo rohita tiirii baliklar1 Bacillussubtilis’in0.5x107 kob/g, 1.0x107
kob/g ve 1.5x107 kob/g konsantrasyonlarini iceren yemlerle 2 hafta siireyle beslemistir.
Oransal agirlik artisinin B. subtilis iceren yemle beslenen baliklarda % 35.55 oldugu

belirlenmistir.
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Oztiirk (2007), levrek baliklarinin beslenmesinde 50 giine kadar yetistirme suyuna
grubuna 10® kob/mL ve artemia kiiltiirline de 108 kob/mL oraninda Lactobacillus
rhamnosus kullanmistir. 50. glinden sonra ise 10° kob/g diizeyinde toz halindeki
probiyotigi yeme ilave edip 2.5 ay boyunca beslenme programina devam etmistir.
Probiyotik uygulamasinin farkli donemlerdeki aylik agirlhik artisina ve yem

degerlendirme oranina etkisi olmadigi belirlenmistir.

Bagheri vd. (2008), gokkusag1 alabalig1 (0. mykiss) yavrularini 4.8x108 kob/g, 1.2x10°
kob/g, 2.01x10° kob/g, 3.8x10° kob/g, 6.1x10° kob/g oranlarinda Bacillussp. probiyotigi
iceren yemlerle beslemis ve baliklarin yem sindirimi, biliylime ve yasama oranini
degerlendirmistir. En iyi biiylime performansin1 3.8x10° kob/g diizeyinde probiyotik

uygulanan gruplarin gosterdigi tespit edilmistir.

Dullu¢ (2010), tilapia (O. niloticus)ve aynali sazan (C. carpio) yavrularinin yemine
1.0x105, 1.0x106, 1.0x107 kob/g diizeyinde Bactocell® (Pediococcs acidilacticim igeren)
ilave ederek 3 ay siiresince beslemistir. Calismanin sonunda balik tiirlerinin her ikisinde
de kontrol grubuna kiyasla biiyimede istatistiki olarak o6nemli bir degismenin
olmadiginmi belirtilirken; yem degerlendirme, protein etkinlik orani ve besin madde

sindirilebilirliklerinin daha ytliksek oldugu belirlenmistir.

2.3.2. Probiyotiklerin bagirsak florasi iizerine etkileri

Deniz baliklar1 viicutlarindaki su kaybini 6nlemek igin devamli olarak su igmeye
zorlanmaktadirlar ve devamli olan bu su girisi, sucul ortamin balik lizerindeki etkisini
artirmaktadir. Ayni durum siizerek beslenenlerde, cift kabuklularda, karides
larvalarinda ve canli yem organizmalarinda da goriilmektedir. Bundan dolayi, sucul
hayvanlarin bagirsak ortami su ve besinden gelen mikroorganizmalarin girisiyle ¢ok
hizl1 degisebilmektedir (Gatesoupe, 1999). Genellikle, balik bagirsaklarindan izole edilen
bakteriyel tiirlerin yetistirme ortamindan alinan su orneklerinde de bulundugu
bildirilmektedir (Hansen ve ark.1992, Gatesoupe, 1999). Bazi arastiricilar kiiltiir
baliklarinin bagirsak mikroflorasinin dogada yasayan baliklarinkinden farkl oldugunu

ve daha az bakteri tiirtiniin bulundugunu belirtmistir.
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Balik gastrointestinal mikroflorasinin; baligin fizyolojisi, tuzluluk, immiinolojik faktorler,
diyet ve diyet bilesenlerine gore degiskenlik gosterdigi belirtilmektedir (Ringo ve ark.,
1995; Ringo ve Gatesoupe, 1998).

Spanggaard ve ark. (2000) tarafindan yapilan calismada; 3 farkli ciftlikten alinan
gokkusag1r alabaliklarinin  (Oncorhynchus  mykiss), bagirsak  mikrobiyotalar:
karsilastirildiginda biiyiik bireysel farkliliklar gézlenmistir. Carnobacterium spp. bir
ciftlikte belirli bir 6rnekleme tarihindeki ekimler sonucunda izole edilen bakteriler
arasinda dominant olarak bulunmustur. Fakat bu cins diger érnekleme tarihlerinde ne

ayni ciftlikte ne de diger ciftliklerde tespit edilememistir (Gatesoupe, 2008).

Bunun tlizerine Huber ve ark. (2004) bireylerde mikrobiyota takibini 6nermislerdir.
Bunun belirli zaman araliklarinda 6rneklemelerle yapilacagini ve balik bagirsagindaki
laktik asit bakterilerinin gercek insidansini tanimlamanin ancak bdyle miimkiin

olabilecegini belirtmislerdir.

Hayvanlarin sindirim sisteminde bulunan bazi yararli bakterilerin, sistemi, zararh
bakterilerin liremesini engelleyerek korudugu diisiiniilmektedir. Buna karsin baliklarin
gastrointestinal sistemindeki mikrofloranin rolii tam olarak belirlenememistir. Ancak
baligin beslenme, biiytime ve hastaliklara kars1 dayanikliliginda gastrointestinal floranin

etkili oldugu bildirilmistir (Schrijver ve Ollevier, 2000).

Balik mikroflorasinda bulunan Lactobacillus'larin, V. anguillarum, V. salmonicida,
Proteus vulgaris, Aeromonas hydrophila gibi balik patojenlerinin gelismesini inhibe eden
maddeler iiretebildigi ve bundan dolay1 balik sagligi icin 6nemli oldugu vurgulanmistir

(Ashraf, 2000; Gomez ve ark.,2000; Katircioglu, 2001).

Yapilan ¢alismalarda laktik asit bakterilerinin, balik mide ve/veya bagirsaklarinda 6

familya (Sekil 2.3) temsilcisinin bulundugu tanimlanmistir (Gatesoupe, 2008).
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SIreptocoocus

Lactorooocus

B\ . Enterococcus spp.

Wagocoocus

Cornobacterium spp.

