T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

FARKLI BAKTERIYEL HASTALIK ETKENLERINE MARUZ KALMIS
GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA OLUSAN DNA HASARI VE ANTIOKSIDAN
DUZEYLERINDEKIi DEGiISIMLERIN INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI

HAZIRLAYAN: Fatih KURT
DANISMAN: Dog. Dr. Asli CILINGIR YELTEKIN

VAN-2020






T.C.
VAN YUZUNCU YIL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

FARKLI BAKTERIYEL HASTALIK ETKENLERINE MARUZ KALMIS
GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA OLUSAN DNA HASARI VE
ANTIOKSIDAN DUZEYLERINDEKI DEGISIMLERIN INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZi

HAZIRLAYAN: FATIH KURT

Bu ¢alisma YYU Bilimsel Arastirma Projeleri Bagkanlhig: tarafindan FYL-2019-8202
No’lu proje olarak desteklenmistir.

VAN-2020






KABUL VE ONAY SAYFASI

Kimya Anabilim Dali'nda Dog. Dr. Ash CILINGIR  YELTEKIN
damsmanhiginda, Fatih KURT tarafindan sunulan “Farkh Bakteriyel Hastahk
Etkenlerine Maruz Kalmis Gokkusagi Alabahklarmda Olusan DNA Hasar ve
Antioksidan Diizeylerindeki Degisimlerin incelenmesi” isimli bu ¢aliyma Lisanstistii
Egitim ve Ogretim Yonetmeligi'nin ilgili hitkimleri geregince 27/12/2019 tarihinde
asagidaki jiiri tarafindan oy birligi / oy goklugu ile bagarili bulunmus ve yiiksek lisans
tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Prof. Dr. Vedat TURKOGLU imza: W (

Uye:Dog. Dr. Ayse Dilek OZSAHIN KIRECCI Imza:  \ J/L

Uye: Dog. Dr. Ash CILINGIR YELTEKIN Imza:

Fen Bilimleri Enstitiist Yonetim Kurulu'nunZd./al./2e tarih ve 29?.62[4..‘.2‘
sayil1 karari ile onaylanmigtir.







TEZ BiLDIRIMIi

Tez i¢indeki biitiin bilgilerin etik davramis ve akademik kurallar gergevesinde
elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak hazirlanan bu
calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigin bildiririm.

Fatih KJRT






OZET

FARKLI BAKTERIYEL HASTALIK ETKENLERINE MARUZ KALMIS
GOKKUSAGI ALABALIKLARINDA OLUSAN DNA HASARI VE
ANTIOKSIiDAN DUZEYLERINDEKI DEGiSIMLERIN iINCELENMESI

KURT, Fatih
Yiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Asli CILINGIR YELTEKIN
Ocak 2020, 77 sayfa

Diinya niifusunda ki artis ve saglik konusunda yapilan arastirmalar balik ve
diger su iriinlerinin, insan besin maddeleri arasindaki Onemini arttirmistir. Balik
yetistiriciliginde artan iiretime paralel olarak hastalik problemleri siklikla
yasanmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, bakteriyel hastaliklarin yaygin olarak
goriilmesine neden olmakta balik 6liimlerinden ve biiylimenin yavaslamasindan dolay1
biiylik ekonomik kayiplara neden olabilmektedir. Farkli bakteriyel etmenler baliklarda
DNA hasarina ve viicut fonksiyonlarinda zarara sebep olmasi nedeniyle ciddi sorunlar
yasatmaktadir. Bu nedenle bu c¢alismada; ilimizde bulunan alabalik c¢iftliklerinde
enfeksiyon olusturan baslica bakteriyel ajanlarin bulundugu gokkusag alabaliklar: tespit
edilmis ve PCR ile bu bakteri tiirleri (Staphylococcus epidermidis, Lactococcus
garvieae ve Bacillius subtilis) belirlenmistir. Bakterili olduklari belirlenen alabaliklarin
beyin, karaciger, bobrek ve kas dokularinda antioksidan enzim diizeyleri (Stiperoksit
dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)), lipit
peroksidasyonlar1 (Malondialdehit (MDA)) ve DNA’larinda meydana gelen hasarin (8-
Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG)) saglikli baliklara gore nasil degisim gosterdigi
arastirllmistir. Her ¢ bakteri tiiriinde de antioksidan savunma sistemi enzim
seviyelerinin genel olarak her dokuda azaldigi, lipit perksidasyonunun ve 8-OHdG

diizeylerinin ise artt1g1 tespit edilmistir.
Sonug olarak; Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae ve Bacillius
subtilis bakterilerinin, alabalik beyin, karaciger, bobrek ve kas dokularinda antioksidan
enzim diizeylerinde, lipit peroksidasyonununda ve 8-OHdG diizeyinde degisimine sebep

oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antioksidanlar, Bakteriyel hastaliklar, DNA hasari,
Gokkusagi alabaligi, MDA






ABSTRACT

INVESTIGATION OF CHANGES IN DNA DAMAGE AND ANTIOXIDANT
LEVELS IN RAINBOW TROUT EXPOSED TO DIFFERENT BACTERIAL
DISEASES

KURT, Fatih
M. Sc. Thesis, Chemistry '
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Asli CILINGIR YELTEKIN
January 2020, 77 pages

The increase in the world population and health research have increased the
importance of fish and other aquaculture among human nutrients. Disease problems are
frequently experienced in parallel with increasing production in fish farming. High
stockpiling density causes widespread bacterial diseases and can cause big economic
losses due to fish deaths and slow growth. Different bacterial factors cause serious
damage due to DNA damage in fish and damage to body functions. Therefore, in this
study; rainbow trout, which contains the main bacterial agents causing infection in trout
farms in our province, was determined by PCR and these bacterial species
(Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae and Bacillius subtilis) were
determined. Antioxidant enzyme levels (Superoxide dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutathione peroxidase (GSH-Px)), lipid peroxidations (Malondialdehyde (MDA)) and
DNA in damage (8-Hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG)) compared to healthy fish
was investigated. Antioxidant defense system enzyme levels were decreased in all
tissues and lipid perxidation and 8-OHdG levels were increased in all three bacterial
species.

As a result; Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae and Bacillius
subtilis bacteria were found to cause antioxidant enzyme levels, lipid peroxidation and

8-OHdG levels in trout brain, liver, kidney and muscle tissues.

Keywords: Antioxidants, Bacterial diseases, DNA damage, MDA, Rainbow
trout
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Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
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1. GIRIS

Alabaliklar Salmonidae familyasina ait baliklardir. Soguk, berrak ve bol
oksijenli akarsu, kaynak sular1 ve gollerde yasamaktadirlar. Genellikle ince uzun, igne
seklinde olurlar. En karakteristik 6zellikleri sirt yilizgeci ve kuyruk yilizgeci arasinda yag
yiizgeci (adipoz) tasimalaridir (Celikkale, 2002) (Sekil 1.1.). Karnivor baliklardir ve
tiirlere gore degisen sayida disleri vardir (Tekelioglu, 2005). Alabaliklar tamamen i¢
sularda yasayanlar ve hayatlarinin bir kismini tatli sularda, diger kismini denizlerde
gecirenler (anadrom) olmak {izere iki grup altinda toplanirlar (Celikkale, 2002).
Alabalik tiirleri cografik olarak Avrupa kokenli ve Kuzey Amerika kokenli olarak iki
gruba ayrilirlar. Gokkusagi alabaliginin kuyruk yiizgeci catallidir. Agiz yarigi géziin
arka kismina kadar uzanir. Renkleri degisken olup yan hat boyunca gokkusagi renginde
bir bant bulunur. Ureme dénemlerinde bu bant iyice belirginlesir. Cinsi olgunluk 2 - 3
yasinda gerceklesir ve {ireme Mayis - Aralik aylari arasinda olur. Ureme dénemindeki
alabaliklarda cinsiyet farki kolaylikla ayirt edilebilmektedir. Erkek bireylerde renkler
daha parlak olurken daha yash bireylerde iireme doneminde alt ¢enede bir c¢engel
olusumu meydana gelmektedir. Disi bireylerde ise karin kismi oldukga siskindir ayrica
genislemis olan aniis kirmizi bir renk almaktadir. Anaglarda yumurtlama zamani renk
cok koyu ve yanal c¢izgi ise ¢ok kirmizi renk almaktadir. Karnivor olan bu balik
ozellikle hayvansal gidalarla beslenir. Alabalik fraylari gl ve nehirlerde zooplanktonla
beslenirken daha sonra donemlerinde bocek, krustase ve diger baliklarla beslenir
(Alpbaz, 2005). 100 y1l1 askin bir siiredir yetistiriciligi yapilmaktadir(Celikkale 2002).

Gokkusagr alabaliginin Tiirkiye’de yetistiriciligi ise 1970’li yillarda kamu ve
0zel girisimciler tarafindan baglatilmistir. Diinya genelindeki kiiltiir balik¢iliginin
gelisimine kosut olarak {ilkemizde de ozellikle {istiin yetistirme avantajlart nedeniyle
Gokkusagr alabalig: iiretimi bilyiik asamalar katetmektedir. Onceleri kiigiik isletmeler
tarafindan gergeklestirilen Gokkusagi alabaligr tiretimi, 1990’11 yillardan itibaren
entegre iiretim tesislerine doniismiistiir. Hatta giiniimiizde iilkemiz Gokkusag alabaligi
tireticileri Avrupa’ya flime halinde islenmis iiriin ihra¢ eder duruma erigsmislerdir.

(Aydin, 2009)



Cevre kosullarina ¢ok iyi uyum saglamasi, aktif yem almasi sayesinde iyi
gelisme gostermesi, sagim, dol alimi, yavrularin yapay yemlerle beslenme islemlerinin
daha kolay olmast ve bu sayede ekonomik olmasit bu baligin kiiltiiriiniin tercih

edilmesinin baslica nedenleri oldugu séylenebilir (Celikkale, 2002).

Sekil 1.1. Gokkusagi alabaligi Salmonidae familyasindan Oncorhynchus mykiss.

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemiz su iiriinleri yetistiriciligi sektorii hizli bir
gelisim siirecine girmis ve 2017 verilerine gore 276 bin 502 ton {iretim hacmine
ulagmistir. Bu iiretim hacmi igerisinde yetistiriciligi en fazla yapilan tiir ise 109 bin 657
ton iretim ile gokkusagi alabaligi olmustur (TOB, 2019).

Gokkusag alabaliklar i¢ sularda yetistirilmesinin yani sira kasim aymin ilk
yarisindan, haziran aymin basina kadar denizlerde mevcut kafeslerde de
yetistirilmektedir (Kurtoglu ve Cakmak, 2007).

Alabaliklar 0-25°C’de yasayabilen, minimum 5,5 mg/l doymus oksijen
gereksinimi olan optimum gelisme sicakligi olarak 15-16°C’deki su ortamlarini tercih
eden tiirlerdir (Roberts ve Stepherd,1997; Kayis, 2009).

Diinya genelinde en ¢ok taninan alabalik tiirleri asagida gosterilmistir (Bruno ve
Poppe 1996).

- Salmo salar Linnaeus (Atlantik Salmonu)

- Salmo trutta f.trutta Linnaeus (Deniz alabaligi)



- Salmo trutta f.fario Linnaeus (Dere alabaligi)

- Oncorhynchus mykiss Walbaum (Gokkusagi alabaligi)

- Salvelinus fontinalis Mitchill (Kaynak alabaligr)

- Salvelinus alpinus Linnaeus (Alp alabalig)

- Salhvelinus namaycush Walbaum (Gol1 alabaligi)
Ulkemizin yerel alabalik alt tiirleri ise soyle siralanabilir (Celikkale 2002).
- Salmo trutta macrostigma Dumeril (Anadolu Dag alabalig)
- Salmo trutta abanticus Tortonese (Abant alabalig)

- Salmo trutta caspius Kessler (Aras alabaligi)

- Salmo trutta labrax Pallas (Karadeniz alabalig1)

- Salmo trutta f.lacustris Linnaeus (Gal alabaligi)

- Oncorhynchus mykiss Walbaum (Gokkusagi alabaligi)

Yukarida belirtilen alabalik tiirleri icerisinde yetistiriciligi en yaygin olan1 Kuzey
Amerika kokenli Gokkusagr alabaligi olmustur. Gokkusagi alabaligr ile Kaynak
alabaligt hemen hemen ayni yillarda yaklasik 120 yi1l 6nce Kuzey Amerika’dan
Avrupa’ya getirilmelerine karsin kiiltiir kosullarina uygun niteliklerinden dolay1
Gokkusagr alabaligr yetistiriciligi hizli bir artig gostermis ve giiniimiizde bir enddistri
haline gelmistir. Gokkusagi alabaliginin yetistiricilige uygun Ozellikleri asagidaki
bagliklar halinde belirtilebilmektedir (Steffens, 1981):

- Gokkusagi alabaliginin cevre kosullarma g¢ok i1yi uyum gdstermesi yaninda
ozellikle yiiksek sicakliklara oransal olarak dayanikli olmasi,

- Aktif yem almasi nedeniyle yemlenmesinin kolay olmasi ve yemi
degerlendirmesinin daha iy1 olmasi yoniinden iyi bir biiylime gdstermesi,

- Daha yiiksek ilkbahar sicakliginda dere alabaligi ve kaynak alabaligi gibi diger

alabalik tiirlerine gore daha kisa siireli kulugcka donemine sahip olmasi.

1.1. Su Kalitesi

Alabalik yetistiriciliginde ideali, yetistirme ortamindaki baliklara diizenli bir

sekilde daima ayni kalitede su temin etmektir. Ayn1 zamanda su miktar1 ile kalite



arasindaki siki iliski de gbéz ardi edilmemelidir. Bu bakimdan su miktarindaki ani
degisimlerin suyun mevcut kalite degerlerini olumsuz veya olumlu yo6nde
etkileyebilecegi unutulmamalidir. Alabalik yetistiriciliginde su kalitesine iliskin suda
incelenmesi gereken gesitli parametrelerin sinir degerleri Cizelge 1.1°de gosterilmistir

(Horst-Emme, 1990).

Cizelge 1.1. Alabalik yetistiriciliginde ¢esitli su parametreleri sinir degerleri

Parametre Sinir Degeri

Sicaklik 20 °C’a kadar
Oksijen 7 mg/It’nin lizerinde
PH 5,5-8,5

Asit Baglama Kapasitesi (SBV) 1,5 Vol/m*iin iistiinde
Ammonium 1,0 mg/1t’e kadar
Demir, toplam 0,5 mg/lt’e kadar
Nitrit 0,2 mg/1t’e kadar
Nitrat 10 mg/1t’e kadar
Potasyumpermangenat tiikketimi (KmnO,) 40 mg/It’e kadar
Kimyasal oksijen gereksinimi 40 mg/1t’e kadar
Biyokimyasal oksijen gereksinimi 15 mg/It’e kadar
Oksijen tiiketimi 6 mg/lt’e kadar
Serbest CO;, (Larvalar igin) 15 ppm/It’nin altinda
Serbest CO; (Sofralik baliklar igin) 30 ppm/It’nin altinda

1.2. Bakteriler

Bakteriler, ilk defa Antony Van Leeuwenhoek tarafindan basit 151k
mikroskobunda su damlacig1 i¢inde gozlenmistir. Bakterilerin temel yapist dista hiicre
duvar1 ve hiicre zari, i¢inde de sitoplazmadan olusur. Hiicre duvarinin ana bileseni
peptidoglikan adi verilen 6zel bir polisakkarittir. Bakterilerde sitoplazmanin igerigi,

Okaryot canlilarla benzerlik gosterir. Sitoplazma i¢cinde DNA, RNA, ribozomlar, yag



tanecikleri, glikojen, proteinler ve %90 oraninda su bulunur. Biitiin bakterilerde bu
temel yapilar vardir. Ancak bakterilerin gesitlerine gore sahip oldugu yapilar degisebilir
(Arda, 2000). Oksijenli solunum yapan bakterilerde solunum enzimleri mezozom
denilen yapilarda ve sitoplazmada bulunur. Mezozomlar hiicre zariin sitoplazma igine
katlanmasiyla olusmustur ve okaryot canlilarda bulunan mitokondrinin gérevini yapar.
Fotosentez yapanlarda klorofil molekiilii, aktif hareket edenlerde kamg¢1 gibi yapilar
bulunur. Aktif hareketin diginda bakteriler toz parcaciklart ve su damlaciklari ile pasif
olarak uzak mesafelere tasinabilir. Bazi bakterilerde de hiicre duvarmin disinda
polisakkaritlerden olusmus koruyucu bir kapsiil bulunur. Bakterilerin yiizeylere ve
birbirlerine tutunmak i¢in pilus denen kisa uzantilart vardir. Piluslar ayn1 zamanda iki
bakteri arasinda DNA aktariminda rol alir. Bakteri DNA's1 zar ile ¢evrili degildir.
Katilim maddesi sitoplazmada, c¢ekirdek alani denilen boélgede bulunur, halkasal bir
DNA molekiiliinden olusur.

Baz1 bakterilerde bu DNA'nin disinda plazmit adi verilen yapilar da
bulunmaktadir. Plazmitler kiiclik halkasal yapiya sahip, kendini esleyebilen DNA
parcaciklaridir. Plazmitler bakterilerinin yasamasi ve cogalmasinda etkili degildir.
Ancak bakterilerde bazi Ozelliklerle ilgili genetik bilginin bir bakteriden digerine
taginmasinda, zor kosullara karst diren¢ olusumunda avantaj saglar. Bakteriler uygun
olmayan ortam sartlarinda hayatta kalabilmek i¢in endospor olusturur. Endosporlar
olumsuz kosullara dayamikli, metabolizmas1 yavaglamis yapilardir. Hiicre,
kromozomunu kopyalarken bir kopyasint da dayanikli bir duvar ile ¢evirir ve olumsuz
kosullarda hiicre pargalansa bile ¢ok dayanikli olan endospor hayatta kalir. Yiiksek ve
diisiik sicaklik durumlarinda meydana gelir. Bakteriler ¢cok diisiik sicakliklarda endospor
halde uzun yillarca var olabilirken (buzullarda binlerce yillik bakterilere rastlanmistir)
yiiksek sicakliklarda durum boyle degildir; belli sicaklik degerlerinden sonra endospor

korumaya devam edememektedir (Giiven ve Zorba, 2013).



1.2.1. Bakterilerin biiyiimesine etki eden faktorler
Mikroorganizmalar gelismek ve ¢ogalabilmek igin suya, enerji kaynagina, azot
kaynagina, vitaminlere ve minerallere gereksinim duyarlar (Arda, 2000). Bakterilerin

tiremesinde fiziksel, kimyasal, biyolojik ve mekanik faktorler etkilidir.

