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OZET

Arthrospira platensis’ in BAZI BALIK HASTALIK ETKENLERINE KARSI
ANTIMIKROBIYAL ETKIiSINiN BELIRLENMESI

Yesim SEN
Yiiksek Lisans Tezi, Su Uriinleri Anabilim Dal
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HAZIRAN 2018; 59 sayfa

Calismanin amaci, prokaryotik alemin Cyanobacteria grubunun bir iiyesi olan
ve Microcoleaceae ailesine ait Artrospira platensis’in (eski ismi Spirulina platensis)
uygun kiiltiir kosullarinda iiretilmesinin ardindan, metanol ve etanol gibi iki farkl
cozelti ile ekstraktlarinin hazirlanmasi ve bu ekstraktlarin disk difiizyon yontemi
kullanilarak 5 farkli balik hastalik etkenine karsi antimikrobiyal etkilerinin
belirlenmesidir.

Farkli bolgelerdeki balik ciftliklerinden izole edilmis balik hastalik etkeni
olan Flavobacterium psychrophila, Lactococcus garviae, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida ve Vagococcus salmoninarum bakterileri mikrobiyolojik
olarak {retilmistir. Antimikrobiyal etkisi arastirmak i¢in Arthrospira platensis
siyanobakterisi BG11 besiyeri ortaminda {iretilmis ve ekstraksiyon kosullari
optimize edildikten sonra etanol ve metanol ekstraktlar1 elde edilmistir. Ekstrakt
soliisyonlar1 disklere emdirildikten sonra ayri ayri1 bakterilere uygulanmis ve
antimikrobiyal etkileri tespit edilmistir.

Tez projesi ile Siyanobakteri tiirii olan Arthrospira platensis’in bes farkl
balik hastalik etmenlerine olan antimikrobiyal etkisi belirlenmistir. Arthrospira
platensis’in metanol ¢ozgeni kullanilarak elde edilen ekstrati en giigli etkiyi
Aeromonas hydrophila bakterisinde gostermistir. Bu ¢alismanin  sonuglari
uygulamaya yonelik alternatif besleme ve hastaliklara kars1 yeni ve ¢evreye duyarl
kemotorapatik kaynaklarin denenmesi gibi siirdiiriilebilir yetistiricilik c¢alismalari
i¢in 6nem arz etmektedir
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antimikrobiyal etki
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE ANTIMICROBIAL EFFECT OF Arthrospira
platensis’ AGAINTS SAME FISH DISEASE ACTIVITIES
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The aim of this thesis was to determine antimicrobial effect of the Artrospira
platensis (former name Spirulina platensis) belonging to the family of
Phormidiaceae which is a member of the cyanobacteria group of the prokaryotic
kingdom, after growing in appropriate culture condition and then to produce extract
with two different solvent such as methanol and ethanol, against bacterial fish
diseases agents.

Flavobacterium psychrophila, Lactococcus garviae, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida and Vagococcus salmoninarum, which are isolated from
fish farms in different regions, are microbiologically produced. To investigate the
antimicrobial effect, Artrospira platensis was produced in suitable medium and
ethanol and methanol extractions were obtained after optimization of extraction
conditions. Extract solution were applied to the bacteria sepataely after being
absorbed into the discs and antimicrobial effects were determined.

In this thesis, the antimicrobial effect of Arthrospira platensis, a
Cyanobacterium species, against five fish disease agents was determined. The results
of this study are important for sustainable aquaculture work, such as alternative
nutrition for application and testing of new and environmentally sensitive
chemotrapagic sources against diseases.
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ONSOZ

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Su Uriinleri Anabilim Dali’ nda yiiksek
lisans tezi olarak hazirlanmis ticari 6neme sahip Arthrosphira platensis’in
farmakolojik etkileri nedeniyle baliklarda hastaliga neden olan bakterilere karsi
antimikrobiyal etkisinin varligin1 saptamaktir.

Yiiksek Lisans siiresince bana arastirma olanagi veren, ¢alismam boyunca
yardimlarini esirgemeyen ve ¢alismalarim asamasinda oOnerileri ile beni yonlendirip
destek olan danisman hocam Saym Dog. Dr. I. Tiilay CAGATAY” a tesekkiirlerimi
sunarim. Caligmalarim sirasinda her konuda yanimda bulunarak destek ve yardimini
esirgemeyen arkadaslarim Su tirlinleri miihendisi Biisra ARLI, Su iirlinleri mithendisi
Yigit TASTAN ve Uzman Molekiiler Biyolog Hasan Emre YILMAZ’ a tesekkiir
ederim.

Her konuda bana destek veren ve hayatim boyunca aldigim her kararda

yanimda olan destegini esirgemeyen sevgili anneme, babama ve tiim aileme
tesekkiirlerimi sunuyorum.



iICINDEKILER

OZET oottt bbbttt [
ABSTRACT <.t b bbbttt I
ONSOZ ..ot iii
AKADEMIK BEYAN ....coouiiiiiiiinsissississ st Vi
SIMGELER VE KISALTMALAR .........cccoviitiiiteiieeissesesse s vii
SEKILLER DIZINI......coiiiiiiiiiiiiiiiescs et viii
CIZELGELER DIZINT ..ottt en s X
L GERIS oottt ettt 1
2. KAYNAK TARAMASI ... s 2
2.1. Tiirkiye’deki Alabalik YetiStiriCiligl . occvvervrerieiiieiie s 2
2.2. Gokkusagi Alabaligi’nin (Oncorhynchus mykiss) Biyolojisi...........ccccevvrvinnee. 4
2.2.1. Gokkusagi alabaligi’nin (Oncorhynchus mykiss) sistematigi...........cc.ccceee.. 5
2.2.2. Gokkusagr alabaligi’nin  (Oncorhynchus mykiss) morfolojisi ve
VetiStiriCilik OZEIIKICTT. .. .veviiiiieiiei s 5
2.2.3. Alabalik da karsilasilan hastaliklar.............cccooviiiieiiiiin e 6
2.2.4. Gokkusag alabaligi’nda goriilen baz1 6nemli bakteriyel hastaliklar............. 7
2.2.4. 1 FUPUNKUIOSIS ..ot 7
2.2.4.2. Bakteriyal hemorojik septisemi (Motil Aeromonas Septimsemi).......... 8
2.2.4.3. Bakteriyel soguk su hastaligi (Rainbow Trout Fry Syndrome) ............. 9
2.2.4.4. Streptokok enfeksSiyonlart ..........oceiveiiiiciieiinieseee e 10
2.3. Siyanobakterilerin Genel OZelliKIETi ............cccvvurvrviveiiiriieriieisscie s 11
2.3.1. Siyanobakterilerin morfolojik 6zelliKIeri..............ccoooviiiiiiii 13
2.3.2. Siyanobakterilerin yapisal ¢eSitliliZi........ccooiriiriiiiiiieiiieiie e 14
2.3.3. Siyanobakterilerin liretimine etki eden parametreler.............cc.oeevviveneenne 15
2.3.4. Arthrosphira platensis 'in sistematigi ve genel 6zellikleri.............cccoevennne 16
2.3.5. Arthrosphira platensis’in besin iCeTIZl . ... vrrvrrerrieiieerierie e sieeieas 16
2.3.6. Arthrospira platensis kullanim alanlart ..........c.ccocovviiiniiienciene 18
2.3.7. Arthrospira platensis’in antimiikrobiyal aktivitesi............ccccocveeiiiiinnnnen 19
3. MATERYAL VE METOT ... 20
L1 MIALEIYAL ...t 20
3.1.1. Siyanobakteri Srneklerinin temini .........ccovervvieeiiiieniiieeniie e 20



3.1.2. Mikroorganizmalarin temini .........c.ccvreereeiriieeieenisie e 20

3.1.3. Caligmada kullanilan kimyasallar............ccocceeiiiniiiniiiiic e 20
3.1.3.1. Tripton SOY agar (TSA) ...cceeieeee ettt e e 20
3.1.3.2. Tripton S0y Broth (TSB)......cccveiviieiieie e 20
3.1.3.3. BGLL DESIVEIT vttt 21
3.1.3.4. Siyanobakteri OZUCTIRTT........ccvviiiiiiiiiiieiieeee e 22
3.1.3.5. Yaralanilan alet ve ekipmanlar ..........c.ccoccceeiiiiiiiiii e 22

B2 MEBIOL ... 23

3.2.1. Arthrospira platensis’in Gretilmesi.......ccooveciieeiieriiieese e 23

3.2.2. Test edilecek mikroorganizmalarin iiretilmesi ve saklanmast..................... 25

3.2.3. Arthrospira platensis’in ekstratlarinin  hazirlanmasi  ve disklere

UYGUIANINAST .ttt et e b eene e nnn e 26
4. BULGULAR ...ttt bbb 29
5. TARTISMA ..ot bbbttt b e b e 38
6. SONUGCLAR ...ttt e 40
T KAYNAKLAR bbbt bbb sne s 41
OZGECMIS



AKADEMIK BEYAN

Yiiksek lisans Tezi olarak sundugum “Arthrospira platensis’ in bazi balik
hastalik etkenlerine karsi antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi” adli bu ¢alismanin,
akademik kurallar ve etik degerlere uygun olarak yazildigini belirtir, bu tez
caligmasinda bana ait olmayan tiim bilgilerin kaynagin1 gosterdigimi beyan ederim.

12/07/2018

Yesim SEN

Vi



SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

Km : Kilometre

Kg :Kilogram

mg : Miligram

°Cc : Derece santigrat

uL  : Mikrolitre

mm  : Milimetsre

um : Mikrometre

g : Gram

L . Litre

Kisaltmalar

DSI :Devlet Su Isleri

TUIK :Tiirkiye Istatistik Kurumu
DNA :Deoksiribo Niikleik Asit

16S rDNA : 16S Ribozomal Deoksiribo Nikleik Asit
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Max
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GIRIS Y. SEN

1. GIRIS

Ulkemizde su iiriinleri yetistiricilik sektorii oldukca gelismis olup, yetistiriciligi
yapilan en 6nemli tlirlerden birisi gokkusagi alabalig1 (Oncorhynchus mykiss)” dir. 2016
yil itibariyle i¢ sularda yaklasik 101.297 ton alabalik iiretimiyle (TUIK, 2017) iilkemiz
Avrupa’ da ilk siralarda yer alir. Elverigli bir liretim icin etkili hastalik 6nlemi, kontrolii
ve tedavisi sarttir. Baliklarin uygun kosullarda yetistirilmesi ve hastaliklardan
korunmalar1 balik¢iligin gelisip, iilke ekonomisine katkida bulunmasinda 6nemli bir
faktordiir. Gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde mortalitesi yiiksek olan bakteriyel
hastalik etkenlerinin kematorapotik (antibiyotik ve as1) ajanlara alternatif ve cevreye
dost Onlemlerin alinmasi ekonomik agidan Onemli oldugu gibi sektoriin ve su
kaynaklarmin siirdiiriilebilirligi agisindan da 6nem arz etmektedir.