Sekil 2.3. Laktik asit bakterilerinin ihtiva ettigi 6 familya

Salmonidlerin bagirsaklarinda 2x103 kob/g diizeyinde Lactobacillus spp. tespit edildigi
bildirilmistir (Joborn ve ark., 1997).

Laktik asit bakterisinin yiiksek dozda ilavesi bagirsak mikrobiyal flora igeriginin gecici
olarak degisimine neden olmustur. Bakteri ilavesinin kesilmesinden birka¢ giin sonra
probiyotik bakterinin sayisinin hizla azaldig1 gériilmiistir (Joborn ve ark., 1997; Ringo

ve Gatesoupe, 1998).

Conway (1996), bir bakterinin ¢ogalma oraninin atilma oranindan daha yiiksek olmasi
ile gastrointestinal sistemde uzun bir siire kalabildigini ve bakterinin kolonize
olabildigini belirtmistir. Laktik asit bakterileri larva ve yavru balik bagirsaginda bir kag

glin canli kalabilmektedir.
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Laktik asit bakterileri sucul hayvanlarda dogal intestinal mikroflorada baskin
olmadigindan, laktik asit bakterilerinin hakimiyetini yapay olarak tesvik etmek amaciyla

denemeler yapilmistir (Verschuere ve ark., 2000).

28 giin boyunca 5x107 kob/g Carnobacterium sp. (K1 susu) iceren yemlerle giinliik
olarak beslenen gokkusagi alabaliklari, deneme yemiyle beslendigi siirece
bagirsaklarindaki probiyotik bakteri sayisinda devaml bir artis gézlendigi ve besleme
sonrasinda maksimum degere (7,4x10® kob/g bagirsak) ulastif1 tespit edilmistir.
Probiyotik bakteri ilave edilmis yemlerle beslemenin kesilmesiyle birlikte
bagirsaklardaki bakteri sayisinin hizla azaldigi ve 6 giin sonra bagirsaklardan

Carnobacterium sp.’ nin izole edilemedigi belirtilmistir (Robertson ve ark., 2000).

Atlantik salmon bagirsagindan izole edilmis Carnobacterium sp. K1 susunun gokkusagi
alabaliklarinin gastrointestinal sisteminde ve suda kalma siireleri arastirilmistir. Bu
amagla, 5x101%o0b/g Carnobacterium sp. K1 susu iceren yemlerle giinliik olarak
yemlenmislerdir. Denemenin 1. giiniinde digskidan yapilan ekimlerde probiyotik bakteri
tiremesi olmamistir. Diskidaki Carnobacterium sp. K1 sus sayisi denemenin 2. giiniinde
6,0x107kob/g olarak tespit edilmis, 7. giiniinde maksimum degere (1,3x108 kob/g)
ulastiktan sonra probiyotik bakterisiz yem verilmeye baslanmistir. Probiyotik bakteri
katkisiz yem verilmeye baslandiktan sonra bagirsaklardaki bakteri sayisinin hizla
azaldig1 belirlenmistir (Joborn ve ark. 1997). Probiyotik bakterilerin konak¢ida kalma

siireleri ise Cizelge 2.4’de belirtilmistir.

Gokkusag alabaliklarin (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) da Lactobacillus rhamnosus
JCM 1136 susunun yem katki maddesi olarak kullaniminin bagirsak florasi tizerindeki
etkisinin arastirildig calismada, canli formdaki L. rhamnosus JCM 1136 susu 10° ve 1011
kob/g olacak sekilde ticari yemlere ilave edilmis ve 30 giin boyunca baliklar bu yemlerle
beslenmislerdir. Yemleme siiresince balik bagirsaklarinda probiyotik bakteri oraninin

artis gosterdigi tespit edilmistir (Panigrahi vd., 2004).
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Cizelge 2.4. Probiyotik bakterilerin konak¢ida kalma siireleri (Gatesoupe, 1999)

Konakg¢ida Kalma
Bakteri Tiira Konakgl Siiresi
Japon dil balig
Lactobacillus sp. (Paralichthys olivaceus ) -
Bagirsak bakterisi Kalkan (S. maximus) 7 giin (15 °C)
Carnobacterium
divergens Morina (G. morhua) 9 giin (8 °C)
Gokkusagi alabaligi
Carnobacterium sp. (0. mykiss) 4 giin (11 °C)

2.3.3. Probiyotiklerin balik patojenleri iizerine etkisi

Laktik asit tireten bakteriler, baligin sindirim sistemine kolonizasyonu ile bu bolgedeki
patojenik mikroorganizmalarin proliferasyonunu engelleyebilir. Bdylece proteolitik
bakteriler tarafindan meydana getirilen toksinlerin neden oldugu hastaliklardan konakg1
korunmus olur. Lactobacillus’lar mikroorganizmalarin iiremesini engelleyebilecek
bilesikler tiretebilir. Bu bilesikler hidrojen peroksit, organik asitler ve 6zel bilesikler
olan bakteriyosinlerdir. Bakteriyosinler bakterilere karsiaktif olan bakterisidal veya
bakteriyostatik peptidlerdir. Baz1 L. lactis tiirleri tarafindan tiretilen nisin simdiye kadar
en iyi bilinen ve en ¢ok arastirillanidir. Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen
bakteriyosinler, Listeria monocytogenes, A. hydrophila ve Staphylococcus aureus gibi bazi

patojenleri inhibe edebilir (Gatesoupe, 1999).
Graminda 10° kob/g dozunda L. rhamnosus igeren yemlerin, gokkusag alabaliklarini A.
salmonicida 'nin neden oldugu furunculosis hastaligina karsi korudugu bildirilmistir

(Nikoskelainen ve ark., 2001).