Fiziksel faktorler

Sicaklik: Mikroorganizmalar, gelismis canlilarin yasadiklar1 sicakliklarda 1iyi
gelisirler. Ancak bazi bakteriler, gelismis organizmalarin aksine ¢ok diisiik ve ¢ok
yiiksek sicakliklarda bile gelisme yetenegindedir. Mikroorganizmalar sicaklik tercih
siirlart dikkate alindiginda; psikrofiller (20°C’nin altinda), mezofiller (20-45°C
arasinda) ve termofiller (45°C’nin iistiinde) olmak iizere li¢ gruba ayrilirlar; kendilerine
has en diisiikk, en uygun, en yiiksek gelisme sicaklik dereceleri vardir. En diisiik
(minimum) gelisme sicakligi, cins veya tiirlerin gelisebildikleri en diisiik sicaklik
derecesidir. En uygun (optimum) gelisme sicaklifi, cins veya tiirlerin gelisebildikleri en
uygun sicaklik derecesidir. En yiiksek (maksimum) gelisme sicakligi ise cins veya
tirlerin gelisebildikleri en yiiksek sicaklik derecesidir. Bazi bakteri tiirleri ¢ok genis
sicaklik smirlart iginde gelisme gosterirler. Ornegin; toprak ve bitki materyallerinden
iretilen bakterilerin biiylik bolimii 30-40°C’lik sicaklik farkinda bile gelisme
yetenegindedir. Toprak ve bitki materyallerinde sicaklik, mevsimlere gore hatta giiniin
degisik saatlerinde farklilik gosterebildiginden, mevcut bakteriler de bu duruma
uymaktadir. Eger mikroorganizmalar ¢ok kisa siire iginde dondurulur, kurutulur ve
havas1 alinmis ampuller i¢inde saklanirsa (liyofilizasyon) uzun yillar canliliklarini ve
aktivitesini koruyabilirler (Giiven ve Zorba, 2013).

Radyasyon: Radyasyonlarin baslica iki amaci vardir: Sterilizasyon/dezenfeksiyon ve
mutasyon. Ultraviyole 1sinlar1 bakteride protein sentezini ve diger mekanizmalari
bozarak Oliimlere neden olur. Giines 1sinlar1 (UV-1sinlar1), mikroorganizmada hem
mutasyonlara neden olur hem de 1sinlarin sicakligindan mikroorganizma etkilenir. Ses
dalgalar1 bakteri hiicrelerini pargalayabilecek niteliktedirler (Willey ve ark., 2009).

Yiizey gerilimi: Bakteriye temas eden sivi yiizeyindeki molekiillerin olusturdugu

gerilim ¢ok fazla olursa meydana gelen membran etkisi nedeniyle sivi ortamdan



bakteriye gida maddelerinin girisi ¢ok gii¢c olur ve bakteri beslenemez. Aksine, gerilim
zayif olursa sivi 10 i¢indeki maddelerin bakteri yiizeyinde toplanmasina sebep olur.
Buna bagli olarak bakteri i¢cinden disar1 ve disardan iceri gidalarin akisi gli¢lesir ve
bakteri yine beslenemez. Bu nedenlerle bakteri ylizeyi ile buna temas eden sivi ortamin
yiizeysel molekiiler geriliminin dengede bulunmasi zorunludur (Arda, 2000).

Osmotik basing: Mikroorganizmalar hiicre membranlar1 yardimiyla, besiyerinin
osmotik basinci ile hiicre i¢indeki osmotik basing arasinda denge kurmuslardir. Ortamin
osmotik basinct azalmis ise bakteri icine giren fazla sivi bakteriyi sisirip patlatir, tersi
ortamlarda ise bakterinin i¢inden ¢ikan fazla sivi sitoplasmik membranin hiicre
duvarindan ayrilarak biizlismesine neden olur (Arda, 2000). Hidrostatik basing: Her
canlinin dayandig belli bir hidrostatik basing diizeyi mevcuttur. Bu diizeyin altinda
veya lstlindeki hidrostatik basing degerlerinde canli yasayamaz.

Su: Su olmayan ya da yetersiz olan ortamlarda gida aligverisi, bakteri iginde
sentezlenen enzimlerin ve olusan metabolitlerin disar1 ¢ikmasi giiclesir hatta durabilir.
S1v1 besi yerlerinden suyun buharlagsmasi, bu besiyerinde bulunan kimyasal maddelerin
konsantrasyonunu arttirir. Bu durum iiremeyi olumsuz etkiler (Arda, 2000).

Elektrik: Sivi ortamlarda suspansiyon halinde bulunan mikroorganizmalardan dogru

veya alternatif elektrik akimi gegirilirse, mikroorganizmalar zarar gorebilirler.

Kimyasal faktorler

Kimyasal faktorler arasinda oksijen, karbondioksit, pH, redoks potansiyeli,
kullanilan antibiyotik, kemoterapotik maddeler ile c¢esitli dezenfektanlar da
bulunmaktadir (Arda, 2000).

Oksijen: Aeroblar tiremeleri, yasamalar1 i¢in havadaki oksijene ihtiya¢ duyarlar.
Aerobik mikroorganizmalar arasinda B. anthracis, B. subtilis vb. sayilabilir. Fakiiltatif
mikroorganizmalar hem aerobik ve hem de anaerobik kosullarda iireyebilme
mekanizmasina (enzimatik sisteme) sahiptirler. Anaerobik mikroorganizmalar oksijenin
bulunmadig1 ortamlarda gelisebilirler. Oksijen bunlar i¢in zehirleyici tesir yapar.

pH: Her mikroorganizmanin sevdigi ve yasadigi belli bir pH araligi vardir.
Minimum ve maksimum pH limitlerine yanastikga tireme azalir ve durur.

Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu pH 5-9 araliginda (optimum yaklasik) uygun sekilde



blyiirler. Diisilk pH'da yasayanlar asidofilikler olarak adlandirilir. Notrofilik
organizmalar ise pH 6-8 araliginda yasarlar. pH 10-11 arasinda gelisenler ise
alkalofiliklerdir.

Biyolojik faktorler

Canlilarin viicudunda 6zellikle, sindirim, solunum, iirogenital sistemleri ve
derilerinde sayisiz mikroorganizma bulunmaktadir. Sentezledikleri antagonist etkiye
sahip metabolitler birbirlerini etkileyerek birbirlerinin {iremelerine ve hatta 6lmelerine
de yol acarlar (Arda, 2000).

Mekanik faktorler

Calkalama: Karistirma veya calkalama havalandirma ile birlikte akla gelir. Cilinkii
havaya acik sivilar karistirilirken sividaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonu artar. Bu
nedenle, calkalamanin {ireme iizerine olumlu bir etkisi oldugu bilinmektedir. Fakat
calkalama ¢ok hizli veya sert bir sekilde olursa mikroorganizmalarda Oliimler de
meydana gelebilir. Bu yiizden iireme lizerine olumlu etki etmesi i¢in ¢alkalanmanin
belli bir hizda olmasi gerekir (Giiven ve Zorba, 2013).

Filtrasyon: Filtrasyon, bir sivi veya gazin mikroorganizmalarin gegemeyecegi kadar
kiigiik delikli filtrelerden gegirilmesidir. Filtrasyon bazen mikroorganizma sayisini
azaltmak iizere, daha cok ise 1siya hassas materyallerin, ornegin; kiiltiir besiyerleri,
enzimler, antibiyotik ¢ozeltiler vb. sterilizasyonunda kullanilmaktadir (Gliven ve Zorba,
2013).

Santrifugasyon: Santrifiij yardimiyla biitiin mikroorganizmalar giderilemezler veya
stv1 steril hale getirilemez.

Ezmek: Santrifiij yardimiyla ¢oktiiriilen mikroplar bir havana veya ezme aletine
konur burada ezilerek pargalanabilir. Bu yontemle de biitiin mikroplar 6lmezler. Basing
uygulama: Devamli ve yiiksek basing altinda bazi mikroplar 6lebilirler. Ancak hepsi
O0lmez. Mikroplarin sert¢ce ve devamli calkalanmasi bazilarinin 6liimiine neden olabilir.
Fakat biiyiik bir kism1 canli kalabilir (Arda, 2000).

Vibrasyon: Ultrasonik vibrasyonlara maruz birakilirsa 6lebilirler ama tam anlamiyla

sterilizasyon saglamaz.



1.3. Bakteriyel Hastaliklar

Kiiltiir balik¢il1g1 nedeniyle ¢ok sayida baligin bir arada ve yakin temas halinde
bulunmasi, dogada (dere, gol, golet, deniz, vs) serbest yasayanlara oranla, daha fazla
hastaligin ortaya c¢ikmasma neden olmaktadir. Baliklarin iginde yasadiklari ortamin
(tuzlu, aci, tath su) simirl olan besleyici, fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik optimal
yasam kosullarinin olumsuz yonde degismesi bunlarin kisa siire i¢inde diizelmemesi ve
devam etmesi, 6zellikle, bir ¢cok infeksiydz hastaligin ¢ikmasina neden olmaktadir (Arda
ve ark., 2005). Tiim c¢evrede oldugu gibi sularda da meydana gelen kirlilik beraberinde
balik yetistiriciligi ile ilgili birgok sorunu giindeme getirmistir. Ozellikle iilkemizde
dogal ve yapay gollerin ¢esitli atiklarla kirlenmesi, sulari ve bu ortamlarda yasayan
canlilar1 besin olarak tiiketen insanlarin sagligini1 olumsuz yonde etkileyecek bir¢ok
bakterinin yasamasini, ¢ogalmasini ve burada yasayan canlilarda barinmasini
saglamaktadir. Kiiltiir balik¢iliginin artmasiyla birlikte bakteriyel balik hastaliklar1 da
biiyiik sorunlar olusturmaya baslamistir. Onceleri, baliklar igin 15 — 20 bakteri tiiriiniin
patojenik etki gosterdiginin (Munro, 1982) sanilmasina ragmen daha sonralar1 dogal
olarak infekte baliklardan 70’e yakin bakteri tiirli izole edilmistir (Austin ve Austin,
1999; Woo ve Bruno, 1999).

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de alabalik iiretimi yapilan isletmelerde
olduk¢a sik rastlanan baslica patojen bakteriyel etkenler (Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Sexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium spp.,
Streptococcus spp., gibi) rapor edilmekle birlikte son yillarda Gram pozitif koklarin
sporadik ve endemik olarak yayildigi ve bunlardan alti farkli tiiriin (Streptococcus
parauberis, Streptococcus difficile, Streptococcus iniae, Vagococcus salmoninarum,
Lactococcus piscium ve Lactococcus garvieae) balik hastaliklari ile iligkisi oldugu
belirtilmistir (Belton 2002; Oztiirk ve Altinok, 2014).

Roberts ve Stepherd (1997) baliklarda su kalitesi ve besinsel
etkenler disinda kalan hastalik etmenlerini yapict etkenlerden kaynaklanan hastaliklar
“enfeksiyon hastaliklar” olarak isimlendirmis ve bu etkenleri bakteriyel, viral, fungal ve

paraziter olmak iizere dort grupta tantmlamiglardir. Bakteriyel hastaliklarin, yogun balik
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yetistiriciligi  yapilan ¢iftliklerde biiylik ekonomik kayiplara neden oldugu
bildirilmektedir.

Baliklarin su ortaminda parazitler i¢in dnemli bir konak oldugu, bazi parazitlerin
yasam ortami olarak hayatlarinin tiimiinde, bazilarinin da ara konak olarak baliklar
kullandig1 bildirilmistir. Bu parazit-konak iligskisinde parazitlerin baliklarda onemli
ekonomik kayiplara sebep olabilecek hastaliklart meydana getirdigi de bilinmektedir.
Su driinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde Ozellikle yumurtadan ilk ¢ikis
donemlerinde yogun olarak Oliimlere sebep olan parazitler genellikle tek hiicreli
(protozoan) parazitlerdir (Pillay, 1995).

Ulkemizde balik hastaliklart konusunda farkli bélgeleri kapsayan degisik
calismalar mevcuttur. I¢ sular ve denizel ortamlarda degisik balik tiirlerinin gerek
yetistiricilik iinitelerinde ve gerekse dogal ortamlarinda patojenler acisindan g¢alisilmasi
s6z konusu olmustur. Oztiirk ve Altinok (2014), yaymlamis olduklar1 bir ¢alismada
giiniimiize degin Tirkiye’de gerceklestirilen bakteriyel ve viral balik hastaliklarini
kapsayan detayl1 bir ¢alisma ortaya koymuslardir. Bu ¢alismada Ulkemiz icin toplam 48
farkli balik patojeni bakteri ve 5 farkli balik patojeni viriisiin 112 farkli ¢alismada
varligindan s6z etmiglerdir. Bu c¢aligmalara gore iilkemiz i¢in yaygin bakteriyel ve viral
balik patojenleri icerinde, Yersiniosis, Hareketli Aeromonas enfeksiyonlari,
Savobakteriosis ve Vibriosis, Infectious pancreatic necrosis virus (IPN) ve Viral
haemorrhagic septicemia virus (VHS) one ¢ikmaktadir. Paraziter patojenler acisindan
irdelendiginde Ulkemizde sadece 2003 ile 2009 yillar1 arasinda rapor edilen balik
patojenlerinin sayisal karsiligt 79 farkl tiir olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Kayis ve ark.,
2009).

Genellikle ciddi bakteriyel balik zoonozlarina daha ¢ok Gram negatif bakteriler
sebep olmaktadir. Gram pozitif bakterilerden ise sadece bir kismi insanlarda hastalik
olusturucu etkiye sahiptir (Nemetz, 1993). Insana bulasan balik bakteriyel zoonozlar,
kontamine balik dokularinin ve suyun derideki yirtik ve yaralara temas etmesi ile veya
daha cok kontamine balik iriinlerinin gida olarak tiiketilmesi sonucu olusmaktadir
(Auistin, 1999). Insanda bakteriyel balik zoonozlar1, ogunlukla belirtisiz gastroenterit,

deri veya dokularin altinda lokalize infeksiyonlarla sonuglanir. Bununla beraber bazen
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yiiksek mortalitelere sebep olabilmektedirler (Nemetz, 1993). Balik bakteriyel zoonoz
etkenleri Auistin ve Auistin (Auistin, 1999) tarafindan su sekilde bildirilmektedir;

* Aeromonas hydrophila (Diyare ve septisemiye sebep olur)

* Campylobacter jejuni (gastroenterit)

* Clostridium botulinium tip E (botulismus)

* Edwardsiella tarda (diyare)

* Eryspelothrix rhusiopathiae (balik giilii)

* Leptospira interrogans (leptospiroz)

* Mycobacterium fortuitum

* Pseudomanas aeroginosa (yara infeksiyonlari)

* Plesiomonas shigelloides (gastroenterit)

* Pseudomonas suorescens (yara infeksiyonlar1)

* Salmonella (besin zehirlenmesi)

* Streptecoccus inia (Mad Balik hastaligi)

* Vibrio parahaemolyticus (gastroenterit)

* Vibrio vulnificus (septisemi, yara infeksiyonlari)

Bu organizmalardan biiylik ¢ogunlugunun kaynagi baliklarin i¢inde yasadigi,
atik sularla kontamine olmus sular olmaktadir. Bir kiyaslama yapilirsa hasta baliklardan
orjin alan zoonozlar azdir (Auistin, 1999).

Vibrio spp.: Vibrionaceae familyas: igerisinde yer alan Vibriolar Gram negatif,
fakiiltatif anaerobik, genellikle hareketli, diiz veya hafif kivrik comakciklar seklinde
mikroorganizmalardir (Arda, 2000). Vibrio tiirleri baliklarda ve sucul ortamda yaygin
bir dagilim gostermektedir. Cesitli Vibrio tiirleri hem vahsi hem de kiiltiir baliklarinda
ciddi hastaliklara neden olabilirler. Vibriozis, genellikle tuzlu-, daha az oranda tatlisu
baliklarinda goriilen, viicudun ventral ve lateral kisimlarinda kanamalar ve ilserler ile
karakterize olan bulasici ve oldiiriicii bakteriyel bir enfeksiyondur (Arda ve ark 2002).
Baliklarda patojenik tiirler arasinda V. ordalii (salmonidlerde septisemi), V. anguillarum
(yilan baliklarinda red pest), V. salmonicida (soguk su vibriozisi), V. vulnificus (Avrupa
yilan baliklarinda sicak su vibriozisi), V. viscous ve V. wodanis (Atlantik somonlarinda
kis iilser hastaligi) yer almaktadir (Gauthier, 2015; Novoslavskij, 2016).
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Clostridium botulinum: C. botulinum tiim diinyada tatli su ve deniz baliklarinin

bagirsaklarinda kommensal olarak bulunan, ayni zamanda ¢evresel sedimentlerde ve
cliriyen organik maddelerde de bulunabilen mikroorganizmadir (Gauthier, 2015).
Etken anaerobik, Gram pozitif, spor olusturan bir bakteridir ve dort farkli fenotipik
gruba (I-IV) ayrilmaktadir. Bu gruplardan I ve II insanlar igin patojeniktir. Ayrica C.
botulinum suslar1 serolojik olarak yedi farkli norotoksin (A-G) iiretmektedir. Bu toksin
tipleri arasindan insanlardaki salginlarda en fazla karsilagilan toksin tipleri tip A, B, E
ve F iken, tip C ve D hayvanlardaki botulizm ile iliskilendirilmektedir (Collins, 1998).
Balik tiiketimiyle iligkili olarak insanlarda ortaya ¢ikan bir¢ok hastalik vakasindan ise
tip E toksininin sorumlu oldugu bildirilmektedir (Gauthier, 2015). C. botulinum
neurotoksin tip E’nin neden oldugu hastalik tablosu Amerika, Britanya ve
Danimarka’da yetistiriciligi yapilan salmonid baliklarda bildirilmistir (Huss, 1974 ).
Bununla birlikte son yillarda Giineydogu Amerika’da kanal yayin baliklarinda
(Ictalurus punctatus) saptanan bir hastalik vakasi viseral toksikozis olarak rapor
edilmistir (Khoo, 2011). Yapilan ¢alismalar C. botulinum 'un baliklarin bagirsaklarinda,
yiizeylerinde, balik ciftliklerindeki sedimentlerde, balik iirlinlerinde ve alglerde
bulunabildigini gostermektedir (Hielm, 1998; Hyytia, 1999).

Erysipelothrix spp.: Erysipelothrix tiirleri arasinda E. rhusiopathiae, E.

tonsillarum ve E. inopinata bulunmaktadir. Hayvanlarda E. rhusiopathiae’nin sebep
oldugu hastalik “erysipelas” olarak bilinirken insanlarda hastalik “erysipeloid” olarak
adlandirilmaktadir (Gauthier, 2015). Erysipeloid ayni zamanda Rosenbach’s hastaligi,
Baker-Rosenbach hastaligi ve pseudoerysipelas olarak da isimlendirilmektedir. E.
rhusiopathiae (6nceden E. insidiosa) kiigiik, Gram pozitif, gomak seklinde, fakiiltatif
aerobik, hareketsiz, spor olusturmayan bir bakteridir (Walton ve ark., 2014; Weinstein,
1997). Organizma her yerde bol olarak bulunmakta ve dogada (marin yerleskeler dahil)
uzun siireler boyunca persiste olarak kalabilmektedir. Etken birgok vahsi ve evcil
hayvanda, kuslarda ve baliklarda patojen veya kommensaldir. Domuz erysipelas’t en
yaygin olan ve en fazla ekonomik 6neme sahip olan hastaliktir (Weinstein, 1997).
Chong ve ark. (2015) iki farkli Avustralya yilan baliginda (Anguilla reinhardtii ve A.
australis) ortaya ¢ikan ve septisemi ile seyreden hastalik tablosunun E. rhusiopathiae

kaynakli oldugunu bildirmisler ve etkeni molekiiler olarak PCR ile identifiye
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etmislerdir. Bu vakada hastaligin strese bagli ortaya ¢ikan septisemik bir hastalik oldugu
ve diisiik mortalite ile seyrettigi rapor edilmistir.

