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Ozet

Bu ¢aligmanin amaci gokkusagi alabaligi yemine farkli oranlarda eklenen Origanum vulgare L. ugucu
yagmm biiyiime performansi, lizozim ve antioksidan aktiviteleri ve hastalik direnci iizerine etkilerinin
belirlenmesidir. Baliklar (26-27 g), dort farkli konsantrasyonda (0,125, 1,5, 2,5 ve 3,0 mi/kg) O. vulgare ugucu
yagi ilave edilmis yem ile 90 giin boyunca beslenmistir. O. vulgare ugucu yagi iceren yemle beslenen
gruplarda sadece 0,125 ml/kg konsantrasyonu hari¢ diger gruplarda biiyiime degerlerinde kontrol grubuna goére
onemli bir artig belirlenmistir (P<0,05). Baliklardaki yem doniisiim ve yem degerlendirme oranlari ise 1,5 ve
3,0 ml/kg oraninda O. vulgare ugucu yagi iceren yemle beslenen gruplarda diger gruplara gore artis
gostermistir (P<0,05). Baliklarin antioksidan enzim aktiviteleri (plazma siiperoksit dismutaz (SOD), plazma
katalaz (CAT)) ve lizozim aktivitesi belirlenmistir. Plazma stiperoksit dismutaz (SOD) ve lizozim aktivitesi
diizeyleri kontrol grubuna goére O. vulgare ugucu yagi ile beslenen diger gruplarda yiiksek seviyede
saptanmugtir. in vivo antibakteriyel aktivitenin tespiti amaciyla, baliklara V. anguillarum patojeni ile deneysel
enfeksiyon uygulamalari yapilmig ve O. vulgare ugucu yagi igeren yemle beslenen tim gruplarda 6liim
oraninda 6nemli derecede azalma tespit edilmistir (P<0,05). Sonug olarak, O. vulgare ugucu yaginin balik
yemine ilave edilmesi baliklarda biiytimeyi destekleyici, lizozim ve antioksidan aktiviteyi arttirict ve ayni
zamanda patojenlere karsi direnci artirict bir etki géstermistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Origanum vulgare L., biiyiime performansi, antioksidan aktivite,
Vibrio anguillarum

Effect of Origanum vulgare L. Essential Oil on Growth, Lysozyme and Antioxidant Activity and
Resistance Against Vibrio anguillarum in Rainbow Trout

Abstract

The aim of this study were to investigate the effects of different levels of Origanum vulgare L. essential
oil as feed additives on the growth performance, lysozyme and antioxidant activity and disease resistance in
rainbow trout. Fish (26-27 g) were fed the experimental diets supplemented with four different concentrations
(0.125, 1.5, 2.5, 3.0 ml kg™) of O. vulgare essential oil for 90 days. Fish fed diets containing essential oils of
O. vulgare had significantly higher growth than the control group except 0.125 in O. vulgare (P<0.05). Feed
conversion ratio in fish fed diets containing 1.5 and 3.0 ml kg™ essential oil of O. vulgare was improved than
other treatments (P<0.05). Antioxidant enzyme activities (plasma superoxide dismutase (SOD), plasma
catalase (CAT)) and lysozyme activity of fish was assayed. Results showed that the levels of plasma
superoxide dismutase activity and lysozyme activity were higher in O. vulgare group compared to control. For
in vivo antibacterial activity, fish were challenged with V. anguillarum and dietary administration essential oil
of O. vulgare in all groups significantly reduced mortality (P<0.05). In conclusion, the essential oil of O.
vulgare can be applied as growth promoter, increase antioxidant activity and also improve disease resistance
to pathogens when added to rainbow trout feed.
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GIRIS

Su iriinleri yetistiriciligi yapan isletmelerdeki en Onemli problemlerin basinda
enfeksiyoz hastaliklar ve saglik sorunlarma bagli olarak yem degerlendirme oraninin
azalmasi gelmektedir. Bu hastaliklarin tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak
kullanilmaktadir (Schnick vd., 1997). Bununla birlikte, giiniimiizde antibiyotiklerin direng
gelisimi, balik etinde kalint1 birakmasi ve bunu tiiketen insanlarda kanserojenik ve alerjik
reaksiyonlara sebep olmasi nedeniyle kullaniminda smirlandirmalar getirilmistir. Bu
sinirlandirma ile birlikte gerek gastrointestinal mikrofloranin saglhigini koruyarak
bakteriyel hastaliklarin kontrol altina alinmasi, gerekse hayvanlarin bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi ve biiylime performansinin desteklenmesi amactyla bazi tibbi bitki tiirleri
lizerinde arastirmalar yapilmistir (Hermann vd., 2003).

Su iirlinleri yetistiriciliginde balik hastaliklarinin kontroliinde 6zellikle bitkilerden elde
edilen dogal maddelerin kullanimi son yillarda 6nem kazanmustir (Gatesoupe, 1999;
Irianto ve Austin, 2002; Abdel-Tawwab vd., 2008; Aly vd., 2008;; Ard’o vd., 2008; Goda,
2008; Kesarcodi-Watson vd., 2008; Won vd., 2008; Immanuel vd., 2009; Abdel-Tawwab,
2010; Ahilan vd., 2010; Ndong ve Fall, 2011; Oskoii vd., 2012). Bakteriyel
enfeksiyonlar1 kontrol etmek i¢in uygulanan bu tedavilerden bir tanesi de bitkisel ugucu
yaglardir. Bu bilesikler, antimikrobiyal ve antioksidan 0zelliklerinden dolay1 su
tirtinlerinde alternatif profilaktik ve terapdtik ajanlar olarak kullanilmaktadir (Turker ve
Birinci Yildirim, 2015). Bununla birlikte ugucu yaglarin su tirtinleri alaninda kullanimu ile
ilgili yapilan arastirmalar ¢ok sinirhdir.