Salmonun bagirsak sisteminden izole edilen laktik asit bakterilerinin V. anguillarum ve

A. salmonicida 'nin biiytimesini inhibe ettigi bilinmektedir (Katircioglu 2001).
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Rotiferlerden izole edilen Lactobacillus/ Carnobacterium tiirii, kalkan larvasinin
patojenik Vibrio spp.'ye karsi dayanikliligini artirmaktadir. Ticari diyetlere kurutularak
dondurulmus olan C. divergens ilavesi A. hydrophila 'ya karsi salmon yavrularinda
dayanikliligr artirmamistir. Ancak benzer diyet ilavesi V. anguillarum’a kars:1 Atlantik

morina baliginda 61iim oranini azaltmaktadir (Nikoskelainen ve ark., 2001).

Bioen kapsiile laktik asit bakterisi ilavesinin kalkan larvalarina verildiginde canli kalma
diizeylerinde belirgin bir gelisme goriilmiistir. Rotiferlere ve artemia larvalarina canli
veya inaktive olup olmadig1 dikkate alinmadan S. lactis ve L. bulgaricus bakterileri ilave
edilmistir. Larval bliyiimede uygulanan bakteri gruplar1 arasinda bir fark olmamasina
ragmen kontrol grubuna gore alti kat daha yiliksek larval canli kalma orani elde

edilmistir (Skjermo ve Vadstein, 1999).

Atlantik salmon baliklarindan izole edilen Carnobacterium spp. nin alabaliklarda yapilan
In vitro ¢alismalarinda bu bakterinin A. hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium
psychrophilum, Photobacterium damsela, Streptococcus milleri, V. Anguillarum ve V.

ordalii 'ye kars1 antagonistik etki gostermistir (Robertson ve ark., 2000).

Lactobacillus spp. DS-12'nin, balik patojeni olan Edwardsiella tarda, Pasteurella piscicida,
A. hydrophila ve V. anguillarum’a kars: antibakteriyel aktivite gosterirken; Pseudomonas
spp. veStreptococcus faecalis i¢in ayni etkiyi gostermedigi belirtilmistir. (Byund ve ark.,

1997).

Probiyotik olarak L. rhamnosus kullanimi ile gokkusagi alabaligi ve kalkan baliklarinda A.
salmonicida, V. anguillarum ve Flavobacterium psychrophilum gelisiminin inhibe edildigi

bildirilmistir (Nikoskelainen ve ark., 2001).

Insanlarda probiyotik olarak kullanilan L. rhamnosus ATCC 53103 susunun baliklarin
immiin sistemi Uzerindeki etkisi arastirdmistir. L. rhamnosus ATCC 53103 iki hafta
stireyle gokkusagi alabalig1 yemlerine ilave edilmistir. 1, 2, 3 ve 4 hafta silireyle kan ve
mukus ornekleri alinmis, yemleme periyodu boyunca yetistirme suyu ve balik

bagirsaginda yiiksek diizeyde bu bakteri tespit edilmistir. ikinci haftanin sonunda kan
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hiicrelerinin komplement aktivitesinin 6nemli diizeyde artis gosterdigi belirlenmistir.
Sonu¢ olarak L. rhamnosus ATCC 53103 susunun probiyotik olarak kullaniminin
gokkusagi alabaliklarinin immiin parametrelerinde artisa neden oldugu tespit edilmistir

(Nikoskelainen ve ark., 2003).

Tilapya (Oreochromis niloticus) baliklarinda Edwardsiella tarda infeksiyonuna karsi L.
rhamnosus’un koruyucu etkisi arastirilmistir. Mortalitenin probiyotik ilave edilen grupta
kontrol grubuna kiyasla onemli diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir. Probiyotik
uygulanan grupta komplement aktivitesi 6nemli diizeyde yliksek bulunmustur (Pirarat

ve ark., 2006).

Laktik asit bakterileri (S. lactis ve L. bulgaricus) kalkan larvalarinda yem olarak
kullanilan Artemia kiiltiirtine ilave edilmistir. Denemenin 17. giiniinde bakteri
uygulanan grupta yasama orani % 55, kontrol grubunda ise % 34 olarak bulunmustur

(Verschuere ve ark., 2000).

Austin vd. (2006), dogustan gelen savunma sisteminin probiyotiklerle desteklenmesi
konusunda yaptiklar1 c¢alismada; saghkli gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum) barsaklarindan izole edilen Carnobacterium maltaromaticum ve
Carnobacterium divergens probiyotik olarak denenmis; Aeromonas salmonicida ve
Yersinia ruckeri’'ye Kkarsi yapilan diren¢ testlerinde basar1 gostermistir. Boylece
alabaliklar bu bakterileri 107 hiicre/ml iceren yemlerle beslenmisler ve yukarida sayilan
patojenlerin virtilens suslari ile test edilmislerdir. Dahasi her iki bakteri de uygulamadan
3 hafta sonra bile midede bulunmuslardir. Bu kiiltiirler baliklarda humoral (salgisal) ve

hiicresel bagisiklik sistemini gliglendirmislerdir.

Baliklardaki hastaliklara karsi probiyotiklerin minimum iki hafta kullanimi, direnci
arttirmaktadir (Sharifuzzaman ve Austin, 2009a). Gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus
mykiss) Gram pozitif (Carnobacterium sp.) ve Gram negatif (Aeromonas hydrophila,
Vibrio fluvialis) probiyotikler ile 107 kob/g diizeyinde iki hafta beslenmesi sonucu;
humoral bagisikliga (serum ya da mukus antikorlar1) kiyasla seliilar bagisiklikta

(eritrositler, makrofajlar ve lenfositler) artis saglanmistir (Irianto ve Austin, 2002a).
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Nikoskelainen vd. (2001), gokkusag: alabaliklarinda 10° kob/g diizeyinde Lactobacillus
rhamnosus iceren balik yemleriyle beslenen gruplarin furunclosis hastaligina karsi
direncli olduklarin1 ve Lactobacillus cinslerinin biliylime oranini arttirdigini tespit
etmistir. Ayrica salmon yavrularinda Carnobacterium divergens’in kullaniminin
baliklarin Aeromonas hydrophila enfeksiyonuna karsi dayanikliigini da arttirdigi

gozlenmistir.