Lactococcus garvieae: L. garvieae fakiiltatif anaerobik, hareketsiz, sporsuz,

Gram pozitif oval kok seklinde, alfa hemolitik mikroorganizmalardir. Etken ilk defa
Biiyiik Britanya’da sigir mastitis vakasindan izole edilmis sonralar1 ise, D grubu
streptokoklar arasinda en Onemli balik patojeni olarak kabul gormiistiir (Gauthier,
2015). Baliklarda L. garvieae tarafindan meydana getirilen laktokokkozis enfeksiyonu,
ozellikle, tath su kiiltiirlerindeki salmonid baliklar ve denizde yetistiriciligi yapilan balik
tirlerinde yikimlayici bir etkiye sahip olan bir tiir streptokokkozis enfeksiyonu olarak
tanimlanmaktadir (Vendrell, 2006).

L. garvieae’nin konakg1 araligi suda yasayan tiirler ile sinirli degildir. Etken ayni
zamanda ineklerdeki subklinik meme igi enfeksiyonlardan, su buffalolarindaki subklinik
mastitisten, tavuk etlerinden, ¢ig inek siitiinden, et iriinlerinden, domuz kani isleyen
endiistriyel mezbahanelerden ve kedi ve kopeklerin tonsillerinden izole edilmistir
(Vendrell, 2006). Son yillarda ise endocarditis, kolesistit ve diskospondilitis’e neden
olan bir insan patojeni olarak tanimlanmaktadir (Gauthier, 2015). Insanlarda goriilen
enfeksiyonlar ile akuakiilterde goriilen salginlar arasindaki iliski agik bir sekilde ortaya
konulamasa da, L. garvieae kaynakli insan enfeksiyonlar1 ¢ig deniz {iriinlerinin
tilketilmesi ile iliskilendirilmektedir. Wang ve ark. (2008) insanlarda goriilen bir L.
garvieae enfeksiyonun ¢ig balik tiiketiminden kaynaklandigini ortaya koymuslardir.

Streptococcus spp.: Streptokoklar, Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz

ve aerobik mikroorganizmalardir (Arda, 2000). Baliklardaki enfeksiyonlar genel olarak
Lancefield grup B organizmalari (S. agalactiae) ya da Lancefield antijenlerini eksprese
etmeyen S. iniae tiirlerinden kaynaklanmaktadir. S. agalactiae insanlarda neonatal
sepsis, ineklerde mastitis etkenidir (Gauthier, 2015). Japonya’da insan neonatal
enfeksiyonlardan izole edilen S. agalactiae izolat1 ile Kuveyt’te balik ve yunuslardan
izole edilen S. agalactiae izolatlar1 arasinda genetik yakinlik oldugu bildirilmistir
(Evans, 2009). Yapilan bir bagka calismada ise insan orijinli S. agalactiae izolatinin
deneysel olarak Nil tilapialarin1 (Oreochromis niloticus) enfekte ettigi belirlenmis ve bu
deneysel ¢alisma sonucunda grup B streptokoklarin memeliler ile baliklar arasindaki

bulasmasi ortaya konulmustur (Evans, 2009).
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1.4. Staphylococcus epidermidis

Stafilokoklar tip tarihinde ilk kez 1878 yilinda Robert Koch tarafindan
tanimlanmis ve 1881 yilinda Alexander Ogston tarafindan, farelerde hastalik yaptigi
gosterilmistir. 1940 yilinda penisilinin klinik kullanimina girmesiyle, tip tarihinde
onemli enfeksiyon etmeni olarak bilinen stafilokoklarin neden olduklar1 enfeksiyonlarin
tedavisinde 6nemli basarilar saglanmistir (Haznedaroglu, 2007).

S. epidermidis’ in insan cildinde zararsiz kommensal olarak bulundugu, cilt
florasi ve cilt immunitesi lizerinde faydalarinin oldugu bilinmektedir (Naik, 2015;
Nguyen, 2017) Ancak, S. epidermidis ayni zamanda firsat¢1 bir insan patojeni olup,
epidermal bariyeri gecerlerse kana karisip sepsise neden olabilmektedirler.

KNS (koagiilaz negatif stafilokok) igerisinde en sik enfeksiyona neden olan tiir
Staphylococcus epidermidis’dir. Flora iiyesi olduklarindan enfeksiyon yerinden alinan
orneklerde siklikla kontaminan olarak bulunurlar. Prostetik materyal, IV kaniil gibi
viicutta bulunan yabanci cisimler S.epidermidis’in trettikleri polisakkarit yapidaki
biyofilm (slaym) tabakasinin kolayca tutunmasini saglarlar. Biyofilm tabakas1 i¢cindeki
bakterilerin klinik 6nemi, bu bakterilerin viicut savunma hiicreleri ve antibiyotikler gibi
dis etkilerden kacabilmeleri ve tedavi sorunu yaratan kronik enfeksiyonlara neden
olabilmektedir (Giil, 2010). S. epidermidis’e bagh enfeksiyonlarda slaym maddesinin
bir virlilans faktor olarak degerlendirilebilecegi bir¢ok arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Patrick, 1992). Slaym iiretebilen S. epidermidis suslarinin fagositoza ve
kemotaksise diren¢ 0Ozelligi gosterdikleri, bakteriyi viicudun dogal savunma
mekanizmalarina karsi koruyarak, hiicresel ve hiimoral immun cevabi olumsuz yonde
etkiledigi gosterilmistir. Ayrica slaym olusturan stafilokoklarin bir¢ok antibiyotige karsi
daha ¢ok diren¢ olusturduklar1 da belirtilmistir (Kiraz, 1993).

S.epidermidis enfeksiyonlarindaki klinik tablo ve enfeksiyon belirtileri
S.aureus’a gore daha hafiftir. Bu nedenle klinik olarak S.epidermidis tanisi koymak
oldukca giictiir (Giil, 2010).
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1.5. Bacillus subtilis

Toprak mikroflorasinin 6nemli bir kismi Bacillus cinsi bakterilerdir. Bacillaceae
familyasi igerisinde yer alan Bacillus tiirleri, acrop ve fakiiltatif anaerop, gram pozitif
endosporlu, bakterilerdir (Logan, 2002; Demirbag ve Demir 2005). Bacillus genusuna
ait tiirlerin ¢ogu giivenli mikroorganizmalardir. Tarim ve endiistriyel amaglarda basarili
sekilde kullanilmakta olan pek cok maddeyi sentezleyebilme kabiliyetine sahiptirler.
Cogu mikroorganizmada oldugu gibi, Bacillus tiirleri de gidalarda patojen veya
bozulma etkeni mikroorganizmalarin biiylimesini 6nleyebilen veya onlar1 6ldiiren farkl
cesitlerde bilesik (bakteriosinler) tiretmektedirler (Hill, 1995; Bennik, 1997). Bacillus
tirleri genel olarak, patojenik bakteri ve funguslara karsi terapdtik ajanlar olarak
potansiyel uygulamaya sahip peptitler, lipopeptitler, fosfolipitler ve polienler {iretirler
ve tretilen antimikrobiyal bilesenlerin ¢ogu peptit orijinlidir (Galvez, 2007).
Antimikrobiyal bilesiklerin gidalarda biyokoruyucu olarak kullanimi gittik¢ce popiiler
hale gelmektedir. Son yillarda, saglikli bilince sahip tiiketiciler, saglikli hayat tarzlarina
uygun dogal gidalara yonelmektedirler. Bu kimyasal koruyucular olarak katkisiz
gidalan igerirler (Gélvez, 2007; Zotta ve ark., 2009). Antimikrobiyal maddeler, gida
koruyucular1 olarak énem kazanmakla beraber, bitki patojenlerinin biyolojik kontrolii
icin de Onemlidir. Bacillus farkli tiir ve suslari tarafindan {retilen sekonder
metabolitlerin, farkli bitki patojenlerine karsi antibakteriyel ve antifungal aktivite
gosterdigi belirtilmektedir (Yu ve ark., 2002).

Bacillus subtilis Bacillus adi, 1872 yilinda Ferdinand Cohn tarafindan ilk defa
kullanilmistir. Tanimlanmig 51 tiirli bilinmesine ragmen taksonomik olarak yeri tam
belirlenmemis gruplar da halen mevcuttur. Patojen kabul edilen B. anthracis, firsatci
patojen olabilen B. subtilis ve gida zehirlenmelerine neden olan B. cereus disindaki
tiirler insan ve hayvanlarda hastalik olusturmadigi bilinmekte olup diger tiirlerin bazilar
insanlarin dogal sorasinda yer alabilmektedir. Bu organizmalar genellikle kanli agarda
bliyiik, yayilabilen smirlar1 belirlenemeyen gri koloniler olustururlar. Isiya, 1sina,
dezenfektan maddelere direncli sporlarin ameliyathane, cerrahi malzeme, kozmetik iiriin

ve yiyeceklere bulagsmasi sorunlara neden olmaktadir (Sevim ve ark., 2006).
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Bacillus’lar amilaz, lipaz, kitinaz, ksilanaz, pektinaz, proteaz ve seliillaz gibi
farkli ekstraselliiler enzimleri liretme yetenegine sahiptirler. Bir karbohidraz olan a-
amilaz ekstraselliiler enzimi ticari olarak kullanilan ilk enzimdir (Aira ve ark., 1983).
Bacillus subtilis’tan izole edilen amilaz karsilastirilmis ve karakterize edilmistir (Femi-
Ola, 2013). Bakteriyel lipazlarin bir kismi glikoprotein, bir kisimi da hiicre disi
lipoprotein  yapisindadirlar. Bakteriyel lipaz iretiminde, Achromobacter sp.,
Arthrobacter sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus sp., ve  Hromobacterium sp. gibi
mikroorganizmalardan faydalanilmaktadir (Saxena, 2007). Kitinazlar organizmalar
arasinda oldukca genis bir dagilim gosterirler. Bu dagilim bakteriler, mantarlar, yiiksek
bitkiler, bocekler, kabuklular ve bazi omurgalilart icermektedir (Flach, 1992). Bakteriler
tarafindan {retilen kitinaz, kitini pargalayarak karbon ve enerji kaynagi olarak
bakterinin kullanimima sunar (Leah, 1995; Roberts ve Stepherd, 1997). Kitinazlar
baslica Serratia, Bacillus ve Vibrio tiirleri tarafindan iiretilmektedir (Tomassen, 1992;
Suzuki, 1998).

Bacillus'larin termofilik, mezofilik ve psikrofilik tiirleri bulunur. Cok yiiksek
sicaklik derecelerinde bile canli kalirlar. Genellikle 35-37 °C da ve pH 7 civarinda
tirerler. Tipik habitatlar1 topraktir ve ¢ogu patojen degildir (Beyatli, 2005). Endospor
olustururlar. Vejetatif hiicreler 0,5x1,2 um ile 2,5x10 pm ¢apindadir. Bacillus cinsinin
koloni morfolojisi ¢esitlilik gosterir. Elliye yakin tirii bulunan Bacillus'larda,
endosporun hiicre i¢indeki yeri farklidir. Spor, hiicre merkezinde veya ugta, ayrica,
vejetatif hiicreden daha dar olabildigi gibi, daha genis de olabilir. Sekerleri fermente
ederler ve sonugta gaz olusumu goriilmeksizin asit {lretirler. Proteinleri ise, amonyak
olusturarak parcalarlar ve boylece kokusmaya neden olurlar. DNA 'larindaki G+C mol
orant %32-62'dir (Con ve Gokalp, 1997). Biitiin tiirleri Nutrient Agar, Trypticase Soy
Agar, Brain Heart Infusion ve Kanli Agar gibi besiyerlerinde oldukga iyi tirer. Karbon
kaynag1 olarak organik asit, seker ve alkol iceren; azot kaynag: olarak da amonyum
bulunduran sentetik ortamlarda ¢ok iyi gelisirler (Altun ve ark., 2013). Bacillus
tirlerinin tanimlanmas1 ve tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesi i¢in spor ve
sporangium morfolojileri temel alinmistir. Buna gore Bacillus tiirleri 3 grupta

toplanmistir (Kalayli ve Beyatli, 2005).
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Birinci grup Bacillus tiirleri kendi iglerinde A ve B olmak iizere ikiye ayrilir.
Her iki grupta sporangia sismemistir. Gram pozitif, sporlar elips veya silindirik sekilli,
santral veya terminal konumludur. A grubu ve B grubu arasindaki fark ise A alt
grubunda hiicre genisligi 1 pm'den kiigiik, B alt grubunda ise 1 um'den biiyiiktiir. A alt
grubuna ornek olarak B. cereus, B. megaterium, B alt grubuna 6rnek olarak ise B.
licheniformis, B. subtilis, B. pumilus, B. firmus ve B. coagulans verilebilir. ikinci grupta
yer alan Bacillus tiirlerinde sporangia sismistir. Sporlari elips, santral ve terminaldir. Bu
grupta yer alan tiirlere 6rnek olarak B. polymyxa, B. macerans, B. circulans, B.
stearothermophilus, B. alvei, B. laterosporus ve B. brevis verilebilir. Ugiincii grupta yer
alan Bacillus tiirlerinde de sporangia sismistir. Sporlar kiiresel, subterminal ve terminal
konumludur. B. sphaericus bu gruba ornektir (Kalayli ve Beyatli, 2005). Bacillus
subtilis, acorobik, fakiiltatif anaerobik olan etken 20-30°C’de iirer ve vejetatif sekilleri
dayaniksiz olup, sporlar1 bazen kaynama derecelerinde birkag¢ saat dayanabilirler. Toz,
toprak, su ve heryerde bulunduklarindan besin maddelerine kolaylikla bulasirlar.
Ozellikle siitte ¢ogaldiklar1 zaman kazeini pargalayarak zehirli maddeler aciga
cikarirlar. Diger besin maddelerinde iiredikleri zaman toksin olustururlar. Kulugka
stiresi 2-18 saattir (Arda, 2000). Saprofit bir bakteri olmakla beraber doku iginde veya
g0z i¢ine bulasarak enfeksiyonlara ve bazi besin zehirlenmelerine neden olabilir (Arda,

2000).

1.5.1. Bacilluslarin 6nemi ve kullanimi

Bacillus cinsi bakteriler, antibiyotik, enzim ve toksin iiretimi gibi metabolik
Ozellikleri ile endiistriyel oneme sahip olmalar1 ve kolay iiretilebilmeleri Sebebiyle,
bakteriler arasinda dikkat ¢eken mikroorganizmalardandir (Yilmaz ve Beyatli, 2005).
Birgcok biyoteknolojik ¢alismada kullanilan Bacillus 'lar, iirettikleri proteinler nedeniyle
ticari oneme sahiptirler. Bacillus 'larin irettigi endiistriyel enzimlerden olan subtilisin,
selulaz ve amilazlar deterjan endiistrisinde; notral proteazlar siit endiistrisinde; farkli
amilaz ve pullulanazlar besin ve meyve suyu endiistrisinde kullanilmaktadir (Ediz ve
Beyatli, 2005). Bacillus’larin diger bir 6zelligi de ¢esitli boceklere karsi bakteriyel

kontrol  ajam1  olarak  kullanilmalaridir.  Bacillus  cinsi  bakteriler ~PHB
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(Polihidroksibiitirat) tretimi agisindan da oOnemli bir yere sahiptir. PHB
(Polihidroksibiitirat) giiniimiizde yenilenebilir ve g¢evre dostu olmasi 6zelligiyle polimer
bazli plastiklerin yerini almaya baslamistir. Yapilan arastirmalarda bazi Bacillus
suslarinin hiicre kuru kiitlesinin % 50 den fazlasimm PHB seklinde biriktirebildigi
bildirilmektedir (Dave, 1996; Beyatli ve ark., 2005). Chen ve arkadaslar1 (2002),
zenginlestirilmis besiyerinde biiyiitillen Bacillus bakterilerinde hiicre kuru kiitlesine

gore % 5-20 arasinda PHB biriktirildigini bildirmektedirler.

1.6. Lactacoccus garvieae

Lactococcous garvieae ilk olarak Britanya’da sigir mastitislerinden izole
edilmistir (Vendrell ve ark., 2006). Daha sonra 1974 yilinda Japonya’da Sarikuyruk
(Seriola quinqueradiata) baligindan izole edildigi bildirilmistir (Ksuda ve ark., 1991).

1991 yilinda yaz aylarindaki salgindan sonra Italya ve Ispanya’da Gokkusag
alabaliklarinda yiiksek mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir (Barnes ve ark., 2002).
Etkenin ilerleyen zamanlarda Tayvan’daki Tekir baliklarinda (Mullus murmuletus) ve
tath su Kkarideslerinde (Macrobrachium rosenbergii) salginlara neden oldugu
bildirilmistir (Chen ve ark., 2002; Chang, 2004). Tiirkiye’de ise bu hastaligin ilk defa
2001 yilinda Ege Bolgesi’ndeki bir Gokkusag: alabaligi isletmesinde meydana geldigi
rapor edilmis (Diler ve ark, 2002) ve 2008 yilindan itibaren bir¢ok bolgedeki Gokkusagi
alabalig tiretim ¢iftliklerinde gortilmiistiir.

Gilinlimiizde ise Gokkusagi alabalig ciftliklerinde salginlar halinde Fransa’da,
Balkanlar’da, Israil’de (Eyngor ve ark., 2004) ve Ingiltere’de (Bark ve Mc Gregor,
2001) gortilmiistiir. Kore’de deniz tiirlerinde izole edildigi bildirilmistir (Baeck ve ark.,
2006).

Salginlardan izole edilen patojen Japonya’da 1950 yilinin sonlarma kadar
Streptococcus spp. olarak tanimlandi. Gelisen tekniklerle birlikte 1985 yilindan sonra
Streptococcus’lardan ayrildi (Schleifer ve ark., 1985). Patojen sonradan Enterococcus
seriolicida ve daha sonrada Lactococcus garvieae olarak siniflandirilmistir (Vendell ve
ark., 2006). Onceleri Enterococcus benzeri olarak tamimlanan bu patojen, DNA

hibridizasyon, 16S rRNA sekans analizleri, protein profili ve biyokimyasal
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karakterizasyonu gibi ¢alismalarin sonunda Enterococcus seriolicida ve Lactococcus
garvieae’nin sinonim oldugu bildirildi (Domenech ve ark, 1993; Eldar ve ark, 1999).
Neden oldugu hastalik Laktokokkosis olarak adlandirilmis (Austin ve Austin, 1999) ve
Laktokokkosis’in bir ¢esit Streptokokkosis oldugu bildirilmistir (Vendrell ve ark, 2006).
Bu etken intensif kiiltiir balik¢iliginda, tatl ve tuzlu su baliklarinda zoonotik karakterde
0zellikle yaz aylarinda su sicakligiin artmasiyla infeksiyonlara neden olan bir patojen
olarak bildirilmistir (Sanchez ve ark, 2011).

Ulkemiz su iiriinleri sektdriinde en sik karsilasilan bakteriyel kdkenli hastalik
etkenlerinden birisi L. garvieae’dir (Altun ve ark., 2013; Didinen ve ark., 2014). Etken
baliklarda hiperakut hemorojik septisemiyle seyreden lactococcozis hastaliginin
etiyolojik ajanidir (Meyburg ve ark., 2017). Hastaliga hem tatli hem de tuzlu suda
yetistiriciligi yapilan baliklarda rastlanmaktadir (Gibello ve ark., 2016). Ulkemizde ilk
hastalik bildirimi gokkusagi alabaliklarinda 2001 yilinda yapilmistir (Diler ve ark.,
2002). Bu hastalik vakasinda su sicakligimin 17 °C oldugu ve etkenin 100-150 gr
agirligindaki baliklarda % 80’in tizerinde bir kayba neden oldugu bildirilmistir (Diler ve
ark., 2002). Ilk izolasyon sonrasi hastaligm hizli bir yaylim siirecine girdigi ve
Tiirkiye’nin  farkli bolgelerinde, o6zellikle de yetistiriciligi  yapilan  gokkusagi
alabaliklarinin énemli bir patojeni haline geldigi goriilmiistiir. ilerleyen yillarda hastalik
tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de ortaya ¢ikan epizootilerden sonra hizli bir yayilim
siirecine girmis ve Ozellikle alabalik isletmelerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden
olmustur (Didinen ve ark., 2014; Tiire ve Altinok, 2016).