Kanal yayin balik (Ictalurus punctatus)’ larinda Origanum heracleoticum ugucu yagi,
karvakrol ve timol bilesenlerinin etkisini arastirdiklar1 calismada, O. heracleoticum ugucu
yagi ile beslenen baliklarda biiyiime performansi ve antioksidan aktivitenin arttigi tespit
edilmistir. Deneysel yolla olusturulan Aeromonas hydrophila enfeksiyonlarina karst da O.
heracleoticum ile beslenen grupta en yiiksek yasama orani elde edilmistir (Zheng vd.,
2009). Bir diger ¢alismada, gokkusagi alabaliklarinda Origanum onites ugucu yagi igeren
yem ile yapilan beslemenin biiyiime performansi {izerine olumlu etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Ayrica O. onites ile 8 haftalik besleme sonucu Lactococcus garvieae ile
yapilan deneysel enfeksiyon sonucunda oliim oranlarmin azaldig: tespit edilmistir (Diler
vd., 2016).

Turi vd. (2009), 200 ppm konsantrasyonda biberiye (Rosemarinus officinalis) ucucu
yaginin levreklerde biiylime {izerine olumlu etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Gokkusagi
alabaliklarinda timol ve karvakrol ile yapilan besleme c¢alismalarinda ise biiylime
performansinin arttigi tespit edilmistir (Ahmadifar vd., 2011; Giannenas vd., 2012).
Karvakrol ile beslemenin tilapialarda Edwardsiella tarda ve levreklerde V. anguillarum
enfeksiyonlarina kars1 direng sagladigi bildirilmistir (Rattanachaikunsopond ve
Phumklachor, 2010; Volpatti vd., 2013).

Bu calismada gokkusagi alabaliklarinda farkli oranlarda yeme ilave edilen Origanum
vulgare ugucu yagi ile beslemenin V. anguillarum’ a kars1 in vivo antibakteriyel etkisi,
biiylime performansi, antioksidan enzim aktiviteleri ve lizozim aktivitesi ile dokulardaki
histopatolojik etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.
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MATERYAL ve YONTEM
Balik ve Deneme Dizayni

Calismada, agirliklart 26-27 g arasinda degisen 1050 adet gokkusagi alabaligi
kullanilmistir. Deneme baliklar1 Isparta’ nin Aksu Ilgesinde bulunan &zel bir isletmeden
temin edilmistir. Besleme denemeleri Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su Uriinleri
Fakiiltesi Yetistiricilik Unitesinde ve deneysel enfeksiyon uygulamalar1 Hastalik
Unitesinde 400 It’ lik fiberglas tanklarda gergeklestirilmistir.

5 farkli gruba (Kontrol, 0,125, 1,5, 2,5 ve 3,0 ml/kg) ayrilan baliklar deneme
baglayincaya kadar deneysel ortama alistirmak igin 2 hafta siireyle adaptasyona tabi
tutulmustur. Bu siire boyunca baliklar ticari alabalik pelet yemiyle giinde iki kez
doyuncaya kadar beslenmistir. Denemeye baglamadan Once rastgele segilen 10 adet balik
mikrobiyolojik yonden (bakteri, mantar, parazit) incelenmis ve herhangi bir enfeksiyon
tagimadig1 goriilmiistiir. Adaptasyon siiresinin sonunda boy ve agirliklari esit olmak tizere
tesadiifi olarak deneme tanklarinin her birine 70 adet balik olacak sekilde esit agirlikta
dagitilmistir. Deneme {i¢ tekrarli olarak yiiritiilmis ve 90 giin siiresince besleme devam
etmistir.

Calismada Kullanilan Suyun Ozellikleri

Artezyen suyu debisi 12 It/dk, tanklardaki suyun ortalama sicakligr 12+2 °C, pH’ s1 7,3
ve suda ¢Oziinmiis oksijen miktar1 7,4 mg/It olarak Sl¢tilmiistiir.

Bitki Materyali

Denemede kullanilan O. vulgare yapraklari yag verim oranlar1 dikkate alinarak ¢igekli
donemlerinde bitki toplama merkezleriyle irtibat kurularak Akdeniz Bolgesinden temin
edilmistir. Bitki orneklerinin teshisleri, Siileyman Demirel Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii ogretim iiyesi Prof. Dr. Hasan OZCELIK tarafindan
yapilmustir.

Ucucu Yaglarmin Eldesi ve GC-MS analizi

O. vulgare bitkisine ait ugucu yag ozel bir firmada distilasyon yontemi ile elde
edilmistir. Elde edilen ugucu yagin ana bilesenler yoniinden kimyasal yapisi Gaz
Kromatografi cihaziyla (GC/MS aparati kullanilarak) belirlenmistir.

