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YUKSEK LISANSTEZi

ZENCEFIL (Zingiber officinale Roscoe) KATKILI YEMLERIN NiL TILAPIA
(Oreochromis niloticus Linnaeus 1758)’ LARINDA IMMUNOSTIMULANT
ETKISININ ARASTIRILMASI

Sevkan OZUTOK

CUKUROVA UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
YETISTIRICILIK ANABILIM DALI

Danisman :Yrd. Dog. Dr. Aysel SAHAN
Yil: 2011, Sayfa51
Jari :Yrd. Dog. Dr. Aysel SAHAN
:Prof. Dr. ibrahim CENGIZLER
:Yrd. Dog. Dr. Sibel OZESEN COLAK

Bu calismada, zencefil (Zingiber officinale) ilaveli yemlerin Aeromonas
hydrophila enjeksiyonu sonrast Nil Tilapia (Oreochromis niloticus)’ larindaki
etkisinin belirlenmesi amaclanmistir. Deneme baliklar: farkli oranlarda (%0; %0,1;
%0,5; %1) zencefil iceren yemlerle 90 gin boyunca beslenmis ve A. hydrophila
1,89x10° cfu/ml enjekte edilmistir. Enjeksiyonu takip eden 5. giiniin sonunda yapilan
analizlerde, Zencefil kullamminin, eritrosit (2,13x10%mm?®) ve lokosit miktarinda
(22,27x10%/mm?), hematokrit yiizdesinde (%40,41) ve lokosit hiicre formiillerinden
monosit ve 6sinofil ylzdelerinde 6nemli (p<0,05) yikselmeler kaydedilmistir.

Anahtar kelimeler: Zingiber officinale, immiinostimilant, Aeromonas hydrophila,
Oreochromis niloticus.



ABSTRACT

MSc THESIS

INVESTIGATION OF IMMUNOSTIMULANT EFFECT OF DIETS
ADDITIVE GINGER (Zingiber officinale Roscoe) ON NILE TILAPIA
(Oreochromis niloticus Linnaeus, 1758).

Sevkan OZUTOK

CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FISHERIES

Supervisor : Asst. Prof. Dr. Aysel SAHAN
Year: 2011, Pages. 51
Jury : Asst. Prof. Dr. Aysel SAHAN
:Prof. Dr. ibrahim CENGIZLER
:Asst. Prof. Dr. Sibel OZESEN COLAK

Determination of the immunostimulant effect of ginger (Zingiber officinale)

additive fish diets after Aeromonas hydrophila injection on Nile Tilapia
(Oreochromis niloticus) was the aim of this study. Fish in the experiment group,
were fed with ginger added feeds at different rates (0%, 0.1%, 0.5%, 1%) for 90 days
before A. hydrophila 1.89x10° cfu/ml injection. Blood analysis were conducted 5
days later following the injection. In comparison to the control group, fish treated
with ginger revedled higher concentrations in the following blood parameters:
erythrocyte (2.13x10%mm?®) and leukocyte (22.27x10*mm®) count the percentage of
hematocrit (40.41%) and also significant increase (p<0.05) in the percentage
monocyte and eosinophil was recorded according to the leukocyte cell formulations.

Key Words: Zingiber officinale, Immunostimulant, Aeromonas hydrophila,

Oreochromis niloticus
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1.GIRIS Sevkan OZUTOK

1. GIRIS

Hayvan yetistiriciliginde performansi artirmak, sagligi korumak ve hayvansal
drdnlerin miktar ve kalitesini olumlu yonde etkilemek icin cesitli yem katki
maddeleri kullamImaktadir. Avrupa Birligi'nin 2006 yilindan itibaren hayvan
yemlerine medikament eklenmemesine karar vermes, hayvan yemi ilaveleri
konusunda bilim adamlarint dogal kaynak arastirmaya sevk etmistir. Bu dogal
maddeler (probiyotikler, prebiyotikler, enzimler ve cesitli aromatik bitkiler) ise
bakterileri oldurebilen, hayvanlarin sindirim sistemlerini gelistirebilen, buyime
potansiyelini arttirabilen 6zellikte olmalidir (Sengezer ve Guingdr, 2008).

Nil Tilapia (O. niloticus)’' st Cichlidae familyasina ait bir tatli su balig: tirtdir
ve Dunya'da yaygin olarak kdlttri yaplan baliklar arasinda ikinci sirada yer
amaktadir. Tilapia, diger balik turlerinin kullanamadig: ¢ok ¢esitli besin maddel erini
degerlendirip ete donustirmesi, yapay yetistiricilikte havuzlardaki yogun stok bakim
ve yapay besleme kosullarina kolayca uyum saglayabilmesi nedeniyle Uzerinde
calisilan bir tdrddr. Ayrica, kisa bir besin zincirine sahip olmasi, hastaliklara karsi
dayanikli olmasi, hizli Gremes ve kolay dol alinabilmesi, etinin lezzetli olmasi
nedeniyle de diger i¢ su Urinlerine gore tercih edilen bir baliktir (Dikel, 2009).

GUnumuzde 100 kadar tilapia tirinden 10 tanesi yetistiricilikte basarili bir
sekilde kullanilmaktadir. Ayrica ekstansif ve yari intensif yetistiricilik kosullarinda
yetistiriciliginin yapilabilmesi, pazar probleminin olmamasi, basit bir bigimde
Uretilmesi, yogun olarak stoklanabilmesi, hastaliklara direncinin fazla olmasindan
dolay1 tercih edilmektedir (Dikel, 2009).

Ekstansif ve yar1 intensif yetistiricilikte ciddi enfeksiyonlara nadiren rastlanir.
Fakat elle muamele, yogun stoklama ve yemleme, disik su kalites gibi stres
faktoruni arttiracak kosullar altinda yapilan yetistiricilik, balik tarlerini patojenlere
karsi daha hassas kilar. Bu nedenle de sicakligin yuksek oldugu veya cevresel
kosullar1 optimize etmenin zor oldugu soguk bolgelerde bulasici hastaliklar oldukca
ciddi problemler olusturmaktadir (Sarder ve ark., 2000). Bu kosullar altinda Uretici
genelde eskiden beri uyguladig antibiyotik tedavisi yoluna gitmektedir. Bilingsiz bir

sekilde uygulanan antibiyotikler hem maliyeti arttirmakta hem de katkili Grinlerin
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sofralara ulasmasina neden olmaktadir. Bu nedenle son yillarda hastaliklara karsi
direncli bireyler elde etmek, balik bireylerinin bagisiklik sistemlerini aktif hale
gecirmek icin sentetik ve biyolojik maddelerden olusan imminostimulantlar
kullamlmaya baslanmistir (Sakai, 1999). immiinostimulantlar ve immiin sistemi
duzenleyiciler memelilerde ©6zel olmayan hiicresel ve sivisadl savunma
mekanizmalarim  uyaran sentetik ve biyolojik bilesenlerin  bir  bolUmUna
kapsamaktachr. insanlarda yogun bir kullamm alam olan immiino modulator
ilaclar/maddeler, veteriner hekimlikte de hayvanlarin 6zel olmayan immin
sistemlerini uyardig1 icin 6nem kazanmustir. Immiinostimilantlar Gzerine yapilan
calismalarin ¢ogunda, insan ve hayvanlardaki tumorlerin tedavi edilmes Uzerine
odaklanilmistir (Dugenci ve ark., 2003). Tumor tedavisindeki dogal ve sentetik
immiunostimulantlar; makrofalar:, notrofilleri, dogal oldurtct hticreleri ve T hicre
aracili  immaniteyi uyararak harekete gecirir. Kultdr balikciliginda ise;
imminostimilantlarin kullamm ile baliklarin ¢esitli viral, paraziter ve bakteriyel
hastaliklara kars1 diren¢ kazandiklari, larval dénemde meydana gelen mortalitenin
azaldigi, blylimede artis gbzlendigi ve stresin olumsuz etkilerinin gordlmedigi
bildirilmistir  (Abdel-Tawwab ve ark.,, 2010). Imminostimulantlar sucul
hayvanlardaki hastaliklarin Onlenmesinde asilama calismalarina aternatif ve
destekleyici bir olanak saglamistir (Gopal akannan ve ark., 2006).

Baliklarda 6zel olmayan bagisiklik sentetik ve biyolojik immunostimulantlar
tarafindan uyarilir. Biyolojik immunostimilantlardan; levamisol, B-glukan,
peptidoglikan, kitin, kitosan, maya ve vitamin kombinasyonlari, bitki ve
hayvanlardan elde edilen ¢esitli Urinler birgok hastaligin kontrol ve tedavisinde
kullanilmaktadir (Raa, 1996; Verlhac ve ark., 1998; Lakshmi ve Sudakar, 2010;
Sahan ve Duman, 2010).

Onemli olan nokta, etkin yamt aabilmek icin  kullalan
immunostimUlantlarin hangi zamanda, hangi kosullarda, ne kadar dozda ve siirede
verilmes  gerektigidir. Immunostimilant enjeksiyonunun, banyo ya da ora
uygulanabilir olmasi, kolay kullamlabilir oldugunun gostergesidir (Sakai,1999).
Y apilan ¢calismalarda oral yoldan verilen immanostimulantlarin, enfeksiyonlara karsi

korudugu baligin direncini arttirdigi bildirilmistir (Ardo ve ark., 2010).
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Roma, Cin, Yunan ve Osmanli tip tarihi kayitlari, Geleneksel tedavi
edicilerden biri olan zencefil (Zingiber officinale)’in tibbi bir bitki olarak
kullamldigini gostermektedir. Zencefil fenol bilesenleri, nisasta, B3 vitamini, B6
vitamini, demir, fosfor, kalsiyum, potasyum, sodyum, magnezyum mineralleri
bulundurur (Konuklugil ve Ozcelikay, 2001). Sekil.1.1.’de zencefilin kimyasal ana
bilesenleri verilmistir (Ali ve ark., 2008).

Zencefil,

Istah agicichr,

Antiseptik 6zelliktedir,

Sindirimi kolaylastirir,

Iyi bir anti-oksidandir (Konuklugil ve Ozgelikay, 2001).
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Yararli bitkiler igerisinde bilinen Zencefil rizomlar1 (yumrular:) genis
spektrumlu profilaktik ve terapatik fonksiyonlariyla tamnir (Dugenci ve ark.,2003).
Boylece baliklarda oldugu gibi diger hayvanlarda da bagisiklik dizenleyici bir ajan
olarak etkin rol alir (Stoilova ve ark, 2007). Nya ve Austin (2009), Zencefili anti-
inflamatuar ve anti-oksidatif aktivitesi nedeniyle paraziter, fungal ve bakterilerin
kontrolinde kullanmiglardir. Calismalarinda Aeromonas hydrophila’yla enfekte
olmus gokkusag: alabaliginin sarimsak (Allium sativum) ve zencefil (Z. officinale) ile
kontrol edildigini bildirmiglerdir. Diger bir calismada zencefilin baliklarda ve
insanlarda karaciger dokusunda anti-oksidan etki yarattigi; gastrointestinal sividaki
enzimatik mekanizmalar: uyararak, sindirim enzimlerinin dahaiyi calismasina katki
sagladhgr belirtilmistir (Stoilovave ark., 2007).