Giintimiizde, L. garvieae diinya genelinde yayilim gostermis ve birgok iilkede
basta alabalik olmak iizere farkli sucul hayvanlardan izole edilmistir. Son yillarda
Hindistan’da  Gokkusagi alabaliklarinda (Shahi ve ark., 2018), Misir’da
Niltilapyalarinda (Oreochromis niloticus) (Osman ve ark., 2017), Brezilya’da bir tiir
yayin baliginda (Pseudoplatystoma sp.) (Fukushima ve ark., 2017), Amerika’da
alabaliklarda (Nelson ve ark., 2016), Endonezya’da Nil tilapyalarinda (Anshary ve ark.,
2014), Tayvan’da kefal (Mugil cephalus), tilapya, sar1 yiizgecli ¢ipura (Acanthopagrus
latus) baliklarinda, Japon yayin baliginda (Anguilla japonica) ve dev tatli su
karideslerinde (Macrobrachium rosenbergii) (Tsai ve ark.,, 2012) etkenin izole

edildigine dair bildirimler bulunmaktadir.
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L. garvieae’nin sucul hayvanlar disinda insanlarda enfeksiyona (Tandel ve ark.,
2017) neden olmasi etkenin balik kdkenli zoonozlar igerisinde siniflandirilabilecegini
gostermektedir. Ancak molekiiler tiplendirme metotlarinin (Pulsed Field Gel
Electroforesis) kullanildigi bir¢ok c¢alismada baliklardaki salginlardan elde edilen
izolatlar ile farkli konakg¢ilardan elde edilen izolatlar arasinda farkliliklarin oldugu, bir
baska ifadeyle diisiik genetik iligkilerin oldugu ortaya konmustur (Kawanishi ve ark.,
2006; Tejedor ve ark., 2011).

Fenotipik ozellikleri: L. garvieae Gram- pozitif, fakiiltatif anaerobik, hareketsiz
endospor lretmeyen bir bakteridir. Optimum iireme sicakligit 37°C olup 4-42°C
arasindaki sicakliklarda iireyebilmektedir. Bazi suslar 45°C’de zayif ve yavas bir
sekilde iireyebilirler. Ureme ¢ift ya da kisa zincirler halinde olmaktadir (Kusuda ve ark.,
1991, Eldar ve ark., 1999). Bakterinin Man, Rogosa ve Sharpe agar, trypticase-soy
(TSA) agar ve brain-heart infusion (BHIA) agar gibi genel besi yerlerinde iyi bir sekilde
tredigi (Kusuda ve ark., 1991), McConcey ve Enterococcus agar’in ise etkenin
tiremesini inhibe ettigi bildirilmistir (Toranzo ve ark., 1994). Genel olarak a-hemolitik
bakteriler olarak tanimlanirlar (Ravelo ve ark., 2001), ancak B-hemolitik aktivite
gosterdikleri de rapor edilmistir (Teixeira ve ark., 1996). Bakteriyel lireme, pH 4,5-9,6
arasinda ve % 4 NaCl iceren ortamda gergeklestigi, bazi tiirlerin ise % 6,5 NaCl iceren

ortamda tlireyebildigi bildirilmistir (Kusuda ve ark., 1991).

1.7. Lipid peroksidasyonu (MDA)

Serbest radikallerden en fazla etkilenen bilesik lipitlerdir. Membranlarda
bulunan fosfolipitlerdeki doymamis baglar ve kolesterol serbest radikallerle kolayca
reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini meydana getirir. Doymamis yag asitleri
(PUFA)’nin oksidatif yikimi lipit peroksidasyonu olarak isimlendirilir ve oldukga
zararhdir. Lipit peroksidasyonu kendi kendini devam ettiren zincir reaksiyonlar
seklinde olusur. Lipit peroksidasyonu organizmada olusan bir serbest radikal etkisi
sonucu membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirlerinden bir hidrojen
atomu uzaklastirilmasiyla baglar. Bunun sonucunda yag asidi zinciri bir lipit radikali

niteligi kazanir. Olusan lipit radikali dayaniksiz bir bilesiktir ve bir dizi degisiklige
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ugrar. Lipit peroksidasyonu ile meydana gelen membran hasar1 geri doniisiimsiizdiir. En
Oonemli peroksidasyon firiinii malondialdehittir (MDA). Molekiil i¢i ¢ift baglarin
pozisyonlariin degismesiyle diger konjugantlart (Bir alkilin iki ¢ift bag1 arasinda bir
tane tekli bag varsa buna konjuge dien adi verilir), daha sonra lipit radikallerinin
molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipit peroksil radikali meydana gelir. Lipit
peroksil radikalleri membran yapisindaki diger doymamis yag asitlerini etkileyerek yeni
lipit radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de aciga ¢ikan hidrojen atomlarini
alarak lipit hidroperoksitlere doniisiirler ve olay kendi kendine katalizlenerek devam
eder (Moslen, 1994; Akkus, 1995).

Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bilesiklerden aldehitler, en toksik
olanlaridir ve diger hiicre boliimlerine de yayilarak hasara neden olurlar. Nonenzimatik
oksidatif lipit peroksit dekompozisyonu sonucu, malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) olusur. Malondialdehitin asil kaynag: ikiden fazla ¢ift bag
iceren yag asitlerinin otooksidasyonunda ve eikozanoid sentezinde serbestlesen
endoperoksitlerdir (Seven ve Candan, 1995).

Lipit peroksidasyonunun en 6énemli peroksidasyon iiriinii olan malondialdehitin
yani sira; lipit peroksil radikali (ROO), lipit alkoksil radikali, alkil radikali, v.b gibi
peroksidasyon iirlinleri meydana gelir. Olusan malondialdehit hiicre membranlarindan
iyon aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin, capraz baglanmasina yol agar ve
iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi olumsuz sonuclara neden olur.
Malondialdehit bu 6zelliklerinden dolayr, DNA’nin nitrojen bazlar ile de reaksiyona
girebilir. Bundan dolayr malondialdehit, mutajenik, kiiltiir hiicreleri i¢in genotoksik ve
karsinojeniktir (Niki, 1987; Moslen, 1994).

Malondialdehit, protein amino gruplarina, fosfolipitlere ve niikleik asitlere
baglanarak toksik etkisini gosterir. Membran bilesenlerinde c¢apraz baglanma ve
polimerizasyona neden olur. Membranlardan kolaylikla difiize olarak, DNA yapisinda
yer alan nitrojen bazlarla reaksiyona girer ve mutajen, genotoksik etkiler gosterir. Lipid
peroksidasyonunun oOl¢iimii doku hasarinin 1yi bir gostergesi kabul edildiginden;
peroksidasyon sirasinda olusan konjuge dienlerin dl¢limii, in vivo lipit peroksit diizeyini
yansitabilecek 6nemli bir yontemdir. Malondialdehit miktarinin tiyobarbitiirik asit testi

ile 6l¢limii bu amacla kullanilmaktadir (Gilimiistas ve Atukeren, 2008).
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1.8. Antioksidanlar

Insan viicudunun serbest radikaller tarafindan olusturulabilecek oksidatif stresi
ortadan kaldirmak i¢in en onemli silah1 antioksidanlardir. Antioksidanlar serbest radi-
kalleri temizleyebilen ve hiicre hasarmi engelleyebilen maddelerdir. Insanda bulunan
antioksidanlar ya viicut tarafindan dogal olarak firetilirler ya da disaridan ilave olarak
almirlar. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar serbest radikal siipiiriicli olarak
hareket ederler. Bundan dolay1 savunma sisteminin etkisini artirarak hastalik riskini de
azaltirlar (Shinde, 2012).

Antioksidanlar, normal hiicre metabolizmasinin toksik yan iiriinii olan serbest ra-
dikalleri etkisiz hale getirerek koruyucu etki gosterirler (Sen, 2011). Reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar1 6nlemek
ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gbérev yapan savunma sistemlerine
“antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir (Sener, 2009).
Antioksidanlar, radikallerle olduk¢a hizli bir sekilde reaksiyona girerek
otooksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini Oonleyen maddelerdir (Diindar, 1999).
Antioksidanlarin rolleri arasinda serbest radikallerin fazlasini etkisizlestirmek, serbest
radikallerin toksik etkilerine karsi hiicreleri korumak ve hastaliklar1 6nlemede katki

saglamak sayilabilir (Pham-Huy, 2008).
1.8.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki grup altinda toplanabilir
Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak igin serbest
radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in kullanilirlar (Sen,

2011).

Endojen Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar
olarak iki alt grupta smiflandirilabilir (Sen, 2011).

Enzimatik Antioksidanlar
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Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve
Glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattin1  olusturan enzimsel
antioksidanlardir (Pham-Huy, 2008; Sen, 2011).

Stiperoksit Dismutaz

Reaktif oksijen tiirlerine karst ilk savunma hattin1 olusturur (Sen, 2011).
Stiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini (O».-) hidrojen peroksit (H20,) ve molekiiler
oksijene (O,) katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. Hidrojen peroksit daha sonra,
CAT ya da GPx ile ortamdan uzaklastirilir (Young ve Woodside, 2001)

Antioksidanlar, okside olabilen bilesiklerin oksidasyonunu onleyerek viicutta
antibakteriyel, antikanserojen ve kalp-damar hastaliklar1 riskini azaltici rol oynar.
Antioksidan maddeler kanser ve kardiyovaskiiler rahatsizliklara neden olan serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirlerine gore giiglii antioksidan 6zellige sahiptir. Fenolik
bilesikler, fitik asit, askorbik asit, tokoferol; meyve ve sebzelerde, cayda, tiim tahil
tanelerinde dogal olarak bulunan ve saglik iizerinde olumlu etkiye sahip olan

antioksidan bilesiklerdir (Young ve Woodside, 2001).

1.8.2. Antioksidan savunma mekanizmasi

Antioksidanlar, dort farkli mekanizma ile oksidanlarn etkisizlestirir

(Memisogullari, 2005):

» Temizleme (Scavenging) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde
meydana gelmektedir.

» Baskilama (Quencher) etkisi: Bu etki, oksidan maddelere bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getirme

seklinde olmaktadir ve ¢ogunlukla flavonoidler tarafindan yapilmaktadir.

* Onarma etkisi: Oksidanlarin olusturdugu hasari ortadan kaldirma seklinde etki
gostermektedirler.

* Zincir koparma etkisi: Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen bu etki

hemoglobin ve E vitamini tarafindan yapilir.
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Baliklarda hiicre i¢i enzim yapisina sahip antioksidanlar; siiperoksit dismiitaz
(SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon-S-transferaz, glutatyon
rediiktaz (GR) enzimleridir (Filho, 2007).

Hiicre i¢i nonenzim lipid faz antioksidanlar; vitamin E (a- tokoferol formu), -
karoten (vitamin A’nin 6n maddesi)’dir. Vitamin C (askorbik asit), irat, sistein,
bilurubin, albumin, transferrin, flavanoidler, glutatyon hiicre i¢i sivi faz nonenzim
antioksidanlardir (Moraes, 2004; Aksoy ve ark., 2005). Hiicrenin antioksidan savunma
mekanizmasi Sekill.2.’de goriilmektedir (Moeller, 2001; Celikkale, 2002).

Vitamin E

Nucleus e 2~ Vitamm Cve E
‘b(sDNA) \\ \ B - kaoten

nemrani o SOD+GPx+GR

Sekill.2. Hiicrenin antioksidan savunma mekanizmas.

Antioksidanlar, oksijenin tahrip edici reaksiyonuna (oksidasyon) karst koruyucu
ozellik gosteren maddelerdir. Organizmanin gerek i¢ (sindirim, solunum, hastalik,
yaralanma vb.) ve gerekse dis (gevresel faktorler) etkenlerin uyarimlariyla siirekli
zorlanmaktadir. Bu zorlanmalar sirasinda ve sonrasinda olusan oksidan molekiiller
hiicrelere ve dokulara saldirarak tahribata neden olur (Qiles, 2002; Bera ve ark., 2005).
Organizmada, reaktif oksijen tiirlerini ve diger prooksidanlari, diisiik molekiil agirlikli
serbest radikal gidericiler ve antioksidan enzimlerle siirekli etkisizlestiren bir sistem
mevcuttur. Reaktif oksijen tiirlerine karsi hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim ve nonenzim

(enzim olmayan) savunma mekanizmasina antioksidan savunma sistemi denilmektedir

(McLean, 2005).
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1.8.3. Antioksidan vitaminler

Lipid faz antioksidani olan vitamin E (a- tokoferol formu) ve /3-karoten (vitamin
A’nin 6n maddesi), vitamin A, sivi faz toplayicis1 olan vitamin C antioksidan
vitaminlerdir. Vitaminler, enzimatik reaksiyonlarda kofaktor olarak goérev yaparlar.
Antioksidan vitaminler bu gorevlerinin yani sira oksidan molekiillerinin zararli

etkilerinden organizmay1 korurlar (Aksoy ve ark., 2005; Vandana ve ark., 2006).

1.8.4. Antioksidan vitaminlerin etki mekanizmasi

Antioksidan 6zelligi yaninda prooksidan 6zelligi olan bir vitamindir. Prooksidan
ozelligi ile serbest radikal olusumunu minimum diizeye indirgeme 6zelligine sahiptir.
Hayvanlarda oldugu gibi baliklarda da B-karoten aktivitesi vitamin A aktivitesinden
fazladir. f3-karoten, a-tokoferol gibi yagda eriyen bitkisel kaynakli dogal bir
antioksidandir ve vitamin E varliginda antioksidan etkisi daha belirginlesmektedir.
Ancak vitamin A’nin retinol formu ve B-karoten, oksidasyona karsi vitamin E kadar
dayanikli degildir (Palozzo ve ark., 2003). Biyolojik membrana ve doku lipidlerine
saldiran serbest radikalleri a-tokoferol ve vitamin C (askorbik asit) ile beraber
baskilarlar (Zhang ve Omley, 2001; Rao, 2007). Vitamin A, singlet oksijen gibi serbest
radikal tiirlerini inaktif hale getirip hiicreyi lipid peroksidasyonuna ve DNA hasarina
kars1 korumaktadir (Abdullah ve ark., 1987; Lukaski, 2004).

Tokoferoller, yalnizca bitkiler tarafindan sentezlendikleri icin bitkisel gidalarla
alinarak canlilarda redoks sistem olarak etki gosterirler (Shiau ve Hsu, 2002). Serbest
radikal denilen oksidan molekiilleri bloke edebilen E vitamini gibi bir antioksidanin
eksikliginde bu molekiillerin hiicrelere saldirip protein, lipid, karbonhidrat, niikleik
asitler, DNA ve enzimler gibi hiicre yap1 elemanlarinda geri doniisiimsiiz hasarlar
olugmaktadir (Bai ve Gatlin, 1992; Arslan ve ark., 1997). Tiim hayvanlarda oldugu gibi
baliklarda da bu hiicre tahribatlar1 doku ve organlarda c¢esitli fonksiyonel aksakliklara

neden olmakta ve agir seyreden durumlar ise 6liimle sonuclanmaktadir (Chang, 2004;

Banudevi, 2006).
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Canlilarda katabolizma sonucu, sigara dumani, UV i1sinlar1 ve stres gibi
durumlarda reaktif oksijen ara iiriinleri olusur. Bu ara triinler canli viicudundaki diger
bilesik ve molekiillerle kolayca reaksiyona girerek daha zararli olan bilesikler meydana
getirebilir. Bunun sonucunda da hiicre 6liimii, yaslanma, kalp ve damar rahatsizliklar,
parkinson, kanser gibi bir¢ok hastaliga yol a¢cmaktadir. Viicuttaki bu tiir zararl
bilesikler antioksidan enzim sistemleri ve antioksidan maddelerle daha az zararli veya
tamamen zararsiz hale getirirler (Elmastas ve ark. 2006)

Antioksidanlarin gida ve ila¢ sanayinde kullanimi yaygin olup neredeyse
tilkkettigimiz her {iirline antioksidan maddeler katilmakta ve bu maddeler gidalardaki
bozulmay1 6nlemekle beraber onlarin daha uzun siireli saklanmasini saglarlar (Elmastag
ve ark. 2006).

Balik dokulart PUFA’lar bakimindan zengin olmasindan dolayr lipid
peroksidasyonuna karst hassastir. Hayvanlar; antioksidan enzimler, endogenus
antioksidanlar ve besinsel antioksidanlarin olusturdugu in vivo peroksidasyona karsi
biiyiik bir savunma mekanizmasi meydana getirirler (Hamre ve ark. 2004).

Balik tiirevi gida {irtinlerinde kalite kaybini onlemek i¢in, balik kasindaki
lipidlerinde mevcut olan yliksek doymamis yag asitlerinden dolayr etkili bir
antioksidana ihtiya¢ duyulur. Vitamin E (o-tokoferol) gibi yagda ¢oziinen
antioksidanlar, balik kasindaki doymamus lipitlerin oksidasyonunu 6nlemede 6nemli bir
rol oynar. a- tokoferol en biiyiik antioksidan aktiviteye sahip olanidir. Bu nedenle, a-
tokoferol asetat, Vitamin E tiirevi olup gidalara lipit oksidasyonu azaltmak icin bir
antioksidan olarak kullanilir (Yildiz ve ark. 2006).

Fizyolojik kosullarda serbest radikaller ile antioksidan mekanizmalar denge
halinde iken, bu dengenin oksidanlar yoniinde degismesi doku hasar1 olarak adlandirilan
“oksidatif stres” e neden olmaktadir. Serbest radikaller, membran lipitlerinin
peroksidasyonuna neden olarak membran gecirgenliginin artmasina ve hiicrenin iyon
dengesinin bozulmasina neden olmaktadir. Malondialdehit gibi tiyobarbitiirik asit
reaktifleri, konjuge dienler ve lipit hidroperoksitlerinin 6l¢timii, dokulardaki oksidatif
stresi gosteren lipid peroksit belirleyicileridir. Normal kosullar altinda serbest
radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 onlemek igin viicutta

enzimatik (Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz ve Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) gibi
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ve enzimatik olmayan (indirgenmis Glutatyon ve vitaminler (A,C,E)) gibi antioksidan
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Ancak bu savunma sistemi biitiin hasarlardan tam
anlamiyla korunabilmek i¢in yeterli olamamaktadir. Bu nedenle, metabolizmanin
oksidatif hasardan korunabilmesi i¢in bireyin antioksidan i¢eren gida maddelerini de

tikketmesi olumlu etki géstermektedir (Virtanen ve ark., 2006).

1.8.5. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Okaryotik hiicrelerin serbest radikallere karsi gelistirdikleri korunma
mekanizmalart arasinda en basta siiperoksit dismutaz enzimi gelmektedir. Antioksidan
enzimlerden en dnemlisi olan SOD; hepatositlerin, eritrositlerin ve beyin hiicrelerinin
mitokondri matriksinde bulunmaktadir (Yining ve ark., 2011).