GC-MS analizleri igin QP 5050 mass selektif dedektorden olusan GC/MS
kullanilmustir. Analizler Sonsuzer Hanci vd. (2003) ve Azaz vd. (2002)’ na goére modifiye
edilerek yapilmistir. GC-MS analizleri QP 5050 mass selektif dedektdrden olusan GC/MS
kullanilarak yapilmistir. Ugucu yag Ornekleri Cp WAX 52 CB kapillar kolondan
gecirilmistir (50 m x 0,32 mm X 1,2 um). Tasiyic1 gaz olarak helyum gazi kullanilmstir.
Akis hiz1 10 psi olarak belirlenmistir. Kolon sicakligi baglangigta 60°C olup, 220°C’ ye
dakikada 2°C’ lik artisla ulagmistir. 220°C” de 20 dk siireyle sabit tutulmustur. Bilesenler
kolonda kalma siirelerine ve kiitle spektralarina gore standartlar ile karsilagtirilmustir.
Karsilastirmada Wiley, Nist, Tutor bilgi bankasinda spektrumlarin otomatik taranmasi ile
analizler gerceklestirilmistir.
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Deneme Yeminin Hazirlanmasi

Denemede ortalama %40,51 ham protein, %11,66 ham yag ve 3430 kcal/kg
sindirilebilir enerji iceren ticari gokkusagi alabaligi yemi kullanmilmistir. Denemede
kullanilan ticari alabalik yeminin bilesenleri Tablo 1 de verilmistir.

Tablo 1. Aragtirmada kullanilan ticari yem bilesenleri

Deneme gruplari ve kullanim oranlari (%)

Temel hammaddeler Kontrol 0,125 15 2,5 3,0
Balik unu 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Soya unu 30,00 30,00 30,00 30,00 30,00
Bugday Gluteni 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Bonkalit 14,00 13,9875 13,85 13,75 13,7
Balik yagi 8,00 8,00 8,00 8,00 8,00
Vitamin premiksi * 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
Mineral premiksi 2 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
C vitamini 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Pelet baglayici 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
Antioksidan 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Diger 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
O. vulgare ugucu yagi 0 0,0125 0,15 0,25 0,3

! Vitamin premiksi.;her kg’da, 4 000 000 IU vitamin A, 480 000 IU vitamin D3, 40 000 mg vitamin E,
2400 mg vitamni K3, 4 000 mg vitamin B,, 6 000 mg vitamin B, 40 000 mg niasin,

10 000 mg kalsiyum D-pantotenat, 4 000 mg vitamin B, 10 mg vitamin By,, 100 mg D-biotin,

1 200 mg folik asit, 40 000 mg vitamin C ve 60 000 mg inositol icermektedir.

?Mineral premiksi.; her kg’da 23 750 mg Mn, 75 000 mg Zn, 5 000 mg Zn, 2 000 mg Co, 2 750 mg I,
100 mg Se, 200 000 mg Mg icermektedir.

Deneme yemleri ticari alabalik yemine O. vulgare ugucu yaginin 0,125, 1,5, 2,5 ve 3,0
mi/kg olarak ilave edilmesiyle hazirlanmistir. Ugucu yag ilave edilmeyen yem kontrol
yemi olarak kullanmilmistir. Yeme ugucu yagin ilavesi aygicegi yagi ile birlikte farkli
oranlarda ilave edilerek spreyleme yontemi ile yapilmustir. Ugucu yag igerigindeki
bilesenlerin etkinliklerinin korunmasi amaciyla yemler haftalik olarak hazirlanmis ve
kapakli cam siselerde +4°C’ de depolanmustir.

Biiyiime Performansinin Belirlenmesi

Besleme denemesi boyunca su sicakligina bagh olarak tim baliklar viicut agirliginin
%1,5-3’ 1i oraninda yemlenmistir. Deneme siiresi toplam 90 giin olup, her 30 gilinde bir
baliklarin biyometrik (boy-agirlik) olgiimleri yapilarak ugucu yagin bilylime, yem
degerlendirme, yasama orani ve kondiisyon faktoriine etkileri belirlenmistir. Denemede,
yavru baliklarin agirlik olgtimleri, 0,001 g hassasiyetli dijital teraziyle, toplam boy
Olgtimleri ise 1 mm bdlmeli 6l¢iim cetveli ile yapilmstir.

Biiyiime parametrelerinin  hesaplanmasinda asagidaki formiiller kullanilmigtir
(Cetinkaya, 1995; De Silva ve Anderson, 1995; Goddard, 1996; Hossu vd., 2001)

Canli Agirhik Artist (CAA) = Deneme Sonu Ortalama Agirhigi - Deneme Basi
Ortalama Agirligi

Oransal Biiyiime (OB) = (Son Ort. Viicut Agirhik - Ik Ort. Viicut Agirlig) / (Ilk Ort.
Viicut Agirlik)] x 100
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Spesifik Biiylime Oran1 (SBO) = 100 x [(Ln Son Viicut Agirligi - Ln Baslangi¢ Viicut
Agirligl) / Deneme giin sayisi]

Yem Degerlendirme Oran1 (YDO) = Agirlik Kazanimi (g)/ Yem Tiiketimi (g) x 100

Kondiisyon Faktorii (KF) = W/L®x 100 (W: viicut agirlig1 (g), L: Total boy (cm))

Yem Doniisiim Oran1 (FCR) = Toplam Tiiketilen Yem (g) / Toplam Kazanilan Canli
Agirlik (g)

Yasama Orani1 (YO) = (Ns/Nb) x 100 (Ns: Deneme sonunda tankta kalan balik sayisi,
Nb: Deneme basindaki balik sayisi)

Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Tespiti

O. vulgare ugucu yagim farkli oranlarda igeren yemler ile 56 giin boyunca beslenen
gokkusagi alabaliklarinin (her gruptan alt1 balik) kuyruk sap1 kesilerek kaudal venasindan
heparinli tiiplere kan oOrnekleri alinmis ve 4°C’ de 700 devirde 30 dk siireyle
santrifiijlenerek serumlar1 ¢ikartilmistir. Alinan serum ornekleri Siiperoksid dismutaz
aktivitesi (SOD) ve Katalaz aktivitesinin (CAT) belirlenmesi amaciyla kullanilana kadar -
20°C’ de saklanmustir (Zheng vd., 2009).