Pirarat vd. (2006), tilapia (Oreochromis niloticus) baliklarinda Lactobacillus
rhamnosus’'un Edwardsiella tarda infeksiyonuna karsi koruyucu etkisini incelemis ve
probiyotik ilave edilen grupta kontrol grubuna kiyasla kiimiilatif mortalitenin 6nemli

diizeyde diisiik oldugu bildirilmistir.

Oztiirk (2007), levrek baliklarinin beslenmesinde 50 giine kadar yetistirme suyuna
grubuna 10¢ kob/mL ve artemia kiiltiirline de 108 kob/mL oraninda Lactobacillus
rhamnosus kullanmistir. 50. giinden sonra ise 10° kob/g diizeyinde toz halindeki
probiyotigi yeme ilave edip 2.5 ay boyunca beslenme programina devam etmistir. Larval
yasama oraninin deneme gruplarinda (% 27.4) kontrol gruplarina (% 18.9) kiyasla daha

yuksek oldugu tespit edilmistir.

Vendrell vd. (2008), alabaliklarda Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 ve Lactobacillus
plantarum CLFP 238 probiyotik suslarini 30 giin siireyle 107 kob/g diizeyinde baliklara
oral yol ile verdikten sonra, baliklara Lactococcus garvieae patojeni ile epriivasyon
yapmistir. Probiyotikle beslenen baliklarda 61iim orani % 46-54 diizeyindeyken, kontrol
grubunda % 78 olarak belirlenmistir. Probiyotik kullaniminin 6liim oranini azalttigi

tespit edilmis ve laktokokosiz kontroliinde etkili olabilecegi bildirilmistir.

Bagheri vd. (2008), gokkusag1 alabalig1 (0. mykiss) yavrularini 4.8x108 kob/g, 1.2x10°
kob/g, 2.01x10° kob/g, 3.8x10° kob/g, 6.1x10° kob/g oranlarinda Bacillus sp.
probiyotigi iceren yemlerle beslemis ve baliklarin yem sindirimi, biiylime ve yasama
oraninl degerlendirmistir ve Bacillus probiyotigi iceren yemlerle beslenen deneme

gruplarinin biiyiime ve yasama oranlarinin da olumlu yonde etkilendigi tespit edilmistir.
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Hedayati ve Bagheri (2009), alabalik yavru yemlerine 4.8x108, 1.2x10% 2.01x10°,
3.8x10° ve 6.1x10° kob/g olmak tlizere 5 farkli oranda Bacillus spp. probiyotik bakterisi
ilave etmis ve baliklar1 2 ay siireyle beslemistir. Ilk hafta boyunca éliim oraninda ¢ok
azda olsa bir artis olmasina ragmen, probiyotik uygulanan baliklarda kontrol grubuna

kiyasla daha yiiksek yasam orani tespit edilmistir.

2.4. Aeromonas hydrophila

Aeromonas hydrophila genellikle c¢esitli nedenlerle stres altinda kalan baliklarda
hemorajik septisemi ile seyreden hastalifa neden olur. A. hydrophila’'nin hemorajik
septisemi hastaliginin etkeni olarak ilk kesfinden bu yana, A. hydrophila ¢ok ¢esitli tath

su baliklarindan patojen olarak izole edilmistir.

Bu bakteri bir¢ok tatli su baligindan ve ara sira deniz baliklarindan, siirtingenlerden ve
insanlardan izole edilmistir. Bununla birlikte en 6nemli hastalik kiiltiir tath su
baliklarinda meydana gelir. Bakteri tath sulara yayilmis bir bicimde, organik materyal
iceren dip sedimentlerinde ve baligin bagirsaklarinda bulunur (Austin ve Austin, 1989,

Cipriano ve Bullock, 2001, Timur ve Timur, 2003).

Bununla birlikte Hazen vd. (1978) tath suyun denize karistig1 deniz sistemlerinde ve ¢ok
tuzlu sular hari¢ (>%0 100) her tuzlulukta A.hydrophila'nin bulundugunu
bildirmislerdir.

Bakteriyel septiseminin klinik bulgularini gosteren baliklarda Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria izole edilmistir. Fakat bunlardan en ¢ok izole
edilen Aeromonas hydrophila olmustur (Cipriano ve Bullock, 2001, Timur ve Timur,

2003). Tirler arasindaki ayrim Cizelge 2.5’de verilmistir.
Genellikle tiirler arasindaki ayrim karbonhidratlar ve diger biyokimyasal reaksiyonlar

temel alinarak yapilir (Cizelge 2.6.). A. hydrophila, A. cavie ve A. sobria, gesitli ayrim
faktorleri temel alinarak kolaylikla birbirinden ayirt edilir. A. hydrophila, A. cavie ve A.
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sobria tiirlerinin birbirinden ayrimi Cizelge 3.’de gosterilmistir (Koneman vd., 1992,

Roberts, 1976).

Cizelge 2.5.Aeromonas hydrophila'nin biyokimyasal 6zellikleri

Ozellik Cevap Ozellik Cevap
Gram - Sitrat kullanimi1 D
Hareket + Nisasta hidrolizi +
Oksidaz + Asit tiretimi

Katalaz + Arabinoz +
MR - Fruktoz +
VP + Galaktoz +
Indol + Glukoz +
Arginin dihidrolaz + Gliserol D
Lizin dekarboksilaz D Inositol -
Ornitin dekarboksilaz - Laktoz D
B-galaktosidaz + Maltoz +
H,S + Mannitol +
5-37°C’de iireme + Ramnoz -
%6 tuzlulukta iireme - Salicin +
B-Hemoliz + Sorbitol -
Eskulin hidrolizi + Sukroz +
Jelatin hidrolizi + Trehaloz

Ureaz - Ksiloz -

(+): pozitif, (-): negatif, D: degisken
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Cizelge 2.6. Aeromonas hydrophila, Aeromonas sobria ve Aeromonas caviae suslarinin ayirimi