SOD, antioksidan savunmanin ilk basamagi olan siiperoksit anyonunun
bozunarak hidrojen perokside doniislimiinii katalize eden bir metaloenzimdir.
Stiperoksit radikali oksijene bir elektron eklenmesi ya da aerobik hiicrelerde molekiiler
oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu olusmaktadir. Siiperoksit radikali, bir
eslenmemis elektron icerdiginden ne ¢ok fazla reaktif, ne de giiclii bir oksidan olmasina
ragmen hiicresel enerji depolarinin bosalmasi ve toksik metabolitlerin birikmesi
sonucunda hiicre 6liimiine yol agmaktadir (Lee ve ark., 2004; Sener, 2009).

Bu radikalin en 6nemli fonksiyonu hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis
metallerinin varliginda Fenton ve Haber Weiss reaksiyonu ile son derece aktif hidroksil
radikaline donligmesidir. Bu durumda katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimlerinin
aktivitesi artmakta ve olusan hidrojen peroksit diizeyi kontrol altinda tutulmaktadir
(Velioglu, 2000; Lee ve ark., 2004). Katalaz ve stiperoksit dismutaz kombinasyonunun

butilhidroksianisolden daha etkili bir antioksidan oldugu bildirilmektedir (Fox, 2003).
1.8.6. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
Glutatyon peroksidaz, hiicre i¢i hidroperoksitlerin yok edilmesinden sorumlu en

etkin antioksidan enzimdir. Glutatyon peroksidazin, selenyum bagl ve selenyum bagh

olmayan olmak {izere iki farkl tiirli bilinmektedir. Selenyum bagl glutatyon peroksidaz,
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enzim aktivitesi i¢in gerekli olan dort alt biriminde seleno sistein icermektedir. Her iki
glutatyon tiirli de organik hidrojen peroksidin indirgenmesi i¢in kullanilmaktadir.
Eritrositlerde ve diger dokularda, prostetik grup olarak selenyum igeren glutatyon
peroksidaz enzimi, indirgenmis glutatyon tarafindan hidrojen peroksit ve lipit
peroksitlerinin  pargalanmasini  katalize eder; bdylece membran lipidlerini ve
hemoglobini, peroksitler tarafindan oksidasyona kars1 korur (Stagsted, 2005; Yining ve
ark., 2011).

Glutatyon peroksidaz lipit peroksidayonundan ortaya cikan hidroperoksitleri
parcalayarak yeni radikal {iretimini ve oksidasyonunu engellemekte ve kanda bulunan
eritrositleri hemoglobin oksidasyonuna karsi korumaktadir. Ayrica asirt hidrojen
peroksit varliginda glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid)
oksidasyonunu katalize eder; bu arada H,O; de suya doniistiiriilerek detoksifiye edilmis
olur (Yalgin, 1998; Velioglu, 2000).

1.8.7. Katalaz (CAT)

Katalaz (H,0,:H,0; oksidorediiktaz, EC 1.11.1.6) yapisinda dort tane hem grubu
bulunan bir hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak
sitozolde ve mikrozomal fraksiyonda bulunur.

Katalaz hidrojen peroksidi (H2O,) suya ve oksijene pargalar.

H,0, Katalaz 2H,0 + O,

Granulomatdz hiicrelerde katalaz, hiicreyi kendi solunumsal patlamasina karsi

koruma islevini de goriir. Hiicrede olusan hidrojen peroksidi (H20,) hidroksil serbest

radikali (OH") olusumunu 6nlemek i¢in ortadan kaldirir.



2. KAYNAK BILDIRISLERI

Gram-negatif bir bakteri olan Aeromonas caviae, baliklarda nadiren bulunan bir
bakteri tiirtidiir. Ancak enfekte olan baliklarda yliksek oranda 6liim goriilmektedir. Bu
bakteri ile enfekte olan Gilimiis yayin baliklarinin (Rhamdia quelen), bobrek dokusunda
bu bakterinin varligt PCR ile tespit edilmistir. Daha sonra bu baliklarda saglikli
baliklara gore antioksidan diizeylerinin degisimi ve Malondialdehit diizeyinin degisimi
tespit edilmistir. Calismada reaktif oksijen tiirlerinin karaciger ve bobrek dokularinda
artis gosterdigi SOD, GSH-Px, ve GSH diizeylerinin karaciger ve bobrek dokularinda
azaldig1 tespit edilmistir. Malondialdehit diizeyinin ise her iki dokuda da artis gosterdigi
belirtilmistir (Baldisseraa, ve ark., 2018).

Streptococcus agalactiae ile enfekte olmus Glimiis yaymn baliklarinin (Rhamdia
quelen), ksantin oksidaz, reaktif oksijen tiirlerinin ve nitrik oksit diizeylerinin
arastirildig bir calisma yapilmistir. Calismada reaktif oksijen tiirlerinin, ksantin oksidaz
ve nitrik oksit diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin bir diizeyde artis gosterdigi
tespit edilmistir (Souzaveark.,2017).

Baldissera ve ark. (2018) yapmis oldugu bir ¢alismada Streptococcus agalactiae
ile enfekte olmus Gilimiis yayin baliklariin (Rhamdia quelen), kreatin kinaz, adenilat
kinaz ve piruvat kinaz diizeylerinin degisimi incelenmistir. Calismada kreatin kinaz,
adenilat kinaz ve piruvat kinaz enzim diizeylerinin azaldig1 goézlenmistir (Baldisseraa,
2018).

Aeromonas hydrophilla Vibrionaceae familyasina ait, fakiiltatif anaerobik gram
negatif, cubuk seklinde, 6zellikle su ortamlarinda bulunan bir bakteridir. Aeromonas
hydrophilla ile enfekte olan yavru Hint baliklarmin (Cirrhinus mrigala) bagisiklik ve
antioksidan savunma sistemlerinin arastirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Calismada SOD
ve CAT aktivitelerinin diizeylerindeki degisim tespit edilmistir. Aeromonas hydrophilla
ile enfekte olan yavru baliklarin SOD ve CAT diizeylerinin belirgin diizeylerde diisiis
gosterdigi tespit edilmistir (Kumar ve ark., 2018).

Tarnecki ve ark. (2018) Acinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, ve

Pseudomonas bakterileri bulunduran Iskine baliklarini (Sciaenops ocellatus) tespit
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ederek bu baliklarin antioksidan diizeyindeki degisimi incelemislerdir.
Calismada kan parametrelerinin ve antioksidan diizeylerinin (SOD 1.33, 0.84 U/mg)
anlamli azalis gosterdigi ifade edilmistir. Calisma sonucuna gore, kiiltiir balik¢iligida
bakteri enfeksiyonlarinin balik iiretim verimini olumsuz etkileyen bir durum oldugu
belirtilmistir (Tarnecki ve ark. 2018).

Japonya'da Deinococcus grandis bakterisini bulunduran baliklara radyasyon
uygulanarak olusan DNA hasarmin arastirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Bakterili
baliklarda kontrol grubuna gore daha fazla DNA hasar1 olustugu belirlenmistir (Satoh
ve ark. 2016).

Bacchetta ve arkadaslar1i (2016) Zebra baligi (Danio rerio) dis yiizeyinde
yasayan bakterilere giimiis nano partikiil uygulamasi yaparak baliklarin dis yilizeyindeki
bakteriyel gelisimi arastirmiglardir. Calismada giimiis nanopartikiil konsantrasyonuna
bagli olarak yasayan bakteri topluluklar1 sayisinda azalma oldugu, uygulanan toksitenin
balik dokusundaki antioksidan diizeyini etkilemedigi bulunmustur.

Mahmoud ve ark. (2017) Nil tilapyas1 baliginin bakteri kontaminasyonunda
bliylime, bagisiklik ve antioksidan gelisim durumunun arastirildigi bir calisma
yapmustir. Calismada baliklarin yemlerine farkli dozlarda diyetik kurkumin takviyesi
yapildiktan sonra baliklarin  Aeromonas hydrophila, Coliforms, Escherichia
coli ve Aeromonas spp. bakterileri ile kontaminasyonu saglanmaktadir. Toplam 84
giinliik siire¢ sonunda baliklarin biiytime ve 6liim oranlar1 bagisikliklar: ve antioksidan
degisimleri incelenmistir. Biiylime oranlarmin ve antioksidan diizeylerinin zamanla
kurkumin konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi, 6lim oranlarinin ve lipit
peroksidasyonunun zamanla artis gosterdigi tespit edilmistir.

Wang ve ark., (2019) Bacillus velezensis V4 ve Rhodotorula mucilaginosa
bakterileri iceren yemler ile yavru Atlantik somonunun (Salmo salar L.) besleyerek
baliklarin biiylime, hastalik direnci ve antioksidan 6zelligini arastirmiglardir. Calismada
antioksidan diizeylerinin ve MDA seviyelerinin genel olarak degismedigi tespit
edilmistir.

Alabaliklarin  diyetlerine  probiyotik, prebiyotik ve simbiyotik olan
Galactooligosaccharide, Pediococcus acidilactici, Streptococcus iniae bakterileri

uygulanarak antioksidan degisiminin incelendigi bir calisma yapilmistir. Sekiz hafta
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boyunca siirdiiriilen calismada Malondialdehit diizeyin hi¢bir grupta anlamli bir degisim
gostermedigi, antioksidanlarinda genel olarak artis gosterdigi tespit edilmistir
(Hoseinifar ve ark. 2017)

Tiirkiye’de tatli su ve deniz baliklarindaki bakteri, viriis, parazitlerle ilgili
yapilan c¢alismalar incelendiginde ilk olarak Monod 1931 yilinda kupez baligindan
metazoon bir parazit olan Ceratothoa sp (parazitik isopod)’yi tespit etmistir. Daha sonra
cesitli aragtirmacilar tarafindan tatl su, deniz ve ¢esitli akvaryum baliklarinin bakteri,
viriis ve parazit faunalarmn var olup olmadig arastirilmistir (Oktener, 2003). Baliklar,
icerisinde bulunduklari ortam nedeniyle siirekli olarak mikroorganizmalarla temas
halindedir. Bu nedenle bakteriyel hastaliklar, yogun balik yetistiriciliginin yapildig
ciftliklerde biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Tanrikul ve ark., 1997).

Patojen protozoonlar balik c¢iftliklerinde en ¢ok bulunan parazitler olup
genellikle balik viicudunun dis kisminda ve solungaglarinda goriiliirler. Protozoon
parazitler, balik popiilasyonunda c¢ok kisa siirede sayica biiylik boyutlara ulasmasi
nedeniyle metazoon parazitlere gore balik ¢iftliklerinde daha fazla ekonomik kayiplara
yol agmaktadir (Tigin, 1992).

Baliklarin dis yiizeyinde, solungaglarinda, mide ve bagirsaklarinda Aeromonas,
Pseudomonas ve Cytophaga tiirlerine ait bir¢ok bakterinin bulundugu saptanmuistir.
Yapilan aragtirmalarda tatli su baliklarindan izole edilen bakteriler arasinda ilk sirayi
Aeromonaslar’in aldig: bildirilmektedir (Muz ve ark., 1995). Motil Aeromonas’lardan
Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria tatli su baliklarinda
“Hemorajik Septisemi Hastalig1”n1 olustururlar (Austin ve Austin, 1999).

Akuakiiltiir, diinyada bir endiistri halindedir ve bu alanda yetistiriciler maliyeti
diisiirmek igin birim m® suda maksimum balik yetistirmenin yollarin1 aramaktadir. Bu
durum dogada yasamaya alismig baliklarda stres nedeni olmaktadir (Cagirgan, 1993).
Ayrica baligin hapsedildigi kafes ve havuzdan ¢ikamamasi olumsuz ¢evre sartlarindan
kagcmasini engellemektedir. Suyun fiziksel ve kimyasal 6zelliklerindeki degisikliklerin,
baliklarin elden gecirilmesinin, beslemenin diizensiz ve dengesiz yapilmasinin strese
neden oldugu bilinmektedir. Stres altindaki balikta kan kortizolleri seviyesi yiikselir ve

bunun immunosupresif etkisi nedeni ile viicudun genel savunma mekanizmasi
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baskilanarak balik enfeksiyoz ajanlarla miicadele edemeyerek hastalanir (Austin ve
Austin, 1999).

Baliklar yasadiklar1 ortam nedeniyle dogal olarak bir¢cok enfeksiyonla karsi
karstya kalmaktadir. Entansif yetistiricilik yapilan yerlerde baliklarin yogun stoklanmasi
enfeksiyoz hastaliklarin biiylik bir tehlike olusturmasina neden olmaktadir. Bir balikta
baslayan hastalik ¢ok kisa zamanda digerlerine bulagsmakta ve yayilmaktadir (Muz ve
ark., 1995).

Enfeksiyoz hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda konakgi, patojenin viriilensi ve ¢evre
arasinda bir iliski s6z konusudur. Cevre sartlarindaki herhangi bir olumsuz degisiklik
strese neden olurken hastalik etkeninin viriilensi ve miktar1 da hastaligin ¢ikmasinda
onemli bir faktordiir (Cagirgan, 1993.). Yakin ge¢mise kadar baliklar i¢in 15-20 bakteri
tiirii patojenik etki gosterdiginin (Munro, 1982.) sanilmasina ragmen daha sonralari
dogal olarak infekte baliklarda 70’e yakin bakteri tiirii izole edilmistir (Austin ve
Austin, 1999.)

Baliklar diger omurgalilardan farkli olarak ya giinliik ya da mevsimsel sicaklik
ve oksijen degisikligine maruz kaldiklari i¢in kararsiz ¢evre sartlarina uyum saglayan
metabolizmaya sahiptirler. Bu savunma mekanizmas: da diger omurgalilardan farkli
degildir ve hem enzimatik olan hem de enzimatik olmayan yapilar1 kapsar (Borazan
Ozkurt, 2006). Organizma oksidatif strese maruz kaldiginda ASS bu sistem icerisinde
yer alan antioksidan enzimlerin sentezini artirarak cevap verebilmektedir
(Halliwell, 1999). Eger ASS sistemi oksitatif stresin ortadan kaldirilmasinda etkili olursa
dokularda herhangi bir hasar meydana gelmeyecektir. Fakat stresin ortadan
kaldirilmasinda ASS basarisiz olursa antioksidan enzimler inhibisyona; proteinler,
lipitler, DNA ve diger anahtar molekiiller oksidasyona ugrayacaktir. Boylece, hiicre ve
dokularda hasar meydana gelecektir (Reznick ve ark. 1998).

Akuatik organizmalarda tiirler arasinda nicelik agisindan farkliliklar olmasina
ragmen antioksidan enzimlerin varligi bilinmektedir. Antioksidan enzimler, hiicre
hemostazisinde rol oynar. Antioksidanlar viicutta cesitli yollarla olusan serbest
radikallerin doku ve hiicrelere verdigi zararlar1 Onlemeye yardimci olur. Oksijen
radikallerinin etkisiyle ortaya cikabilecek oksidatif hasarlari 6nlemek amaciyla canl

sistem tarafindan gerceklestirilen pek ¢ok korunma mekanizmasi vardir. Bunlar
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intraselliiler ve ekstraselliiler olmak iizere iki gruba ayrilir (Ames ve ark. 1993). ilk ve
temel antioksidan savunma, enzimatik olarak yapilmaktadir. En onemli intraselliiler
enzimlerin; Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz
oldugu bilinmektedir. Sonraki savunma hattt ise ekstraselliller nonenzimatik
antioksidanlar tarafindan olusturulur. Bunlar; E vitamini, C vitamini, [-karoten,
transferrin, seruloplazmin, albumin, haptoglobin, ubikinon (koenzim QIO) gibi
bilesiklerdir (Halliwell ve Gutteridge, 1999)






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢alismada 45 adet 200-250 g’lik Gokkusagi Alabaliklari (Oncorhynchus
mykiss Walbaum 1792) ticari olarak iiretim yapan alabalik iiretim ¢iftliklerinden temin
edildi. Hasta olduklar1 gozlemsel olarak tespit edilen, alabaliklar bakteriyel hastaliklar
tespit edilmek {izere buz dolu termoslar ile laboratuvar ortamina getirildi. Laboratuvar
ortaminda agirlik, boy uzunlugu oSlgiilerek bakteriyel analiz i¢in ¢alisilacak dokulardan
ornekler alindiktan sonra biyokimyasal analiz i¢in dokulara ayrilarak -20 °C’deki derin

dondurucuda donduruldu.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

ELISA cihazi

Spektrofotometre cihazi (Pop-Citizen),

Etiiv (Termal),

Hassas terazi (Sartrorius),

Santriiftij (SED 6),

Homojenizator (Wiggenhauser D-130)
Boehringer-mannheim Precitherm PFV Otomatik Su Isiticisi,
pH Metre (WTW Series inolab pH/ION 735),

Derin dondurucu (Samsung),

Avyarlanabilir otomatik pipetler (Socorex, Swiss, Brand )
Cam tiip,

Plastik santrifiij tiip,

Ependorf tiip,

Tiipliik,

Disli Pens,

Cerrahi Makas,
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Balon joje,
Piset.

3.3. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

8-OHdG DNA Hasar kiti

SOD enzim kiti (Randox-Ransod)

GSH-Px enzim kiti (Randox-Ransod)

Etanol (C,HsOH)(Merck)
Potasyumdihidrojenfosfat (KH2,PO,)(Merck)
MS-222 (3-aminobenzoik asit etil ester metan siilfonat tuzu)(Merck)
Sodyumkloriir (NaCl)(Merck)

Hidrojenperoksit (H20,)(Merck)

Hidroklorik asit (HCI)(Merck)

Perklorik asit (HCIO,)(Merck)

Deiyonize saf su (H,0)

Tiyobarbitiirik asit (TBA)(C4HsN20,S) (Sigma)
1.1.3.3.tetraethoksipropan (MDA) (Sigma)
Triklor asetik asit (TCA) (C,HI50,)(Merck)
Etilen daimin tetra asetik asit (EDTA)(Merck)
Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,) ( Merck)
Sodyum dihidrojen fosfat (NaH,PO,) (Merck)

3.4. Yontem

3.4.1. Bakteriyel hastaliklarin identifikasyonu

Ornekleme

Calisma Van Yiiziincii Yil Universitesi, Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 31.01.2019 tarih ve 2019/01 sayili karari ile gerceklestirilmistir. Calismanin
ornekleme zamani Mayis-Agustos 2018 tarih araligini kapsamaktadir. Calismada

kullanilan gokkusagi alabaliklar1 Van ilinde bulunan ve yavru iiretimi yapan



37

isletmelerden secilmistir. Baliklarin bakteriyel analizi Van Yiiziincii Y11 Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Dr. Ogret. Uyesi Siikrii ONALAN tarafindan yapildi. Bu amagla 5
farkl1 isletmeden 9’ar adet olmak iizere toplam 45 adet balik satin alinmistir. Ornekleme
yapilan baliklarda dis semptom olarak hareketlerde yavaslama, ayri yiizme, renkte
kararma, bilateral ekzoftalmus ve asites gibi semptomlar basta olmak iizere yiizme
bozuklugu, ylizgec erimesi gibi belirtiler gosteren baliklar secilmistir.

Ornekleme yapilan baliklarm dis yiizeyleri % 70’lik etanol ile dezenfekte
edilmesinin ardindan her bir ¢iftlik i¢in ve her bir balik 6rnegi icin ayr kilitli posetlerde
ayrilmiglardir. Ornekler Problu termometre zellikli Rubbermaid ile +4 °C’de ayni1 giin

laboratuvara getirilmistir.