Siiperoksid dismutaz aktivitesi Woolliams vd. (1983)” nin metoduna gore 6lgiilmiistiir.
Ksantin oksidazin katalizledigi reaksiyonla ksantinden lirik asit ve siiperoksit radikali
olusur. Olusan siiperoksit radikali kirmizi renkli formazon bilesigi olusturmak {izere INT
(2-4-iodophenly)-3-(4-nitrophenol)-5 phenil tetrazolium chloride ile reaksiyona girer.
SOD aktivitesi bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile ol¢iilmiistiir. SOD aktivitesi U/g
hemogobin seklinde verilmistir.

Katalaz aktivitesi Aebi yontemine gore calisilmigtir. CAT hidrojen peroksidin (H,0,)
su ve molekiiler oksijen vermek iizere bozunmasini katalizlemistir. Caligmada CAT
aktivitesi, H,O, konsantrasyonunda birim zamandaki azalmanin 240 nm’ de
spektrofotometrik olarak izlenmesiyle tayin edilmistir. CAT tarafindan parcalanmasi
temeline dayali UV spektrofotometrik yontem ile katalaz aktiviteleri tayin edilmistir. CAT
aktivitesi kU/g hemoglobin olarak verilmistir (Demir vd., 2007).

Lizozim Aktivitesinin Tespiti

Serumda lizozim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla farkli oranlarda O. vulgare ugucu
yagmi iceren yemler ile 56 gilin boyunca beslenen gokkusagi alabaliklarindan kan
ornekleri alinmistir. Serum i¢in kan 6rnekleri +4°C’ de 24 saat bekletildikten sonra 5000
devirde sogutmali santrifiijde 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen serum kismi1 -20°C’ de
lizozim aktivitesi belirlenene kadar saklanmistir. Lizozim aktivitesini belirlemek i¢in
diffiizyon agar metodu kullanilmistir. Kisaca, PBS (Fosfat buffer saline) i¢ine %0,5 Agar
ve %0,12 g liyofilize Micrococcus lysodeicticus eklenerek hazirlanan ortamlar steril petri
kaplarina aktarilmistir. Petrilerde agar katilastiktan sonra 5 mm ¢apinda gukurlar
acilmigtir. Daha onceden alinan serum ornekleri 25 pl olacak sekilde gukurlara ilave
edilmis ve petriler 36°C” de 20 saat inkiibe edildikten sonra gukurlarin etrafinda olusan
zon ¢aplari dl¢lilmiistiir (Ellis, 1996).

in vivo Antibakteriyel Etkinin Tespiti

O. vulgare ugucu yagimin in vivo antibakteriyel aktivitesinin tespiti amaciyla;
baliklarda V. anguillarum ile deneysel enfeksiyon uygulamalar1 yapilmistir. Denemede
kullanilan V. anguillarum susu Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Anabilim
Dalr’ ndan temin edilmistir. Deneysel enfeksiyon uygulamasindan énce, V. anguillarum’
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un LD dozu belirlenmistir. Bu amagla her biri 25” er adet baliktan olusan gruplara; 2.10°,
2.10%, 2.10° 2.10% ve 2.10" kob/ml yogunlukta bakteri i.p. yolla injekte edilmistir. Baliklar
15 giin boyunca takip edilerek, deneysel enfeksiyon uygulamasindan elde edilen 6lim
oranlarina gére LD dozu 2x10? kob/ml olarak belirlenmistir.

Deneme yemleri, negatif ve pozitif kontrol ile 0,125, 1,5, 2,5 ve 3,0 ml/kg oranlarinda
ucucu yag iceren toplam 6 gruptan olusmus ve baliklar 56 giin siire ile beslenmislerdir.
Negatif kontrol grubundaki baliklarin yemlerine herhangi bir ugucu yag ilavesi
yapilmamistir. Pozitif kontrol grubundaki baliklar da, 56 giin boyunca ugucu yag ilavesi
yapilmayan kontrol yemi ile beslenmis ve bu siirenin sonunda V. anguillarum ile deneysel
enfeksiyon uygulamasi yapilmistir. Bu amagla baliklara V. anguillarum (LD, dozunda)
intraperitonal olarak enjekte edilmistir. Deneysel enfeksiyonu takiben 1 hafta sonra yani
klinik olarak hastalik belirtileri sekillendikten sonra baliklar, oksiterasiklin (75 mg/kg)
(Treves-Brown, 2000) ilaveli yem ile tedavi edilmislerdir.

Deneysel enfeksiyondan sonra baliklar 14 giin boyunca diizenli izlenerek 6liim oranlar
belirlenmistir. Bu siire igerisinde yeni 6lmiis baliklarin i¢ organlarindan reizolasyon
yapilmig ve spesifik 6limler arastirilmigtir. Baliklarda O. vulgare ugucu yaglarinin V.
anguillarum’ a kars1 sagladigi direncin belirlenmesi i¢in baliklarin nispi hayatta kalma
oranlari (RPS) asagidaki formiil ile hesaplanmustir.