Karakteristik A.hydrophila A.caviae A.sobria

Hareket + + T
Eskulin hidrolizi
KCN broth’da tireme

Arginin dihidrolizi

Lizin dekarboksilaz

+
1

Arabinoz kullanimi
Salicin fermantasyonu
Asetoin Tlretimi(VP test)
Glukozdan gaz tiretimi

Sistinden H2S tretimi

+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
+
1

+ o+ o+ 4+

B-hemoliz

(+): pozitif, (-): negatif
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Deneme baliklari

Calismada, biliyiime parametreleri i¢in ortalama agirliklar1 0,12+0,00 g olan 900 balikve
eprivasyon denemesi icin ortalama agirliklar1 6,5+0,019 g olan 225 adet gokkusagi
alabalig1 yavrusu kullanilmistir. Deneme baliklar1 Isparta’nin Aksu ilgesinde bulunan
ticari bir isletmeden temin edilip, oksijen takviyeli tasima tanki ile canli olarak
nakledilmistir. Gelen baliklar havuzlara yerlestirilmeden 6nce Kloramin - T (8-10 mg/L)
ile dezenfeksiyona tabi tutulmustur. Temin edilen baliklarin enfeksiyon ge¢irmemis ve
daha Once asi yapilmamis olmasina dikkat edilmistir. Baliklar iki hafta siireyle
adaptasyona tabi tutulmustur. Baliklarda, herhangi bir tasiyici enfeksiyon varligi ve
parazit varliginin tespiti icin havuz igerisinden rastgele secilen 10 adet balik muayene
edilmistir. Deneme 6ncesi adaptasyona tabi tutulan baliklar da hastaliga dair herhangi
bir klinik semptom goriilmemistir. Alinan 6rneklerden yapilan muayenede endo-ekto
parazitin bulunmadig1 saptanmistir. Ayrica bakteriyolojik inceleme i¢cin alinan balik
orneklerinden vasatlara 6n bobrek ve karaciger gibi bazi viseral organlardan ekim

yapilmis ve baliklarin patojen bir bakteri tasimadiklari tespit edilmistir.

3.1.2. Deneme yeri
Arastirma, Haziran - Agustos 2013 tarihleri arasinda, Silleyman Demirel Universitesi
Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Uretim Tesisinde, deneysel enfeksiyon uygulamalari
ise Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balk Hastaliklar1 Aragtirma Unitesinde
gerceklestirilmistir.

3.1.3. Arastirmada kullanilan balik tanklar:

Calisma boyunca 3x1x0.5 m ebatlarindaki fiberglas tanklar kullanilmistir. Denemeye

baslamadan 6nce tanklar sodyum hipoklorit kullanilarak dezenfekte edilmistir.
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3.1.4. Kullanilan su kaynagi ve suyun kalitesi

Denemede, 12 L/dk debiye sahip artezyen suyu kullanilmistir. Deneme esnasinda
kullanilan sudan periyodik olarak sicaklik, 02 ve pH ol¢limleri yapilmistir. Ortalama

sicaklik 12 °C, ¢o6zlinmis oksijen 7.54 mg/L ve pH 7.2 olarak tespit edilmistir.

3.1.5. Denemede kullanilan kefir

Deneme yemlerinde kullanilan kefir, Siileyman Demirel Universitesi Teknokenti
biinyesindeki Danem Ltd. Sti’den temin edilmistir. Kefir, kefir daneleri kullanilarak

lretilmistir.

3.1.6. Denemede kullanilan yemler

Arastirmada %55 ham protein, %15 ham yag ve 4200 Kcal/kg sindirilebilir enerji iceren
ticari gokkusagi alabalig1 yavru yemi kullanilmistir. Denemenin baslangicinda 500-800p
yem, ilerleyen donemlerde 1mm yem kullanilmistir. Deneme i¢in ticari yeme % 2 ve %
10 oraninda Kkefir ilave edilerek yemler hazirlanmistir. Ticari yem kontrol yemi olarak
kabul edilmistir.Denemede kullanilan  ticari alabalik  yeminin  temel
kompozisyonuCizelge 3.1'de verilmistir. Deneme siiresince aylik olarak hazirlanan

kontrol yemi ve kefirli yemler +4 °C sicaklikta depolanmustir.
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Cizelge3.1. Denemede kullanilan temel alabalik yeminin (*) ticari trin etiketine gére besin madde

icerigi
Besin Maddeleri Deger
Ham protein >55 (%)
Ham yag >15 (%)
Ham seliiloz <2 (%)
Ham kil <12 (%)
Nem <10 (%)
Sindirilebilir enerji 4200 Kcal/kg
Na 0.2-1
Lysine >2 (%)
Methionine >1,6 (%)
Cystine 0.2 (%)
Vit-A 18000 IU/kg
Vit-D3 2000 1U/kg
Vit-E 2501U/kg
Vit-C 30 mg/kg
Vit-B2 100 mg/kg
Vit-B12 0.03 mg/kg
Vit-K 12 mg/kg
Inostiol 100 mg/kg
Choline 0.5 mg/kg

*Yem hammadde icerigi: Balik unu, tam yaglh soya, soya kiispesi, bugday unu, balik yagi, ekstrude yemlere

0zel vitamin ve mineral, kiif 6nleyici, antioksidanlar
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3.2. YONTEM

3.2.1. Kefirli yemlerde mikrobiyolojik analizler

Deneme boyunca gesitli periyotlarlahazirlanan kefirli yemlere yapilan mikrobiyolojik

analizler agsagida verilmistir (Cizelge 3.2.).