Ornekleme bélgesi ve ozellikleri

Ornekleme esnasinda su sicakliginm 15-17 °C arasinda degistigi gdzlenmistir.
Balik numuneleri yetistiricilik yapilan havuzlarda yalmz kalan, siirii disinda ytizen,
renkte kararma olan ve gozlerde egzoftalmus sekillenmis baliklardan secilmistir (Sekil
3.1). Ornekleme sonrasinda gergeklestirilen nekropsi isleminde bébrek ve semptomlu

yiizge¢ dokularindan 6zeyle 6rnekler alinmistir.

= '

Sekil 3.1. Ornekleme esnasinda toplanan baliklardan bazilar1 (Orijinal).



38

3.4.2. Bakteri izolasyonlari

Bakteri izolasyonlar1 ve molekiiler tabanli c¢alismalar Van Yiiziinci Yil
Universitesi, Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezine ait demo
laboratuvarinda  gerceklestirilmistir. ~ Ornekleme  yapilan  baliklardan  bakteri
izolasyonlarin1 gergeklestirilmesi amaciyla Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerine bobrek
ve septomlu yiizge¢c dokularindan ekimler swap yardimi ile gergeklestirilmistir.
Ardindan, besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmislardir.

Nekropsi esnasinda alinan bobrek ve semptomlu yilizge¢ dokularindan TSA, LB
ve BA besiyerlerine ekimler gerceklestirilmistir. 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyon
peryodunun ardindan gelisen koloniler tekrar saflagtirilmistir. Saflagtirilan izolatlarin
besiyeri goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 3.2). 5 farkl ¢iftlikten 3 ¢esit bakteri tiirii
gelisimi gozlenmemistir. Ciftliklerden sirasiyla 10 adet L. garvieae, 9 adet B. subtilis,

ve 8 adet S. epidermidis etkenleri izole edilmistir.

Sekil 3.2. Gokkusag alabalig1 isletmelerinden izole edilen bakteriyel hastalik

etkenleri (A: L. garvieae, B: B. subtilis, C: S. epidermidis).
3.4.3. Bakterilerin identifikasyonu
Bakterilerin identifikasyonlar1 i¢in 27F-1492R universal primeler kullanilarak

Real-Time PCR uygulanmistir. Bu amagla bakterilerden DNA izolasyonlar1 Mericon
bacterial DNA kiti (Qiagen) ile gerceklestirilmistir. DNA’larin  safliklari
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Nanospektrofotometre (Thermo) ile 6l¢iilmiistiir. Real-Time PCR bakterilerden izole
edilen DNA’lar ve universal primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. Caligmada

kullanilan Real-Time PCR protokolii asagida verilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Real-Time PCR asamasinda kullanilan protokol

On-denatiirasyon 95°C 10 dk
Denatiirasyon 94°C 45 sn
Baglanma 45 dongii 56 °C 30 sn
Uzama 72°C 45 sn
Son uzama 72°C 7 dk

3.4.4. Numunelerin analize hazirlanmasi

Doku o6rneklerinden 0.5 gram tartilip cam tiiplere konuldu. Doku 6rnekleri on
kat1 oraninda fosfat tamponu ile homojenize edildi. Kullanilan fosfat tamponu (50 mM
KH2PO, ve 10 mM EDTA) pH 7’ye ayarlanarak hazirlandi. Homojenizatér ile homojen
hale getirilen doku Ornekleri 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. Santrifiijleme
isleminden sonra iistte kalan sivi kisim alimip 4°C’ de biyokimyasal analizler i¢in

sakland1 (Yeltekin ve Oguz, 2018).
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3.4.5. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzim aktivitesi tayini

Prensip: Siiperoksit dismutaz enziminin rolii, metabolizmada iiretilen toksik siiperoksit
radikalinin hidrojen peroksite ve molekiiler oksijene doniigiimiinii hizlandirmaktir.
Metotda ksantin ve ksantin oksidaz kullanilarak siiperoksit radikali, 2-(-iodophenyl)-3-
(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (I.N.T.) ile kirmizi renge doniisiir.
Siiperoksit dismutaz enziminin aktivitesi, bu reaksiyonun inhibisyon derecesi ile
Olctildii (Xia ve ark., 1995).

Ksantin Oksidaz

Ksantin > Urik Asit + Siiperoksit (O7")
Oy
Il. ILIN-T. ———— Formazon (Renkli bilesik)
SOD
i, 207" > O2+ H0,

Deneyin yapilisi: Siiperoksit dismutaz enzim aktivitesi Randox -Ransod enzim Kkiti ile

505 nm’de 37°C'de spektrofotometrede absorbans degerleri dlgiilerek belirlendi. Analiz
icin hazirlanan siipernatantlardan ependorf tiiplere 15 pl eklenerek asagida verilen

pipetleme islemleri yapildi.

Avyirac korii Standartlar Sulandirilmig
ornek
Sulandirilmig 6rnek - —eeeee 15 pl
Standart = IS5pl e
Fosfat Tamponu sl e e
Karisik Substrat 500 pl 500 pl 500 pl
Ksantin oksidaz 75 ul 75 ul 75 ul

Icerik karistirildiktan 30 saniye sonra ilk absorbans A; okundu ve es zamanh

olarak zaman baslatild1. ikinci absorbans ise A, 3 dakika sonra saptandi.



41

Spektrofotometreden alinan absorbans degerleri asagida verilen formiilde yerine

konarak SOD enzimi % inhibisyonlar1 “Es 3.1 ve Es 3.2” ‘e gore hesaplandi.

(AMsuok.x100)
(100 = % Inhibisyon (3.1)
(AABlank pk.)
(AAGmekpk-X100)
(100 [ = % Inhibisyon (3.2)
(AABIank pk-)

Stiperoksit dismutaz enzim aktivitesi, yapilan standart ¢aligmasi sonucu elde

edilen standart konsantrasyon grafigine gore hesaplandi.

3.4.6. Katalaz (CAT) enzim aktivitesinin tayini

Prensip: Hidrojen peroksitin (H,O,) katalaz enzimi tarafindan par¢alanmasi prensibine
dayanmaktdir. Aebi (1984)’nin UV spektrofotometrik metodu kullanilmistir.
Katalaz hidrojen peroksidi suya ve oksijene pargalar.

oH,0, ez L0 4o,

Deneyin yapilisi: CAT enzim aktivitesi, Aebi (1984)’nin yontemine gore otoanalizorde

240 nm’de ol¢iildi. Kiivete asagidaki ayiraclar pipetlendi:
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Numune Kor
0,500 ml numune 0,250 ml fosfat tamponu(tampon
karigimi)
0,250 ml H,0;

Katalaz peroksit reaksiyonunda zamanin bir fonksiyonu olarak azalan absorbans
degerleri 0 sn ve 15 sn boyunca 240 nm’de okundu. Katalaz enzim aktivitesi absorbans

degerinin zamanla azalisi ile iliskilendirilmektedir.

A1:0sn

Ay15sn

K=(2.3/15)(log A1/ A2)
K=0.153(log A;/ Ay) U/mg

3.4.7. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzim aktivitesi tayini

Prensip: GSH-Px, formiilde goriilen kiimen hidroperoksit ile indirgenmis olan glutatyon
(GSH)’nu okside olmus glutatyona (GSSG) ylikseltger. Ortamda glutatyon rediiktaz
(GR) ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat hidrojen (NADPH) var ise
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), NADPH’mm NADP’ye oksidasyonu ile GSH’a
indirgenir (Paglia ve Valentine, 1967; Flohe ve Gunzler, 1984).

GSH-Px
2GSH + ROOH — > ROH + GSSG + H,0

GR
GSSG + NADPH+H" ——— NADP" + 2GSH
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Deneyin _yvapilisi:. GSH-Px enzim aktivitesi, Randox-Ransel enzim Kkitleri ile

spektrofotometrede 340 nm’de 37°C'de 6lgiildii. Kiivete asagidaki ayiraglar pipetlendi.

Avyirag korii Sulandirilmis érnek
Sulandirilmig 6rnek ~ ----- 10 pl
Distile Su now e
Ayirag 500 pl 500 pl
Kiimen 20 ul 20 ul

Kiivetler karistirildi, 6rnek ve koriin absorbanslari 1 dakika sonra okundu. Zaman
baslatildi, 1 ve 2 dakika sonra absorbanslar tekrar okundu. Dakikadaki absorbans

degisimi “ Es 3.4” ‘e gore hesaplandi.

U/l Hemolizat = 8412 X AA 340 nm / dakika. (3.4)
3.4.8. Lipit peroksidasyonun (MDA) olciilmesi
Prensip: Bu yontem Placer ve ark. (1966)’ nin yontemi olup lipit peroksidasyonunun
aldehit tirtinlerinden biri olan malondialdehitin (MDA) tiobarbitiirik asit (TBA) ile olan
reaksiyonun temeline dayanmaktadir. Olusan MDA, TBA ile pembe renkli bir kompleks
olusturmakta ve bu ¢ozeltinin absorbansi spektrofotometre ile 532 nm’de Slgiilerek lipit

peroksidasyonun derecesi saptanmaktadir.

Deneyin _yapiulisi: Malondialdehit diizeyini belirlemek ic¢in deney tiiplerine asagida

verilen pipetleme islemleri yapildi. Daha sonra tiipler 100 °C’de 20 dakika bekletildi.
Sogutma isleminden sonra 3500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra iist faz
absorbans1 532 nm’de okunur. Satndartin konsantrasyonu ve absorbansin oranina gore

slipernatantlarin malondialdehit diizeyleri belirlendi.
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Kor (ml Standart (ml) Ornek (ml
Omek e 0.250
Standart 000 ----- 0250 e
Serum Fizyolojik 0250 e e
Ayirag 2.250 2.250 2.250

3.4.9. 8-Hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeyinin belirlenmesi

Balik dokusu 8-Hidroksi-2-Deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin belirlenmesi

icin Fish(8-OHdG) ELISA kit (Catalogue N0:201-00-0041)(SunRed marka) kullanildi.

Calismaya baslamadan yarim saat Once kit malzemeleri oda sicakligina getirildi
(Standart, Standard diluent, Mcroelisa Strip Plate, Str-HRP-Conjugate Reagent, 30X
Wash solution, Biotin-(8-OHdG) Ab, Chromogen Solution A, Chromogen Solution B,
Stop Solution).

1. 8-OHdG standardi1 Standard diluent ile hazirlanir. Hazirlanmis olan standartlar

Mcroelisa Strip Plate icine 50 pl olarak eklenir. Bir kuyucuk da blank olarak se¢ildi.

2.
3.

Diger kuyucuklara 40 pul numune 6rneklerinden konuldu.

Her bir kuyucuga 50 ul Str-HRP-Conjugate Reagent eklenir sadece numune
ornekleri tizerine 10 pl Biotin-(8-OHdG) Ab eklenerek pleytin iizeri kapatildi.
Pleyt, 37°C sicakliginda Plate Shaker’inda 1 saat siireyle inkiibe edildi.

Pleyt kuyucuklari, bidistile saf su ile 30 kez dilue edilen 30X Wash Buffer ile
(300 pl /kuyucuk olacak sekilde), 1-2dk bekletilerek 5 defa yikanda.

Yikama sonrast her tiipe 50 pl Chromogen Solution A ve sonrada 50 pl
Chromogen Solution B eklendi.

Karanlikta 37°C sicakliginda Plate Shaker’inda 10 dk siireyle inkiibe edildi.
Inkubasyon sonucu plate kuyucuklarina 50 pl Stop Solution eklenerek 10dk
igerisinde absorbansi 450 nm olan ELISA (Plate Reader) cihazinda 6l¢tim

yapildi.
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9. 8-OHdG standartlarinin optik dansitelerine ve konsantrasyonlarina uygun
standrat grafigi cizilerek olusturulan formiile gore 6rneklerdeki 8-OHdAG diizeyi

hesaplandi.

3.5. Verilerin istatistiksel analizi

Analizler sonucunda elde edilen degerler ortalama + standart hata olarak ifade
edildi. Farkli gruplar arasinda ortaya c¢ikan degerlerinin ¢oklu karsilastirmalart i¢in
ANOVA ve arkasindan Tukey testi yapilarak farklilik ortaya konuldu. Degerler
arasindaki fark 0.05’e gore yapildi.






4. BULGULAR

4.1. Real-Time PCR analizi sonug¢lari

Izole edilen bakteriyel etkenlerden elde edilen DNA’lar Real-Time PCR’da
template olarak kullanilmustir. izolatlarmn tanimlanmas1 amaciyla Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmistir. Universal (27F-1492R) primerler ile gergeklestirilen Real-Time
PCR sonucu asagida verilmistir (Sekil 4.1).

o
n
|
1
1
1

|

Morm. Fluoro.
=
-

o=
w

0,0 {ihreshold : ‘ — : ‘ ; ‘
5 10 15 20 % 30 35 4 45
Cycle

Megatif Kontrol . L. garvieas 5. epidermidiz B. zubtiliz

Sekil 4.1. Calismada izole edilen bakteriyel DNA’lar ile gergeklestirilen Real-Time PCR
y g
goriintiisti (Sigmoidal egriler pozitif, Esik degerinin altindan kalan negatif

kontrol 6rnegi).

Real-Time PCR sonuglari dogrultusunda bakteriyel DNA’larin  Universal
primerler ile Ortiiserek baglanma meydana getirdigi SYBRGreen tabanli florasan

1s1mada pozitif sonuglar verdikleri gézlenmistir.
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4.2. Bakteriyel identifikasyon sonuglari

Real-Time PCR amplikonlar ile gergeklestirilen Sanger Tek Yonlii sekanslama

sonrasinda elde edilen niikleik asit dizileri asagida verilmistir.

1 TTTTTTTTIT CTTTATGGCT CGTCTCGTCG AGCTCCATAG AGGTTACCTC ACCGACTTCG
61 GGTGTTACAA ACTCTCGTGG TGTGACGGGC GGTGTGTACA AGGCCCGGGA ACGTATTCAC
121 CGCGGCATGC TGATCCGCGA TTACTAGCGA TTCCAGCTTC ACGCAGTCGA GTTGCAGACT
181 GCGATCCGAA CTGAGAACAG ATTTGTGGGA TTGGCTTAAC CTCGCGGTTT CGCTGCCCTT
241 TGTTCTGTCC ATTGTAGCAC GTGTGTAGCC CAGGTCATAA GGGGCATGAT GATTTGACGT
301 CATCCCCACC TTCCTCCGGT TTGTCACCGG CAGTCACCTT AGAGTGCCCA ACTGAATGCT
361 GGCAACTAAG ATCAAGGGTT GCGCTCGTTG CGGGACTTAA CCCAACATCT CACGACACGA
421 GCTGACGACA ACCATGCACC ACCTGTCACT CTGCCCCCGA AGGGGACGTC CTATCTCTAG
481 GATTGTCAGA GGATGTCAAG ACCTGGTAAG GTTCTTCGCG TTGCTTCGAA TTAAACCACA
541 TGCTCCACCG CTTGTGCGGG CCCCCGTCAA TTCCTTTGAG TTTCAGTCTT GCGACCGTAC
601 TCCCCAGGCG GAGTGCTTAA TGCGTTAGCT GCAGCACTAA GGGGCGGAAA CCCCCTAACA
661 CTTAGCACTC ATCGTTTACG GCGTGGACTA CCAGGGTATC TAATCCTGTT CGCTCCCCAC
721 GCTTTCGCTC CTCAGCGTCA GTTACAGACC AGAGAGTCGC CTTCGCCACT GGTGTTCCTC
781 CACATCTCTA CGCATTTCAC CGCTACACGT GGAATTCCAC TCTCCTCTTC TGCACTCAAG
841 TTCCCCAGTT TCCAATGACC CTCCCCGGTT GAGCCGGGGG CTTTCACATC AGACTTAAGG
901 AACCGCCTGC GAGCCCTTTA CGCCCAATAA TTCCGGACAA CGCTTGCCAC CTACGTATTA
961 CCGCGGCTGC TGGCACGTAG TTAGCCGTGG CTTTCTGGTT AGGTACCGTC AAGGTAGCCG
1021 CCCTATTCGA ACGGTACTTG TTCTTCCTTA CAACAAAGCT TTACTATTCG GAAAACATTC
1081 TTCATTCAGC GGCGTTGCTC GTCGAACTTT CTCCATTCGG AAAAATCCCA CTGCTGCCCC
1141 CGTAGAATCG GGGCGGGGGG GGGTCCAAGG TGGCAATCCC CCCTCCGGTG GCACCGCCCC
1201 CTTCCCTTGT TAACCGTGAA CCCCACCAAA GACCAAAAAC CCCGGGGGGC CCCTGAATTT
1261 GTGTAATAAA GGGCCCTCTT TATTGTTTAT AACCTTTGTT AAACAAAGGA AGGGAAGAAG
1321 AACCGCTTTT TCGGGGTACT ACAGTGCCGG AAAGTAAATT CTTGGGGGGC CCCCCCCCCC
1381 CCTCCCCCAG CGCATTATAA AAAGGGAAGT GTGTTTTTTC TCTTTCCGGG TGCGGGGGGA
1441 CGCGAAAAGA AGGTGAGAAA AAAAACAAAA AAAATATAAA AAAATAACAT GGCGTCTCCT
1501 GGCCGTTTGT TCCCTGTTGA TGTTTCGTGC GGCCGCGCGC TGTTTTGTTT GCTTGTGGCC
1561 GTCGCGCCGT TCTGACGGTG TTGGGCTGCG CCCTGGCCCC TGCCGCGCCG CCCCCGGCCC
1621 GCTCTCTGCG TTCGT