RPS = [1-Ugucu yagla beslenen baliklardaki mortalite (%) / Kontrol grubundaki mortalite
(%)]] X 100

Histolojik Incelemeler

O. vulgare ugucu yagi ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda denemenin 56. giiniinde
i¢c organlarindan karaciger, bobrek ve dalak 6rnekleri almarak %10’ luk nétral tamponlu
formaldehitte fikse edilmistir. Daha sonra almman doku kesitleri hemotoksilen eozin
boyama ydntemiyle boyanarak olusan histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobunda
incelenmistir (Bancroft ve Stevens, 1977; Luna, 1982).

istatiksel Analizler

Denemede elde edilen veriler SPSS 18.0 paket programinda ANOVA testi ile
degerlendirilmistir. (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Denemede incelenen cesitli
parametrelerin 6nem derecelerini karsilagtirirken sonuglar ortalama deger ve standart
sapma olarak verilmistir. Gruplar arasindaki ayrim Varyans Analizi ve Duncan g¢oklu
karsilastirma testi ile belirlenmis ve onem diizeyi P<0,05 olarak secilmistir (Ozdamar,
2001).

BULGULAR
Bitki Ucucu Yaglarimin GC-MS Analizi

O. vulgare’ ye ait ugucu yagin kimyasal bilesen miktarlar1 yiizde olarak Tablo 2’ de
verilmistir. Analiz sonuglarina gore ugucu yagm kimyasal kompozisyonundaki ana
bilesenin karvakrol oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 2. O. vulgare bitkisi ugucu yag bilesenlerinin oransal degerleri (%)

Bitki tiirii Rt Bilesen % Oransal degerler
74,192 Carvacrol 94,31
17,667 y-terpinene 1,53

O. vulgare 19,217 Cymene 1,29
39,917 Linalool 1,25
46,117 Isoborneol 1,13
47,325 Myrcene 0,49

Biiyiime Performansi Sonugclari

Farkli oranlarda O. vulgare ugucu yagi ile beslenen gékkusagi alabaliklarda hesaplanan
biyometrik parametreler Tablo 3’ de verilmistir.

Tablo 3. Farkli oranlarda O. vulgare ugucu yagi ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda
biyometrik parametreler (X+SD)*

Deneme gruplar
Kontrol 0,125 ml/kg 1,5 mi/kg 2,5 ml/kg 3,0 ml/kg

Baslangie 27,66+3,98 279144,08  27,86+3,52 27,56+3,94  28,05+3,70
agirhig (g)
(Fg';‘a' agrh@ 7508115870 793649,83°  9078+12,19°  85,65+11,76° 90,73+12,68%
Canli agirhik

b b a a a
artis1 (CAA) (g) 48,31+2,18 51,45+1,45 62,9145,57 58,08+1,63 62,68+1,38

Oransal bliylime 174 6016170 184.384752° 22578420,00° 210,7346,78° 2234745 06"

(0B)

Spesifik bity. 4,30+0,05° 437+0,03°  4,59+0,09° 451£0,03%  4,59+0,02°
orani (SBO)

vemdonisim g 51,6030 1380005%  1,14£010°  1026£0,02°  1,1140,04°

orani (FCR)
Yasama orani
(YO)
Kondiisyon
faktori (KF)
Yem deg. orani
(YDO)

*: Aymi satirdaki farkl harfler istatistiki bakimmdan 6nemlidir (P<0,05)

96,66+0,82° 98,09+0,82%  99,04+0,82° 99,52+0,82°  99,52+0,82%
0,99+0,11° 0,95+0,10° 1,03+0,15% 1,0440,13 1,04+0,13?

75,87+2,20° 72,1942,76° 87,9248 56° 78,97+1,49°  89,44+3,92°

O. vulgare ile yapilan besleme denemesinde final agirlik degeri, canli agirlik artisi,
spesifik bityiime orani, oransal biiylime ve kondiisyon faktoriiniin 1,5 ml/kg, 2,5 ml/kg ve
3,0 ml/kg gruplarinda 0,125 ml/kg ve kontrol grubuna gore daha iyi degerlerde oldugu
tespit edilmistir (P<0,05). Denemede final agirlik degeri, canli agirlik artigi, spesifik
biliyiime orant ve oransal biiylime degerleri sirasiyla 90,78+12,19 g, 62,91+5,57 g,
4,59+0,09 ve 225,78+20,00 g olarak en iyi O. vulgare 1,5 ml/kg grubunda tespit
edilmistir. Bu grubu sirastyla 3,0 ml/kg ve 2,5 ml/kg gruplar takip etmistir. 0,125 ml/kg
oraninda ugucu yag iceren yemle beslenen grup ile kontrol grubu arasinda ise istatistiksel
olarak bir fark bulunmamistir (P<0,05). En iyi yem doniisim oramt 3,0 ml/kg grupta
(1,11+0,04) elde edilmis ve bu grubu sirasiyla 1,5 ml/kg (1,14+0,10) ve 2,5 ml/kg
(1,26+0,02) gruplari izlemistir. Yem degerlendirme orani ise en iyi 3,0 ve 1,5 ml/kg

48



DILER vd. 2017 SDU-ESUFD 13(1), 42-57

gruplarinda oldugu ve diger gruplar ile aralarindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli
oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Yasama orani bakimindan %99,52+0,82 ile O. vulgare 2,5 ve 3,0 ml/kg gruplarinin en
iyi oldugu tespit edilmistir. Bu gruplar sirastyla 1,5 ml/kg (%99,04+0,82) ve 0,125 ml/kg
(%98,09+0,82) izlemistir. En diisiik yasama oran1 %96,66+0,82 ile kontrol grubunda elde
edilmistir (P<0,05).