Deneysel enfeksiyon olusturmak icin kullamlan Aeromonas hydrophila;
Vibrionaceae familyasina ait olup, 0zellikle sicak sularda bulunan bir bakteridir.
Tath ve tuzlu su kaynaklarinda, kanalizasyon sularinda ve gevrede yaygin olarak
bulunan bazi sucul canlilarda 6zellikle de baliklarda hastalik olusturan firsatcil bir
bakteridir. Ayrica Aeromonas spp. balik, deniz kabuklulari, kurbaga ve insan dahil
olmak Uzere genis bir konak dagilimina sahiptir. Hareketli Aeromonas tarleri, balik
yetistiriciligi yapilan ortamlarda yiksek oranda 6lime yol acar. Hastaligin ortaya
cikis ve yayilisinda stres onemli bir faktordir. Aeromonasin neden oldugu
Aeromonas Septisemis hastaligi; birgok tatl su, tuzlu su, soguk ve 1lik su tirlerini
etkilemektedir (Harikrishnan ve Balasundaram, 2005).

Bir sicak iklim baligi olan Nil Tilapia'si, ¢ok yaygin olmamakla birlikte
Cukurova bolgesinde de bulunan bir tiirdiir. Halen C.U. Su Uruinleri Fakiiltesi Tatlisu
Baliklar1 Arastirma Istasyonunda da yetistiriciligi devam etmektedir.

Yapilan bu caisma ile A. hydrophila ile enfekte edilen Nil Tilapia (O.
niloticus) larinin ~ zencefil  (Z. officinale) ile beslenmeleri sonucu endojen
savunmalarinda artis olup olmadigi ve zencefilin bu yondeki kullanilabilirligi
belirlenmistir. Calismada, Tilapia yetistiriciliginde hastalik nedeniyle olusacak
kayiplarin azatilmast ve bir daha olusmamasi, bilingsiz ilag tuketiminin 6ntne
gecilmesi ve profilakside dogal Urtinlere yer verilmesinde elde edilecek sonuglardan

yararlanmlmas: hedeflenmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Zencefil ekstraktimn balik yemlerine eklenmesi ve bunun balik immtin sistem
Uzerine etkis ile ilgili calismalar bulunmasina karsin, konuyla ilgili Nil Tilapia
(Oreochromis niloticus)’lar1 Uzerine herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bu
bolimde zencefil, yem katki maddeleri, bitkisel immunostimilantlar ve bakteriyel
enfeksiyonlarin farkli balik tirlerine etkileri ile bu konuda yapilan arastirmalarin
sonuglarina yer verilmistir.

Peters ve ark. (1988), juvenil Gokkusag1 Alabalik (Salmo gairdneri)’larina
banyo tarzinda ve intraperitona enjeksiyonla uyguladiklart A. hydrophila’ nin kan
glikoz seviyesi, |0kosit miktar1 Uzerine etkilerini arastirmislardir. Calismalarinda
intraperitona (IP) enjeksiyonunun kan glikoz seviyesini, l6kosit miktarini onemli
derecede arttirdigim bildirmislerdir.

Azizoglu ve Cengizler (1996), saglikli Nil Tilapia (O. niloticus) bireylerinde
bazi hematolojik parametreleri saptamaya calismuslardir. Arastirmada, eritrosit
miktarim 2,16-4,005x10°%mm?®, l6kosit miktarin 25,6-77,5x10%/mm?, hematokrit
degerini %25-%44, hemoglobin miktarinn ise 3,6 dl/g, su sicakliginin 17-23,5 °C,
O, miktarinin 6,3-8,5 mg/It oldugunu bildirmislerdir.

Khail ve Mansour (1997), A. hydrophila’dan salgilanan hemolitik ve
proteolitik ekstra-selUler Urunlerin inkUbasyon suress ve sicakligimn lethal
toksisiteye etkisini calismuslardir. A. hydrophila‘mn 35 °C de 30 saat inkibe
edildiginde, hemolysin Urlnlerinin en fazla Uretildigini tespit etmislerdir. Tilapia
eritrosit htcrelerinin hemolitik aktivitesinin, koyun eritrositinden daha basarili
oldugunu bulmuslardir. Ekstra-selUler trtinler 55 °C’de 15 dakika ya da 60 °C’de 10
dakika 1sitildiginda, hemolitik aktivitenin Tilapia eritrositlerini tamamen inaktive
ettigini tespit etmislerdir. Bakteriler 30 °C’'de 36 saat tutuldugunda proteolitik
aktivitenin maksimuma ulastigini bulmuslarchr. Ekstra-seltler Urtinler 80 °C’de 10
dakika ya da 70 °C'de 15 dakika kaldiktan sonra Proteaz enziminin tamamen
inaktive oldugunu bildirmislerdir. A. hydrophila’ n:n hemolitik Uretim, proteolitik
lethal eksotoksik (LD50 2,1x10* hiicre/balik) etkilerine ek olarak 1sil islem

uygulamasinin, Tilapia da % 20 6lime yol agtigim bulmuglardir. Extra-seller
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Uriinlerin ise, 100 °C'de 10 dakika sonra tamamen inaktive oldugunu rapor
etmislerdir.

Wang ve Wang (1997), calismaarinda in vivo bakteriyel enfeksiyonlara karsi
11 Bar (Barley tarafindan ekstrakte edilen) iceren polisakkaritlerin, Deks (dekstran
sulfat)’in, inulinin, krestinin, laminarann, levamn, PO (Pleurotus ostreatus tarafindan
ekstrakte edilmis glikan)' nun, sikleroglikanin, YG (maya glukan)’ nin ve zimosan'in
Tilapia (Tilapia aureus) ve Ot Sazani (Ctenopharyngodon idellus)' na etkilerini
arastirmiglardir. Dort glikan (Bar, krestin, skleroglikan ve zymosan) nin A.
hydrophila enjeksiyonu sonrasi Tilapia (% 80, 60, 70 ve 60) ve Ot Sazam (%60, 70,
90 ve 60)'min hayatta kalma oranlarim arttirdigin gozlemislerdir. Edwarsiella tarda
enfeksiyonu sonrasi dort glikanin tilapia (%70, 60, 80 ve 50)’ nin ve ot sazani (% 50,
50, 70 ve 50)’ min hayatta kalma oranim azattigint bildirmislerdir. Ayrica Bar, krestin,
skleroglikan ve zymosamin nitroblue tetrazolium (NBT) pozitif hicre artisimn
anlaml1 oldugunu bulmusglardr.

Sakal (1999), glukan, kitin, lactoferrin ve levamisolln baliklar ve karidesler
icin immunostimulant etkisinin oldugunu bildirmistir. C ve B vitamini, prolaktin
hormonu gibi besinsel faktdrlerin imminostimulatér olabilecegini  bildirmistir.
Immun sistemi uyaricilann fagositik hticrelerin isleyisini ve bakterisidal aktiviteyi
kolaylastirici etkide oldugunu, baligin dogal oldurtct hicrelerini, komplement,
lizozim ve antikor yanitlarini tetikleyici rol oynadigini bildirmistir. immunostimulant
ilave edilmesiyle Vibrio anguillarum, V. salmonicida, Aeromonas salmonicida,
Yersinia ruckeri ve Streptococcus spp. gibi bakteriyel ve beyaz benek hastaligi gibi
paraziter hastaliklara kars1 korunmanin arttigi, fakat Renibacterium salmoninarium,
Pasteurella  piscicida gibi  intraselller patojenlere  karsi  korunmanin
gerceklesmedigini bildirmislerdir. Baliga immunostimulant ilave etmenin en etkili
yonteminin enjeksiyon ile oldugunu rapor etmislerdir. Agiz ya da immersiyon
yontemi de rapor edilmesine ragmen, uzun sireli uygulamada bu yontemlerin
etkinligini kaybettigini bildirmiglerdir. Bazi immunostimulantlarin asirt dozlarinin
baliklarda bagisikligi baskilayict etki yaptigim ve immunostimilantlarin  yan
etkilerinin iyi anlasilamadigini bildirmistir. Bazi immunostimilantlarin  seksuel

hormonlarla bagisiklig: tetikleyici rol oynadigini rapor etmislerdir.
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Dugenci ve ark. (2003), calismalarinda yem iceriginde ki c¢esitli sifal1 bitki
ekstraktlarinin, Gokkusagt Alabalik (Oncorhynchus mykiss)’ larinda
immunostimulant etkisini arastirmislardir. Uygulama baliklarina esit miktarda okse
otu %0,1 ve 1 (Viscum album), 1sirgan otu (Urtica dioica) ve zencefil (Zingiber
officinale) eklemislerdir. 3 hafta boyunca % 1'lik zencefille beslenen gokkusag:
alabaliklarinin dogal bagisiklik yanitlarim 6énemli bulmuslardir. Ayrica %0,1 zencefil
iceren grupta kan |okositlerinin fagositoz ve ekstra seltler solunum patlamasi
aktivitesini, kontrol gruplarina gore oldukca yuksek bulmuslardir. % 0,1 zencefil
iceren grup hari¢ tim bitkisel katkili balik yemlerinde, plazma toplam protein
seviyesinin artigini bildirmiglerdir.

Dominguez ve ark. (2005), calismalarinda cesitli cevresal faktorlerin (su
sicakligy, tuzluluk, pH ve askida sediment) Nil Tilapia (O. niloticus)’larinda plazma
lizozim aktivitesine etkilerini  belirlemeye calismuslardir. Baliklar farkli  su
sicakliklarinda (18,4; 23; 28 ve 33 °C) beslendiginde 2-4 hafta sonra plazma lizozim
aktivitesinin arttigini tespit etmislerdir. 33 °C'de 4 hafta beslenen baliklarda ise
lizozim aktivitesinin dustigunt  bulmuslardir. Bu sonug arastirmacilara su
sicakligimn plazma lizozim aktivitesine etki ettigini gostermistir. 24 g/It tuzlulukta 2-
4 hafta ve 12 g/t tuzlulukta 4 hafta tutulan gruplarda plazma lizozim aktivitesinin
oldukca arttigini tespit etmislerdir. Asidik pH (pH 4,0) ve 2000 mg/It askida
sediment suyunda 2 hafta kalan baliklarin lizozim aktivitelerinin oldukga arttigim
bildirmislerdir.

Harikrishnan ve ark. (2005), A. hydrophila enfeksiyonuna karsi Sazan
(Cyprinus carpio)’larda tedavi amacli uyguladiklari Azadiracta indica bitkisinin
hematol ojik ve biyokimyasal parametreler lizerine etkisini arastirmislardir. Arastirma
sonuclarina gore, 16kosit hicrelerinin kontrol grubuna gore 6nemli oranda arttigini,
hemoglobin, hematokrit ve eritrosit miktarinin ise azaldigin tespit etmislerdir.

Sarthan ve Cengizler (2005), calismalarinda levamisolin Tilapia (O.
niloticus)’da 6zel olmayan savunma mekanizmaar: ile Sreptococcus iniae
enfeksiyonu Uizerine etkisini arastirmislardir. ilk denemesinde S iniae (1x10%, 1x107,
1x10%, 1x10* ve 1x10° cfu/ml)'nin, IP olarak enjekte edildikten sonra %50 sini
oldiren dozu (LD50) belirlemislerdir. ikinci denemede ise 24 saat banyo yoluyla 5;
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7,5 ve 12,5ug/ml levamisol uygulamislardir. Denemenin 7, 14, 21 ve 28. ginlerinde
alinan kan orneklerinde hematokrit, |0kosit, 16kokrit, nitroblue tetrazolium (NBT)
pozitif hlcre aktivasyonu, NBT aktivitesi (spektrofotometrik olarak belirlenen),
periferik yayma miyeloperoksidaz aktivites, fagositik aktiviteyi tespit etmislerdir.
Uclincli denemede, 24 saatlik banyo yoluyla 5; 7,5 ve 12,5ug/ml levamisol
uyguladiktan sonra 14. gin baliklara S. iniae (1x10%cfu/ml) intraperitonal olarak
enjekte edilerek, nispi yasama ylzdesini sirayla % 25, 51 ve 51 olarak
hesaplamiglardir.