Alabalikta en ¢ok karsilagilan bakteriyal hastaliklar, Aeromonas salmonicida’nin
neden oldugu furunculosis, Aeromonas hydrophila’ nin neden oldugu hemorajik
septisemi, Flavobacterium psychrophila’ nin neden oldugu bakteriyal soguk su
hastaligi, Lactococcus garviae ve Vagococcus salmoninarum’un neden olduklari
Streptokok enfeksiyonlaridir (Austin ve Austin 2007). Bu hastaliklarin ortaya ¢ikmasi
ile kullanilan sentetik ilaglara diren¢ olusmasi, yan etkilerin goriilmesi ve balik
viicudunda 6nemli oranda toksik madde birikimi nedeniyle tedavi ve Onlem igin
alternatif yontemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Besin zincirin de ilk sirada bulunan algler canlilar i¢in ¢ok 6nemli bir besin
maddesidir. Ticari degeri yiiksek olan algler, farkli kimyasal ve biyolojik bilesikleri
iiretme yetenegine sahiptir. %70’ nin asil yayilim alani sular olmakla birlikte ekolojik
olarak yeryiiziiniin her yerinde bulunabilirler. Govde ya da benzer islevlere sahip
yapilar1 ile karada, toprak, aga¢ ve kayalara tutunarak, deniz, gol ve nehirlerde
yasayabilirler. Hayvan ve bitkilerle simbiyotik yasam kurabilirler. Fotosentez yapmak
i¢in 15132 ihtiya¢ duymalarindan dolay 1s1k olan buzla kaph alanlarda, 70°C veya daha
yiiksek sicakliktaki kaynak sularinda, ¢ok tuzlu su ortamlarinda, diisiik 151k yogunlugu
ve yiiksek basing altindaki gol ve deniz ortamlarinda yasayabilirler (Aktar ve Cebe
2010).

Glinlimiizde klasik kemoterapotik bilesiklere karst ortaya c¢ikan direngli
bakterilerin artisi bu bilesiklerin kullanimini yararsiz hale getirmektedir (Duke vd.
2002). Bu durumda siyanobakteriler, cok cesitli ilagc hammaddesi olan biyoaktif
bilesenleri {iiretmeleri nedeniyle etkin, alternatif ve c¢evre dostu ilaglar ve besin
hammaddesi i¢in model olmalar1 agilarindan da son derece 6nemlidirler.

Vitaminler, pigmentler, proteinler, mineraller, lipid ve polisakkaritler alglerden
elde edilen baglica tirtinlerdir. Alglerin balik yetistiriciliginde kullanilmasinin yan1 sira
gida, ilag ve kozmetik sanayinde kullanilmasi onlarin kiiltiir ¢aligsmalarimi
hizlandirmstir.

Bu tez calismasinda, Artrospira platensis’in metanol ve etanol gibi ¢ozeltiler
kullanarak elde edilen ekstraktlarinin disk difiizyon yontemi kullanilarak 5 farkli balik
hastalik etkenine (A. hydrophila, A. salmonicida, F. psychrophila, L. garviae ve V.
salmoninarum) kars1 antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir.



KAYNAK TARAMA Y. SEN

2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Tiirkiye’deki Alabalik Yetistiriciligi

Tiirkiye’nin 3 tarafi denizlerle ¢evrilidir. Tiirkiye adalar dahil sahip oldugu farkli
ekolojik o6zellikte ki 8333 km’lik kiy1 seridine sahiptir. 177.714 km uzunlugundaki
akarsu ve 200,000 hektarin lizerindeki yiizey alanina sahip olan yaklasik 200 adet gol ve
856 adet baraj goliinden dolayr su irilinlerinde iiretim alaninda kullanilabilecek
kapasiteye sahiptir (DSI) (Cizelge 2.1.).

Tirkiye’nin 3 tarafim1  kaplayan denizlerinin cografik yapisindan dolay1
balik¢ilik uygulamalar1 endiistriyel ve kiyr balikgiligi olarak yapilmaktadir. Ulkemiz
konumu nedeni ile su iiriinleri yetistiriciligi agisindan ideal bir ortama sahiptir.

Cizelge 2.1. Su kaynaklarinin dagilimlar1 (DSI 2017)

Kaynaklar Say1 Yiizey(hektar)
Dogal goller 200 906.118

Baraj golleri 856 460.441

Goletler 1000 28.000

Denizler 4 24.607.200
Toplam 2060 26.001.759

Nehir uzunlugu 177.714 km

Tiirkiye’ deki balik tiiketimine bakildigr zaman kisi basina diisen tiikketimin 7,6
kg oldugu goriilmektedir. Diinyada ise bu say1 1 kisiye diisen balik tiiketimi 19,2 kg
dir. Diinya ortalamasina bakildiginda Tiirkiye diinya ortalamasinin yarisina bile karsilik
gelmemektedir. Avrupa iilkelerinde yillik 25 kilogrami bulan balik tiiketimi Uzakdogu
iilkelerinde artis gostermistir. Ispanya’da 40 kg, Fas’ta 28 kg, Yunanistan’da 23,1 kg
iken Japonya’da balik tiiketimi 80 kg’in tizerinde, Maldivler yilda 139 kg ile birinci
siradadir (Oguzhan ve Yangilar 2014).

Su {drlinleri insan yasaminda saglikli ve dengeli beslenmede onemli bir yere
sahiptir. Su driinleri yetistiriciligi balik, su bitkileri, yumusakgalar ve kabuklu
yetistiriciligini kapsamaktadir.

Tiirkiye’nin toplam su iirtinleri iiretimi 2008 yilinda 646,000 ton 2016 yilinda
588,000 ton olarak gerceklesmistir. Su iirlinleri tiretimi 2016 yilinda bir 6nceki yila gore
%12,4 azalarak 588 bin 715 ton olarak gergeklesmistir. 2016 yili iiretiminin 335.320
tonu avcilik yoluyla 253.395 tonu yetistiricilik yoluyla elde edilmistir. Uretimin
%44,8’in1 deniz baliklari, %6,4’linli diger deniz iiriinleri, %5,8’ini i¢ su iriinleri ve
%43 iinii yetistiricilik iiriinleri olusturdu. (Cizelge 2.2.) (TUIK 2017) .
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Cizelge 2.2. Tiirkiye su iiriinleri iiretimi (TUIK 2017)

Yillar | Avcilik (ton) Yetistiricilik (ton) Toplam | Kisi
i i i _ Basina
Deniz I¢su Toplam | Deniz Igsu Toplam | (TON) Diisen
Tiiketi
m (kg)

2008 453.113 | 41.011 | 494.124 | 85.629 | 66.557 | 152.186 | 646.310 | 7,8

2009 | 425.275 | 39.187 | 464.462 | 82.481 | 76.248 | 158.729 | 623.191 | 7,6

2010 | 445.680 | 40.259 | 485.939 | 88.573 | 78.568 | 167.141 | 653.080 | 6,9

2011 477.658 | 37.097 | 514.755 | 88.344 | 100.446 | 188.790 | 703.545 | 6,3

2012 396.322 | 36.120 | 432.442 | 100.853 | 111.557 | 212.410 | 644.852 | 7,1

2013 339.047 | 35.074 | 374.121 | 110.375 | 123.019 | 233.394 | 607.515 | 6,3

2014 266.078 | 36.134 | 302.212 | 126.894 | 108.239 | 235.133 | 537.345 | 5,5

2015 397.731 | 34.176 | 431.907 | 138.879 | 101.455 | 240.334 | 672.241 | 6,1

2016 301.464 | 33.856 | 335.320 | 151.794 | 101.601 | 253.395 | 588.715 | 5,4

Tiirkiye’de en ¢ok yetistiriciligi yapilan tiirler de ilk sirada i¢ su ve denizlerde
olmak iizere toplam 107.013 ton ile alabalik yer almaktadir. Sirayla 80.847 ton ile
levrek ve 58.254 ton ile ¢ipura takip etmektedir (Sekil 2.1.) (TUIK 2017).
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Sekil 2.1. Yetistiricilik iiretiminin tiirlere gore dagilimi1 (TUIK 2017)

Alabalik tretimi, dogadan yakalanan baliklardan yumurta alinmasi ve alinan
yumurtalarin yapay dolleme yontemi kullanilarak doéllenmesi ile 19.yy’da baslamistir.
Ulkemizde tatli su baliklar1 iginde énemli bir yere sahip olan alabalik pazarda diger
tiirlere gére daha cok tercih edilen tiirdiir. Alabalik yetistiriciligi son 20 yildir havuzda
ve denizde iiretim olmak {izere giderek artmaktadir. Ulkemizde alabalik iiretiminin
gecmisine bakildiginda 40 yildan daha azdir. Uretimine ilk olarak Zonguldak ilinin
Yedi Goller Dogal Parkinda baslanmistir. Gokkusagi alabalig: tilkemizde en ¢ok tercih
edilen tiirdiir.

Ik balik yetistiricilik denemeleri 1763 yilinda alabaliklardan suni dol almis
olmasindan dolay1 Avrupada Jacobi ye atfedilse de Livingston Stone 1872 yilinda
Amerika’da ilk defa gokkusag alabalig1 yetistiriciligini tanimlamistir (Yanik 2009)

Daha sonra ise 1881 yilinda Kaliforniyadaki The McCloud River Hatchery
gokkusagr alabaligi yumurtalarini iiretmeye baslamis ve {ilke c¢apinda satarak
yayllmasini saglamistir. Dolayisiyla alabalik yetistiriciligi 1900’ lu yillarin baginda
Amerika da bir is kolu olmustur ve bu ciftliklerin licte biri 1950 yilina kadar “fee
fishing” olarak yani bir yerin giinliikk aylik ya da uzun donemler i¢in kiralanarak
balik¢ilik yapilmas1 devam etmistir. {1k ticari alabalik ¢iftligi idahoda 1909 yilinda ikiz
selalelerin yakiminda agilmustir. Onceleri mezbaha yan iiriinleri ile kuru unlar
kullanarak kendi yemlerini yas veya yar1 yas yem olarak yapan giftlikler, 1950 1i
yillarin  baginda yemlerin kismen peletlenmesiyle olduk¢a hizli bir gelisme
kaydetmislerdir (Yanik 2009).

2.2. Gokkusag1 Alabalhigi’nin (Oncorhynchus mykiss) Biyolojisi

Ulkemizde su iiriinleri yetistiriciliginde alabalik &nemli bir paya sahiptir.
Salmonidae familyasina ve Pasifik salmon cinsine ait olan Gokkusagi alabaligi
Oncorhynchus mykiss olarak adlandirilir. Bu familyaya diger salmon tiirlerinden
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Atlantik salmon, alp alalari, buzul alasi, buzul tymalusu ve beyaz baliklar girmektedir
(Yanik 2009).