Sekil 4.2. Bacillus subtilis’e ait sekans sonuglari

1 TTTTCTGAAT GTAGGATCAG TGTTTCTACG TCGCCCTCCT TGCGGTTAGG CAACCTACTT
61 TGGGTACTCC CAACTTCCGT GGTGTGACGG GCGGTGTGTA CAAGGCCCGG GAACGTATTC
121 ACCGCGGCGT GCTGATCCGC GATTACTAGC GATTCCGACT TCATGCAGGC GAGTTGCAGC
181 CTGAAATCCG AACTGAGAAT GGTTTTAAGA GATTAGCGCA CCCTCGAGGG TTGGCGACTC
241 GTTGTACCAT CCATTGTAGC ACGTGTGTAG CCCAGGTCAT AAGGGGCATG ATGATTTGAC
301 GTCATCCCCA CCTTCCTCCG GTTTATCACC GGCAGTCTCA CTAGAGTGCC CAACTTAATG
361 ATGGCAACTA GTAATAAGGG TTGCGCTCGT TGCGGGACTT AACACAACAT CTCACGACAC
421 GAGCTGACGA CAACCATGCA CCACCTGTAT CCCGTGTCCC GAAGGAACTC CTTATCTCTA
481 AGGATAGCAC GAGTATGTCA AGACCTGGTA AGGTTCTTCA CGTTACTTCG AATTAAACCA
541 CATGCTCCAC CGCTTGTGCG GGCCCCCGTC AATTCCTTTG AGTTTCAACC TTGCGGTCGT
601 ACTCCCCAGG CGGAGTGCTT AATGCGTTAG CTGCGCTACA GAGAACTTAT AGCTCCCTAC
661 AGCTAGCACT CATCGTTTAC GGCGTGGACT ACCAGGGTAT CTAATCCTGT TTGCTCCCCA
721 CGCTTTCGAG CCTCAGTGTC AGTTACAGGC CAGAGAGCCG CTTTCGCCTC CCGTGTTCCT
781 CCATATATCT ACGCATTTCA CCGCTACACA TGGAAATTCC ACTCTCCTCT CCTGCACTCA
841 AGTCTCCCAG TTTTCAATGC ACACAATGGT TGAGCCACTG CCTTTTTCAT CAGACTTAAG
901 AAAACACCTG CGCTCCCTTT ACTCCCACCA AATCCGGACA ACACTTGTGA ACTAACCTAT
961 TAACTACGGC TGCTGGCAGG GAATTAGCCG TCCCCTTCTT GTTAGAAACG ACCCCCTTAA
1021 GGAAATTTTC TTTTCCACTT AACTTACGTT TTTTCTACAA AATTTTAATT TTACATAAAC
1081 CTTATATCCC TCCCACCGGC GGCCCTTTCA GGGTGGCTGC CTCCCCTTAG TTAGCAAACT
1141 CCTCCCTACC TCTCGCAAAC TAGAACGGGA GGGGGTGTGC TTATCGCCCT GAATCACCCC
1201 TCCCCCCCCT GGAAGGGGGG GCCATTATTT GGTCTTTGGA TGTGCCATAA CAAAACCCCA
1261 CCCCAAGGGG GGGGGGGTTC TATATAGTAA TTATTTATTT TTCTTTTTAA AAAGAAAAAC
1321 CCCTCCCCCG CCTTTATTAA TAGATATTAT ATATTTTTTC CTCGCACCCC CACCGCCCCG
1381 CCCCCACCCC CTTCCGCACC CTCCCCCCCA CCCCACCCCC CCTCCCACCC ACCCGCGGTA
1441 TATGATAAGA ACAAACAAAT TGTGTGTTTT CATACCCAGT GAGTGGTGGT GTGTTTGGCG
1501 CCGCCGCCGC CGATCGCGGC CGTATGAACG AAAAGAAAAC AAACTAAAAA AATATAAAAA
1561 TTTCTGTTTT CTGTTGGGGT GGGCGGGGCG CGTCACGTGT GTGTTGGTTT TATATTTTGA
1621 TTTGGTGATT GCTTGACACT GCAACGGCAG AGTGTAATAT TATAT

Sekil 4.3. Lactococcus garvieae’ye ait sekans sonuglari



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

GTTCTGCAGG
GTTACAAACT
AGCATGCTGA
ATCCGAACTG
ATTGTCCATT
CCCCACCTTC
AACTAAGCTT
GACGACAACC
GGGGTCAGAG
GCTCCACCGC
CCCCAGGCGG
TTAGCACTCA
CTTTCGCACA
ATATCTCTGC
TTTCCAGTTT
ACCGCCTACG
CGCGGCTGCT
AGTTACTTAC
CTCAAGCGGG
CCCGTAGGAA
TACCCACCTT
AAATTAAAGA
CCAATTTCCC
AAGATTTTCA
GAAATAAATA

TGATACGTGG
CTCGTGGTGT
TCTACGATTA
AGAACAACTT
GTAGCACGTG
CTCCGGTTTG
AAGGGTTGCG
ATGCACCACC
GATGTCAAGA
TTGTGCGGGT
AGTGCTTAAT
TCGTTTACGG
TCAGCGTCAG
GCATTTCACC
CCAATGACCC
CGCGCTTTAC
GGCACGTAGT
ACATTTGTTC
CGTTGCTCCG
TTGGAAACGG
CCCCTGGTTA
AACCCCTTTC
CCCCTATGAG
AGGGTGCGTT
AAAAACATAA

TCCTTTTGCG

GTTGCTCTGT

49

CAGCTAGTCG
GACAGGCGGT
CTAGCGATTC
TATGGGATTT
TGTAGCCCAA
TCACCGGCAG
CTCGTTGCGG
TGTCACTCTG
TTTGGTAAGG
CCCCGTCAAT
GCGTTAGCTG
CGTGGACTAC
TTACAGACCA
GCTACACATG
TCCACGGTTG
GCCCAATAAT
TAGCCCTGGC
TTCCCTAATA
TCAAGCTTTC
GGGTCAGGTC
AGCGTTTCCT
TTTTTAACCC
GGTTTCTCCG
TTTTTTTTITT
AAAAAAAAAA
GCGTTAAGCT

GCTCCAATGG
GTGTACAAGA
CAGCTTCATA
GCTTGACCTC
ATCATAAGGG
TCAACTTAGA
GACTTAACCC
TCCCCCGAAG
TTCTTCGCGT
TCCTTTGAGT
CAGCACTAAG
CAGGGTATCT
GAAAGTCGCC
GAATTCCACT
AGCCGTGGGC
TCCGGATAAC
TTTCTGATTA
ACAAAGTTTT
CCCCATTGCG
CCGTGTGCCG
TCCAACAACA
GGGTGCCAAT
GGTTTTACCC
TGCGGCGCCC
AAAAAAAGTT
GCTCCGCCGC

TTACTCCAAC
CCCGGGAACG
TAGTCGAGTT
GCGGTTTCGC
GCATGATGAT
GTGCCCAACT
AACATCTCAC
GGGAAAACTC
TGCTTCGAAT
TTCAACCTTG
GGGCGGAAAC
AATCCTGTTT
TTCGCCACTG
TTCCTCTTCT
TTTCACATCA
GCTTGCCACC
AGTACCGTCC
ACGATCCGAG
GAAGATTCCT
AATCCCCCTC
AAAAGGGGGG
TTTTCGTTTA
cccceecccc
GGGTTGGGGG
TGTTGCGTGC
CCTCTCCC

Sekil 4.4. Staphylococcus epidermidis’e ait sekans sonuglari

Niikleik asit dizisinin NCBI ve CLC web tabanlarinda gergeklestirilen Blast

islemi neticesinde izole edilen bakterilerin tamaminin %100 oraninda dizi 6rtiismesinin

oldugu goriilmiistiir.

Calismada Van’nin ilgelerinde bulunan bes farkli alabalik iiretim ¢iftliginden
hasta olduklar1 gézlenen Gokkusagi alabaliklar1 (Oncorhynchus mykiss) alindi. Bakteri

tiirleri tespit edilen alabaliklarin beyin, karaciger, bobrek ve kas dokularinda SOD,

CAT, GSH-Px, MDA ve 8-OHdG diizeyleri tespit edildi.

4.3. Antioksidan Aktivitelerinin Sonuclar

Serbest radikallere karsi ilk savunma sistemi olan antioksidan savunma sistemi

enzimlerinin (SOD, CAT, GSH-Px) diizeyleri asagidaki gibidir.

GGCTTCGGGT
TATTCACCGT
GCAGACTACA
TGCCCTTTGT
TTGACGTCAT
TAATGATGGC
GACACGAGCT
TATCTCTAGA
TAAACCACAT
CGGTCGTACT
CCCCTAACAC
GATCCCCACG
GTGTTCCTCC
GCACTCAAGT
GACTTAAAAA
TACGTATTAC
AGACGTGCAT
AACTTCATCA
ACTGCTGCCT
CCCGGTCGGC
GGTCCCCTTA
CCCCGTTCCC
CCCCCCAAGG
GCGTGGGGTA
GCGTCTCCGG
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4.3.1 SOD enzim aktivitesi sonug¢lari

48
46
44
42
40
38
36

Staphylococcus ep.  Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

SOD (U/g Prot.) Beyin

Sekil 4.5. Farkl1 bakterili Gokkusagi alabaliklarinin beyin dokusu SOD aktivite

diizeylerinin degisimi.

Sekil 4.5. incelendiginde kontrol grubu baliklarinin diger bakterili balik gruplari

arasindaki SOD diizeyleri degisimi anlamli bulunmustur (p<0.05). Bakterili baliklarin

beyin dokusu siiperoksit dismutaz enzim aktivitesinin kontrol grubu baliklarma gore

belirgin bir diizeyde diisiis gosterdigi tespit edilmistir.

48
47
46
45
44
43

Staphylococcus ep. Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

SOD (U/g Prot.) Karaciger

Sekil 4.6. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusu SOD aktivite

diizeylerinin degisimi.



51

Sekil 4.6. incelendiginde karaciger dokusu SOD diizeyi kontrol grubu
baliklarinin diger bakterili balik gruplar1 arasindaki SOD diizeyleri ile olan degisimi
istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). Her {i¢ bakteri tiirlinde de karaciger
dokusu SOD enzim aktivitesinin olduk¢a belirgin bir diizeyde diisiis gosterdigi
gozlenmistir. Bacillius subtilis tiirii bakterili baliklarinin karaciger siiperoksit dismutaz

diizeyinin oldukga diisiik seviyelere indigi tespit edilmistir.

SOD (U/g Prot.) Bobrek

45 A
44,5 - *
44 A
43,5 A
43 A
42,5 - %
42 A
41,5 A
41 A
40,5 -
40 -
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.7. Farkl1 bakterili Gokkusagi alabaliklarinin bobrek dokusu SOD aktivite

diizeylerinin degigimi.

Bakterili baliklarin bébrek dokusu stiperoksit dismutaz diizeylerinin Lactococcus
garvieae ve Staphylococcus epidermidis bakteri tiirinde kontrol grubuna gore anlamli
farkliliklar tespit edilmistir (p<0.05). Bacillius subtilis bakteri tiirinde ise bobrek
dokusu siiperoksit dismutaz diizeyindeki azalma istatiksel olarak anlamli bulunmamistir

(Sekil 4.7.) (p<0.05).
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SOD (U/g Prot.) Kas

50 ~

40 -

30 A

20 A

10

0 -
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.8. Farkl1 bakterili Gokkusagi alabaliklarinin bobrek dokusu SOD aktivite

diizeylerinin degigimi.

Lactococcus garvieae ve Bacillius subtilis bakterili baliklarin kas dokusu
stiperoksit dismutaz diizeylerinin istatiksel olarak anlamli azalislar gdsterdikleri
gozlenirken Staphylococcus epidermidis bakteri tiirtinde baliklarin SOD diizeyindeki
azalis kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlam ifade etmemektedir (Sekil 4.8.)

(p<0.05).

4.3.2. CAT enzim aktivitesi sonuclari

CAT (U/g) Beyin

2 -4

0 .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis ~ Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.9. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin beyin dokusu CAT aktivite

diizeylerinin degigimi.



53

Sekil 4.9 incelendiginde Bacillius subtilis ve Lactococcus garvieae bakterili
baliklarin beyin dokusu katalaz enzim diizeylerinin istatiksel olarak anlamli azalislar
gosterdikleri gozlenmistir. Staphylococcus epidermidis bakterili baliklarin beyin dokusu

katalaz diizeyinin anlamli bir degisim gostermedigi tespit edilmistir (p<0.05).

CAT (U/g) Karaciger

4 -
3,9 -
3,8 1
3,7 1
3,6 1
3,5 -
3,4 A

3,3 A
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.10. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusu CAT aktivite

diizeylerinin degisimi.

Her ii¢ bakterili balik gruplarinin karaciger dokusu katalaz enzim diizeylerinin
istatiksel olarak anlaml1 azalislar gosterdigi tespit edilmistir. Ozellikle Bacillius subtilis
bakterili balik grubunda degerlerin oldukga disiis gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.10.)
(p<0.05).



1

0

Staphylococcus ep.

CAT (U/g) Bobrek

Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.11. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin borek dokusu CAT aktivite

diizeylerinin degigimi.

Sekil 4.11. incelendiginde kontrol grubu alabaliklarinin bobrek dokusu katalaz

diizeyine gore bakterili alabaliklarin bobrek dokusu katalaz diizeylerinin istatiksel

olarak anlamli azaliglar gosterdigi bulunmustur (p<0.05). Lactococcus garvieae

bakterili alabalik grubunda bu azalis daha belirgin olarak gozlenmistir.

1

0

Staphylococcus ep.

CAT (U/g) Kas

Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.12. Farkli bakterili Gokkusag1 alabaliklarinin kas dokusu CAT aktivite

diizeylerinin degisimi.
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Bacillius subtilis bakterili alabalik grubunun kas dokusu katalaz diizeyinin
istatiksel olar anlamli azalig gosterdigi tespit edilmistir. Staphylococcus epidermidis ve
Lactococcus garvieae bakterili balik gruplarinda ki degisim ise istatiksel olarak anlamli
bulunmamustir (Sekil 4.14.) (p<0.05).

4.3.3. GSH-Px enzim aktivitesi sonuclari

GSH-Px (U/g Prot.) Beyin

2 -

1 -

O .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.13. Farkli bakterili Gokkusag alabaliklarinin beyin dokusu GSH-Px aktivite

diizeylerinin degisimi

Sekil 4.13. incelendiginde Staphylococcus epidermidis ve Lactococcus garvieae
bakterili baliklarinin beyin dokusu glutatyon peroksidaz diizeyinin kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli azalig gosterdigi tespit edilmistir. Bacillius subtilis bakteri
grubunda ise azalis gézlenmesine ragmen istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil

4.13.) (p<0.05).
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GSH-Px (U/g Prot.) Karaciger

7 -

6 - - " *

5

4 -

3 -

2

1 -

0 -

Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.14. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusu GSH-Px aktivite

diizeylerinin degisimi

Her ti¢ bakterili alabalik gruplarinin karaciger dokusu GSH-Px enzimi diizeyleri
kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli farklhiliklar bulunmustur. Ozellikle
Bacillius subtilis bakteri grubunda daha belirgin bir azalis oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.14) (p<0.05).

GSH- Px (U/g Prot.) Bobrek

12
10

8
6
4
2
0

Staphylococcus ep. Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.15. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin bobrek dokusu GSH-Px aktivite

diizeylerinin degisimi
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Sekil 4.15 incelendiginde her {i¢ bakterili alabalik grubunun bobrek dokusu
glutatyon peroksidaz diizeyinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak azalis gosterdigi
tespit edilmistir. Lactococcus garvieae bakterili grubun GSH-Px diizeyinin diger

gruplara oranla daha belirgin bir diizeyde azaldig1 gézlenmistir (p<0.05).

GSH-Px (U/g Prot.) Kas

16
14
12
10

O N &~ O

Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.16. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin kas dokusu GSH-Px aktivite

diizeylerinin degisimi

Her {i¢ bakterili alabalik grubu kas dokusu glutatyon peroksit diizeyi kontrol
grubu gore istatiksel olarak anlamli azalis gostermistir. Bacillius subtilis bakterili balik
grubunda glutatyon peroksit diizeyi olduk¢a onemli seyide azalis gosterdigi tespit
edilmistir (Sekil 4.16) (p<0.05).

4.3.4. MDA sonuc¢lan

Sekil 4.17 incelendiginde lipitlerin okside olma oranini1 gosteren malondialtehit
diizeyinin her grupta artis gosterdigi goriilmektedir. Ancak sadece Staphylococcus
epidermidis ve Lactococcus garvieae bakterili alabaliklarin  beyin  dokusu
malondialdehit diizeylerinin istatiksel olarak anlamli artig gosterdigi tespit edilmistir

(p<0.05).
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MDA (nmol/g) Beyin

0,5 + *

04 -

0,3 -

0,2 -

0,1 -

0 .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.17. Farkli bakterili Gokkusag1 alabaliklarinin beyin dokusu MDA diizeylerinin

degisimi

Karaciger malondialdehit diizeyi degisimi kontrol grubuna gore ii¢ bakterili
grupta da istatiksel olarak anlamli olacak diizeylerde artislar gostermistir. Ozellikle
Lactococcus garvieae bakterili grupta malon dialdehit diizeyinin oldukga yiiksek

seviyeler yiikseldigi gozlenmistir (Sekil 4.18) (p<0.05).

MDA (nmol/g) Karaciger

0,5 - *

0,4 -

0,3 - *

0,2 -

0,1 -

O .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.18. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin karaciger dokusu MDA

diizeylerinin degisimi
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Bakterili alabaliklarin bobrek dokusu malondialdehit diizeyinin kontrol grubuna
gore belirgin diizeyde artis gosterdigi ve bu artisin istatiksel olarak da anlamli oldugu
bulunmustur. Ozelliklede Lactococcus garvieae bakterili grubun malondialdehit

diizeyin en yiiksek seviyelerde seyrettigi tespit edilmistir (Sekil 4.19) (p<0.05).

MDA (nmol/g) Bobrek

0,6 -

0,5 -

0,4 /

0,3 -

0,2 A

0,1 -

O .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.19. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin bébrek dokusu MDA diizeylerinin

degisimi

Sekil 4.20 incelendiginde kas dokusu malondialdehit diizeyinin kontrol grubuna
gore Bacillius subtilis bakterili alabalik grubunda istatiksel olarak anlamli seviyede
oldugu belirlenmistir (p<0.05). Staphylococcus epidermidis ve Lactococcus garvieae
bakterili alabaliklarin kas dokusu malondialdehit diizeyinin degisiminin istatiksel olarak

anlamli olmadig1 goriilmiistiir.



MDA (nmol/g) Kas

E 3

0,25 1

0,2 -

0,15 A

0,1 A

0,05 A

0 .
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.20. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin kas dokusu MDA diizeylerinin

degisimi

4.3.5. 8-OHdG sonuglari

Oksidasyonun ileri asamalarinda DNA zincirinde birtakim hasarlar olusur 8-
OHdG’de bu hasarlarin  en belirgin iriintidiir. Calismamizda Staphylococcus
epidermidis ve Lactococcus garvieae bakterili alabaliklarinin beyin dokusu 8-OHdG
diizeyinin istatiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi gorilmektedir (Sekil 4.21)
(p<0.05).

8-OHdG (ng/ml) Beyin

2,85 /*

2,8 1

2,75 A

2,7 -

2,65 A

2,6 -
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.21. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin beyin dokusu 8-OHdG

diizeylerinin degisimi
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Sekil 4.22 incelendiginde Staphylococcus epidermidis ve Lactococcus garvieae
bakterili alabalik gruplarinin karaciger dokusu 8-OHdG diizeylerinin kontrol grubuna
gore istatiksel olarak anlamli artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05). Bacillius subtilis
bakterili alabalik grubunda ise artis olmasina ragmen istatiksel olarak anlaml

bulunmamastir.

8-OHdG (ng/ml) Karaciger

3,2
3,1
3 .
2,9
2,8
2,7
2,6
2,5
2,4
2,3 -
Staphylococcus ep. Bacillius subtilis Lactococcus garvieae Kontrol

Sekil 4.22. Farkli bakterili Gokkusag alabaliklarinin karaciger dokusu 8-OHAG

diizeylerinin degisimi

Bakterili alabaliklarin  bobrek dokusu 8-OHdG diizeyindeki degisimler
incelendiginde yine Staphylococcus epidermidis ve Lactococcus garvieae bakterili
alabalik gruplarinin 8-OHdG diizeylerinin kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

artig gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.23) (p<0.05).



3
2,9
2,8
2,7
2,6
2,5

2,4 -
Staphylococcus ep.

8-OHdG (ng/ml) Bobrek

Bacillius subtilis  Lactococcus garvieae

Kontrol

Sekil 4.23. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin bobrek dokusu 8-OHdG

epidermidis ve Bacillius subtilis bakterili alabalik gruplarinda kontrol grubuna gore
istatiksel olarak anlamli artis oldugu gozlenmistir (p<0.05). Lactococcus garvieae

bakterili alabalik grubunda kas dokusu 8-OHdG diizeyi degisiminin istatiksel olarak

Sekil 4.24 incelendiginde kas dokusu 8-OHdG diizeylerinin Staphylococcus

diizeylerinin degisimi

anlaml1 olmadig tespit edilmistir (p<0.05).

1

0

8-OHdG (ng/ml) Kas

Staphylococcus ep.