Gopalakannan ve Arul (2006), calismalarinda Sazan (C. carpio)’larin Kitin,
kitosan ve levamisol eklenmis yemlerle 90 guinlik besleme sonrasinda A. hydrophila
enfekte etmislerdir. Katki maddelerinin immun yamita ve biyimeye etkisi, lizozim,
beyaz kan hicres (WBC) ve NBT aktivitesini calismislardir. Kitin, kitosan ve
levamisol iceren yemlerle beslenen baliklarin buyime performanslarimin normal
yemlerle beslenenlere gore daha anlamli oldugunu kayit etmislerdir. En fazla
blyumeyi kitosanli grup (94,92 g), levamisol (93,25 g) ve kitin (63,54 g)’li gruplar
gostermistir. Kitin, kitosan ve levamisol iceren yemlerin lizozim aktivitesni ve NBT
rediksiyonunu uyarchigim tespit etmislerdir. Uygulama baliklart 45 giin sonra A.
hydrophila ile enfekte edildiginde hayatta kalma yuzdelerinin kitosanli (%80),
levamisol (%66,7) ve kitin (%40) iceren gruplardan daha yuksek oldugunu tespit
etmislerdir. A. hydrophila enfeksiyonu sonrasinda 90 gun icinde hayatta kalma
yuzdeleri %68,9, %57,8 ve %37,5 a distigunu ve kitosan iceren yemlerin sazaninin
hayatta kalabilirligini ve dogal bagisiklik sistemini uyardigin rapor etmislerdir.

Sahu ve ark. (2007), firsatc1 A. hydrophila hastalik etmeninden korunma ve
Labeo rahita fingerlinglerinin  immidn yanitlari konusunda sarimsagin yem
icerisindeki dozunu belirlemeye calismuglardir. L. rohita fingerling (102 @)
yemlerine Sarimsagi (Allium sativum) (%0; 9%0,1; %0,5 ve %1l) oranlarinda
eklemislerdir. 20 ginde bir farkli biyokimyasal parametreler (serum total protein,
albumin, globulin, albumin/globulin oran, kan glikozu), hematol ojik(WBC, RBC ve
Hb icerigi) ve immuinolojik parametreler (stiperoksit anyon dretimi, lizozim
aktivitesi, serum bakterisidal aktivite) Uzerinde calismiglardir. 60 glnin sonunda

baliklar A. hydrophila ile enfekte edilmis ve enfeksiyonu takip eden 10 giin boyunca
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O6lum oramm (%) kayit etmislerdir. Enfeksiyondan 10 gin sonra kontrol (%0)
grubunda hayatta kalma oramnin (%57) distigini tespit etmislerdir. Sarimsak
uygulanmus gruplarin 1g sanimsak kg™ (B grubu) (%85); 5 g sarimsak kg™ (C grubu)
(%71); 10g sarimsak kg™* (D grubu) (%71) hayatta kalma oranini agikca artirdigin
gormuslerdir. Sarimsagin (A. sativum) bagisikligi uyarici etkisinin oldugu ve L.
rohita’lar1 A. hydrophila enfeksiyonunakarsi korudugunu tespit etmislerdir.
Abdel-Tawvwab ve ak. (2008), caismaarinda Nil Tilapia (O.
niloticus)’' larinda buyumeyi ve bagisikligi tesvik edici olarak ekmek mayasi
(Saccharomyces cerevisiae) kullaniminin gélistirilmesini amaclamislarcir. Baliklar
(0,33g) 140 litrelik akvaryumlara 25 er adet yerlestirilmistir. Yemlere 0,0; 0,25;
0,50; 1,0; 2,0 ve 5,0g maya eklemisler ve baliklar1 12 hafta boyunca beslemislerdir.
12 haftalik deneysel periyodun bitiminde A. hydrophila'y: intraperitonal olarak
enjekte etmislerdir. 10 gin boyunca baliklarin klinik bulgular1 ve gunltk 6lim
oranlarimt kayit etmislerdir. Ekmek mayasimin buylmeyi tesvik edici  etkisini
belirlemislerdir. 1,0 -5,0 g maya/kg iceren yemlerle beslenen baliklarda blyime,
yem aimi ve protein ¢evriminin optimum oldugunu bulmuglardir. Yani maya
ilavesinin baliklarda protein birikimini arttirdigi sonucuna varmislardir. 1.0; 2,0; 5,0
g maya iceren yemlerle beslenen baliklarin biyokimyasal parametrelerinde iyilesme
gbzlemislerdir. A. hydrophila enjeksiyonundan 10 gin sonra baik &lUmlerinde
azama oldugunu tespit etmislerdir. Maya miktarimin artisina bagli olarak balik
serumunda azalma, ayrica en distk balik 6lima ve bakteriyel birikimin 5,0 g
maya’lkg yemle beslenmis grupta oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilarin
sonuclarina gore, ekmek mayasi ilavesinin, Tilapia yetistiriciliginde hastaliklardan
korunmak icin alternatif bir antibiyotik olarak kullanilabilecegini ve optimum ekmek
mayasi seviyesinin her 1 kilogramlik yeme yaklasik 1,0 g maya olarak 6nermislerdir.
Ardo ve ark. (2008), calismalarinda bor ve ¢in medikal bitkiler (Astragalus
membranaceus ve Lonicera japonica)’inin Tilapia nin 6zel olmayan bagisiklik
sistemi Uzerine etkilerini calismslardir. Yemlere, %0,1 Astragalus (%00.05 borlu ve
borsuz), %0,1 Lonicera (%0,05 borlu ve borsuz) ve %0,05 borlu 2 bitki (Astragalus-
Lonicera) olmak Uzere 5 bitkisel varyasyon eklemislerdir. Kan |6kositlerinin

solunum patlamasi ve fagositik aktivitesini, plazma lizozim, total protein ve toplam
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immianoglobulin miktarim haftalik 6lgmislerdir. 4 haftalik beslenme periyodundan
sonra baliklart A. hydrophila ile enfekte ederek mortaliteyi kayit etmislerdir. Bu
calismanin sonunda tilapianin bitkilerle tek tek veya kombine halde beslenmesiyle
kan fagositik hucrelerinin solunum patlamas: ve fagositik aktivite degerlerinin
anlaml1 oldugunu bildirmislerdir.

Abd-El-Rhman (2009), calismasinda Propolisin Tilapia (O. niloticus)’lara
etkisini arastirmistir. Calismayi; Ethanol (kontrol), %1 Propolis-ethanolik-ekstrakt,
%1 ethanoll ham propolis (%30 protein) iceren bazal yemlerle beslenenler olmak
Uzere 3 gruba ayirmistir. 28 giin boyunca beslenen O.niloticus un A. hydrophila’ya
kars1 dayanikliligi, propolisin bagisikligi uyarici etkisini, blyime performansina
etkisini saptamistir. A. hydrophila’y: baliklara (0,210’ hiicre/ml) intraperitonal
olarak enjekte etmistir. En iyi blylme oranim degerlerini propolis-ethanolik ekstrakt
iceren yemlerle elde etmistir. Kontrol grubuyla karsilastinldiginda ise spesifik
blylme ve yem etkinlik oramnin en yiksek %1 Propolis-ethanolik-ekstraktli yemde
oldugunu bulmustur. Hct seviyesinin ve monosit miktarinin %1 Propolis-ethanolik-
ekstraktl: igeren yemlerde yiiksek oldugunu tespit etmistir. Ug uygulama grubunda
da lenfosit miktarinda degisim gozlememistir. No6trofil miktarinin - %21 Propolis-
ethanolik-ekstraktli yemde onemli 6lclide distigini ve kontrol grubunda artigin
bildirmistir. %1 Propolis-ethanolik-ekstraktli baliklarda serum lizozim, serum
bakterisidal aktivitelerinde artis gozlemistir. Propolis-ethanolik-ekstraktli yemle
beslenen O. niloticus un, ham propolisle beslenenlere gore blyume, bagisiklik ve
diren¢ mekanizmasin da daha fazla artis oldugunu gormaslerdir.

Magsood ve ark. (2009), A. hydrophila'ya karsi1 fingerling Sazan (Cyprinus
carpio)’ lara uygulanan levamisol (125, 250 ve 500 mg/kg)’ Un kan parametreleri ve
blyUme parametreleri lzerine etkisini arastirmiglardir. Eritrosit sayisi, hemoglobin
miktar1, hematokrit degeri, serum protein, albumin ve globulin miktarindaki 6nemli
(p<0,05) yukselisin 0zellikle 250mg/kg levamisol uygulanan grupta oldugunu tespit
etmislerdir. Aym sekilde spesifik blylume orani ve yem degerlendirme oraninin en
iyi 250 mg/kg levamisol uygulanan grupta oldugunu, bunu 500 mg/kg ve 125 mg/kg
levamisol uygulanan gruplarin izledigini bildirmislerdir.

10
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Nya ve Austin (2009), Gokkusagi Alabaligi (O. mykiss) yemlerine %0; 0,05;
0,1; 0,5 ve 1,0 Zencefil (Z. officinale) eklemislerdir. 14. ginin sonunda baliklar1 A.
hydrophila ile enfekte etmislerdir. % 0,5 zencefil eklenmis grubun % O (kontrol)’a
gbre 6lum oranmimin dusttgl, protein etkinligi yem ¢evriminin ve bilyldmede artist
tespit etmislerdir. %0,1; 0,5; 1 zencefil iceren gruplarda lenfosit, makrofg ve nétrofil
sayisindaki proliferasyon ve buna bagli olarak fagositoz, lizozim, solunum patlamasi,
bakterisidal ve anti-proteaz aktivitesinin anlamli oldugunu tespit etmislerdir.

Abdel-Tawwab ve ark. (2010), caismaarinda yesil cay (GT) (Camelia
sinensis L.)'in Tilapia yemlerinde kullaniminin gelistirilmesi ve balik sagligina
etkisini calismiglardir. GT (Green tea)’yi yemlere 0,0 (kontral), 0,125; 0,25; 0,50; 1,0
ve 2.0 g/kg olarak eklemislerdir. Baliklar (1,5-2,0 g) 12 hafta boyunca 100 It’lik her
bir akvaryuma, 20 balik olacak sekilde yerlestirmislerdir. Yemleme sonrasinda her
bir gruba A. hydrophila patojeni uygulamislardir ve normal olmayan klinik bulgular,
gunluk olumler kaydedilmistir. Optimum blydmeyi 0,59 GT yemlerinde
bulmuslardir. 0,5 GT eklenmis grubun protein iceriginin yukseldigini, 0,0-0,5 GT
icerikli gruplarda lipid iceriginin en disuk miktarda oldugunu gozlemislerdir. 0,25-
2,0g GT iceren yemlerde Hematolojik ve biyokimyasal parametre degerlerinin artis
gosterdigini, kontrol grubunda ise en disik degerde oldugunu tespit etmislerdir.
Balik yemlerindeki GT igeriginin artmasiyla A. hydrophila uygulanmig baliklarin
hayatta kalma orammin artircigr bildirmislerdir. Bu sonuglara gbre, GT'nin
bagisikligi uyarict oldugunu, optimum 0,5 g/kg GT miktariin Tilapia da
Aeromoniosisi engelledigi, baligin performans ve sagligim arttirdigim  ortaya
koymuslardir.