In vivo Antibakteriyel Etki Sonuglari

V. anguillarum ile yapilan deneysel enfeksiyon uygulamasi sonucunda, O. vulgare ile
beslenen gokkusagi alabaliklarinda 6lim oranlarmin negatif kontrol grubuna (%70) gére
onemli derecede diisiik oldugu belirlenmistir (P<0,05). En diisiik mortalite oran1 (%27,5),
3,0 ml/kg oraninda O. vulgare ugucu yagini igeren yemle beslenen grupta tespit edilmistir.
V. anguillarum verilen deneme gruplarinda nispi yasama oranina bakildiginda en yiiksek
degerler sirasiyla 3,0 ml/kg ve 2,5 ml/kg dozlarinda ilave edilen yemle beslenen balik
gruplarinda bulunmustur. En disiik RPS degerinin bulundugu O. vulgare 0,125 ml/kg ile
pozitif kontrol grubu istatistiki olarak benzerlik goriilmiistiir (P<0,05) (Tablo 4).

Tablo 4. V. anguillarum enfekte edilmis gokkusagi alabaliklarinda
mortalite oranlar1 ve RPS degerleri

Gruplar xg;?(l;}s RPS degerleri
O. vulgare 0,125 ml/kg 57,5 17,85+5,05°%
0. vulgare 1,5 ml/kg 475 46,42+5,05"
O. vulgare 2,5 ml/kg 35 50,0010,10°
O. vulgare 3,0 ml/kg 27,5 60,71+5,05°
Pozitif Kontrol (Oksiterasiklin 75 mg/kg) 52,5 25,00+5,05%
Negatif Kontrol 70 -

*: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiki bakimindan 6nemlidir (P<0,05)

Antioksidan Enzim Aktiviteleri ve Lizozim Aktivitesine Ait Bulgular

O. vulgare ugucu yaglart ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda plazma katalaz
aktivitesinde gruplar arasinda istatistiki olarak fark goériilmemistir (P<0,05) (Tablo 5).
Plazmada siiperoksit dismutaz aktivitesinin ise en yiiksek 1,5 ml/kg (789,52+16,63)
grubunda bulundugu tespit edilmistir. Bu grubu sirasiyla 2,5 mil/kg, 3,0 ml/kg, kontrol ve
0,125 ml/kg gruplari izlemistir (P<0,05) (Tablo 5).

Lizozim aktivitesinin O. vulgare 3,0 ml/kg ile beslenen grupta en yiiksek (17,66+2,51)
oldugu tespit edilmistir (P<0,05) (Tablo 5).
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Tablo 5. O. vulgare ugucu yaglari ile beslenen gokkusagi alabaliklarinda antioksidan
ve lizozim aktivite sonuglari

Plazma katalaz ~ Plazma siiperoksid Lizozim

Gruplar aktivitesi dismutaz aktivitesi  aktivitesi
(CAT) (SOD) (mg/ml)

O. vulgare 0,125 ml/kg  29,73+3,76 669,66+85,10° 6,66+1,52°

O.vulgare 15mllkg  25,04+4,21 789,52+16,63 10,00+0,00°

O.vulgare 25 ml/lkg  30,98+5,22 782,12+12,65°% 10,00+1,00°

O.vulgare 3,0ml/kg  26,15+8,95 782,03+43,25° 17,66+2,51%

Kontrol 26,25+2,12 706,38+25,63% 8,00+1,00™

*: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiki bakimmdan 6nemlidir (P<0,05)

Histolojik Incelemelere Ait Sonuclar

Histolojik incelemelerde kontrol grubu ile mukayese edildiginde ugucu yag ilaveli
yemle beslenen gruplarda konsantrasyon farki olmaksizin Karaciger hiicrelerinde gevsek
bir goriiniim ve bobrek dokusuna ait glomerulus ve tiibiillerde nekroz dikkati ¢ekmistir

Sekil 1. (a) 0,125 ml/kg oraninda O. vulgare ugucu yagr ile beslenen gruplarda posterior
bobrekte glomerulusta nekroz (x40) (b) 1,5 ml/kg oraninda O. vulgare ugucu yagi ile beslenen
gruplarda karaciger hiicrelerinde gevsek goriiniim (x40) (c) 3,0 ml/kg oraninda O. vulgare ugucu
yagi ile beslenen gruplarda posterior bobrekte tiibiiler nekroz (x40)
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TARTISMA

Akuakiiltiirde baliklarin biiyiimesini ve sagligimi artirmak amact ile gesitli bitkisel
tirtinlerin kullanilmasi olduk¢a popiiler bir yaklasimdir (Gatlin vd., 2007; Ji vd., 2007;
Erol-Florian vd., 2011; Ndong ve Fall, 2011). Son yillarda yapilan arastirmalarda tibbi
bitkilerin baliklarda biiyiime parametreleri tizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Ji vd.,
2007; Aly vd., 2008; Immanuel vd., 2009; Ahilan vd., 2010; Ndong ve Fall, 2011; Oskoii
vd., 2012). Ozellikle gokkusagi alabaligini da igeren birgok balik tiiriinde bitkisel {iriinler
ve etken maddeleri ile yapilan beslemenin biiyiime iizerinde olumlu etkileri goriillmektedir
(Diigenci vd., 2003; Zheng vd., 2009).