2.2.1. Gokkusagi alabahgi’nin (Oncorhynchus mykiss) sistematigi
Gokkusagi alabalig1’ nin sistematikteki yeri ¢izelge 2.3. deki gibidir.

Cizelge 2.3. Gokkusagi alabalig1’ nin sistematigi

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Simif: Actinopterygii
Takim: Salmoniformes
Familya: Salmonidae
Cins: Oncorhynchus
Tiir: O. mykiss

2.2.2. Gokkusagi alabahgi’nin (Oncorhynchus mykiss) morfolojisi ve yetistiricilik
ozellikleri

Gokkusagi Alabaligi, alabalik tiirleri icerisinde en fazla yetistiriciligi yapilan
onemli bir tiiriidiir. Ulkemizde Alabalik yetistiricili§i havuzlarda, deniz kafeslerinde ve
baraj gollerinde yapilir (Sen 2012).

Yetistiricilikte Gokkusag alabaliginin en fazla tercih edilen tiir olmasinin nedeni
bulundugu ortama adaptasyonunun ¢ok gii¢lii olmasindan kaynaklanmaktadir.
Gokkusagr Alabaligini diger alabalik tiirlerine gore onemli kilan, kulugka siirelerinin
kisa olmasi, hastaliklara kars1 yiliksek direncinin olmasi ve genis sicaklik derecelerine
dayanabilmesi gibi o6zelliklerdir. Bu ozellikler yetistiricilik i¢in onemli konulardir.
Kulugka doéneminin uzun olmasi isletmeleri maddi zarara ugratabilir. Su kalitesi
bakimindan oksijence bol ve sicaklik olarak 13-18 ©°C’deki sularda ¢ok iyi
biiyliyebilmesidir (Yanik 2009).

Gokkusagr Alabaligmin viicut sekli suda kolay sekilde hareket saglayabilecek
yapidadir. Kuyruk dahil sekiz yiizgece sahiptir ve yiizgecleri kemiklere baglh degil
kaslar arasinda gomiilii konumdadir. Ag1z aciklig1 goziin arka kismina kadar ulasir ve
keskin dislere sahiptir. Renkleri degiskenlik gosterir. Yan taraflar1 viicuduna gore daha
acik, karm kismi giimiis rengindedir. Gokkusagi ismini viicudunda bulunan yan hat
boyunca genis, kirmizi ve pembe gokkusagi rengindeki banttan almaktadir. Erkek
baliklarda bu bant iireme doneminde ¢ok daha g6z alici olur. Bas kismi da dahil olmak
tizere viicudun bir¢ok yerinde kiigiik siyah bir¢ok benek bulunur (Celikkaya vd. 1988;
Tekelioglu 2005).

Torpil veya flize sekilli olan viicutlar1 yanlardan hafifce yassilasmis ve ince
yapil sikloid pullarla ortilmistiir. Baliklar yasamlar1 boyunca ayni sayida pula sahip
olurlar. Baliklar biiylidiik¢e pullar1 da biiyiir ve bu pullardan baligin yas1 belirlenebilir.
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Agiz yapisi biiyiik ve terminal konumludur (Sekil 2.2.) (Alpbaz ve Hossucu 2002;
Geldiay vd. 2007).

Sekil 2.2. Gokkusagr Alabaligi (Oncorhynchus mykiss) (Anonim 1)

Gokkusagr alabaliklarinin  yasam alanlar1  goller, nehirler ve derelerdir.
Zooplanktonlar1 yem olarak Fry donemlerinde kullanirlar. Alabaliklar biiylidiikge sirasi
ile bocek, kabuklu ve diger baliklar1 yem olarak kullanmaktadir. Dogal ortamlarinda
yumurtlamalar1 genellikle ilkbaharda olmaktadir. Uretim ortaminda su sicakligina bagl
olarak yumurtlamalari degisiklik gosterebilir. Kiy1  bolgelerindeki  gokkusagi
alabaliklarinin yumurtlama zamanlar1 Araligin sonlarina dogru olmaktadir. Disiler, kum
ve cakilli yerlere yaptiklari yuvalarina 500-2500 iri yumurta (50-150 mgyumurta/L)
birakir ve erkekler bunlari hemen dollerler. Su sicakligi yumurtalarin gelismeleri ve
agilmalariyla dogrudan iliskilidir. Gokkusagi alabaligi yumurtast 4.5 °C 80 giinde, 10 °c
31 giinde ve 15 derecede ise sadece 19 giinde agilmaktadirlar (Leitritz ve Lewis 1980;
Yanik 2009).

Gokkusagi alabaliginin yumurtalar1 diger balik tiirlerine oranla ¢ap olarak daha
biiyliktiir. Yumurta c¢aplar1 4-7 mm arasinda degiskenlik gosterir. Omur sayist 51-62,
yanal ¢izgideki pul sayilar1 100-150 arasindadir (Tekelioglu 2005; Geldiay 2007; Sen
2012).

Hastalik su triinleri yetistiriciliginde ticaretin ve liretimin azalmasinda onemli
bir paya sahiptir. Su {rilinleri yetistiriciliginde baliklarin biiyiime evresinde cevre
sartlarinin  bozulmasindan kaynaklanan bakteriyal, paraziter, fungal ve wviral
hastaliklarda artis ortaya ¢ikabilmektedir (Sen 2012).

2.2.3. Alabaliklarda karsilasilan hastaliklar

Su {iriinleri yetistiriciliginde iiretimin basarili olabilmesi i¢in balik i¢in elverisli
ortamin saglanmas1 ve dogal ortamina en yakin sekilde yapilmasi gerekmektedir. Dogal
ortamlarinda patojenler ve parazitler problem olmazken yasam sartlarinin degismesi
hastalik etmenlerinin olusmasina neden olur. Isletmelerde baliklar dogal ortamlarindaki
sartlara oranla daha sik ve yliksek yogunluklarda stoklanmaktadir. Yiiksek yogunlukta
stoklama, diisiikk ¢oziinmiis O,, baliklara elle miidahale ve besin degeri diisiikk veya
bozulmus yemler baliklarda stresin olusmasina ve baliklarin dogal savunma
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mekanizmasinin bozulmasina neden olur. Buda baliklarin hastaliklara kars1 korunmasini
engeller (www.denizlitarim.gov.tr).

Bakteriyal enfeksiyonlarin lilke ekonomisine ve baliklarin sagligina olan etkileri
degiskenlik gosterdigi gibi bu oran yiiksek derecelerde de olabilir. Baliklarda ciddi
oranda mortaliteye sebep olan enfeksiyonlarin bir kismi kronik, az miktarda Gliime
neden olan, bazi bakteriyal enfeksiyonlar ise viicutlarinda pazarlanabilmelerine engel
olan goriintiilere neden olmaktadir (Aksoy 2009).

Yetistiricilikte basarili olmak ve hastaliklardan korunmak i¢in baliklarin
yasadig1 ortam, su kalitesi, davraniglar1 sik sik kontrol edilerek olumsuzluk yaratan
kosullar ortamdan uzaklastirilmali ortami iyilestirici tedbirler alinmalidir. Aksi takdirde
yetistirici acisindan maddi kayiplarin olugmasi kaginilmazdir.

2.2.4. Gokkusag alabah@r’nda goriilen baz1 6nemli bakteriyel hastahiklar

Gokkusagi alabaligi’nda goriilen bakteriyel hastaliklar furunkulozis, Bakteriyal
hemorojik septisemi (Motil Aeromonas Septimsemi), bakteriyel soguk su hastaligi ve
streptokok enfeksiyonu gelmektedir.

2.2.4.1. Furunkulosis

Hastaligin etkeni Aeromonas salmonicida’ dir. Oksijenli ortamda minimum 6 °C
maksimum 34.5 °C de iireyen hareketsiz, sporsuz, kapsiil siiz, gomak sekilli ve gram
negatif bir basildir. Optimum {ireme 1s1 20-22 °C ve en iyi ireme pH’ s1 6.4 ile 8.0 dur.
Tripton soy agar gibi kat1 besiyerlerin de kenarlar1 diizglin yuvarlak ve parlak koloniler
olustururlar (Durmaz 2009).

Aeromonas salmonicida tatli sularda yasayan salmonid ve non salmonid
baliklarda enfeksiyona neden olmaktadir. Salmonid baliklarin yetistiriciliginde ve dogal
ortaminda bu hastalik baslica kayip nedenlerindendir. Gokkusag: alabalig1 bu hastaliga
kars1 diger salmonid tiirleri arasindaki en dayanikli olamidir (Sen 2012). Etken hasta
baliklarin doku, organ ve kan damarlarinda yogun bir sekilde bulunur. Furunkuloziste
bulagsma, baliktan balifa ve yumurta yoluyla anagtan yavruya olmaktadir. Hastalik
etkeni balik patojenleri arasinda bilinen en eski patojenlerdendir (Durmaz 2009).

Oldukg¢a yaygin olan furunkulosis hastaliginin ortaya c¢ikmasindaki onemli
faktorler, sularin kirliligi, Su 1sisinin azalmasi veya yilikselmesi, oksijen azlig1, bakim ve
beslenmenin iyi olmamasi, sularin fiziksel ve kimyasal igerigindeki degisiklikler,
hayvanlarin stresli olmasi gibi olumsuzluklardir. Furunkulozis genellikle 10 °C’ nin
tizerindeki sicakliklarda goriiliir. Salgin oram1 %100’ e, 6liim orani ise %80’ e ulagir.
Hastaligin seyri ve siddetinde ¢evre kosullariin, balifin viicuduna mikroplarin giris
yolu, konak¢inin hassasiyeti, baligi enfekte eden bakteri miktarinin biiyiik etkisi vardir
(Durmaz 2009).

Hastaligin gelisme siiresi ¢ok kisadir. Baliklarda durgunluk, ekzoftalmus, burun
deliklerinden kan gelmesi, viicut yilizeyinde ve ylizgeglerde hemorajiler, subkutan doku

ve kaslar arasinda ¢ok sayida kiiciik lezyonlar meydana gelir (Bagcigil 2008; Durmaz
2009).


http://www.denizlitarim.gov.tr/
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Sekil 2.3. Aeromonas salmonicida'nin neden oldugu Furunkulosis hastaligi (Anonim 2)

2.2.4.2. Bakteriyal hemorojik septisemi (Motil Aeromonas Septimsemi)

Hastalik etkeni olan Aeromonas hydrophila, Vibrionaceae familyasina ait, gram
negatif, hareketli, fakiiltatif anaerobik, ¢omak seklinde ve 0,8- 1 x 1,0- 3,5 um
boyutlarinda bakterilerdir. Hastalik etkeninin varliklarinmi siirdiirebildikleri en ytliksek
sicaklik 45 °C, optimum iireme sicakligi ise 28- 37 °C dir. En iyi iireme pH 5,5 in
lizerindedir. Tripton soy agar besiyerinde 20-25 °C ¢ de 24-48 saat inkiibe edilirler.
Besiyerinde krem renginde, hafif kabarik 2-3 mm ¢apinda yuvarlak koloniler olusur.
Yetistiricilik yapan isletmelerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olur (Aksoy 2009).