Aldik ve Cengizler (2010), yemlere eklenen zeolitin A. hydrophila
enjeksiyonuna kars1 Tilapia bireylerinin doku ve organlarindaki koruyucu etkisini
arastirmiglardir. Denemede 1,9x10° cfu/ml bakteri vermisler ve enfeksiyonun
ardindan, baliklar 21 guin siireyle gbzlenmislerdir. 7., 14. ve 21. ginlerde baliklardan
solungag, bobrek ve karaciger doku Ornekleri alinmus ve bunlarda bakteriden
kaynaklanan i¢ organ hasarlarint degerlendirmislerdir. Zeolit katkili beslemede bazi
hasarlarin daha az oldugu gozlenirken, bazilarinda oldukga yiksek doku hasarlarinin

oldugunu belirlemiglerdir. Yapilan makroskobik gozlemlerde zeolit takviyesi aan

11
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balik gruplarinda dis gorinimde bozulma olmadigim bildirmislerdir. Makroskobik
incelemede zeolitin, bakterilerin olusturdugu patolojileri geciktirdigi, ancak
mikroskobik incelemede doku hasarlarina kars: etki gostermedigini tespit etmislerdir.

Ardo ve ark. (2010), A. hydrophila enfeksiyonuna ugramis genetik olarak
farkli 20 Cyprinidae turtinde dogal ve 0zel antikorlarin seviyesini ve 6zel olmayan
immun yanit parametre degerlerini tespit etmislerdir. Bu familyadan 10 hassas ve 10
direncli tlrt secmislerdir. Kan 6rneklerini ise enjeksiyonu takiben 12. saat, 7. giin ve
21. gunlerde amslardir. Kan plazmasimin lizozim aktivite, fagositik hiicrelerin
solunum patlamasi ve fagositoz aktivite degerlerini arastirmislardir. A. hydrophila’ya
karsi 0zel ve dogal antikorlarin seviyesinin 21. ginde artrms oldugunu tespit
etmislerdir. Enfekte olmus hassas ve direncli familyalari kontrol olarak
kullanmuslardir. Enfekte direncli tirler ve hassas tirler arasinda lizozim ve fagositik
aktivite degerlerinin anlamli oldugunu gormuslerdir. Arastirmacilar A. hydrophila
enfeksiyonu sonrasi direncgli tirlerin  6zel antikorlarimin, plazma lizozim
aktivitelerinin ve I0kosit fagositik aktivitelerinin daha yiksek degerde oldugunu
bulmuslardir.

Sahan ve Duman (2010), arastirmaarinda B-glukan uygulamasinin Nil
Tilapia (O. niloticus)' larimin 6zel olmayan immun yamta ve hematolojik
parametreler Uzerine etkisini arastirmiglardir. Baliklar iki hafta boyunca %0,5 ve
%0,1 oranlarinda B-glukan iceren ve p-glukan icermeyen (kontrol) yemlerle
beslenmislerdir. ki farkli dozla iki haftalik besleme sonrasinda, eritrosit (RBC),
|6kosit (WBC), hematokrit (Hct), hemoglobin (Hb) miktar:, 16kosit hicre tipleri
(lenfosit, monosit, notrofil, eosinofil ylzdeleri) fagositik aktivite miktari, eritrosit
hicre indekderi (MCV, MCH) ve kan hicre buyukltklerini tespit etmislerdir.
Denemenin sonunda, %0,1 oramnda B-glukan ile beslenen baliklarda WBC ve
fagositik aktivite miktarinin, lenfosit ve monosit yuzdelerinin %0,5 B-glukan ve
kontrol gruplarindan daha yuksek oldugunu bulmuslardir (p<0,05). Gruplar arasinda
Hb, Hct, MCV, MCH, noétrofil, eosinofil ylzdeleri ve hiicre biydklUklerinde
herhangi bir farklilik olmadigin bildirmislerdir (p>0,05). Ayrica deneme gruplarinda
RBC miktarin daha ytksek bulmuslardir.

12
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirma baliklari, Cukurova Universites Su Urinleri Fakiltes Tath Su
Baliklar Arastirma Istasyonundan temin edilip, calisma Ekim 2010 ile Haziran 2011
tarihleri arasinda Fakilte Y etistiricilik Biriminde yurttalmastar (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. C.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Y etistiricilik Birimi, Deneme Gruplar: (orjinal)

3.1. Materyal

3.1.1. Balik Materyali

Tarkiye sularinda dogal olarak bulunmayan Tilapia (Tilapia zlli ve
Oreochromis niloticus), ilk kez 1975 yilinda D.S.i Adana 6. Bolge MudiirlGigi
tarafindan Suriye den getirilmistir. Bu tirler Uzerine Cukurova Universites Ziraat
Fakiltes tarafindan adaptasyon calismalart yapilmis ve biyuk Olglde basari
saglanmistir (Dikel, 2009).

Denemede ortalama agirliklar: 25,58+0,025 g, ve boylar1 12,4+0,09 cm olan
180 adet saglikli Nil Tilapia (Oreochromis niloticus)’ st (Sekil 3.2) kullanmimistir.
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Sekil 3.2. Arastirmada Kullanilan Nil Tilapia (O. niloticus)’ st (orjina)

3.1.2. Yem Materyali

Arastirmada kullamlan balik yemi Pinar Yem A.S fabrikasindan satin
alinmsgtir.

Arastirma materyali  zencefil  (Zingiber  officinale)  Zingiberaceae
familyasindan olup, tropikal iklim karakterindeki cografik aanlarda yasayan ve
yetisen yumru kokli sarimtirak bir bitkidir. Rizomlar halinde yetisir ve rizomlar
topragin altinda yer air (Ali ve ark.,2008). Sekil 3.3. (A)’da zencefil rizomlari, Sekil
3.3. (B)'de toz haldeki zencefil (Z. officinale) ticari olarak piyasadan temin
edilmistir. Zencefil (Z. officinale)’in GC-MS analizi sonucunda elde edilen kimyasal
bilesenleri Cizelge 3.1’ de gosterilmistir.

(B) Zencefil (Z. officinale) Toz Hali (orjinal)
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Cizelge 3.1. Zencefil (Zingiber officinale)’ in Kimyasal Bilesenleri
% Kimyasal Bilesenler

1,47 EICOSANE, 3-METHYL

12,16 HOMOVANILLYL ALCOHOL
20,87 GINGEROL

6,54 LEDOL

4,03 ALPHA.-EUDESMOL

1,52 P-HYDROXYNOREPHEDRINE
1,48 2-AMINO-3-METHYLBUTANE
1,77 CIS-8-SHOGAOL

2,87 DOTRIACONTANE

7,66 CIS-6-SHOGAOL

4,47 DODECYL ETHER

6,31 HEPTACOSANE

10,09 HEXADECANE

18,76 NONACOSANE

3.1.3. Enfeksiyon M ateryali

Vibrionaceae familyasina ait A. hydrophila, 0,8-1x1,0-3,5um boyutlarinda,
basil, gram negatif, hareketli, fakiltatif anaerobik, kahverengims sar1 beyaz renkte,
yan seffaf, diizglin yizeyli, yuvarlak koloni morfolojisine sahiptir (Sekil 3.4.). Sucul
ortamda ve canlilarda siklikla gorilen bir bakteri olup, balik yetistiriciligi yapilan
ortamlarda yuksek oranda 6lUme yol acar. Hastaligin ortaya ¢ikis ve yayilisinda stres
Onemli bir faktordar (Harikrishman ve ark., 2010).

A. hydrophila enfeksiyonunun inkiibasyon slresi, balik turt ve bagisiklig ile
birlikte cevre kosullarina ve mevsimlere bagli olarak degismektedir. inkiibasyon
suresinin doga enfeksiyonlarda 2-4 giin, deneysel enfeksiyonlarda 8-48 saat arasinda
degisiklik gosterdigi bildirilmistir (Khallil ve Mansour, 1997; Bulduklu ve ark.,
2007; Ardave ark., 2002; Savas ve ark., 2006).

Deneysal enfeksiyon olusturmak icin kullamilan bakteri tarl A. hydrophila
susu (ulastm numarasi :1135, referans numarast: 30:225) Eastern Fish Disease Lab.
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West Virginia, Leetw, USA referans laboratuvarindan temin edilmistir. Sekil 3.3'de
A. hydrophila'ya ait bakteri kolonileri verilmistir.

Sekil 3.4. A. hydrophila’ya Ait Bakteri Kolonileri (orjinal)

Arastirmada ayrica baliklara ait fotograflarin ¢ekiminde Canon 350D marka
dijital fotograf makines kullamlmstir. Bakterilerin ve kan yaymalarinin
incelenmesinde ve sayiminda Olympus CH20 marka ve kan yaymalarinin
fotograflanmasinda da Olympus BX51 marka arastirma mikroskobu kullanmlmustir.

3.2. Metot

3.2.1. Denemenin Kurgusu

Arastirmada her biri 250 It olan 12 adet fiberglas deneme tanklar
kullanilmistir. Deneme Oncesinde dezenfekte edilen tanklarin her birine 150 It su
doldurulmus ve tanklarin Uzeri, baliklarin atlamalarim 6nlemek igin balik agi ile
Ortilmuostar. Tanklar hava kompresorti kullanilarak havalandirilmig, oksijen ve su
sicaklig1 Y SI marka oksijen metreyle ol cllmustr.

Su sicakligi termostatl 1siticilarla ayarlanmis ve oksijen miktar1 6,0£0,3
mg/lt, sicaklik ise 25,8+0,2 °C olarak tim arastirma boyunca sabit tutulmustur.
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Arastirmada C.U. Su Uriinleri Fakiltes Yetistiricilik Birimindeki, baliklar,
makroskobik ve parazitik yonden muayeneden gecirilerek, stok tanklarinda
adaptasyon amacli 1 hafta slreyle bekletilmis ve bazal yemle bedenmislerdir.
Adaptasyon sonrasi deneme tanklarina alinan baliklar, 2. glinden itibaren zencefil
katkil1 yemle beslenmeye baglamstir.

Calismada 4 deneme grubu, Ug tekrarli olarak kurgulanmistir. Kontrol grubu
disinda kalan tim gruplar 90 gun sireyle, farkli oranlarda zencefil ile bedenirken,
kontrol grubu bu siire icinde bazal yemle beslenmistir. Cizelge 3.2."de denemede
kullamlan tank ve balik sayisi, deneme siress ve Aeromonas hydrophila
gosterilmistir.

Grup 1: %0,0 zencefil iceren yemle beslenenler (Kontrol)
Grup 2: %0,1 zencefil iceren yemle beslenenler

Grup 3: %0,5 zencefil iceren yemle beslenenler

Grup 4: %1 zencefil iceren yemle beslenenler

Denemelerde zencefil, 100g yeme O; 0,1 ml; 0,5 ml ve 1 ml olacak sekilde
spreyleme yontemiyle eklenmistir. Kontrol ve deneme gruplari, giinde 2 kez, vicut
agirliklarimin - %2's oramnda yemlenmistir. 90 gunlik beslemenin ardindan
intraperitonal olarak A. hydrophila enjeksiyonu uygulanmistir. Hastalik belirtilerinin
tam olarak gozlendigi 5. gunde, kan ama islemi ve andizleri yapilmistir. Ayrica

nekropsi yontemiyle i¢ organ bakilarina da yer verilmistir.