Cizelge3.2. Analiz edilen mikroorganizmalarin inkiibasyon sartlari

Mikroorganizma Besi Yeri Inkiibasyon Inkiibasyon % 6 CO;
Sicaklig: (°C) Siiresi (giin)

Lactococcus M17 37 3 +
Lactobacillus MRS 37 3 +
Lactobacillus MRS-S 37 3 +
acidophilus

Bifidobacterium spp. MRS-NNLP 37 3 +
Maya PDA 25 5 -
Toplam Bakteri PCA 32-35 2 -

Lactococcus spp. : Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek steril petri kaplarina
pipetlendikten sonra, 45 °C’a kadar sogutulmus 15 mL M17 Agar (Merck Kat # ) petri
kutusuna ilave edilmistir. Inkiibasyon 37 °C'da, 3 giin, % 6 oraninda CO: iceren

inkiibatérde yapilarak, 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Lactobacillus spp. : Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek steril petri kaplarina
pipetlendikten sonra, 45 °C’a kadar sogutulmus 15 mL MRS Agar (Merck Kat #) petri
kutusuna ilave edilmistir. Inkiibasyon 37 °C'da, 3 giin, % 6 oraninda CO: iceren
inkiibatorde (CO-150, New Brunswick Scientificc ABD) yapilarak, 30-300 koloni

bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.
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Lactobacillus acidophilus: Kefir orneklerinde L. acidophilus kolonilerini saymak
amaciyla MRS-D Sorbitol (Sigma, S1876-500G) agar kullanilmistir. % 10 oraninda
hazirlanan sorbitol 0.43 pm’lik steril filtreden gegirilerek, 50 °C’a kadar sogutulmus MRS
Agar icerisine ilave edilip karistirilmistir. Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL 6rnek steril
petri kutularina inokiile edilmis ve tzerinel5 mL MRS - Sorbitol agar eklenmistir.
Inkiibasyon islemi 37 °C'da, 3 giin, % 6 oraninda CO; iceren inkiibatorde

gerceklestirilerek, 30-300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Bifidobacterium spp.:Kefir oOrneklerinde Bidobacterium spp.kolonilerini saymak
amaciyla MRS - NNLP agar secici besiyeri kullanilmistir. NNLP karisimi, neomisin stilfat
(Merck) (100 mg/L), nalidisik asit (Merck) (50 mg/L), lityum Kklorit (Merck) (3000
mg/L), paronomisin siilfat (Merck) (200 mg/L) tartilarak, iizerine 100 mL saf su ilave
edilmis ve 35 °C sicakligindaki manyetik karistiricida ¢oézdiriilmiistiir. Hazirlanan
karisim 0.43 pm’lik steril filtreden gegirilerek % 20 oraninda MRS agar igerisine ilave
edilmistir. Hazirlanan 6rnek diliisyonlardan 1 mL steril petri kutularina inokiile edilmis
ve Uzerine 45 °C’a kadar sogutulmus 15 mL MRS - NNLP agar ilave edilmistir (Ozer vd.,
2008). Inokiilasyon 37 °C’da, 3 giin, % 6 oraninda COziceren inkiibatoérde yapilarak, 30-

300 koloni bulunduran petrilerde sayimlar yapilmistir.

Maya - Kiif Sayimi: Hazirlanan diliisyonlardan 1 mL o6rnek steril petri kutularina
inokiile edilmis ve ilizerine 45 °C’a kadar sogutulmus PDA (Potato Dextrose Agar,
Merck)'dan 15’er mL ilave edilmistir. Dokiimden 6nce petrilerdeki bakteri gelisimini
engellemek icin besi yeri sisesine % 4 oraninda hazirlanan laktik asitten % 1.4 oraninda
ilave edilmistir. 25 °C’'da 5 giin inkiibasyondan sonra, 30-300 koloni bulunduran

petrilerde sayimlar yapilmistir.

Toplam Mezofilik Aerop Mikroorganizma Sayimi: Kefirde ve kefirli yemlerdeki genel
bakteri sayimi i¢in Plate Count Agar (PCA, Merck) kullanilmistir. Dokme plak yontemiyle
ekim yapilan petriler 30 °C’'da 48 saat inkiibe edildikten sonra, 30-300 koloni

bulunduran petriler sayillmistir.
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3.2.2. Kefirli yemlerin hazirlanmasi

Deneme boyunca kullanilan kefir ilaveli ticari alabalik yavru yemleri, aylik olarak taze
hazirlanmistir. Kefirli yemlerin hazirlanmasinda, ticari bir markanin graniil (baslangicta
500-800y ileriki donemlerde ise 1mm) alabalik yavru yemi kullanilmistir. Yem yapimi
icin Uretilen kefir bekletilmemis, olgunlasma siirecinin hemen sonrasinda mikrobiyal
analizler yapilarak balik yemlerine % 2 ve % 10 oranlarinda karistirtlmistir. Graniil
yemler sanayi degirmeninde 6gitilmis, 6giitiillen yemlere belirlenen oranlarda kefir
ilave edilerek % 40 oraninda su eklenmis ve kiyma makinasindan gegirilerek tekrar
peletlenmistir. Kefir ilave edilmeyen kontrol yemi de ayni sekilde ogitilip, % 40
oraninda su eklenerek tekrar peletlenmistir. Peletlenen yemler serilerek, oda
sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan yemler havanda déviilerek baligin agiz
acikligina uygun boyutlara getirilmistir. Bu islemde yemler doviildiikten sonra birkag
farkli elek kullanilarak elenmis, agiz agikligina uygun yem elde edilmistir. Ayrica her
yem yapimindan sonra, kuruyan yemlerin mikrobiyal ve analizleri yapilip, hazirlanan

yemlerdeki mikrobiyal yiik tekrar belirlenmistir.