Mikroorganizmalarin tiirli, viicuda giris yollar1 ve miktarlari, hastalia neden
olma yeteneginin disinda bagisiklik sistemlerinin, stresi olusturan etkenlerin, tiir, yas ve
cinsiyetlerinin hastaligin olusmasinda etkisi oldukga fazladir. Balikta stresi arttiran
nedenlerin basinda su sicakliginin yiiksek olmasi, oksijen miktarinin az olmasi,
amonyak miktarmin fazlaligi ve karbondioksit konsantrasyonu gelmektedir. Bunlarin
disinda baligin viicudunda bulunan agikliklar, i¢ ve dig parazitlerin de etkisi vardir.
Mikroorganizmalarin viicuda girig yollari, balikta bulunan biiyiik kiiclik lezyonlardir.
Mikroorganizmalar bu lezyonlardan girerek enfeksiyona neden olurlar (Arda vd. 2002;
Mefut vd. 2007; Aksoy 2009).

Hastaligin belirtisi, baliklarda halsizlik, baliklar havuzlarin ve tanklarin
kenarlarinda durma egilimi gosterirler (Timur ve Timur 2003). Stres altinda ki hasta
baliklarda Aeromonas hydrophila kuyruk ve yiizgecler de erime ve hemorajik septisemi
dahil olmak iizere ¢esitli bozukluklara neden olur (Aoki vd 1999; Aydin ve Ciltas 2004;
Bach vd. 1978; Doukas vd. 1998; Fank vd. 2004). Viicut yiizeyinde ¢esitli derinliklerde
lezyonlar goriiliir. Bazi olgularda da karinda siskinliklere rastlanabilir. Hastalik
bulgulari, yiizge¢ diplerinde, agiz, alt ¢ene ve aniis etrafinda kizariklik ve kanamalar
seklinde goriiliir. Hastaligin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere karsi etken hemen
direng gosterir (Timur ve Timur 2003).

Hareketli Aeromonas’ larin neden oldugu Bakteriyal septisemi hastaliginda en
¢ok izole edilen tiir Aeromonas hydrophila dir. Aeromonas hydrophila organik maddece
zengin sularda bolca bulunur. Aeromonas hydrophila’ nin balik bagirsak florasinda da
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saprofit bir tiir olarak bulunabilecegi bulgularda goriilebilmektedir (Timur ve Timur
2003).

Sekil 2.4. Aeromonas hydrophila nin neden oldugu Bakteriyel hemorajik septisemi
hastaligi (Anonim 3)

2.2.4.3. Bakteriyel soguk su hastaligi (Rainbow Trout Fry Syndrome)

Hastaligin etkeni Flavobacterium psychrophilum’ dur. Siiziilerek hareket etme
yetenegine sahip, uzun ince c¢omak sekilli, uglar1 yuvarlak, sporsuz, kapsiilsiiz,
kamgisiz, oksijenli ortamda gelisen ya da hem oksijenli ortamda hem de oksijensiz
ortamda gelisebilen, gram negatif bir bakteridir. Bakteri hiicresinin ¢ap1 0,3-0,75 um ve
uzunlugu 1,25-6,25 um’ dir (Nematollahi vd. 2003; LaFrentz ve Cain 2004).

Bakteriyel soguk su hastaligi 6zellikle 4-10 °C su sicakliginda goriilen basta
gokkusag alabaligl olmak tizere bir¢ok balik tiirlinde rastlanan ve isletmelerde yiiksek
mortaliteye neden olan, Flavobacterium psychrophilum’ un neden oldugu (Bruun vd.
2003; Cipriano ve Holt 2005), viicut {izerinde gittikge ¢cogalan renk yogunlugu, spiral
seklinde yiizme, istahsizlik, karinda siv1 birikimi, gozlerin disa dogru ¢ikmasi, solungag
ve i¢ organlarda kansizlik, deride yara olusumu, omurlarin yapisinda bozulma, i¢
organlarda biiytime gibi bulgularla kendini belli eden ve biiyiik ekonomik kayiplarin
yasanmasina sebep olan bakteriyel bir enfeksiyondur (Branson 1998; Ekman 2003;
Shotts ve Starliper 2003; Nematollahi vd. 2003; Cipriano ve Holt 2005).

Hastaligin belirtileri, istah kaybi, giic ve dengede zayiflama, yasamsal
hareketlerinde yavaslama, spiral sekilde havuz tabaninda ve su ylizeyinde yilizme,
bilateral ekzoftalmus goriiliir (Ostland vd. 1997; Branson 1998). Hastaliga yakalanan
gokkusagi alabalik yavrularinin dorsal yilizgeci ve kuyrukta beyaz lekelerin meydana
geldigi, bu lekelerin sonrasinda 6lii dokulara donistiigli, zamanla bolgede olusan 6li
dokulardan kas dokusuna kadar dagilan bozulmalarin olustugu bildirilmistir (Erer 2002;
Ekman 2003; Timur vd. 2004).

Hastaliktan etkilenen baliklarda i¢ organlarda enfeksiyon goriiliir (LaFrentz ve
Cain 2004). Hasta baligin bas kisminda bulunan kikirdak yapisinda erimeler meydana
gelir ve beyinleri normal yapisindan ¢ok daha kiigiik bir yapiya sahiptir (Ostland vd.
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1997). Hastaliga neden olan bakteri kalp kasina da yerleserek burada iltihaplanmaya ve
bunun sonucunda 6liimlere sebep olabilmektedir (Branson 1998; Nematollahi vd. 2003).

Sekil 2.5. Flavobacterium psychrophilum’un neden oldugu Bakteriyel soguk su
hastalig1 (Saglam vd. 2006)

2.2.4.4. Streptokok enfeksiyonlar:

Streptokok enfeksiyonuna neden olan etken bakteriler, Lactococcus garvieae ve
Vagococcus salmoninarum Lactobacillaceae familyasinda yer alan yuvarlak veya oval
yapili, uzun zincirle karakterize olan bakterilerdir. Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz
ve hareketsiz mikroorganizmalardir. Boyutlar1 0.6-0.9 um c¢apindadir. Ureme 1s1s1 22 —
37 °C de 48 saat seklindedir. Tripton soy agar besiyerinde donuk gri renkli goriiliir
(Ozer vd. 2008; Durmaz 2009)

Hastalik etkenleri baliklarda ekzoftalmus, hemorajik septisemi, deride kararma
(Sekil 2.4.a), yavas yiizme, durgunluk, istahsizlik, karinda sivi birikimine neden olur.
Hastalik daha ¢ok su sicakliginin arttigi zamanlarda ortaya c¢ikmaktadir. Kirli ve
camurlu sularda etkene daha sik rastlanir. Yaz aylarinda kirli sularda yagayan baliklarda
patojen yliksek seviyede bulunmaktadir. Baliklara bulagma su veya direk temas yoluyla
olur. Saglikli bir balik Streptokoklarla enfekte olduktan 5 giin sonra oliir.
Streptokoklarin donmus baliklarda 6 ay kadar siireyle canli kaldiklar tespit edilmistir.
Kiltiir balikgiliginda yem olarak kullanilan ve pastorize edilmeden baliklara verilen
1skarta baliklarin enfeksiyonun ortaya ¢ikmasina neden oldugu bildirilmektedir
(Durmaz 2009). %10-80 oranlarinda Oliimlere neden olan streptokok enfeksiyonlari
genellikle 15-20°C” ye ulasan su sicakliginda ve diger stres etkenlerinin ortaya ¢ikmasi
ile meydana gelir (Ozer vd. 2008).

10
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“

Sekil 2.6. Lactococcus garvieae ve Vagococcus salmoninarum’un neden oldugu
Streptokok efeksiyonu hastaligi a) Renkte kararma ve ¢ift tarafli ekzoftalmus, b)
Karacigerde hemoraji ve anemi (Ozer vd. 2008)

2.3. Siyanobakterilerin Genel Ozellikleri

Prokaryotik grubun {iyesi olan siyanobakteriler, fotosentetik pigmentlere sahip,
fotosentez ile oksijen tireten ilk tek hiicreli organizmalardir. Cevresel strese iyi adapte
olmus, filamentli ve koloni halinde bulunurlar. Gergek bir zara sahip g¢ekirdekleri
olmamasindan dolay1 bakteri olmalarina karsin fotosentez yapmalarindan dolay: alglere
benzetilmektedir. Ancak Okaryotik alg smifindan degil prokaryotik bakteri
simifindandir.

b)

Sekil 2.7. a) Anabaena b) Oscillatoria ¢) Nostoc d) Arthrosphira platensis (Anonim 4)

11
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Sekil 2.7.°nin devam

[k kez varliklar1 fosillerde saptanmis olan Siyanobakteri’ ler evrimsel olarak
incelendiginde oksijen iireten ilk fototrofik organizmalardir ve atmosferin oksijensiz
(anaerobik) halden oksijenli hale doniisiimiinden sorumlu canlilar oldugu ileri
stirilmektedir (Schopf 1978; Horodyski ve Knauth 1994).

Sekil 2.8. Filamentli Siyanobakteri’lere benzeyen 3,5 milyar yil yasindaki mikrofosiller,
Bat1 Avustralya (Schopf 1978)

Siyanobakterin sahip oldugu canlinin hayatta kalmasi igin gerekli bilesiklerden
olan enzim, protein, karbonhidrat, lipit, vitamin bakimindan olduk¢a 6nemlidir (Pinotti
ve Segato 1991). Siyanobakteriler ile 1970°1i yillarda yapilan ¢alismalardan sonra
bunlarin antimikrobiyal ve antiviral etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Patterson vd.
1994). En onemli diger bir 6zellikleri de oksijensiz azot fiksasyonu yapmalaridir.
Siyanobakteri, latince de mavi anlamina gelen ‘cyanos’ ve kiigiik asa (¢comak) anlamina
gelen ‘bacterium’ kelimelerinden tiiremistir. Bakteriler {irettikleri pigmentlerin
(fikobilinler) renklerinden dolayr mavi yesilden (fikosiyaninler, yesil klorofil-a)
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menekse-kirmiziya (fikoeritrin) degisiklik gosterir (Cohen-Bazire ve Bryant 1982;
Douglas, 1994).