3.2.2. Yem Katki Maddesinin Hazirlanmasi

Ticari olarak piyasadan temin edilen toz zencefil 90 °C’ de su banyosunda 2
saat cevirilip filtre edilmis ve filtrasyon sonrasinda ekstrakt liyofilize edilmistir
(Diigenci ve ark., 2003). Ug¢ numara pelet yeme, spreyleme yontemiyle zencefil (Z.
officinale) %0,0; %0,1; %0,5 ve %1 oranlarinda ilave edilmis ve yemler |aboratuvar
ortaminda 1 gin boyunca kurutulmustur. Yem gruplarinin kuru madde ve ham kil

analizleri yapilms olup, Cizelge 3.2." de gosterilmistir.
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Gizelge 3.2. Denemede Kullanilan Y emlerin Kuru Madde ve Ham Kul Degerleri (%)

Gruplar Kuru Madde Ham Kl
(%) (%)
%0,0 zencefil 91,87 8,13
%0,1 zencefil 91,91 8,09
%0,5 zencefil 91,62 8,38
%31 zencefil 91,05 8,95

3.2.3. Deneysel Enfeksiyonun Olusturulmas

-80 °C derin dondurucuda gliserinli Broth'ta muhafaza edilen A. hydrophila
stok kultlr, +4 °C’ye ainmis ve kultirden alinan bakteri izolatlarinin Triptic Soy
Agar (TSA) a ekilerek 26°C’de 24 saat inkiibasyonu gegeklestirilmistir. Elde edilen
koloniler Triptic Soy Broth (TSB)'a aktarilmistir. 24 saat inkibasyondan sonra
TSB'’yi uzaklastirabilmek icin; 1000 rpm devirde 5 dakika santrifj edilip, sivi kisim
dokuldikten sonra tzerine %o 9'luk serum fizyolojik eklenmis ve bu islem 3 kez
tekrarlanmustir. 8 adet tiipe 9 ml %09’ luk serum fizyolojik eklenerek 10°, 10°, 107,
10®lik dilusyonlar olusturulmustur. Her bir diltsyon tuptnden 0,1ml alinarak,
ylizeye yayma yontemi uygulanmustir. Bakteri sayist 1,89x10° cfu/ml olarak
belirlenmis, kontrol ve deneme gruplarindaki baliklarin her birine 100ul A.
hydrophila slspansiyonundan enjekte edilmistir. Enjeksiyondan 24 saat 6nce

yemleme kesilmistir.
3.2.4. Baliklardan Kan Orneklerinin Alinmasi

A. hydrophila enjeksiyonunun 5. giniinde, baliklar kan aimi 6ncesinde 10
mg/lt oramnda %4011k fenoksietanol (Sigma, USA) Un banyo tarzinda
uygulanmastiyla bayiltilmiglardir (Velisek ve ark., 2007). Bayiltilan baliklarin boy ve
agirhiklart alinmis ve vicutlarn kurulandiktan sonra kan, kuyruk sapi kesilerek
alinmigtir. Kan, yapilacak andizin teknigine uygun olarak EDTA’l1 tUplere,
mikrohematokrit pipetlere ve yayma amaciylalamlara a inmustir.
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3.2.5. Eritrosit (RBC) ve Lokosit (WBC) Miktarimin Belirlenmes

Eritrosit ve |6kosit hicrelerinin belirlenmesi icin, EDTA’l1 tUpe ainan
kandan, eritrosit pipetinin 0,5 cizgisine kadar ¢ekilmis, Gzerine sulandirma amaci ile
101 cizgisine kadar Natt-Herrick sollisyonu ilave edilmistir. Daha sonra pipet icinde
karisan kan ve solUsyon, hicre sayimi icin Thoma lamina ainarak, 1sik
mikroskobunun x40 buyitmesinde incelenmistir. Eritrosit hicrelerinin sayimi
sirasinda thoma laminda bir goris alanindaki karelerden sol ve sag Ust kose, sol ve
sag at késeler ile ortadan 16’1k kiigik bir kare olmak (izere 5 alan sayilip, 1mm®
kandaki eritrosit sayisi belirlenmis ve (x10%mm®) olarak ifade edilmistir. Buna gore
toplam 80 kiicUk karede sayilan hiicre miktari;

Bulunan hicre sayisi x_sulandirma orani(200)x 4000

Sayilan kicgik kare adedi

formalt ile belirlenmistir (Sahan ve Cengizler, 2002; Tanyer, 1985).

Lokosit miktarinin belirlenmesinde, [6kosit pipetinin 1 ¢izgisine kadar ¢ekilen
kan Uzerine 101 cizgisine kadar Natt-Herrick soltisyonu cekilip, karistirilmstir.
Thoma lamindaki 16 biyik kare tizerine disen (toplam 256 kiguk kare) 10kositlerin
tamamu sayilmis ve (x10° mm?®) olarak ifade edilmistir.

Elde edilen toplam eritrosit ve I0kosit miktarlar: ayr1 ayr1 yukarida verilen
formile yerlestiriimis ve 1mm® kandaki toplam eritrosit ve I6kosit miktarlari
saptanmigtir (Natt ve Herrick, 1952; Tanyer, 1985 ;Sahan ve Cengizler, 2002;
Tavares-Dias ve ark., 2002).

Arastirma icin kullanilan Natt-Herrick sollisyonu laboratuvar ortaminda
asagidaki sekilde hazirlanmustir.

Natt-Herrick solisyonu;

3,889 Sodyum klorur

2,50g Sodyum siilfat

2,91 g Disodyum fosfat 12H,0

2,259 Monopotasyum fosfat

7,50 cc (%37) Formalin
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0,10g Metil kirmizisi
1000 cc Distilesu
Solisyon hazirlandiktan 24 saat sonra stizilmus, kahverengi sise icinde 1s1k

amayan bir yerde muhafaza edilmistir.

3.2.6. Hemoglobin (Hb) Tayini

Arastirmada hemoglobin miktar1 tayini icin Syanmethemoglobin yontemi
uygulanmustir. 0,02 ml EDTA’l1 kan 6zel Hb pipeti araciligi ile deney tipiine alinmis
ve Uzerine 5 ml Drabkin soltsyonu eklenmistir. Drabkin ile deney tUpuU igerisindeki
kamn karisip syanmethemoglobine donusebilmesi icin  kansim 10 dakika
bekletilmistir. Daha sonra bekletilen kanin bir kismi alinarak 6zel spektro kiivetlerine
konmus ve spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda okumaya alinmistir. Okunan
deger standart skala ile karsilastirilmis ve skalaya karsilik gelen deger ‘g/dl’ olarak
ifade edilmistir (Drabkin, 1946; Tanyer, 1985; Sahan ve Cengizler, 2002; Sahan ve
Duman, 2010; Mohamad ve abasali 2010). Arastirma icin kullamlan Drabkin
sollisyonu laboratuar ortaminda asagidaki sekilde hazirlanmustir.

Drabkin sol lisyonu;

50 mg Potasyum cyanid

1,0g Sodyum bikarbonat

200 mg Potasyum ferricyanid

1000cc Distile su
karistmlarindan elde edilen Drabkin sollsyonu kahverengi bir sise icinde 1sik
amayan bir yerde muhafaza edilmistir.

3.2.7. Hematokrit (Hct) Tayini
Arastirmada Hct tayini icin Mikrohematokrit teknikten yararlanilmistir
(Tanyer, 1985). Hematokrit tayininde kanin pihtilasmasi istenmediginden heparinli

kilcal pipetlere (mikrohematokrit pipetler) % ‘Une kadar kan doldurarak, diger ucu
cam macunuyla kapatilmistir. Her balik ornegi icin 4 adet hematokrit pipet
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hazirlanmistir. Hazirlanan pipetler 11.000 rpm hizda 5 dakika gevrilmistir. Okunan
deger 6zel skalada okunmus ve kamin ylzdes (%) olarak ifade edilmistir. %
Hematokrit deger asagidaki formile gore hesaplanmistir (Sahan ve Cengizler, 2002,
Tanyer, 1985).

% Hematokrit = Kanin sekilli elemanlarinin hacmi x 100

Toplam kan hacmi

3.2.8. Lokosit Hucre Formulleri Tayini (%)

Baliklarin kuyruk bolgesinden direk lama ainan kandan her baliktan 4
preparat olacak sekilde yaymalar hazirlanmis ve preparatlar oda sicakliginda
kurumaya birakilmistir. Kuruyan preparatlar, énce May-Grinwald boyas: ile 5
dakika boyandiktan sonra distile su ile yikanmistir. Ardindan 20 dakika Giemsa
boyasi ile boyanmis sonra distile su ile yikanmistir. Boyanan preparatlar kuruduktan
sonra immersiyon yagi kullanilarak 1s1ik mikroskobunun (x100) buyUtmesinde
incelenmistir. 100 lI6kosit hiicresine denk gelecek sekilde sayilan lenfosit, monosit,
notrofil ve eosinofil hiicre sonuclari yizde (%) olarak verilmistir (Sahan ve
Cengizler, 2002; Tanyer, 1985; Kocabatmaz ve Ekingen, 1987).

3.3. itatistiksel Analizler

Arastirmada elde edilen veriler One-way ANOVA (tek yonll varyans analizi)
testi kullamilarak degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler, zencefilin hem birbiriyle
hem de kontrol grubu ile olan iliskisinin belirlenmesi seklinde olmustur. Ortalamalar
arasindaki  farkliliklar, 0,05 0©nem dizeyinde Duncan testi kullamlarak
degerlendirilmistir. Tim istatistiksel analizler SPSS 17 paket programi kullanilarak
yapilmustir (Erol, 2010).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1.Enfekte Bahklarin Klinik ve Nekropsi Bulgulari

90 gunltik yemleme sonunda ortalama agirliklart 76,562,979 ve ortalama
boylar1 15,71+£0,19cm olan baliklara, intraperitonal olarak A. hyrophila enjeksiyonu
yapilmustir.

Aeromonas hydrophila enjeksiyonundan, 48 saat sonra baliklarda durgunluk,
yem amada isteksizlik, suyun disina ¢ikma istegi, ylzgec tabamnda hiperemik
alanlar, 0zellikle kuyruk ile ytizgeg uglarinda erimeler ve bakteri enjeksiyonuna bagl
renk degisimlerinin baslacdigi gbzlenmistir. 4. giintin sonunda, 6zellikle kontrol grubu
(%0,0 zencefil) baliklarinda yem amada isteksizlik, tankin tabamnda toplanma ve
ylizmede bozukluklar, ytzgeg tabaninda hiperemik aanlar (Sekil 4.1) ile ylzgeclerde
erimeler (Sekil 4.2) belirlenmistir.

Enfeksiyonun 5. giniinde, yapilan nekropsi sonucuna gore 6zellikle kontrol
grubu baliklarda, solungag filamentlerinde erime, yapisma ve mukus birikimi (Sekil
4.3), karacigerde yaglanma, dokuda buyime ve renk degisimi, bagirsaklarda
yaglanma, sivi birikimi, safra kesesinde renk degisimi (Sekil 4.4) ve bébrek dokuda
hiperemik aanlar gozlenmistir.