Lamiceaea familyasina ait kekik tiirleri antibakteriyel, antifungal, antioksidan, anti-
enflamatuar 6zelliklerinin yanisira sindirimi kolaylastirma 6zellikleri nedeniyle biiyimeyi
destekleyici olarak kullanim potansiyeline sahiptir (de Moraes Franga Ferreira vd., 2014).
Kanal yaym baliklarinda (Ictalurus punctatus) O. heracleoticum (Zheng vd., 2009),
gokkusag alabaliklarinda O. vulgare (Ahmadifar vd., 2011) ve O. onites (Diler vd.,
2016), levrek ve tilapialarda Thymus vulgaris (Yilmaz vd., 2012; Shehata vd., 2013)
ucucu yaglari ile yapilan besleme calismalarinda biiyiime performansinda artis oldugu
tespit edilmistir. Ayrica kKekik bitkisinin temel bilesenleri olan timol ve karvakroliin farkli
balik tiirlerinde biiyiime iizerine etkileri ¢alisilmistir. Giannenas vd. (2012), timol ilaveli
yemle beslenen gokkusagi alabaliklarinda agirlik kazancinin daha yiiksek oldugunu tespit
etmislerdir. Karvakrol ilaveli yemle beslenen gruplarda ise biiyiime parametrelerinde
herhangi bir artisin olmadig1 belirlenmistir. Benzer bir sekilde Volpatti vd. (2013), levrek
baliklarinda karvakroliin biiyiime performansi tizerine etkisinin olmadigini bildirmislerdir.
Ahmadifar vd. (2014) yavru mersin (Huso huso) baliklarinin diyetlerine ilave edilen timol
ve karvakrol karigiminin final agirlik ve spesifik biiylime oranimi artirdigini tespit
etmislerdir.

Bu ¢alismada O. vulgare ugucu yagi ile beslemenin gokkusagi alabaliklarinda biiyiime
performansi tizerinde olumlu bir etkisi oldugu saptanmistir. En iyi final agirhk degeri,
canli agirlik artigi, spesifik biiyiime orani, kondiisyon faktorii ve oransal biiyiime 1,5
ml/kg ve 3,0 ml/kg ugucu yag ile beslenen baliklarda tespit edilmistir (P<0,05). O. vulgare
L. ile beslenen baliklarda en iyi yem doniisim degerleri 1,5 ml/kg ve 3,0 ml/kg
gruplarinda elde edilmistir. Yagama oranlar1 bakimindan tiim gruplarda kontrol grubuna
gore daha iyi sonuglar elde edilmistir (P<0,05). Arastirma bulgularimiz Zheng vd. (2009),
Ahmadifar vd. (2011), Yilmaz vd. (2012), Shehata vd. (2013), Ahmadifar vd. (2014) ve
Diler vd., (2016)’ in galismalar1 ile desteklenmektedir. Giannenas vd. (2012) ve Volpatti
vd. (2013)’ den ise farkli sonuglar elde edilmistir. Ugucu yaglarin biiylime tizerindeki
olumlu etkileri, onlarin aromatik &zelliklere sahip olmasi nedeniyle baliklarin yem alimi
artirdig1 ve agirlik kazancinin artmasi ile agiklanmaktadir (Abdel Latif ve Khalil, 2014).
Ayrica bitkilerin biyoaktif bilesenlerinin sindirim enzimlerini artirarak nutrientlerin
absorbsiyonu saglamaktadir (Radhakrishnan vd., 2015).

Kekik tiirleri, yiiksek diizeyde ugucu yag icermekte ve bu yaglarin ana bileseni olan
timol ve karvakroliin yiiksek antioksidan 6zellige sahip oldugu bilinmektedir. Giannenas
vd. (2012) karvakrol ve timol ilaveli yemle 8 hafta beslemenin sonunda gokkusagi
alabaliklarinin filetosunda antioksidan aktivite igin glutathion reduktaz, glutathion-S
tranferaz, malondialdehit, lizozim, nitrit oksit, toplam komplement konsantrasyonu,
katalaz aktivitesini belirlemislerdir. Sonugta karvakrol ve timol ilaveli yemle beslenen
gruplarda, malondialdehit sayisinda bir diisiis olmasina ragmen, glutathion reduktaz ve
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glutathion-S tranferaz aktivitesinde artis oldugu tespit edilmistir. Karvakrol ilaveli yemle
beslenmis gruplarda katalaz aktivitesi lizozim ve toplam komplement konsantrasyonunun
yiiksek oldugu ve antioksidan koruyucu kapasitenin arttig1 goriilmiistiir. Benzer sekilde,
O. heracleoticum ugucu yagi ile beslenen kanal yaym baliklarinda plazmada siiperoksit
dismutaz ve katalaz aktivitesinin 6nemli oranda yiikseldigi tespit edilmistir (Zheng vd.,
2009). Calismamizda da ugucu yag ilaveli yemlerle beslenen baliklarda, plazma
stiperoksit dismutaz aktivitesinde artis oldugu ve en yiiksek deger 1,5 ml/kg grubunda
tespit edilmistir (P<0,05). Bununla birlikte, ugucu yag ilavesinin plazma katalaz
seviyelerinde bir degisime neden olmadig1 goriilmiistiir. Lizozim balik patojenlerine kars1
korunmada 6nemli bir parametre olup bu c¢aligmada lizozim aktivitesinin sadece O.
vulgare L. 3,0 ml/kg ile beslenen baliklarda bir artis gostermistir (P<0,05). Karagouni vd.
(2015) yaptiklar1 ¢alismada Origanum minutiflorum’ un Diplodus puntazzo’ da lizozim
aktivitesini artirdigin1 belirlemistir. Arastirma sonuglarimiz O. vulgare’ de plazmada
stiperoksit dismutaz aktivitesinin artmasi nedeniyle in vivo antioksidan aktivitenin olumlu
etkilendigini ve Zheng vd. (2009)’ in bulgularini destekledigi tespit edilmistir.

Hizla gelismekte olan su iiriinleri yetistiriciliginde intensif {retim sartlarinda
infeksiyoz hastaliklar 6nemli ekonomik kayiplar olusturmaktadir. Akuakiiltiirde 6zellikle
balik yemlerine bitkisel maddelerin ilavesi sadece biiylimeyi arttiric1 olarak degil ayni
zamanda baliklarda bagisikligin gelistirilmesi ve hastaliklarin  kontrolii amaciyla
yapilmaktadir (Jian ve Wu, 2003).