Siyanobakteri’ lerin bir¢ok tiiriiniin genomik DNA ve 16s rDNA baz
kompozisyonu tayin edilmistir ve GENBANK de yaymlanmistir (www.ncbi.org).
Charles Woose (2007) tarafindan 16s rDNA genomik dizisine gore alg degil suda
yasayan bir bakteri oldugu ispatlanmistir. Tek hiicreli olanlarin GC oran1 %35 den %71
e kadar degisebilir.

Basit beslenme sekline sahip olan Siyanobakterilerin besin igeriginde
vitaminlerin varhigi gerekli degildir. Nitrat ve amonyak siyanobakteriler i¢in azot
kaynag1 olarak kullanilir. Karanlik ortamda bir¢ok siyanobakteri tiirli organik bilesikleri
kullanamaz ve bu yilizden zorunlu fototrof olarak bilinirler. Bunun yani sira 1s1kli
ortamda glukoz ve asetat gibi basit yapili organik bilesikleri kullanabilirler. Baz: tiirler,
genellikle kamgili tiirler iireyebilmek icin karanlik ortamda karbon ve enerji kaynagi
olarak organik bilesikleri kullanirlar (Y1lmaz ve Duru 2011).

Fotosentetik Okaryotik mikroorganizma olan makro ve mikro algler ve
fotosentetik prokaryotik mikroorganizma olan siyanobakteriler; insanlarin ve
hayvanlarin beslenmesinde kullanilan 6nemli biyoaktif molekiillerdir (Ballosteros vd.
1992; Solimon vd. 1994). Bu grup mikroorganizmalarin antibiyotik, antiviral,
antikanser, antifungal, antimikrobiyal ve anti-inflamatuar etkileri iizerine yapilmis
calismalar mevcuttur (Quinn vd. 1993; El-Sheekh vd. 2006; Scheuer 1990; Chen ve
Zhang 1997). Bu etkilerinin yani sira bazi tiirlerinin hipokolestrolemik, enzim
inhibitorii, radyasyon etkisi azaltici1 etkisi ve bitki hayvan doku gelisim diizenleyicisi
olarak kullanildigi da bilinmektedir (Patterson vd. 1994; Metting 1986; Fox 1993;
Becker 1981). Bunlarin disinda; siyanobakteri biyomasslar1 kullanilarak biyodizel ve
biyogaz firetebildigini gosteren g¢alismalar mevcuttur (Mata 2010; Spolaore 2006).
Ayrica, salmonid ve kirmizi tilapiya ile yapilan besleme calismasinda Spirulina spp.’
nin pigment kaynagi olarak yeme ilave edildigi ¢alismalar mevcuttur (Yesilayer vd.
2008).

Chlorella sp. (Katircioglu vd. 2006), Spirulina sp. (Ozdemir vd. 2004),
Oscillatoria sp. (Bagchi vd. 1990; Issa 1999), Phormidium sp. (Fish ve Codd 1994) ve
Microcystis sp. (Ishada vd. 1997) gibi tiirlerin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve
cesitli patojenleri inhibe edici etkilerinin oldugu bu calismalarda gosterilmistir. Ozdemir
ve ark. (2004) Spirulina platensis ile yaptig1 ¢calismada Streptococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Salmonella typhimurium ve Proteus vulgaris’a
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri oldugu tespit edilmis ve belirlenmistir. Demiriz (2008)
yaptig1 ¢alismada ise, Spirulina major in genel olarak diger siyanobakteri tiirlerine gore
daha fazla antimikrobiyal aktiviteye gosterdigi belirlenmistir.

2.3.1. Siyanobakterilerin morfolojik 6zellikleri

Ptokaryotik olan ve Cyanophyceae diye adlandirilan siyanobakteriler plastidlere,
gercek cekirdege ve zar ile gevrili organellere sahip degildir. Hiicreler tipik bakteri
blytikligl ¢ap1 0,5-1 um ile 60 pm ¢apa varan degisiklikler gosterir. Cekirdek zarlar
olmadig1 i¢in sitoplazma iginde pigment maddeleri ve DNA diizgiin sekilde
bulunmamaktadir. Peptidoglikan yapisinda hiicre duvarina sahiptir. Ancak prokaryotlara
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has 70S ribozom degil 80S ribozoma sahiptir. Bakteriler iirettikleri pigmentlerin
(fikobilinler) renklerinden dolayr mavi yesilden (fikosiyaninler, yesil klorofil-a)
menekse-kirmiziya (fikoeritrin) degisiklik gosterir.  Alglerin  mavi-yesil rengi fi-
kosiyanin ve Oteki renkleri olusturan molekiillerin  fi-koeritrin - molekiillerini
kapatmasindan dolayr olusmaktadir (Yilmaz ve Duru 2011; Kahraman ve Kiipliili
2012).

Kilf

Gaz vakuolii

Fikobilizom
Tilakoid

DNA

]

i
i
W

Karboksizom

i

Rib ozomlar

Siyanofisin

Hiicre duvari

500 nm

0.5 um

Sekil 2.9. Siyanobakteri hiicerisinin genel yapisi (Batu 2017)
2.3.2. Siyanobakterilerin yapisal cesitliligi

Siyanobakterilerin morfolojik olarak en 6dnemli 6zellikleri metabolik faaliyetler
icin farklilagsmis yapilara sahip olmasidir. Siyanobakteriler sitoplazmik yapida
Ozellesmis gaz vezikiillerine sahiptir. Bu gaz vezikiilleri siyanobakterilerin istenilen
derinlikte durmasini saglar. Azot fiksasyonu yapabilen heterosist olarak adlandirilan
0zel yapilara sahiptir. Hiicrelerin biiyime i¢in gereken optimum kosullar saglanana
kadar korunmasini saglayan, filament6z formlarinin bazilarinda hiicreyi karanlik,
kuruluk, donma ya kars1 koruyan ve hayatta kalmalarin1 saglayan akinet yapisina
sahiptir. Filamentin bazi hiicreleri 6lir. Filamentin bu bolgeden kopmasi ile olusan
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pargalara hormogonyum denir. Hormogonyumlar uygun sekilde geliserek yeni bireyi
meydana getirir.

ekzospor

4) Chama esiphon

hormogonyum

heterosist

3) Anabaena
1) Gloeocapsa
kinlma noktasi (ﬁ ( \
N\
5) Oscillatoria 6) Oscillatoria

Sekil 2.10. Cyanophyta tiirlerinde 6zellesmis hiicre tipleri (Anonim 5)
2.3.3. Siyanobakterilerin iiretimine etki eden parametreler

Siyanobakterin ¢ogalmasinda rolii bulunan 1s1k siddeti, pH, tiirbiilans, tuzluluk
ve sicaklik en Onemli biiylime ve iireme parametreleridir. Optimum degerler ve bu
degerlere duyarlilik tiirlere 6zgiidiir (Y1lmaz ve Duru 2011). Siyanobakteriler optimum
kosullar altinda bir veya iki giin i¢inde iki kat artis gosterebilirler. Yani tek bir mavi
yesil alg hiicresi 40 giin iginde 1.000.000 km?lik bir su alanin1 mililitresinde 1.000.000
hiicre olacak sekilde kaplama yetenegine sahiptir.

Cizelge 2.4. Mikroalg {iiretimine etki eden parametreler i¢in genellestirilmis degerler
(Y1lmaz ve Duru 2001).

Parametreler Arahk Optimum
Sicakhik 16-24°C 18-24°C
Tuzluluk 12-40 20-24

Isik yogunlugu 1-10 2,5-5
Fotoperiyot 16:8 (min.) 24:0 (max.)
Ph 7-9 8,2-8,7

Mikroalg iiretiminde bir diger 6nemli faktor de havalandirmadir. Havalandirma;
sicaklik, 151k gibi parametrelerin optimum degerlerde kalmasinda 6nemli rol oynar.
Kiiltiiriin icindeki mikroalglerin homojen bir sekilde dagilmasini saglar ve biitiin
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hiicrelerin 1s1iktan esit miktarda yararlanmasini saglar. Isik miktarinin artmasi iiremenin
hizlanmasina neden olur. Fakat 151k miktarinin fazla artis1 doygunluga neden olabilir ve
organizmada denge bozulmasi s6z konusu olabilir (Yilmaz ve Duru 2011).

2.3.4. Arthrosphira platensis’in sistematigi ve genel o6zellikleri

Cizelge 2.5. Arthrosphira platensis’in sistematigi (Y1lmaz ve Duru)

Alan Bacteria

Sube Cyanobacteria
Grup I1. Oscillatorian
Cins Arthrospira
Tiir Platensis

Planktonik bir siyanobakteri olan Arthrospira platensis, karbonat ve
bikarbonatca zengin tropik ve subtropikal sularda yogun olarak bulunan ve yiikksek pH’a
dayanikli olan bir tiirdiir (Y1lmaz ve Duru 2011).

Arthrospira platensis, Cyanophyceae sinifindan spiral seklinde ve ipliksi yapida
olan en ¢ok iiretimi yapilan, kozmetik alaninda, tipta, bir¢ok sanayi alaninda insan ve
hayvan besini gibi genis bir kullanima sahip olan prokaryotik canlilardir (Y1ilmaz ve
Duru 2011).

Arthrospira platensis kendi ekseni etrafinda kayarak hareket eden ve
heterosistleri bulunmayan, ¢ok hiicreli silindirik trikomlarin kendi uzunlugu boyunca
sarmal sekilde siralanmasi ile bilinen kamgili bir siyanobakteridir (Yilmaz ve Duru
2011).

2.3.5. Arthrosphira platensis’in besin icerigi

Arthrosphira platensis diinyanin gesitli bolgelerinde ki gollerde dogal olarak
bulunur. 35-40 sene igerisinde de laboratuvar ve havuz kosullarinda yogun iiretimi
yapilmaya baslanan zengin bitkisel bir besin kaynagidir. Arthrosphira platensis’ in ilk
olarak iiretimi laboratuvar kosullarinda baslayarak belirli yogunluga ve hacme gelene
kadar bakildiktan sonra, sera kosullarindaki beton havuzlara aktarilir. Uriiniin gelismesi
ve ¢ogalmasi i¢in ortama besin tuzlari ilave edilir (Yilmaz ve Duru 2011).

Arthrosphira platensis’ in diinyadaki tiretimi kuru agirlik bazinda 3000 tonu
geemistir. Bir kismmin akuakiiltiir de kullanilan yemler ve gida katki maddelerinde
mavi renk ekstraktinin kullanimi disinda pazarin biiyiik bir bolimiinii saglikli besin
tiriinleri olugturmaktadir (Yilmaz ve Duru 2011).

1995 kayitlarina gore diinyada alg lireten 276 ticari isletme vardir. Bunlardan
68’1 Arthrosphira tiretmektedir. Amerika’da Kalifornia bolgesindeki bir ¢iftlikte yilda
400 ton kuru Arthrosphira tiretilmektedir (Y1lmaz ve Duru 2011).