Nekropsi yapilan ve hastalik semptomlarimi gosteren tim gruplardan;
karaciger, bobrek, intraperitona sivi ve solungaglardan TSA besiyerine reizole
bakteri ekimi yapilmistir. Bakterilerin inklbasyonu sonrasinda tim deneme
gruplaninda tek tir bakterinin Gredigi gozlenmistir. Uremis olan bakteri turiinin
yapilan bazi fizyolojik biyokimyasal testler sonucunda Aeromonas hydrophila
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Aeromonas hydrophila’ya ait Bazi Fizyolojik ve Biyokimyasal

Ozdllikler
Ozellikler A. hydrophila
Hareketlilik +

Gram Boyama | -

Katalaz +
Amilaz +
Glukoz +
Laktoz

Gelisme 26 °C | +

5. gunin sonunda yapilan andlizler sonrasinda, baliklarin beslenmesine
devam edilmistir. Bu siregte, ylizgeclerde ileri diizeyde erime ve deformasyonlar,
pullarda dokilme ve baliklarda anoreksiya izlenmistir. 14. glinde zencefil icermeyen
kontrol grubunda, ileriki guinlerde giderek artan 6lim vakalar1 kaydedilmistir.

Sekil 4.1. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticus'ta Y Uizgeg Tabanlarinda Hiperemik
Alanlar (orjinal)
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k
Sekil 4.2. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticus'ta Yuzge¢ Uclarinda Erimeler
(orjinal)

Sekil 4.3. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticus'ta Solungaclarin Genel GOrinimu
(orjinal)

Sekil 4.4. A. hydrophilaile Enfekte O. niloticus'ta i¢ Organlar (orjinal)
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4.1.2.Hematolojik Bulgular

4.1.2.1. Eritrosit Degerleri

Eritrosit miktar1 agisindan, kontrol grubu ile %0,5 zencefil grubu arasindaki
artisin 6nemli oldugu bulunmustur (p<0,05). Diger zencefil iceren deneme gruplar
arasindaki farkin ise dnemli olmachgi, birbirine yakin degerler gosterdigi tespit
edilmistir (p>0,05) (Cizelge 4.2). Sekil 4.5 de grafikte ifade edilmistir.

Cizelge 4.2. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticuslarda RBC, Hb ve Hct

Ortalamalar

Gruplar

Kontrol %0,1 Zencefil %0,5 Zencefil %1 Zencefil
X+SD X+SD X+SD X+SD
Parametreler
RBC

(x10%/mm?) 1,62+0,45° 1,98+0,33% 2,13+0,27° 2,00£0,24%
Hb (g/dL) 7,99+1,00% 8,29+1,15° 8,24+1,10° 8,00+1,02°
Hct (%) 32,16+3,31% 36,97+4,04° 40,41+3,72° 40,04+2,14°

a, b ve c: Ayni satirda benzer harfle gosterilen degerler arasindaki fark énemsiz (p>0,05),

Aym satirda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark dnemlidir (p<0,05).
X+3D: OrtalamatStandart Sapma
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- :I I I I

Fonteal 0,1 Zencafil 0,5 Zencefil Ml Fencefil

\.«
=N

[

[y
W

Ortalama Eritvosit (x10°/mm?*)

=

Deneme Gruplan

Sekil 4.5. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus'larda Ortalama Eritrosit
Degerleri (x10%mm?).

4.1.2.2. Hemoglobin Deger leri

Hemoglobin degerleri ile ilgili yapilan analizlerde gerek kontrol ile deneme
gruplar arasinda, gerekse deneme gruplart icinde onemli bir fark bulunmamistir
(p>0,05) (Cizelge 4.2) . Sekil 4.6'de ki grafikte de ifade edilmistir.

B35
= 83
B g3
5 &2
] -
= 215
TEoga
g 2.05
= 8
= 7,05
E 7.9
£ 785
S 18
kontrol %0,1 Zencefil 0,5 Zencefil Hl Zencefil
Deneme Gruplar

Sekil 4.6. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus larda Ortalama Hemoglobin
Degerleri (g/dl)
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4.1.2.3. Hematokrit Degerleri

Hematokrit ylzdeleri agcisindan, kontrol ile %0,1; %0,5 ve %1 zencefil iceren
gruplar arasinda 6nemli fark oldugu (p<0,05), ayrica %0,1 zencefilli grup ile %0,5 ve
%1 zencefil iceren gruplar arasinda ki artisin da 6nemli oldugu bulunmustur
(p<0,05).

Deneme ve kontrol grubu baliklarda belirlenen hematokrit ortalamalar:

Cizelge 4.2'de ve bu verilere ait siitun grafigi de Sekil 4.7’ de verilmistir.

Ortalama Hematokrif (%)

gontrol %40, 1 2 encefil 20,5 Zencefil %1 Zencefil

Deneme Gruplar

Sekil 4.7. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus larda Ortalama Hematokrit
Degerleri (%).

4.1.2.4. Lokosit Degerleri
Lokosit degerleri agisindan, kontrol grubu ile % 0,5 ve % 1 zencefil gruplar
arasinda 6nemli artislar kaydedilmistir (p<0,05). %0,5 ve %1 zencefil iceren grup

benzer degerler gosterip, %0,1 zencefil iceren gruptan daha yuksek bulunmustur
(p<0,05) (Cizelge 4.3). Sekil 4.8 de verilen grafikte ifade edilmistir.
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Cizelge 4.3. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticus’larda WBC Degerleri

Gruplar
Kontrol 90,1 Zencefil %0,5 Zencefil %1 Zencefil
X+SD X+SD X+SD X+SD
Parametre
WBC 16,22+2,51% 15,7245,79% 22,22+4,50° 22,27+6,47°
(x10*/mm?)

ave b: Ayni satirda benzer harfle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05)
Ay satirda farkl: harfle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0,05)
X+9D: OrtalamatStandart Sapma

20

15

10
o

Kontro 2,1 Zencenl 80L5 Fencefil %1 Fencefil

[¥]}

Ortalama Lakosit (x10°/mm?)

Deneme Gruplan

Sekil 4.8. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus larda Ortalama Lokosit
Degerleri (x10%/mm?)

4.1.2.5. Lokosit Hucre Formulleri
Deneme ve kontrol gruplari kan yaymalarimn |6kosit hicre formulleri

(Ienfosit, monosit, nétrofil ve dsinofil)’ne ait veriler Cizelge 4.4'de ve Sekil 4.9 ‘da
ki grafikte ifade edilmistir.
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Cizelge 4.4. A. hydrophila ile Enfekte O. niloticus' larda Lokosit Hicre Formulleri

(%)
Gruplar
Kontrol %0,1 Zencefil %0,5 Zencefil %1 Zencefil
_ X+SD X+SD X+SD X+SD

Lokosit Hicre

Formilleri (%)
Lenfosit 53,39+3,40" 53,05+4,70° 50,39+3,04" 41,62+2,06°
Monosit 44,76+4,21% 42,32+3,74% 46,173,112 57,40+7,02°
Nétrofil 1,85+2,242 4,10+2,90° 3,00+1,84% 1,71+1,63%
Osinofil 0,0+0,0% 0,54+1,18% 1,68+1,69° 0,94+1,37%

ave b: Ayni satirda benzer harfle gosterilen degerler arasindaki fark 6nemsiz (p>0,05),

Ayni satirda farkli harfle gosterilen degerler arasindaki fark énemlidir (p<0,05).
X+3D: OrtalamatStandart Sapma

Lenfosit yUzdeleri agisindan, kontrol grubu ile karsilastirildiginda %1 zencefil
iceren grupta azal ma kaydedilmistir (p<0,05). Diger yandan kontrol ile %0,1 ve %0,5
zencefil iceren grupta gorulen azalma 6énemsiz (p>0,05) olarak degerlendirilmistir.
%1 zencefil iceren grubun, 10kosit yuzdelerindeki azalmanin ise 6nemli oldugu
gorilmustur (p<0,05) (Cizelge 4.4) (Sekil 4.9).

Monosit ylzdeleri acisindan, kontrol grubu ile %1 zencefil iceren grup
arasindaki artis 6nemli (p<0,05), ancak kontrol ile %0,1 ve %0,5 zencefil iceren
gruplar arasinda ki fark 6nemsiz olarak kaydedilmistir (p>0,05). %1 zencefil iceren
grup ile diger zencefilli deneme gruplar: arasindaki farkin 6nemli oldugu(p<0,05) ve
%1 zencefil iceren grubun monosit ortalamasimin yiksek oldugu gorulmustir
(Cizelge 4.4) (Sekil 4.9).

Notrofil ortalamalart agisindan, kontrol grubu ile zencefilli deneme gruplar
arasindaki fark onemsiz bulunmus (p>0,05), ayrica deneme gruplar: ortalamalarinin
birbirine yakin oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4) (Sekil 4.9).
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Osinofil ortalamalar, kontrol ile %0,5 zencefil iceren grup arasindaki deger
artiglarimin 6nemli oldugu (p<0,05) ve deneme gruplar ortalamalarimn benzer
oldugu bulunmustur (p>0,05) (Cizelge 4.4) (Sekil 4.9).

T
0 Lk ot
Hiwre
= 50 Formniillen
=
= 40
= | m Lenfosit
=]
= 30 - ® Monosit
'E m natrofil
m Ssinofil
10
a
kantral 0,1 Zencefil 250,585 Zencefil 251 Zencefil
Deneme Gruplart

Sekil 4.9. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus lardan Elde Edilen Lokosit
Hucre Formlleri (%).

4.1.2.6. Kan Yaymalari
Deneme gruplarina ait yayma preparatlar Sekil 4.10 ve 4.11'de verilmistir.

%0,0; %0,1; %0,5 ve %1 zencefil iceren gruplarda A. hydrophila enjeksiyonu
sonrasinda, kan hicrelerinin yapilarinda herhangi bir bozulma saptanmamustir.
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Sekil 4.10. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus lardan Elde Edilen Eritrosit
(E), Lenfosit (L), Monosit (M) ve Notrofil (N) Hucreler(x100) (orijinal).
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Sekil 4.11. A. hydrophila ile Enfekte Edilmis O. niloticus' lardan Elde Edilen Eritrosit
(E), Lenfosit (L), Monosit (M) ve Noétrofil (N) Hucreler (x100) (orijinal)
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4.2.Tartisma

Kan, bir canlimn metabolizmasinda meydana gelen fiziksel ve kimyasal
degisiklikleri tam olarak yansitan bir dokudur (Doruct ve ark., 2005). Baliklarda kan
analizleri, metabolik bozukluklar ve septisemik hastaliklarin tespitinde genis bir
uygulama aam yaratmstir. Dolayisiyla kan, immonostimilantlarin  ve
enfeksiyonlarin yarattigir etkilerin ortaya konulmas: bakimindan da 6nemlidir
(Anderson, 1992). Nil Tilapia (O. nilotucus) sinda zencefilin meydana getirdigi
etkiler Uzerine herhangi bir ¢aligma bulunmayip, ¢alismamizda farkl: balik turleri ve
farkli immunostimilant calismalarina ise tartisma boliminde yer verilmistir.

Calismakonulari bulgular kisminda ele ainis sirasina gore, asagida tartisil misti.

4.2.1. Enfekte Baliklarda Nekropsi

A. hydrophila’min Nil Tilapia (O. niloticus)’ larinda ytizeysel deri lezyonlari,
yuzgeg diplerinde ve operkulum kapaginda hiperemi, yizme bozuklugu, renkte
koyulasma, eksoftalmus ve doku yikimlariyla beraber, karacigerde hemorajik
odaklar, renk koyulasmasi, yaglanma;, bobrekte hiperemik aanlar, mide ve
bagirsakta sarimsi jel0z bir sivi olusturdugu bildirilmistir (Yardimc: ve Aydin, 2011,
Harikrishnan ve Balasundaram, 2005; Cipriano, 2001).