3.2.3. Deneme plani ve baliklarin kefirli yemle beslenmesi

Deneme; biiylime parametrelerinin ve epriivasyonun belirlenmesi amaciyla iki ayri

sekilde kurulmustur. Her iki deneme plani da 3 grup ve her grup i¢in 3 tekerriir olacak

sekilde kurgulanmistir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge3.3. Deneme plani

Deneme Gruplari Balik Tekrar Toplam Balik Deneme Siiresi

Sayis1/Grup Sayisi Sayisi

Flora veBiiyiime Calismasi

Kontrol (%0) 100 3 300 Biiyiime ve flora
%2 100 3 300 calismasi- 15 giinde
bir boy ve agirlik

6lciimleri, 15 giinde bir

%10 100 3 300 bagirsak florasi
ekimleri
Epriivasyon Calismasi
Kontrol (%0) 25 3 75 Epriivasyon- 30.
Glinlin sonunda
%?2 25 3 75 Aeromonas hydrophila
%10 = 3 7 uygulamasi

Biiylime parametrelerinin belirlenmesi i¢in, her grupta 100 balik, toplamda 900 balik;
eprivasyon belirlenmesi i¢cin ise her bir grupta 25 balik, toplamda 225 balik
kullanilmistir (Cizelge 3.3.). Her iki ayr1 deneme gruplarinda 1.grup kontrol yemiyle,
2.grup % 2 oraninda kefir ilave edilen yemle, 3.grup % 10 oraninda kefir ilave edilen
yemle beslenmistir. Farkli oranlarda hazirlanan kefirli balik yemleri biiyiime
parametrelerinin arastirildig1 deneme grubuna 90 giin, epriivasyon uygulanan deneme
gruplarina ise 30 gilin boyunca verilmistir. Arastirmada baliklar deneme baslangicinda
giinde 4 Kkere viicut agirliklarinin %?7’sibeslenmislerdir. Daha sonraki dénemlerde

deneme gruplarindaki baliklara adlibitummetotla besleme uygulanmistir.

3.2.4. Bagirsak florasinin tespiti

Gokkusagr alabaligi yavrularinin bagirsak florasinin tespiti icin, 15 gilinde bir,

gruplardaki her tekerriirden 2 balik steril petri kaplarina aktarilmistir. Viicut ytizeyleri
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%70’lik etil alkol ile silinmistir. Steril bir bistiiri bigag ile larva déneminde 0,1 gr, yavru
doneminde 1 g ornek alinip 9 ml peptonlu su icerisinde homojenize edilmistir.
Homojenizattan 1/10 seyreltme oranina dikkat edilerek 10-7 diliisyonlara kadar
seyreltme yapilmistir. Kefirin ihtiva ettigi probiyotik bakteriler icin spesifik besiyerleri
kullanilarak (MRS agar, MRS-Sorbitol Agar, M17 agar, MRS-NNLP agar), total bakteri i¢cin
PCA, maya ve Kkiif i¢in ise PDA kullanilarak uygun sicaklik ve sartlarda inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde gelisen kolonilerin sayim1 yapilmistir

(Collins, 1970).

3.2.5. Virillens Tespiti ve Aeromonas hydrophila patojeninin LDs5o dozunun

belirlenmesi

Kullanilacak Aeromonas hydrophila susunun belirlenmesi i¢in fakiiltemizde bulunan 5
farkl1 A. hydrophila susu arasindan se¢im yapabilmek icin her suslar (Kayseri, FTdal1l,
AH4, AH16, AH94) 10 balikta denenmis ve en yliksek mortalite gosteren sus secilmistir.

Aeromonas hydrophila patojenin %50 mortalite yapan bakteri sayisi, LDso oranini
saptamak icin her biri 10 ar baliktan olusan iki guruba iki farkli doz uygulanmistir.
Deneysel enfeksiyon calismalar1 neticesinde elde edilen LDso sonucu logaritmik egri

analizi ile (Curve Expert 1.1) 3,66x10° bakteri/ml olarak belirlenmistir.

3.2.6. Baliklara epriivasyon uygulamasi

Farkli oranlarda kefir ilave edilen yemlerle beslenen alabaliklarin motil aeromonas
septisemi hastaligina karsi direng saglayip saglamadigini belirlemek i¢in, tiim gruplara
30. giinlin sonunda epriivasyon uygulanmistir. Bu amagcla anestezi yapilan baliklara
onceden LDsodozu belirlenmis olan (3.66x 10°kob/mL) Aeromonas hydrophila ayr1 ayri
intraperitonal (i.p) olarak 0.1 mL dozunda verilmistir. Enjeksiyondan sonra 30 giin
stireyle baliklar takip edilerek 6liim oranlari kaydedilmistir. Olen baliklardan triptik soy
agara (TSA) ekimler yapilarak oliimlerin hastalik olusturan patojenlerden kaynaklanip
kaynaklanmadig reizolasyon yapilarak belirlenmistir. Kefirin baliklarda sagladig: nispi
hayatta kalma orani1 (RPS) asagidaki formiil ile hesaplanmistir (Divyagnaneswari vd.,

2007).
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RPS= [1- ( Uygulama grubunda mortalite orant % / kontrol grubunda mortalite orani

%)] x 100

3.2.7. Biiyiime performansi ve yemden yararlanma degerlerinin hesaplanmasi

3.2.7.1. Biiyiime parametrelerinin hesaplanmasi

Arastirmada canli agirlik ve boy olarak biliyiime; mutlak oransal ve spesifik bliylimenin
hesaplanmasiyla degerlendirilmistir. Biliylime parametrelerinin hesaplanmasinda

asagidaki formiiller kullanilmistir (Cetinkaya, 1995; Hossu vd., 2001).

e Canl Agirlik Artis1 (CAA, g) = Deneme Sonu Ortalama Balik Agirligi- Deneme
Basi Ortalama Balik Agirlig:

¢ Yiizde Canh Agirlik Artis1 (YCAA, %) = [(Deneme Sonu Ortalama Balik Agirligi-
Deneme Basi Ortalama Balik Agirligi)/ Deneme Basi Ortalama Balik Agirhigi]
x100

e Spesifik Biiyiime Orani (SBO, % gilin'l) = 100 x [(In Son agirlik - In Baslangi¢
Agirlik) /Giin]

3.2.7.2. Kondiisyon faktoriiniin hesaplanmasi (KF)

Kondiisyon faktori (KF) canhi agirligin (W,g), total boyun (L,cm) kiipiine oraninin

ylzdesi olarak,

e KF=(W/L3) x 100 seklinde ifade edilen formiilden hesaplanmistir.