Arthrosphira ilk olarak Turpin tarafindan 1927 yilinda izole edilmistir. Onemi,
1962 yilinda Fransiz Petrol Arastirma Ensitlisii (IFP)’niin Arthrospira’ nin yiiksek
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degerli bir gida maddesi oldugunu agiklamasi ile artmustir. Tiirkiye’de Arthrosphira
{iretimi i¢in ilk deneme Ege Universitesinde 1997-1998 yillarinda gergeklesmistir. iklim
kosullar1 nedeni ile Arthrospira platensis iiretimi i¢in Tiirkiye elverisli kosullara
sahiptir.

Arthrosphira platensis’in protein yapisinda biitiin aminoasitler bulunur.
Mukopolisakkaritlerden olusan hiicre duvar1 %20 degerinde karbonhidrat bulundurur.
Bitkilerdeki gibi sert ve seliiloz igermez. Bilesimi pektin olan ve igerisi plazma dolu
olan hiicrenin i¢ kisminda musilaj tabakasi ve bunu takiben hiicre ¢eperi bulunur.
Arthrosphira platensis fotosentezi plazmanin yakin boliimiinde bulunan klorofil-a’nin
varligi ile gerceklestirir. Diger bakterilerde bulunan ¢ekirdek zarina ve alglerde bulunan
kromotoforlara veya kloroplasta sahip degildir. Bunun yan1 sira klorofil-b ye de sahip
degildir (Yilmaz ve Duru 2011).

Arthrospira platensis’in tiretimi agik havuzlarda enerjisini giines 1s1gindan elde
edip gereksinim duydugu besinleri iiretebilecek sekilde yapilmaktadir. igerdigi yiiksek
protein ve besleyici elementlerden dolay1r gida sanayisi, kozmetik ve hayvan yemi
tiretimi gibi bir¢ok sektor i¢in dnemlidir. A¢ik havuzlarda tiretimi ekonomik olmakla
birlikte acik havuzlarda iiretimi gergeklestirilen nadir tiirlerdendir (Yilmaz ve Duru
2011).

Arthrospira platensis bitkisel ve hayvansal kaynakli besin maddelerine gore ¢ok
daha fazla proteine sahiptir. Protein degeri %65 oranindadir. Arthrospira platensis de
bulunan proteinin sindirilebilirligi de fazladir. Yag orant %15-20 oranindadir.
Doymamis yag asitleri bakimindan zengindir. Vitamin, antioksidan, aminoasit, mineral
ve mikro besleyiciler bakimindan da zengin olan Arthrospira platensis igeriginde
yiiksek tiamin, ribofflavin, niasin ve beta karoten de bulundurur. Dogada bulunan B12
vitamininin kaynagidir. Ayrica sindirilebilirlik agsindan yiiksek olan kalsiyum ve
demire de sahiptir (Yilmaz ve Duru 2011).

Cizelge 2.6. Arthrospira platensis ’in igerdigi vitamin degerleri (Y1lmaz ve Duru 2011)

Vitamin Icerik (mg/kg)

B-Karoten (provitamin A) 170

Siyanokobalamin (B12) 1.6

d-Ca-pantotenat 11

Folik Asit 0.5

Inositol 350

Niasin (B3) 118

Piridoksin (B6) 3

Tiamin (B1) 55

Tokoferol (E) 190
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Cizelge 2.7. Hayvansal ve Bitkisel Kaynakli Gidalarda Protein ve Su Oranlar
(Algbiotek, 2009, Yilmaz ve Duru 2011)

Protein Kaynagi Su (%) Protein (%)

Spirulina 5 60 — 70

Tavuk eti 61.3 19

Sardalya 50 20.6

Alabalik 77.6 19.2

Koyun siitii 81.6 5.6

Inek siitii 88.5 3.2

Yogurt 86.1 4.8

Yumurta 74 12.8

Soya 8 36.7

2.3.6. Arthrospira platensis’in kullanim alanlari

Genis kullanim alanina sahip olan siyanobakterilerin iilkemizde birden fazla tiirii
bilinmektedir. Fakat siyanobakteriler ile ilgili ¢alismalarin yeterli sayida olmamasindan
dolay1 ekonomik alanda bu tiirlerden fayda saglanamamaktadir (Batu 2017).

Arthrospira platensis, besin degeri olarak mineral, vitamin ve proteince
zengindir. Bitkisel protein agisindan olduk¢a zengin olan A. platensis’in 1970’ den
sonra besin degerinin yiiksek olmasindan dolay1 gida takviyesi olarak kullanilmak iizere
yogun olarak iiretimine baglanilmistir. Kullanimi ¢ok eskilere dayanan A. platensis, ilk
olarak Aztekler tarafindan kullanilmistir. Protein bakimindan zengin olmasi onun yem
katki maddeleri arasindaki Onemini arttirmistir. A. platensis’ in 6nemi Cad Goli
kiyisinda yasayan Kanembu kabilesi i¢inde biiyiiktiir. Bu kabile i¢in A. platensis bir
yiyecek maddesidir. Ulkemiz bu tiirii 2000 li yillarda tanimis ve iiretimini ilk olarak Ege
ve Marmara {iniversitesi yapmis olup diinya da ise ilk iiretimi Fransa da 1963 de
yapilmigtir. Astronotlar i¢in gida tableti yapiminda kullanilmis ve NASA’nin da
destegiyle ilk bilimsel ¢aligma olmustur (Abdulgader vd. 2000; Osborne ve Kahn 2005;
Seyidoglu ve Galip 2013).

Arthrospira platensis’in protein degeri %60-70 civaridir. Bu deger diger besin
maddeleri arasinda en yiiksek degere sahip olan soya fasulyesinden bile fazladir.
Proteince zengin olmasinin yaninda mineral, kalsiyum, demir, selenyum, magnezyumun
da kaynagidir. Vitamin bakimindan zengin provitamin A, E vitamini, tiyamin, biyotin,
inositol ve kobalamin i¢cermektedir ( Kay 1991; Belay vd. 1996; Belay 1997; Seyidoglu
ve Galip 2013).

Arthrospira platensis’in kolestrol disiiriicii antidiyabetik etki, kanser tedavisi ve
kan sekeri diizenleyici olarak kullanilmasimin disinda igerigindeki yiiksek protein
miktaridan dolayi insanlar i¢in gida takviyesi olarak kullanimi1 mevcuttur (Ozdemir vd.
2001). Akuakiiltirde ve kanatli hayvan endiistrisinde de hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Baliklarin biiylime performanslar1 ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
Arthropira platensis balik yemlerine, yeme aliskanliklar1 ve proteini sindirebilmeleri
g0z Oniine alinarak farkli miktarlarda karistirilabilecegi bildirilmistir. %10, %20, %30
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ve %40 oranindaki Arthrospira platensis balik yemlerine ilave edilerek 90 giin boyunca
baliklarin biiylimeleri izlenmis ve 90 giin sonunda %10, %20 ve %30 eklenen baliklarda
bir degisiklik olmadig1 ancak %40 eklenen baliklarda biiylimenin digerlerine gore daha
iyi oldugu Dernekbasi ve ark (2010) tarafindan bildirilmistir. Baliklarda yapilan diger
bir ¢aligmada ise %0, %5, %10 ve %20 oraninda Arthropira platensis 120 giinliik
stirecte baliklarin izonitrojenik ve izokalorik diyetlerine eklenerek 120 giin sonunda
Ungsethapland ve ark (2010) tarafindan degerlendirilmistir. Uygulama siirecinde canli
agirliginin %2’si kadar uygulanan yemler 2 giinde 1 kez verilmistir. Siirecin sonunda
baliklarin canli agirliginda ve biiylime oraninda degisiklik olmadigr bildirilmistir. Son
olarak kedi baliklarinda yapilan ¢alismada ise yeme %3 ve %5 oraninda Arthropira
platensis eklenmis giinliik canli agirliginin degistigi ve bu oranin %5°lik oranda daha
fazla oldugu bildirilmistir (Promya ve Chitmanat 2011; Seyidoglu ve Galip 2013).

2.3.7. Arthrospira platensis’in antimikrobiyal aktivitesi

Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Bacillus subtilis, Streptococcus
faecalis, Salmonella typhimurium, S. epidermis, Pseudomanas aeruginosa,
Staphylococcus aeureus, E. cloacae, Escherichia coli’ ye kars1 Arthrospira platensis’ in
antimikrobiyal aktivitelerini incelemis olan Ozdemir ve ark. (2004) c¢alismasinda
metanol, kloroform, etanol, aseton ve hekzan’it ekstraksiyon da ¢oziicii olarak
kullanmistir. Kullanilan ¢6ziiciiler arasinda metanol’iin  Streptococcus faecalis ve
Staphylococcus epidermis’e karsi diger ¢oziiciilerden daha fazla antimikrobiyal etki
yaptigini bildirmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Siyanobakteri érneklerinin temini

Arthrospira platensis suslar1 Akdeniz Su Uriinleri Arastirma Uretim ve Egitim
Enstitiisiinden ve Ege Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesinden temin edilmistir.

3.1.2. Mikroorganizmalarin temini

Calismada kullanilan balik hastalik etmenlerinden Flavobacterium psychrophila,
Lactococcus garviae, Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida ve Vagococcus
salmoninarum izolatlart Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Arastirma
laboratuarinda mevcut olan stok kiiltiirden saglandi.

3.1.3. Cahsmada kullanilan kimyasallar

3.1.3.1. Tripton soy agar (TSA)

Tripton soy agar besiyeri; Flavobacterium psychrophila, Lactococcus garviae,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida ve Vagococcus salmoninarum
iiretiminde genel kati besiyeri olarak kullanildi. igeriginde kazein peptonu 15,0 g/L,
soya besiyeri peptonu 5,0 g/L, NaCl 5,0 g/L, agar-agar 15,0 g/L bulunur.

Besiyeri 1 litrelik distile su i¢in 40 g olacak sekilde manyetik karistirict yardimi
ile eritilip, 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilir. Steril petri kutularma dékiilerek

kurumaya birakilir. Olusan besiyeri berrak ve sarimsi kahverengindedir.

Cizelge 2.8. Tripton soy agar besiyeri

Kimyasalin Adi Kullamilan Miktar
Trypticase Soy Agar 40 g
Distile Su 1 litre

3.1.3.2. Tripton soy broth (TSB)

Tripton sot broth besiyeri; Flavobacterium psychrophila, Lactococcus garviae,
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida ve Vagococcus salmoninarum
iiretiminde genel s1v1 besiyeri olarak kullanilir. igeriginde kazein peptonu 17,0 g/L, soya
besiyeri peptonu 3,0 g/L, D(+) glukoz 2,5 g/L, Sodyom klorid 5,0 g/L, Potasyum-2-
Hidrojen fosfat 2,5 g/L bulunur.