Calismamizda, Aeromonas hydrophila ile enfekte edilen baliklarda gortlen
semptomlarin ¢esitli arastirmacilar (Harikrishnan ve Baasundaram, 2005; Cipriano,
2001) tarafindan bildirilmis semptomlarla uyumlu oldugu gordlmustir. Fakat
arastirmacilarin bildirdikleri ylzeysel deri lezyonlari, eksoftalmus gibi olumsuzluklar
calismamizda yer adan enfeksiyonun 5. glinine kadar gérilmemis, ancak hastaligin
kronik asamasinda beklenen semptomlar olarak degerlendirilmistir.

4.2.2. Eritrosit Degerleri

Kemikli baliklarda eritrositler, bas bobrek ve dalagin korteks (dis kismi)
bolimunde dretilir. Ture gore degisiklik gostermekle birlikte, ¢alisma baligr olan
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Tilapia'larda 1mm? kandaki ortalama eritrosit miktar: 2,16x10° olarak belirtilmistir
(Azizoglu ve Cengizler, 1996). Yapilan farkli ¢alismalarda eritrosit hiicrelerin yem
iceriklerine, enfeksiyonlara ve enfestasyonlara karsi hizli yamt verdigi bildirilmistir
(Ekingen 1988; Azizoglu ve Cengizler, 1996). Zencefilli grup (%0,5-%1) lardan elde
edilen yiksek eritrosit degerlerinin, Azizoglu ve Cengizler (1996)'in belirttigi,
saglikli Nil Tilapia larindaki eritrosit degerler ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir.
Ancak, zencefilsiz olarak temel adigimiz kontrol grubunda yer alan Tilapialarin
eritrosit degerleri ile zencefilli gruplar arasindaki artislarin 6nemli diizeyde oldugu
kaydedilmistir.

Abdel-tawwab ve ark. (2008), A. hydrophila ile enfekte olan Nil Tilapia (O.
niloticus)’st yemlerine 5; 7,5 ve 10 g/kg oranindaki spirulina ilavesinin eritrosit
degerlerinde anlamli farklar olusturdugunu bildirmislerdir. 5g/kg spirulina eklenmis
grubun eritrosit degerine (2,37x10%pl) etkisi, calismamizdaki %0,5'lik zencefilin
eritrosit degerlerine (2,13x10°mm°) etkiyle benzer gorilmis ve her iki
imminostimulantin da eritrosit Uretimini tetikledigi tespit edilmistir.

Nya ve Austin (2009), A. hydrophila’yla enfekte Gokkusagr Alabalig (O.
mykiss) yemlerine zencefil (Z. officinale) uygulamas: c¢alismasinda, %1 zencefil
iceren grubun eritrosit ortalamasi, %0,5 zencefil igeren gruptan yiksek bulunmustur.
Arastiricilarin elde ettigi eritrosit degerleri ¢calisma bulgularimizla benzerlik gosterse
de, Nil Tilapia'sinda en yiksek eritrosit seviyes (2,13x10%mm?®) %0,5 zencefil
iceren gruptatespit edilmistir.

Ancak, eritrosit degerlerde alabalikta %1'lik zencefil, Nil Tilapia sinda ise
%0,5'lik grupta izlenen artislar, farkli cevresel isteklere sahip iki farkl: tOrtn
metabolik aktivite farkliliklarina dayandirilmistir.

Abdel-tawwab ve ark. (2010), A. hydrophila ile enfekte olan Nil Tilapia (O.
niloticus)’ st yemlerine yesil cay eklenmis ve buna gore eritrosit miktarinin en yiksek
(2,20 x10%mm® 05; 1 ve 2 gkg vyesil cayli gruplardan elde edildigini
bildirmislerdir. Calismamizda %0,5 zencefilli grupta yesil cayin farkli oranlarda
ulasilan degerlerine yakin sonuglar bulunmustur. Zencefile nazaran yesil cayin
balikta eritrosit etkinligini dahafazlatetikledigini tespit etmislerdir.

35



4. BULGULAR VE TARTISMA Sevkan OZUTOK

Sahan ve Duman (2010), saglikli Nil Tilapia (O. niloticus) larina
uyguladiklart %1 ve %5 (1-3) B glukan iceriginin, eritrosit ortalamasim artirdigin
tespit etmislerdir. Calismamizdaki %60,5 (2,13 x10%mm?) ve %1 (2.00 x10° /mm?)'lik
zencefilli gruplarin eritrosit miktarlari, %5’ lik B glukan igeren grup (2,295x10%/mm°)
ile benzerlik gostermektedir. Arastirmamizda, enfeksiyonlu baliklarda zencefilin
dustk dozlarinda dahi eritrosit Uretiminde 6nemli artiglar gozlenmistir. Bunun f
glukan uygulanan saglikli baliklarin eritrosit miktarindan farkli  olmadig
belirlenmistir.

Thanikachalam ve ark. (2010) A. hydrophila ile enfekte edilen Africa Kedi
Baik (Clarias gariepinus)'larina %0,5; %1; %15 sanimsak katkisimn, kedi
baliklarinda eritrosit ortalamasim oldukga yukselttigini bildirmislerdir. Eritrosit
miktar1 agisindan calismamizla benzerlik gorilmusttr. %1 ve %1,5 sarimsakli
gruplarda artisin devam etmesine ragmen, calismamizda eritrosit degerleri agisindan
en idea dozun %0,5'lik zencefil oldugu saptanmustir.

Mohamad ve Abasali (2010), farkl: bitki eksraktlarin A.hydrophila ile enfekte
Sazan (C. carpio)'larun bagisikligina etkisini arastirmislardir. Bitki  karisimin
yemlere 0, 100, 250, 500, 750, 1000mg/kg olarak eklemisler ve 20.; 40.; 60. giine
kadar eritrosit ortalamasinin tim gruplarda arttigini tespit etmislerdir. 60. ginden
sonra yaptiklar1 A.hydrophila ile enfekte edilen baliklarda 70. giinde enfeksiyona
bagl: eritrosit oranlarimin disttgtni bildirmislerdir. Enjeksiyon sonrasinda 250; 500;
750 ve 1000mg/kg bitki karisimu iceren gruplarin  eritrosit ortalamalar
calismamizdaki %0,5 ve %1 zencefil iceren gruplarin eritrosit ortalamalar ile
benzerlik gostermistir. 750mg ve 1000mg bitki karisimn arasindaki  eritrosit
ortalamasindaki dustUs calismamzdaki %0,5 ve %1 zencefilli gruplar arasinda da
tespit edilmistir.

Bazi immunostimilantlarin dozlarindaki artisin eritrosit hiicreler Uzerine fazla
etki gostermedigi, doz artirmak yerine, ideal dozu belirleyip, uygulamamn daha
saglikli sonuclar verdigi distnulmektedir.
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4.2.3. Hemoglobin Degerleri

Kamin hemoglobin degeri, eritrosit hicrelerinde yer alan kamn oksijen
baglama kapasitesini gosteren bir parametredir. Hemoglobin solunumla elde edilen
¢cOzinmus O, ve CO,’i kendine baglayarak tasir (Goda, 2008).

Calismamizda kontrol ve deneme gruplar: arasinda hemoglobin ortalamalar
birbirine benzer degerler gostermistir (p>0,05).

Sahan ve Duman (2010), sagliklt Nil Tilapia (O. niloticus)’ larina uygulanan 3
glukan (%0,1 ve %0,5)'1n, calismamizdaki sonuclara benzer sekilde, hemoglobin
degerlerini etkilemedigini belirlemislerdir.

Nya ve Austin (2009), A. hydrophila ile enfekte edilen Gokkusag: Alabalik
(O. mykiss)'larimin  yemlerine zencefil eklemenin, kontrol ve deneme gruplari
arasinda hemoglobin degerlerini degistirmedigini bildirmislerdir.

Nya ve ark. (2010), A. hydrophila ile enfekte edilmis Gokkusagi Alabalik
(O. mykiss)'larina allicin uygulamasimin hemoglobin ortalamalarinda degisiklik
yaratmadigim tespit etmislerdir.

Yapilan onceki calismalarda da gozlendigi  gibi, baliklarda
immunostimilant uygulamalarimin  eritrositlerdeki hemoglobinin oksijen tasima
kapasitesinde herhangi bir degisiklik yaratmadig: yonindedir.

4.2.4. Hematokrit Degerleri

Balik saglig1 hakkinda ipuglar veren, aneminin belirlenmesinde de kullanilan
parametredir. Ancak, yapilan calismalarda immunostimulantlarin hematokrit tzerine
cok etkili olmadig: bildirilmistir (Anderson, 1992).

Sarithan ve Cengizler (2005), Streptococcus iniae enfeksiyonu sonrast Nil
Tilapia (O. niloticus)’ larindalevamisol (5; 7,5; 12,5ug/ml) uygulamasinin 7.; 14.; 21.
ve 28. gunlerde hematokrit degerleri Uzerinde etkili olmadiginm, levamisol’Un
baliklar Uzerindeki etkinliginin azalmasiyla 28. gundeki hematokrit ortalamasinin
giderek dustugunt bildirmislerdir. Calismada imminostimilant uygulama siresi ve
dozunun hematokrit degerini degistirdigi disUnulmektedir.
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Abd-El-Rahman (2009), calismasinda Nil Tilapia (O. niloticus)’ larinda A.
hydrophila’ya karst uyguladigi ham propolis ve etanolik-propolis-ekstraktinin
hematokrit ortalamasini 6nemli dizeyde artirdigim bildirmislerdir. Calismamizda
tum zencefil iceren gruplarda hematokrit ortalamalarinin, bu ¢alismadaki miktarlara
benzer artis gosterdigi bildirmistir.

Dorici ve ak. (2009), caismaarinda Gokkusagr Alabalik (O.
mykiss)'larinda %5 ¢Orek otunun diger gruplara(%l; %25 corek otu) gore
hematokrit ortalamasini olumlu etkiledigini bildirmislerdir. Calismamizda kontrol
grubuyla tim deneme gruplar: arasindaki farkin 6nemli oldugu, zencefilin baliklarda
da diger hayvanlarda oldugu gibi hematopoetik organlar: uyarict etkisinin bulundugu
gorilmektedir (Nakazawa ve Ohsawa, 2002).

Aly ve ark. (2008), Pseudomonas fluorescens ile enfekte edilmis Nil Tilapia
(O. niloticus)’larinda 0,25 ppt ekinezya ekstraktimn hematokrit ortalamasini kontrol
grubuna gore artirdigi ve bu artisin énemli oldugunu bildirmislerdir. 0,25 ppt’lik
ekinezya ekstraktimin hematokrit ortalamasim %31,48 bulmuslardir. Calismamizda
zencefil iceren tim gruplar da hematokrit ortalamast %36,97 ile %40,41 olarak
kontrol grubundan yiksek bulunmustur. hematokrit degeri agisindan Aly ve ark.
(2008)’ nin ekinezya eksrat1 igin yaptiklar: ¢alisma zencefil igeren calismamizda elde
ettigimiz sonuglar: destekler niteliktedir.