3.2.7.3. Yem degerlendirme oraninin hesaplanmasi (YDO)

Yem degerlendirme orani (YDO), deneme siiresince verilen toplam yemin (g), kazanilan

toplam canli agirliga (g) oranindan hesaplanmistir.
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¢ Yem Degerlendirme Orani(YDO)= Alinan Yem (g) / Viicut Agirlik Kazanci (g)

3.2.7.4. Protein etkinlik oraninin hesaplanmasi (PER)

Protein etkinlik orani (PEO) deneme periyodunda kazanilan canh agirligin (g) yemle

alinan ham protein oranindan hesaplanmistir.

e PEO= [Canli agirlik kazanci (g) / Yemdeki protein (g)] x 100

3.2.7.5. Yasama oraninin hesaplanmasi (YO)

Yasama orani (YO), deneme sonunda tankta kalan balik sayisinin (Ns) deneme basindaki

balik sayisina (Nb) oranlanmasiyla hesaplanmistir.
e Yasama Orani (YO, %)= (Ns / Nb) x 100
3.2.8. Istatistiksel hesaplamalar
Denemede elde edilen veriler (biiylime degerleri, yem doniisiim oranlar1 gibi) SPSS 17.0
paket programinda Anova testi ile degerlendirilmistir (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Denemede incelenen cesitli parametrelerin 6nem derecelerini karsilastirirken Duncan

coklu karsilagtirma testi kullanilmis ve 6nem diizeyi p<0.05 olarak se¢ilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Farkh formlarda Kkefir ilave edilen alabalik yemlerinin mikrobiyolojik

analizlerine iliskin bulgular

Dogal kefir ile hazirlanmis yem oOrneklerinde Lactococcus spp.Lactobacillus spp.,
Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium spp. maya ve toplam mikroorganizma

iceriklerinin Cizelge 4.1."de verilmistir.

Cizelge4.1. Kefirli yemlerin mikrobiyal analiz sonuglan (log kob/g)

Topl
Lactococcus Lactobacillus L.acidophilus  Bifidobacterium Maya . op am_
Mikroorganizma
(%2) 7.0240.00 7.0910.00 7.5040.45 3.3040.04 3.3440.20 7.60£0.01
(%10) 8.1240.00 8.3510.00 9.1810.01 3.1440.00 1.00£0.12 8.9740.45
Kontrol 0 0 0 0 0.50:0.01  4.08 £0.01
Yemi

4.2. Deneysel Olarak Aeromonas hydrophila ile Enfekte Edilen Baliklarin Nispi
Yasama Orani (RPS) Bulgular:

Farkli oranlarda kefir ilave edilen yemlerle beslenen gokkusagi alabaligi yavrularina,
denemenin 30. glinliinde 3,66x10°> hiicre/mL dozunda (LDso) Aeromonas hydrophila
bakterisi uygulanmistir. Aeromonas hydrophila ile epriivasyon yapilan gruplarda ise en
yuksek 6lim orani kontrol grubunda tespit edilmistir. Aeromonas hydrophila verilen
deneme gruplarinda nispi yasama oranina bakildiginda en ytiksek deger % 2 kefir ilave

yemle beslenen balik grubunda bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge4.2. Aeromonas hydrophila patojeniyle enfekte edilmis alabalik yavrularinda kontrol grubu ve diger

gruplara ait 6liim ve yasama oranlari

.. . Yasama
Gruplar Balik Sayis1  Olen Balik Mortalite RPS
Sayisi (%) Orani
%2 Kefir 75 18 24 76 46
%10 Kefir 75 43 57 43 9
Kontrol 75 39 52 48

4.3. Deneme Grubu Baliklarin Deneme Basi

Parametrelerine iliskin Bulgular

4.3.1. Canh agirlik olarak biiyiime bulgulari

Ve Deneme Sonu Biyiime

Arastirmada kullanilan % 55 ham protein, % 15 ham yag ve 4.200 Kcal/kg sindirilebilir

enerji iceren ticari gokkusagi alabalig1 yavru yemine farkli oranlarda kefir ilave edilmis

ve yemlerle beslenen gokkusagi alabalig1 yavrularindal5 giinde bir 6lgtilen canli agirhik

ortalamalari Cizelge 4.3 ve Sekil 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli oranlarda kefir ilave edilmis yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinin dénemlere

gore agirlik ortalamalari (g)

Deneme Gruplari

Donemler Kontrol (%0) %2 %10

Den. Basi 0.12+0.00 0.12+0.00 0.12+0.00
15. giin 0,16+0.02 0.16x00 0.15+0.00
30. giin 0,23+0.00 0.24+0.00 0.21+0.00
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45. giin 0.37+0.02 0.38+£0.01 0.34+0.00

60. giin 0.71+0.05 0.73+0.04 0.67+0.03
75. giin 1.66+0.21 1.71+0.16 1.92+0.12
90. giin 3.75+0.56 3.93+0.43 4.05£0.02
4,5
4,0 1
3,5
@ 3,0
25
*8p / =¢=Kontrol (%0)
<20
< ” ——%2
25 / %10
1,0 /_J\/"///
4
0,5
00 A/
Den.Bagsi 15 30 45 60 75 90
Zaman (giin)

Sekil 4.1 Farkli oranlarda kefir ilave edilmis yemlerle beslenen gokkusagi alabaliklarinin dénemlere gore
agirlik ortalamalari

Denemede, baslangi¢ agirlik ortalamalari 0.12+0.00 g olan yavru gruplarinda 75. giine
kadar %10 kefirle beslenen grupta agirlik artis1 kontrol ve %2 kefirli yemle beslenen
gruba gore daha diisiik olmasina ragmen 90. glinde en iyi bliylime orani 4,05+0.02 g
ile%10deneme grubu baliklarinda goériilmiis, bu grubu sirasiyla alabalik yemi icerisine
% 2 kefir ilave edilen yemlerle ve kontrolyemi ile beslenen balik gruplari takip etmistir.
Yapilan istatistiki analiz sonucu gruplar arasinda agirlik artisi ile ilgili olarak herhangi

bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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