Farkli aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin genis spektrumlu antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklart bilinir (Hammer vd., 1999; Baydar vd., 2004). Origanum cinsi
bitkilerin antibakteriyel etkiye sahip karvakrol, timol, p-cymen, y-terpinen gibi ¢ok sayida
aktif metabolitleri vardir (Karausou & Kokkini, 2003). Bu ¢aligmada karvakrol (%94,31)
O. vulgare’ nin ugucu yaginda antimikrobiyal etkisi olan ana bilesendir. Ugucu yaglarin
antibakteriyel mekanizmalari tam bilinmemekle birlikte kimyasal yapilart ve lipofilik
Ozellikleri 6nemli rol oynamaktadir. Karvakrol sitoplazmik membran gecirgenligini
artirdig1 i¢in ve lipopolisakkaritler tizerindeki etkisi nedeniyle Gr (-) bakterilerin membran
biitlinligiini bozmaktadir.

Calismamizda O. vulgare ugucu yagi ile beslemenin gbkkusagi alabaliklarinda V.
anguillarum’ a kars1 koruma saglandig1 ve en diisiik konsantrasyonda (0,125 ml/kg) bile
negatif kontrolden daha iyi nispi yasama orani verdigi gortilmiistiir. O. vulgare ugucu
yaginin yiiksek oranda karvakrol icermesi nedeniyle patojenlere diren¢ saglayabildigi
sonucuna vartlmistir. Benzer sekilde daha once yapilan ¢aligmalarda O. heracleoticum
ucucu yaginin kanal yayin baliklarinda A. hydrophila’ ya (Zheng vd., 2009), O. vulgare
ekstraktinin tilapialarda V. alginolyticus’ a (Abdel-Latif ve Khalil, 2014), O. onites ugucu
yaginin gokkusagi alabaliklarinda L. garvieae’ ye (Diler vd., 2016) ve karvakrol ile
beslemenin gokkusagi alabaliklarinda V. anguillarum’ a (Volpatti vd., 2013) kars1 direng
sagladigr tespit edilmistir. Bu arastirmada bulgularimiz Zheng vd. (2009), Abdel-Latif ve
Khalil (2014), Diler vd. (2016) ve Volpatti vd. (2013)‘ iin sonuglarini desteklemistir.

O. vulgare’ nin kimyasal kompozisyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda ana bilesenin
karvakrol olmakla birlikte (Goliaris vd., 2003; Viuda-Martos vd., 2007; Souza vd., 2008;
De Martino vd., 2009; Derwich vd., 2010; Bejaoui vd., 2013; Stojkovic vd., 2013)
terpineol, caryophyllene, thymoquinene gibi bilesenlerden de meydana gelebilecegi tespit
edilmistir (Milos vd., 2000; Radusiene vd., 2005; Cleff vd., 2010). Bu arastirmada ise O.
vulgare ucucu yagimin kimyasal kompozisyonunda karvakrol (%94,31), myrcene (%0,49),
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isoborneol (%1,13), linalool (%1,25), cymene (%1,29) ve y terpinen (%1,53) bilesenleri
tespit edilmis olmakla birlikte timol bilesenine rastlanilmamaistir.

Bitkisel iiriinlerin yem katki maddesi olarak kullanilmas1 halinde dokularda goriilen
histopatolojik degisimler ¢esitli aragtirmalar ile ortaya konmustur. Mohi-Eldin vd. (2012),
ginseng ekstraktt ve sarimsak tozunun disi ratlarda bobrek tiibiillerinde vakuolar
dejenerasyon ve nekrozise sebep oldugunu tespit etmislerdir. Zakes vd. (2008), Astragalus
radix ve Lonicera japonica bitkilerinin yavru Sander lucioperca’ larda karaciger ve orta
bagirsak iizerindeki histolojik etkilerini arastirmislar ve karaciger parankimasinda bazi
farkliliklar olusturdugu, hiicre sitoplazmalarinda glikojen ve yag damlalar1 ve inkliizyon
olusumu ve bazi patolojik degisimlerin meydana geldigine dikkati ¢ekmistir. Iki bitkinin
karisim halinde verildigi grupta nekrotik degisiklikler daha belirgin olmustur. Bu
arastirmadaki histopatolojik incelemelerde O. vulgare L. ugucu yagi ile 56 gin
beslemenin gokkusagi alabaliklarinda Kkaraciger hiicrelerinde gevsek bir goriinim ve
bobrek dokusuna ait glomerulus ve tiibiillerde nekroza yol actigi dikkati ¢ekmistir. S6z
konusu bulgularimiz Zakes vd. (2008)’ in sonuglarint desteklemis ve bitkisel tiriinlerin
baliklarda toksik etkiye neden olmamakla birlikte bazi histopatolojik degisimlere neden
olabilecegini ortaya koymustur.

Sonug olarak bu g¢aligmada, Origanum vulgare L. ugucu yagmin gokkusagi alabaligi
tizerinde Vibrio anguillarum’ a kars in vivo antibakteriyel aktivitesi ilk kez belirlenmistir.
Ayrica kullanilan ugucu yagin baliklarda biiylime tesvik edici ve antioksidan aktiviteyi
arttiric1 etkiye sahip olduklari da tespit edilmistir. Béylece O. vulgare ugucu yagmnin
antibakteriyel ve antioksidan ozellikleri yaninda biiylime performansi iizerine olumlu
etkileri neticesinde su driinleri yetistirciliginde alternatif yem katki maddesi olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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