4.2.5. Lokosit Degerleri

Kemikli baiklarda lokosit hicreler, daagin medulla (i¢ kismi) boluminde
uretilir. Tare gore degisiklik gostermekle birlikte, calisma baligi olan Tilapia'larda
1mm® kandaki ortalama |okosit miktari 22,6-77,5x10° arasinda bildirilmistir
(Azizoglu ve Cengizler, 1996). Zencefilli grup (%0,5-%1) lardan elde edilen yiksek
|6kosit degerlerinin, Azizoglu ve Cengizler (1996)'in belirttigi, saglikli Nil
Tilapia larindaki |6kosit degerler ile benzerlik gostermistir. Ancak, calismamizda
kontrol grubunda yer aan Tilapialarin lokosit degerleri ile zencefilli gruplar
arasindaki artislarin 6nemli diizeyde bildirilmistir.
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Lokositler granuler ve agranuler hiicreler olmak Uzere ikiye ayrilirlar. Bu
hicreler gendl olarak fagositoz yapan, antijenik uyarilara karsi antikor olusturan,
immuUn sistemde islevsel goreve sahiptirler (Houston, 1997).

Gopal akannan ve Arul (2006), calismalarinda kitin, kitosan ve levamisol ile
besenen Sazan (C. carpio)larin A. hydrophila ile 45 gin sonra enfekte
edildiklerinde 60. giinde (34,2 x10*/mm?) ve 90. giinde (33,2 x10°mm?) kitin iceren
grubun |l6kosit ortalamalarimin en yuksek seviyeye ulastigim tespit etmislerdir.
Caisma sonucglarimiz bu arastirmayla paraellik gostermis olup, kontrole
(16,23x10%mm?) gore zencefilli deneme gruplarinda |6kosit miktarinin daha yiiksek
oldugu (22,27x10°mm?®) bildirilmistir.

Sahu ve ark. (2007), A. hydrophila ile enfekte olmus Labeo rohita’ lara, 5g/kg
ve 10g/kg sarimsak igerigi uygulamiglar, sonucta [6kosit hiicrelerindeki artisi dnemli
bulmuglardir. Bu sonuglarla, ¢alismamizdaki %0,5 ve %1 zencefil iceren gruplarinin
|6kosit miktarindaki artislar benzerlik gostermektedir.

Doruct ve ark. (2009), Gokkusagi Alabalik (O. mykiss)'larinda ¢orek otu
uygulamasinda, kontrol ve ¢orek otlu gruplarin l6kosit ortalamalar1 arasinda 6nem
bulunmadigini tespit etmislerdir. LoOkosit sayilari, patojenin baliga gegisiyle
yukselebilir, buna bagli olarak dogal olmayan bagisiklik sistemi mekanizmalar1 da
devreye girer. Lokositlerde artis olmamasi, balikta herhangi bir tehdit unsurunun
olmadigi anlamina gelir. Calismamizda |6kositlerde gorulen artis, zencefilin lenfoid
dokular Gizerinde yarattig: etkinin bir sonucu olarak degerlendirilmistir.

Mohamad ve Abasali (2010), farkli bitki ekstraktlarim Sazan (C.
carpio)’larda A. hydrophila enfeksiyonuna Kkarsi uyguladiklarinda, |6kosit
ortalamasinin  enfeksiyondan Once daha yiUksek, sonra ise azaldigim tespit
etmislerdir. Fakat enfeksiyondan sonra deneme gruplarinda ekstrakt oram arttikca
|6kosit oranimin arttigini goérmuslerdir. 250 ve 1000mg arasinda ki bitki ekstraktli
gruplarin 16kosit miktar1 calismamizdaki %0,5 ve %1 zencefilli gruplardaki
degerlerle (22,27x10°%mm?®) benzer gorulmistir. Lokosit hiicre miktarinin, bitki
ekstraktlarindaki doz artisi ile artis gosterdigi belirlenmistir.

Thanikachdam ve ark. (2010), Afrika Kedi Baik (Clarias

gariepinus)’ larinda A. hydrophila’ ya kars1 kullanilan sarimsagin |6kosit ortalamasin
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olumlu etkiledigi ve kontrole gore deneme gruplarina ait 16kosit miktarlarinin
oldukca yuksek oldugunu bulmuglardir. Kontrol ve %0,5; %1 ve %1,5 sarimsak
iceren gruplarin I6kosit ortalamalarimin 20- 41x10%mm® arasinda yer adig
bildirilmektedir. Oransal olarak calismamizdaki deneme gruplarinda gorilen artisla
benzerlik gosterse de, deneme gruplarimizda l6kosit ortalamalari bu degerlerde
gorilmemistir. Baliklarin tirsel farkliligi, 6rneklemelerin enfeksiyondan ne kadar
zaman sonra yapildigi calismacilarin  elde ettigi |0kosit degeri  agisindan

degerlendirebilecek olasi faktorlerdir.
4.2.6. Lokosit Hucre Formulleri

Baliklarda |6kositler agraniler ve grandler hicreler olarak ele anir.
Agraniler htcreler; lenfosit ve monosit, graniler hicreler ise nétrofil, dsinofil ve
bazofil hicrelerdir.

Lenfositler antijenik maddelere karsi antikor salgilanmasini, monositler
makrofa) olusumunu yaparken, grantler hiicreler antijenleri fagosite edici 6zellige
sahiptirler. Lokositlerin yiizde oranlarimin saptanmasi, hastaliklarin ayirt edilmesinde
kullamlan bir parametredir (Cagirgan, 1990)

Lokosit dretiminde artislarin yasanmasi, enfeksiyonun akut ve kronik
asamalarda farkli seyretmesinden kaynaklamir. Arastirmamizda deneme gruplar
icinde lenfosit ortalamalar1 arasinda fark izlenmemistir.

Monositler, bilindigi gibi dokulara gegerek dokularda olusan patojeni fagosite
ederler. Calismamizda %1'lik zencefil grubunda yer alan monositlerin gosterdigi
artis, i¢ organlarda enfeksiyona bagli dokusal hasarlarin giderilmesi, aym zamanda
lenfoid dokularin daha fazla uyarildigimn gostergesidir.

Abdel- tawwab ve ark. (2010) A. hydrophila enfeksiyonuna kars: Nil Tilapia
(O. niloticus)’ larina yesil cay eklenmis yemlerin grantlosit ortalamalar: arasindaki
farki O6nemsiz olarak tespit etmislerdir. yesil cayin grandlosit olusumunu
tetiklemedigi ve hatta grantilosit ortalamalarinin yesil cayin farkli oranlarinda dahi
kontrolden daha disik oldugunu bildirmislerdir. Abdel- tawwab ve ark. (2008),
Hrubec ve ark. (2000) Hibrit Tilapia (O. hybrid)'larda, Dobsikova ve ark. (2006)
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Sazanlar (C. carpio)y’da ve Goda (2008) Nil Tilapialarinda farkli bitkisel
imminostimilantlarla el de ettikleri grantlosit olusumunu distk bulmuslardir.

Caismamizda, notrofil ortalamalarimin (%1-4) tim deneme gruplarinda
birbirine benzer oldugu ve aralarindaki farkin da 6nemsiz oldugu gordlmustdr.
Caismada nétrofillerin hentiz fagositoz icin yiksek miktarda uyarilmamis oldugu ve
enfeksiyonun kronik bir asamada olmayis1 notrofillerin miktarinda 6nemsiz artislara
neden olmustur.

Osinofil ortalamalarinin, deneme gruplar: arasinda yalnizca %0,5 zencefil
iceren grupta (%1,68) 6nemli oldugu gozlenmistir. Osinofil miktar: agisindan etkin
dozun, %0,5'lik zencefil oldugu belirlenmistir.

Kocabatmaz ve Ekingen (1987) iki tlr sazanda yaptiklar: ¢alismada |6kosit
hiicre yUzdelerini tespit etmislerdir. Aynali Sazan (C. carpio)’'da, lenfosit %86,7;
monosit %0,6; ndtrofil %9,8 ve 6sinofil %0,8 olarak bulmuslardir. Pullu sazan (C.
carpio)’ da lenfosit %86,7; monosit %0,9; nétrofil %11,5 ve 6sinofil %0,7 olarak
bulmuslardir.

Aly ve ark. (2008) calismamiz sonuclarina paralel olarak, Nil Tilapia (O.
niloticus)’larinda 0,25 ppt ekinezya uygulamasimn, notrofil yizdelerinde bir
degisiklik yaratmazken, 6sinofil yizdelerinde nemli fark yarattiginm belirlemislerdir.

Kozinska ve Guz (2004), Sazan (C. carpio)'larda A. bestiarum asisi
uyguladiklar1 calismalarinda nétrofil sayisinda 7. ginde artis tespit etmislerdir.
Granulosit olusumlarinda 6zelikle, enfeksiyonun hangi gin ve ne seviyede
yogunlastigit  6nemlidir. Calismamizda enfeksiyonun 5. guntndeki  ndtrofil
sayilarindaki  artis istenilen seviyeye ulasmamasina ragmen; tur farkliligi,
yetistiricilik kosullarimn iyi olmasi ve immunostimulantin uygulama stiresine bagl

olabilecegi distnulmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caismada, yemlere zencefil (Z. officinale) ilavesinin A. hydrophila ile
enfekte olan Nil Tilgpia (O. niloticus)’larinda bazi kan parametrelerine etkisi ve
uygulama sonunda balik bireylerinde olusan savunma gticl ortaya konulmustur.

Elde edilen sonuclara gore, farkli oranlarda zencefil (Z. officinale)
uygulamasi Nil Tilapia (O. niloticus)’larinda eritrosit, hematokrit, |6kosit ve |6kosit
hicre formdllerini artirmistir. Calisma, %0,1; 0,5 ve 1 oranlarinda ki zencefil
uygulamasinin, giderek artan oranlarinda hastaliga kars1 koruyucu gicun arttigin,
hematopoetik ve lenfoid organlarin uyarildigin géstermistir. Ayrica enjeksiyondan 5
gun sonraya kadar baliklarda 6lim gdzlenmemis ve enfeksiyonun ilk donemleri
olmasina ragmen, savunmaya bagli olarak [6kosit, monosit ve dsinofil hicrelerde
artiglarin basladigi izlenmistir.

Enfeksiyonun ilk evreleri olmasinaragmen calismamn 5. giinde sonlandirilip,
baliklarin analize alinmasi ile zencefilli gruplar ile kontrol grubu arasinda
enfeksiyona bagli olarak hematolojik farkliliklar tespit edilmistir. Bu ¢calisma, stz
konusu farkhiliklarin, giclt  bir immunostimilant olan  zencefilin  baligin
savunmasindaki etkinligini ortaya koymasi agisindan énemli bulunmustur.

Immiinostimiilant uygulamalar1 konusunda daha 6nce yapilan galismalar bize,
balik yetistiriciliginde immunostimulant kullaniminin ¢ok yeni oldugunu ve yapilan
son calismalar dogrultusunda konunun gelecekte blylk ©nem tasiyacagim
gostermektedir. Immunostimilantlarin yem fabrikalarinda kullamimi ve yeme ne
oranda uygulanmas: gerektigi ise halen arastirma asamasindadir.

Tilapia yetistiriciliginde hastalik nedeniyle olusacak kayiplarin azatilmas: ve
bir daha olusmamasi, bilingsiz antibiyotik tiketiminin 6nine gecilmes ve
profilakside dogal drUnlere yer verilmesinde elde edilecek sonuglardan
yararlanlmas: hedeflenmistir. Arastirma bulgularinin yetistiricilik isletmelerine, yem
sanayine ve balik sagligi konusunda calisma yapacak diger arastirmacilara temel

olusturmasi ve katki saglamasi agisindan 1s1k tutacag: distintlmektedir.
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