Besiyeri 1 litrelik distile su i¢in 30 g olacak sekilde manyetik karistirict yardimi

ile eritilir. Hazirlanan besiyeri erlenlere esit miktarda dagitilip 121° C’de 15 dk
otoklavlanip steril edilir. Olusan besiyeri berrak sarimsi renktedir.
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Cizelge 2.9. Tripton soy broth besiyeri

Kimyasalin Ad1 Kullanilan Miktar
Trypticase Soy Broth 30 g/L
Distile Su 1 litre

3.1.3.3. BG11 besiyeri

Arthrospira platensis tiretiminde kiiltiir ortami olarak spesifik olan BG11
besiyeri kullanildi. Stok 1 (Na,MGEDTA 0,1 g/L, demir amonyum sitrat 0,6 g/L, sitrik
asit 1H,0 0,6 g/L, CaCl,.2H,0 3,6 g/L, distile su ile otaklavda 121° de 15 dk steril
edildi) soliisyonundan 10 ml, stok 2 (MgS0O,4.7H,0 7,5 g/L, distile su ile otoklavda steril
edildi) soliisyonundan 10 ml, stok 3 (K;HPO,4.3H,0 4,0 g/l yada K,HPO, 3,05 g/l ve
distile su ile otoklav edildi) soliisyonundan 10 ml, A5 (mikroelement) (H3BO3 2,8 g/L,
MnCl,.4H,0 1,81 g/L, ZnS0O4.7H,0 0,222 g/L, CuSO,4.5H,0 0,079 g/L, COClI,.6H,0
0,050 g¢g/L, NaMo004.2H,0 0,391 g/L yada MoO, (%85) 0,018 g/L ve distile su ile
otoklav edildi) soliisyonundan 1,0 ml, Na,CO3 0,02 g ve NaNOs3 1,5 g alinarak 1 litrelik
distile su ile besiyerinin Ph 7,5 olacak sekilde ayarlanip otoklavlanmistir (Giirbiiz
2008).

Cizelge 2.10. BG11 besiyeri stok kiiltiirli hazirlamada kullanilan kimyasallar ve
miktarlari

Kimyasalin Adi Kullamilan Miktar
Stok 1

Na,MGEDTA 0,1g/L
Ferric ammonium citrate 0,6 g/L
Citric acid.1H,0 0,6 g/L
CaCl,.2H,0 3,6 g/L
Stok 2

MgS0O,.7H,0 7,5¢g/L
Stok 3

K,HPO,4.3H,0 ya da 4,0 g/L
K,HPO, 3,05 g/L
A 5 (mikroelement)

H3BO3 2,8 g/L
MnCl,.4H,0 1,81 g/L
ZnSQO,.7H,0 0,222 g/L
CuS0,4.5H,0 0,079 g/L
COCl,.6H,0 0,050 g/L
NaMo00,4.2H,0 ya da 0,391 g/L
MoO, (%85) 0,018 g/L
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Cizelge 2.11. Hazirlanan stok kiiltiirinden BGI11 besiyeri hazirlamada kullanilan
sollisyon miktarlari

Stok Soliisyonu Litre Basina Soliisyon Miktari
Stok 1 10 ml

Stok 2 10 ml

Stok 3 10 ml

Na,COj3 0,029

A5 (mikroelement) 1,0 ml

NaNO3; 159

3.1.3.4. Siyanobakteri ¢oziiciileri

Siyanobakterilerin antimikrobiyal etkilerinin tespiti i¢in ekstraksiyonda ¢oziicii
olarak metanol (Merck) ve etanol (Merck) ve pozitif kontrol i¢in penisilin kullanildi.

Sekil 3.1. Siyanobakteri ¢oziiciileri a) Metanol b) Etanol

3.1.3.5. Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Bu tez calismasinda: buzdolab1 (Beko, Tiirkiye), derin dondurucu (Senocak,
Tirkiye), Ph metre (Hanna instruments, ABD), termal karistirict (Biosan, Litvanya),
hassas terazi, manyetik karistiric1 (Stuart- Bibby scientific, Birlesik Krallik), mikrodalga
firm (Argelik, Tirkiye), su banyosu (Memmert, Almanya), Mikroskop (Olympus,
Japonya), etiiv (Niive, Tiirkiye), otoklav (Hirayama, Japonya), vortex (VWR
International, ABD), mikro santrifiij (Sigma, ABD), santrifiij (Heraeus, Almanya),
otamatik pipetler (Eppendorf, Almanya) ve cam malzemeler kullanilmistir.

22




MATERYAL VE METOT Y. SEN

3.2. Metot
3.2.1. Arthrospira platensis’in iiretilmesi

Deneme ortami olarak saf suyla hazirlanan BG11 besiyeri kullanilmistir.
Arthrospira platensis ortam sicaklign 26 °C’ye, pH 9’a, aydinlatma 3000 lux 1sik
siddetine ayarlanmis ve siirekli havalandirma yapilmistir. Arthrospira platensis BG11
besiyerinde 1 litrelik cam siseler de havalandirilmali ve ¢alkalamali olarak 26° C’ de
giin 1518inda 15-20 giin inkiibe edilerek iretilmistir. (Rippka vd. 1988; Castenholz,
1988).

Sekil 3.2. A. platensis’in BG11 besiyerinde tiretim agamalarina 6rnek resimler (orijinal)
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Sekil 3.2.°nin devam

Rutin tiretimlere destek olmasi i¢in Arthrospira platensis’ in kati besiyerin de
iretimi gergeklestirilmistir. Kat1 besiyeri, BG11 besiyerine %1 lik agar konularak elde
edildi. Kat1 besiyeri i¢in BG11 hazirlanirken kullanilan NaNO3 kullanilmadi. 121 °C de
15 dk otoklavlanip steril edilen besiyeri petri kaplarina dokiildii ve kurumast beklendi.
Hazirlanan petrilere sivi1 kiiltiirden 1 ml alinan 6rnekler ekiivyon yardimai ile tiim yiizeye
serildi. Olusan besiyeri seffaf beyazimsi renktedir.
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Sekil 3.3. BG11 siv1 kiiltiirde tiretilen 4. platensis’in kat1 besiyerine ekimin yapilmasi
(orijinal)

3.2.2. Test edilecek mikroorganizmalarin iiretilmesi ve saklanmasi

Bakterilerin rutin tretimleri i¢in otoklavda steril edilen tripton soy agar
besiyerleri aseptik sartlar altinda petrilere uygun miktarda dokiiliip katilastirildi. Sivi
kiiltiir i¢in tripton soy broth besiyeri hazirlanip erlenlere dokiildiikten sonra otoklavda
steril edildi. Petrilere 0,1 ml test mikroorganizmalari steril L-baget yardimi ile tim
yiizeye homojen olacak sekilde yayilarak ekim islemi tamamlandi. Aeromonas spp. 22-
25 °C de 24-48 saat, F. psychrophila 18 °C min. 48 saat, V. salmoninarum 18 °C 24 48
saat ve L. garviae 20 °C de 48 saat inkiibe edildi.
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Sekil 3.4. Bakterilerin rutin tiretimleri i¢in sivi kiiltiirden kati besiyerine ekim iglemi
(orijinal)

Test edilecek mikroorganizmalarin iiretimi yapildiktan sonra gram boyama
yontemi uygulanarak mikroskop altinda kontaminasyon olup olmadigina bakilmistir.

Sekil 3.5. Gram boyama uygulanan bakterilerin mikroskopta incelenmesi (orijinal)
3.2.3. Arthrospira platensis ekstratlarinin hazirlanmasi ve disklere uygulanmasi

Antimikrobiyal aktivite deneyleri igin Artrospira platensis hasadi sahip oldugu
hava veziikiillerinden dolay1 pelet olusturmamasi nedeni ile filtre kagidin dan vakumlu
sinterize cam dipli kroze yardimi ile siizme islemi yapildi. Sivi besiyerinden siiziilen
orneklerden biyokiitle eldesi saglanmustir.
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Sekil 3.6. Arthrospira platensis’i vakumlu sinterize cam dipli kroze ile slizme islemi
(orijinal)

Stiziilen ornekler 1 giin boyunca filtre kagidi tizerinde kurutuldu. Kurutulan
ornekler uygun yontemler kullanilarak filtre kagidi tizerinden alinip tartildi. 300 ml s1v1
kiiltirden 0.21 g kuru agirlik elde edilen ornekler ependorf tiiplerine alinarak 1:10
oraninda ¢oziicii eklenip 1 saat oda sicakliginda ekstrakte edildikten sonra 13.000
rpm’de 3 dakika santrifiij edilip 24 saat ekstraksiyona birakilmistir. Ektraksiyon
sonunda elde edilen siipernatantlar kullanilincaya kadar 4 °C’ de muhafaza edilmistir.

Siyanobakteri ekstraktlarinin bakteriler lizerine etkisini saptamak amaciyla disk
difiizyon yontemi kullanilmigtir (Demiriz 2008). Altt mm ¢apindaki (Oxoid) disklere
aseptik sartlara uyularak +4 de muhafaza edilen ekstratlardan mikropipet yardimai il 30-
40 pl siyanobakteri ekstrakti emdirilip 37 °C’de 1 gece kurutuldu. Bakteri ekimi
yapilmig tripton soy agar besiyeri {izerine belli araliklarla siyanobakteri ekstraktlari
emdirilmig diskler yerlestirildi. Negatif kontrol olarak sadece metanol, etanol ve
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penisilin emdirilmis diskler kullanildi. 24 ve 48 saat’lik 37 °C’de inkiibasyon siiresi
sonunda disklerin etrafinda inhibisyon zonlar1 olusup olusmadigi gozlenerek
antimikrobiyal etkinin olup olmadigma bakildi. Olusan zonlar cetvel yardimi ile
Olcllmiistiir.

Sekil 3.7. a) Calismada kullanilan antimikrobiyal disklerin uygulanmasi b) bakterilerin
rutin tiretimleri i¢in kullanilacak olan tripton soy agar petri kabi (orijinal)
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, Arthrospira platensis orneklerinden metanol ve etanol
ekstraktlarinin bazi balik hastalik etkenleri tizerine olan antimikrobiyal -etkilerini
saptamak amaciyla disk difiizyon yontemi kullanmilmistir. Elde edilen ekstraktlarin
bakteri suslarma karsi olusturduklari inhibisyon zonlari Sekil 4.3 - 4.7 arasinda
verilmistir. Inhibisyon zonlar1, disk ile beraber inhibisyon zonunun tiim sinir1 dlgiilerek
milimetrik olarak kaydedilmistir. Test edilen mikroorganizmalar iginde metanol
ekstraksiyonun da en cok etkiyi gosteren tiirler 9.0 mm zon ¢ap1 ile Aeromonas
hydrophila, 7.0 mm zon ¢ap1 ile Vagococcus salmoninarum olmustur. Etanol
ekstraksiyonunda 6.0 mm zon ¢ap1 ile Aeromonas hydrophila, 5.0 mm zon ¢apr ile
Vagococcus salmoninarum olmustur.

Sekil 4.1. a) Siizme islemi yapilan Arthrospira. platensis ‘in toz haline getirilmis hali b)
Ekstraksiyonda kullanilan etanol ve metanol’ {in A. platensis ile muamelesi c)
Ekstraksiyon i¢in hazirlanan karigimin su banyosunda bekletilmesi (orijinal)
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Sekil 4.3. Calismada antimikrobiyal etkinin varhiginda kullanilan  test
mikroorganizmalarinin tripton soy agar besiyerinde ki ireme goriintiileri @) Lactococcus
garviae b) Aeromonas salmonicida c¢) Aeromonas hydrophila d) Vagococcus
salmoninarum e) Flavobacterium psychrophilum
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Sekil 4.3.iin devamm
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Sekil 4.3.’iin devam
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Sekil 4.4. Test mikroorganizmalarina kontrollerin uygulanmasi a) Aeromonas
hydrophila (metanol, etanol) b) Aeromonas salmonicidae (penisilin) c) Flavobacterium
psychrophilum (metanol) d) Lactococcus garviae (etanol) €) Vagococcus salmoninarum
(metanol)

33



BULGULAR Y. SEN

Sekil 4.5. Arthrosphira platenis ekstrati disklerinin Aeromonas salmonicidae tizerine
olan antimikrobiyal etkisi a) metanol b) etanol
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Sekil 4.6. Arthrosphira platenis ekstrati disklerinin Lactococcus garviae iizerine olan
antimikrobiyal etkisi a) etanol b) metanol

Sekil 4.7. Arthrosphira platenis ekstrati disklerinin Flavobacterium psychrophilum
tizerine olan antimikrobiyal etkisi @) etanol b) metanol (Orijinal)
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Sekil 4.8. Arthrosphira platenis ekstrati disklerinin Vagococcus salmoninarum fizerine
olan antimikrobiyal etkisi a) etanol b) metanol

Sekil 4.9. Arthrosphira platenis ekstrati disklerinin besiyerinde Aeromonas hydrophila
iizerine olan antimikrobiyal etkisi a) etanol b) metanol
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Cizelge 2.12. Arthrosphira platensis 'in metanol ve etanol ile elde edilen ekstratlarinin 5
farkli test mikroorganizmasina kars1 antimikrobiyal etkisini gosteren zon ¢aplart (mm)

Test mikroorganizmalarn | Etanol Metanol Etanol Metanol
+ekstrakt +ekstrakt | (mm) (mm)
(mm) (mm)

A.salmonicida 2.0 4.0 1.5 2.0

A.hydrophila 6.0 9.0 55 6.0

F.psychrophilum 2.0 6.0 13 5.0

L. garviae 3.0 5.0 3.0 4.0

V.salmoninarum 5.0 7.0 14 6.0
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5. TARTISMA

Yapilan bu tez ¢alismasinda, Arthrosphira platensis’ in etanol ve metanol
¢ozgenleri ile elde edilen ekstraktlarin 5 farkli bakteri (A. hydrophila, A. salmonicida, F.
psychrophilum, L. garviae ve V. salmoninarum) suslarina kars1 antimikrobiyal etkilerinin
oldugu belirlenmistir.

Siyanobakteri tiirleri genel olarak protein, yag asitleri, vitaminler, mineraller,
pigmentler ve hiicresel metabolitleri bakimindan zengin igerige sahip olmalari nedeniyle
son yillarda iizerinde en ¢ok calisilan organizmalar olmuslardir. Ulkemizde de
mikroalgal biyoteknoloji lizerine gerceklestirilen caligmalarda artig gdzlenmektedir.

Calismada kullanilan tiir olan Arthrosphira platensis igerdigi yiiksek miktarda
protein, pigmentler ve GLA (gamma linolenik asit) gibi iiriinler bakimindan éneme
sahip olan bir siyanobakteri tiriidir (Cirik 1989). Bu ozelliklerinden otiirii S.
platensis’in bir besin destegi olarak ticari yigin kiiltiirleri 1970’lerin sonunda
baslamistir (Abdulgader 2000). Yiiksek protein i¢eriginden dolay1 insanlar igin bir besin
destegi olarak kullaniminin yaninda, hayvan yemi olarak akuakiiltirde ve kanath
hayvan endiistrisinde yogun sekilde kullanim1 mevcuttur (Belay vd. 1996).

Ayrica bir¢ok aragtirici tarafindan antimikrobiyal etkisi denenmis ve kanitlanmis
olan siyanobakterilere olan ilgi de giderek artmaktadir. Arastiricilar tarafindan yapilan
caligmalar alglerin kimyasal ve farmosotik c¢alismalarin potansiyel kaynaklari
olduklarini gostermektedir (Scheuer 1990, Chen vd Zhang 1997). Diger ¢alismalarda
alglerden elde edilen ekstraktlarin antiviral, antifungal, antibakteriyal, antitiimoral,
antiinflamatuar oldugunu bulmuslardir (Ballosteros vd. 1992, Solimon vd. 1994).

Dogal yem katki maddelerinin hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisindeki roliiniin
bilimsel olarak ortaya konulmasi, hayvan sagliginin korunmasinda yem katki desteginin
onemini artirmigtir. Bu nedenle probiyotikler, bitki ve bitki ekstraktlar1 gibi dogal yem
katki maddeleri daha fazla tiiketilir hale gelmistir. Bu maddeler viicuda fizyolojik
yararlar saglayabilecek ve hastaliklarin risklerini azaltabilecek niteliktedir. Katki
maddeleri ile ilgili son ¢aligmalar 6zellikle bagisiklik Sisteminde goriilen olumlu etkiler
lizerine yogunlagmaktadir. 4. platensis’ in insanlar lizerinde etkinligi bir¢ok arastirma
ile saptanmis ve hayvanlarda da bir¢ok olumlu etkisi oldugu bildirilmistir.

Baliklarda yapilan c¢alismalarda baliklarin yeme aligkanliklarina ve bitkisel
proteinleri sindirebilme yetenegine gore farkli diizeylerde A. platensis’ in yeme
karigtirilabilecegi bildirilmistir. Dernekbasi ve ark. (2010), baliklarda 90 giinliik deneme
stirecinde yeme %10, %20, %30 ve %40 oranlarinda A. platensis ilave etmistir. Calisma
sonunda biiyiime parametreleri degerlendirilmis, ancak gruplar arasinda bir farklilik
gozlenmedigi, fakat %40 oraninda A. platensis verilen gruptaki gelisimin digerlerine
oranla daha iyi oldugu bildirilmistir. Ungsethaphand ve ark. (2010) baliklarda yaptiklari
diger bir ¢caligmada, 120 giin boyunca izonitrojenik ve izokalorik diyetlere sirasiyla %0,
%5, %10 ve %20 oranlarinda A. platensis katilmis, deneme sonunda biiyiime
parametreleri degerlendirilmistir
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Calismamizda ki antimikrobiyal etkiler ve zonlar dikkate alindiginda
Arthrospira platensis’ in metanol ekstraksiyonun da en fazla duyarliliga sahip olan test
mikroorganizmalar1 9.0 mm zon ¢ap1 ile A. hydrophila, 7.0 mm zon g¢ap: ile V.
salmoninarum, 6.0 mm zon c¢apt ile , F. Psychrophilum, 5.0 mm zon ¢ap1 ile L. garviae,
en diisiik duyarliliga sahip olan test mikroorganizmasi ise 4.0 mm zon ¢ap1 ile
Aeromonas salmonicida olmustur. Bu bulgular Scheuer (1990) yaptigi calismadaki,
Chlorophyta, Rhodophyta ve Phodophyta gruplarina ait alglerle yaptig1 calismada
metanol ekstraktinin n-hekzan ve etilasetat ekstraktlarindan daha fazla antimikrobiyal
aktivite gosterdigi ile ilgili benzer bulgularla desteklenmektedir. Jaritz vd. (2011)
Arthrospira maxima'nin Bacillus subtilis” e karsi antimikrobiyal aktivitesinin
incelendigi calismasinda metanol ekstraktlarinin  en etkili ekstraklar oldugu
gosterilmigtir.

Arthrospira platensis’ in etanol ekstraksiyonun da en fazla duyarlilia sahip olan
test mikroorganizmalari 6.0 mm zon ¢ap1 ile A. hydrophila, 5.0 mm zon ¢ap1 ile V.
salmoninarum, 3.0 mm zon ¢ap1 ile L. garviae, 2.0 mm zon ¢aplarn ile F.
Psychrophilum ve A. salmonicida olmustur. Tiiney vd. (2006)’in alglerle yaptigi
calismada kullanilan alg tiirlerinin aseton ve metanol ekstraktlarinin etkileri arasinda
belirgin bir farklilik bulunamamistir. Ozdemir ve ark. (2004) yaptiklar1 calismada
Spirulina platensis’den metanol ile elde edilen ekstraktlarin Streptococcus faecalis,
Staphylococcus epidermidis ve Candidaalbicans’a karsi diklorometan, petroleteri ve etil
asetat ekstraktlarina gore daha fazla antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirtmislerdir
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6. SONUCLAR

Azalan dogal kaynaklar1 dengelemek icin su tirlinleri yetistiricilik sektorii her yil
%10 biiylimektedir. Balik yemlerine dogal alg kaynaklarinin eklenmesi; balik
yetistiricilerinin en biiyiik iki problemi olan sorunu ¢ozmeye yardimei olmaktadir. Bu
sorunlardan birincisi, ¢iftlik baliklarindaki enfeksiyon ve hastaliklardir. Bu soruna karsi
dogal alg kaynaklariin olumlu etkisi hastalik ve enfeksiyonlara karsi direnci arttirmast,
ikincisi ise pazarlanabilmesinde biiyiik 6nemi olan lezzet, doku ve deri rengidir. Dogal
alg kaynaklarinin bu soruna olumlu etkisi ise lezzet, doku ve rengini arttirict katkida
bulunmasidir.

Sonug olarak, ¢alismamizda kullanilan Arthrosphira platensis tiiriine ait metanol
ve etanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarin test edilen bakterilere karsi farkli
derecelerde antibakteriyal etkileri oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar daha sonra
yapilacak ¢alismalarla etken maddenin karakterizasyonu ve etki mekanizmasinin
aydinlatilmas1 su iriinlerinde yapilacak hastalik ve alternatif besleme kaynaklariyla
ilgili diger ¢alismalara 151k tutacaktir.
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