Bacillius subtilis Lactococcus garvieae

Kontrol

Sekil 4.24. Farkli bakterili Gokkusagi alabaliklarinin kas dokusu 8-OHdG diizeylerinin

degisimi




5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alisma ile son yillarda diinya geneli tiiketilen ve 6nemi her gegen giin artan,
protein kaynakli besin 6gelerinden olan Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum) nin farkli bakteriyel etkenlere maruz kalmasi sonucunda DNA hasari, lipit
peroksidasyonu ve antioksidan diizeylerindeki degisimler incelenmistir. Baliklar Van’in
ilgelerinde bulunan bes farkli alabalik iiretim c¢iftliginden hasta oldugu gdzlemlenen
baliklar arasindan segilmistir. Ornekleme yapilan baliklarm PCR yontemi ile gogaltilan
DNA’larinin gen ekspresyonlar1 yapilarak bakteri tiirleri tespit edilmistir. Bu bakterili
baliklarin bazi dokularinda antioksidan enzimleri (SOD, CAT, GSH-Px),
Malondialdehit ve 8-OHdG diizeyleri dlgiilerek elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.

Tiirkiye’de tatlh su ve deniz baliklarindaki bakteri, viriis, parazitlerle ilgili
yapilan c¢alismalar incelendiginde ilk olarak Monod 1931 yilinda kupez baligindan
metazoon bir parazit olan Ceratothoa sp (parazitik isopod)’yi tespit etmistir. Daha sonra
cesitli arastirmacilar tarafindan tatli su, deniz ve ¢esitli akvaryum baliklarinin bakteri,
virlis ve parazit faunalarin var olup olmadigi arastirilmistir (Oktener, 2003). Baliklar,
icerisinde bulunduklari ortam nedeniyle siirekli olarak mikroorganizmalarla temas
halindedir. Bu nedenle bakteriyel hastaliklar, yogun balik yetistiriciliginin yapildig1
ciftliklerde biiyiik ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Tanrikul ve ark., 1997).

Aeromonas hydrophilla Vibrionaceae familyasina ait, fakiiltatif anaerobik gram
negatif, cubuk seklinde, 6zellikle su ortamlarinda bulunan bir bakteridir. Aeromonas
hydrophilla ile enfekte olan yavru Hint baliklariin (Cirrhinus mrigala) bagisiklik ve
antioksidan savunma sistemlerinin arastirildigr bir ¢alisma yapilmistir. Aeromonas
hydrophilla ile enfekte olan yavru baliklarin SOD ve CAT diizeylerinin belirgin
diizeylerde diisiis gosterdigi tespit edilmistir (Kumar ve ark. 2018). Tarnecki ve ark.
(2018) Acinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, ve Pseudomonas bakterileri
bulunduran Iskine baliklari1 (Sciaenops ocellatus) tespit ederek bu baliklarin
antioksidan diizeyindeki degisimi incelemislerdir. Calismada kan parametrelerinin ve
antioksidan diizeylerinin (SOD 1.33, 0.84 U/mg) anlamli azalis gosterdigi ifade

edilmistir. Calisma sonucuna gore, kiiltlir balik¢iligida bakteri enfeksiyonlarinin balik
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liretim verimini olumsuz etkileyen bir durum oldugu belirtilmistir (Tarnecki ve
ark. 2018). Yaptigimiz ¢alismada da her ii¢ bakteri grubununda antioksidan enzim
aktivite degerlerinin bu ¢alismalar ile paralellik gosterdigi goriilmiistiir.

Bir¢ok streptokok tiirii bakterilerin baliklarin beyin ve sinir sisitemine yerleserek
onlar1 enfekte ettigi ve bu baliklarin beyin dokusu antioksidan enzimlerinin azalmasina
sebep oldugu belirtilmistir. Bdylece baliklarin beyin fonksiyonlarinin zamanla
yavaglamas1 sonucu hareketlerinde de bir takim degisikliklerin ortaya ¢iktig
belirtimistir (Austin ve Austin, 1999, Eldar ve ark., 1999, Yanong ve Francis-Floyd,
2002). Sunulan ¢alismanin beyin dokusundaki antioksidan enzimler ile MDA ve 8-
OHJG diizeylerindeki degisimlerde bu durumu desteklemektedir.

Antioksidan enzimlerin karacigerdeki aktivitesi izlendiginde {i¢ bakteri tiiriinde
de yogun bir sekilde diisiis gozlenmektedir. Ancak Bacillius subtilis tiirii bakterili
baliklarin antioksidan enzimlerinin oldukc¢a diisiik seviyelerde gozlendigi, MDA ve 8-
OHAG diizeylerinin ise arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.7). Bu duruma Bacillus subtilis
bakterilerinin yerlestigi yerde ¢ogalmasi siirecinde olusturduklari toksik maddelerin
sebep oldugu diisiiniilebilir.

Streptococcus agalactiae ile enfekte olmus Glimiis yaymn baliklarinin (Rhamdia
quelen), ksantin oksidaz, reaktif oksijen tiirlerinin ve nitrik oksit diizeylerinin
arastirildig bir calisma yapilmistir. Calismada reaktif oksijen tiirlerinin, ksantin oksidaz
ve nitrik oksit diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin bir diizeyde artis gosterdigi
tespit edilmistir (Souza ve ark.,2017). Ayrica gram-negatif bir bakteri olan Aeromonas
caviae, baliklarda nadiren bulunan bir bakteri tiiriidiir. Ancak enfekte olan baliklarda
yiiksek oranda oOliim goriilmektedir. Bu bakteri ile enfekte olan Giimiis yayin
baliklarinin (Rhamdia quelen), bobrek dokusunda bu bakterinin varligi PCR ile tespit
edilmistir. Daha sonra bu baliklarda saglikli baliklara gére antioksidan diizeylerinin
degisimi ve Malondialdehit diizeyinin degisimi tespit edilmistir. Caligmada reaktif
oksijen tiirlerinin karaciger ve bobrek dokularinda artis gosterdigi SOD, GSH-Px, ve
GSH diizeylerinin karaciger ve bobrek dokularinda azaldigi tespit edilmistir.
Malondialdehit diizeyinin ise her iki dokuda da artig gosterdigi belirtilmistir
(Baldisseraa, ve ark., 2018). Calismamizda da bu makalelerle uyumlu olarak bobrek
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dokusundan tespit edilen Lactococcus garvieae bakterisinin bu dokudaki antioksidan
enzim diizeylerini azalttigi, MDA ve 8-OHdG diizeylerini ise artirdig1 goriilmiistiir.

Stiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi enzimler strese karsi
savunmanin ilk ve en Onemli basamaklaridir (Pandey et al. 2003). Calismada
antioksidan enzim diizeylerinin bakterilerin tiirlerine ve yerlestikleri dokularin
(solungag, deri ve bdbrek) oOzelliklerine gore farkli sekillerde yanit verdigi
goriilmektedir.

Hiicrelerdeki oksidasyonun ilerleyen asamalarinda, DNA zincirinde birtakim
hasarlar meydana gelmektedir. Reaktif oksijen tiirleri DNA yapisinda 20’den fazla baz
tiiriinde oksidatif hasar iiriinii olusmasina yol agmaktadir (Dizdaroglu, 1998). Hasara
ugrayan bazlar arasinda, 8-hidroksi-2’- deoksiguanozin (8-OHdG) oldukga duyarli ve en
sik karsilagilan oksidatif DNA hasar1 belirtecidir (De Martinis ve Bianchi, 2002).
Japonya'da Deinococcus grandis Dbakterisini  bulunduran baliklara radyasyon
uygulanarak olusan DNA hasarinin arastirildigi bir ¢alisma yapmustir. Bakterili
baliklarda kontrol grubuna gore daha fazla DNA hasar1 olustugu belirlenmistir (Satoh
ve ark. 2016). Yaptigimiz ¢aligmada, her {i¢ bakteri tiiriiniin 6zellikle yerlestikleri doku
tizerinde belirgin tahribatlara yol agtiklart ve bunun sonucu olarak hem lipit
peroksidasyonunun hemde 8-OHdG diizeylerinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu
durum ¢alismamizin literatiirdeki diger ¢aligmalar ile uyumlu oldugunu gdstermektedir.

Yapilan bu arastirma sonucuna gore; baliklarin yasam alani, su kalitesi, balik
yogunlugu, su sicakligi ve havuzlari besleyen kaynak suyunun o6zellikleri bazi bakteri
tiirlerinin gelisimine yol acarak igletmelerde ekonomik kayiplara sebep olabilmektedir.
Bu bakteri tiirleri, balik dokularinda hizla ¢ogalarak baliklarda oksidatif stres meydana
geritirmektedir. Olusan stres sonucu serbest radikallerin artmasiyla antioksidan aktivite
diizeylerinin  diistigli, lipit peroksidasyonun ve 8-OHdG diizeylerinin arttigi
gozlenmistir. Bu bakterili baliklarin insanlar ve diger canlilar tarafindan tiiketilmesi
durumunda ise bakterilerin canlilar arasinda yayilmasina ve belkide zamanla daha
direncli bakteri tiirlerinin gelismesine de sebep olacaktir. Bu nedenle balik yasam
alanlarinin temizligine su kaynaklarinin ve yemlerinin kalitesine dikkat edilerek

isletmeler i¢in daha az canli kaybi ve daha saglikli besin {iretimi saglanmaya
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calisilmalidir. Bu tez ¢alismasi, daha sonra yapilacak ileri diizey arastirmalar i¢in bir

kaynak tegkil etmektedir.



KAYNAKLAR

Abdullah, A.S., Vijculata, P., Sivarajasingam, S., Ragavan, K., 1987. Haematologlogic
and growth response to prepartum administration of vitamin A in calves. Growth,
51: 198-201.

Aira, S., Kilal, K., Imanaka, A. 1983. Cloning and Expression of Thermostable o-
amylase Gene from Bacillus stearothermophilus in Bacillus stearothermophilus
and Bacillus subtilis. Applied and Environmental Microbiology, 46:1059-
1065.

Akkus, 1., 1995. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Mimoza Yayinlari,
38(5) : 1-12.

Aksoy, N., Vural, H., Sabuncu, T., Arslan, O., Sahin A., 2005. Beneficial effects of
vitamins C and E against oxidative stress in diabetic rats. Nutrition Research, 25:
625-630.

Alpbaz, A., 2005, Su Uriinleri Yetistiriciligi, Genel Su Uriinleri Yetistiriciligi,, Alp
Yayinlari, ISBN 975- 97056-1-3.

Altun, S., Onuk, E.E., Ciftci, A., Duman, M., Biiyiikekiz, A.G. 2013. Determination of
phenotypic, serotypic and genetic diversity and antibiotyping of yersinia ruckeri
1solated from rainbow trout. Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
19(2): 225-232.

Ames, B. N., Shigenaga, M. K., Hagen, T. M., 1993. Oxidants, antioxidants, and the
degenerative diseases of aging. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 90(17):7915-22.

Anshary, H., Kurniawan, R.A., Sriwulan, S., Ramli, R., Baxa, D.V. 2014. Isolation and
molecular identification of the etiological agents of streptococcosis in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) cultured in net cages in Lake Sentani, Papua, Indonesia.
Springerplus 24: 3, 627.

Arda, M., 2000. Temel mikrobiyoloji. (Genisletilmis ikinci Bask1). Ankara: Medisan
Yayinevi Serisi. 558

Arslan, A., Naziroglu, M., Goniilalan, Z., Sarigdl, C., Aksakal, M., 1997. Farkh
muhafaza sicakligi ve siirelerinin balik eti vitamin E miktaria etkisi. Tr. J. of
Veterinary and Animal Siences, 21: 211-213.

Austin, B., Austin, D.A. 1999. Bacterial Fish Pathogens Disease of Farmed and Wild
Fish, Third (Revised) Edition, Praxis Publishing Chichester, U.K., 457

Aydin, F. 2009. Salar Linnaneus, Salmo., A.U. Alabalik Biyolojisi ve Yetistirme
Teknikleri.

Bacchetta, Carla, et al. 2016. Toxicological effects induced by silver nanoparticles in
zebra fish (danio rerio) and in the bacteria communities living at their
surface. Bulletin of environmental contamination and toxicology 97: 456-462.

Baeck, G.W., Kim, J.H., Gomez, D.K., Park, S.C. 2006.Isolation and Characterization
of Streptococcus sp. From Diseased Flounder (Paralichthys olivaceous) in Jeju
Island. J. Vet. Sci., 7: 53-58.

Bai, S.C., Gatlin, D.M., 1992. Dietary vitamin E concentration and duration of feeding
affect tissue a-tokopherol concentrations of Channel Catfish (Ictalurus punctatus).
Aquaculture, 113: 130-135.



68

Baldisseraa, M. D., Souzab, C. F., Santosa, R. C. V., Baldisserotto, B., 2018.
Streptococcus agalactiae alters cerebral enzymes of phosphoryl transfer network
in experimentally  infected silver catfish: Impairment on brain energy
homeostasis. Aquacultur.. 489: 105-1009.

Banudevi, S., Krishnamoorthy, G., Venkataraman, P., Vignesh, C., Aruldash, M,M.,
Arunakaron, J., 2006. Role of a-tocopherol on antioxidant status in liver, lung and
kidney of P
CP exposed male albino rats. Food and Chemical Toxicology, 10: 243-252.

Bark, S., Mc Gregor, D., 2001.The First Occurrence of Lactococcosis in Farmed Trout
in England. Trout News, 31: 9-11.

Barnes, A.C., Guyot, C., Hansen, B.G., Horne, M.T., Ellis, A.E. 2002. Antibody
increases phagocytosis and killing of Lactococcus garvieae by rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss, L.) macrophages. Fish & Shellfish Immunol. 12:181-186

Belton, D., 2002. Import risk assossmont: juvonile yollcwtail kinglish (seriola lalandii)
trcm spencer gulf aqueculture, Soulh Austrana . NIWA ciieot Aeport 1:58.

Bennik, M.M.J., Verheul, A., Abee T., Naaktgeboren G.-Stoffels, L. G. M. Gorris, E. J.
Smid, Appl. Environ. Microbiol., 63 (9): 3628-3636.

Bera, D., Lahiri, D., Nag, A., 2005. Studies on a natural antioxidant for stabilization of
edible oil and compoison with syntetic antioxidant. Journal of Food
Engineering, 4: 56-67.

Beyatlh Y., Aslm B. ve Mumcu ZN. 2005. Dogada Parcalanabilen
Termobiyoplastiklerin Uretimi. Devlet Planlama Teskilati Projesi (DPT:
97K121150), 21-37, Ankara.

Borazan-Ozkurt, G., 2006. Baliklarda deniz kirliliginin biyobelirtecleri. Tiirk Veteriner
Hekimler Birligi Dergisi. 1 -2: 71-76.

Bruno, D.W., Poppe, T.T. 1996. A Colour Atlas of Salmonid Diseases. Academic
Press. 194 p. LONDON.2.

Cann D.C., Taylor, L.Y. 1982. An outbreak of botulism in rainbow trout, Salmo
gairdneri Richardson, farmed in Britain. J Fish Dis. 5: 393-399.

Chang, R., Lockman, R., Goodwin, A., Ploveen, A., Dabrowski, K., 2004. Effect of
dietary vitamin C and E on alternative complement activity hemotology, tissue
composition ,vitamin concetration and response to heat stress in juvenile golden
shiner (Notemigoos Crysoleucas). Aquaculture, 242: 533-569.

Chen, S.C., Liaw, L.L., Su, H.Y., Ko, S.C., Wu, C.Y., Chaung, H.C. 2002. Lactococcus
garvieae, a Cause of Disease in Grey mullet, Mugil cephalus L., in Taiwan. J.
Fish Dis., 25: 727-732.

Chong, R.S.M., Shinwari, M.W., Amigh, M. J., Aravena-Roman, M., Riley, T.V. 2015.
First report of Erysipelothrix rhusiopathiae-associated septicaemia and histologic
changes in cultured Australianeels, Anguilla reinhardtii (Steindachner, 1867) and
A. australis (Richardson, 1841). J Fish Dis. 38: 839-847.

Collins, M.D., East, A.K., 1998. Phylogeny and taxonomy of the foodborne pathogen
Clostridium botulinum and its neurotoxins. J Appl Microbiol. 84: 5-17.

Cagirgan, H., 1993. Kiiltiirii yapilan cipura ve levrek baliklarinda goriilen bakteriyel
hastaliklarin teshis ve tedavileri. Doktora Tezi. Ege Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii Izmir.



69

Celikkale, M.S. 2002. f¢ su baliklar: yetistiriciligi, K.T.U. Siirmene Deniz Bilimleri
Fakiltesi, Trabzon.

Con, A. H., Gokalp, H. Y. 1997. Gida Mikrobiyolojisi. Pamukkale Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi Ders Notlar1 Yaym no: 007, 23, Miihendislik Fakiiltesi
Basim Unitesi. Denizli.

Dave, H., Ramakrishna, C., Desai, J.D. 1996. Production of polyhydroxybutyrate by
petrochemical activated sludge and Bacillus sp. IPCB-403. Ind. Jour. Exp. Bio.,
34: 216-219.

Demirbag, Z. Demir 1. 2005. Genel Mikrobiyoloji Laboratuvari Uygulama Kitabu,
KATU, FenEdebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Esen Matbaacilik, Trabzon, 126.

De Martinis, B.S., Bianchi, D.L.P.M. 2002. Methodology for urinary 8-hydroxy-2’-
deoxyguanosine analysis by hplc with electrochemical detection. Pharmacol Res,
46 (2): 129-31

Didinen, B.l., Yardimci, B., Onuk, E.E., Metin, S., Yildirnrm, P. 2014. Naturally
Lactococcus garvieae infection in rainbow trout (Oncorhyncus mykiss Walbaum,
1792): new histopathological observations, phenotypic and molecular
identification, Revue Med. Vet., 165: 1-2, 12-19.

Diler O, Altun S, Adiloglu AK, Kubilay A, Isikli B, 2002. First Occurrence of
Streptococcosis Affecting Farmed Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) in
Turkey. Bull. Eur. Ass. Fish Pathol., 22: 21-25.

Dizdaroglu, M. 1998. Facts about the artifacts in the measurement of oxidative DNA
base damage by gas chromatography-mass spectrometry. Free Radic Res, 29 (6):
551-63

Domenech, A., Prieta, J., Fernandez-Garayzaabal, J., Collins, M.D., Jones, D.,
Dominguez, L. 1993. Phenotypic and phylogenetic evidence for a close
relationship between Lactococcus garvieae and Enterococcus seriolicida.
Microbiologia (SEM) 9: 63— 68.

Diindar, Y., Aslan R., 1999. Hiicre Molekiiler Statiisiiniin Anlagilmas1 ve Fizyolojik
Onem Agisindan Radikaller, Antioksidanlar. Insizyon Cerrahi Tip Bilim Dergisi;
2(2): 134-142.

Ediz, N., Beyatli, Y. 2005. Bacillus cinsi bakteriler tarafindan biyoplastik iiretimi. Orlab
On-Line Mikrobiyoloji Dergisi, 3(5): 1-22.

Eldar, A., Goria, M., Ghittino, C., Zlotkin, A., Bercovier, H. 1999. Biodiversity of
Lactococcus garviae strains isolated from fish in Europe, Asia, and Australia.
Appl Environ Microbiol, 65: 1005-1008.

Elmastas, M., Giilgin, 1., Isildak, O., Kiifrevioglu, O.1., ibaoglu, K., Aboul-Eneinc, H.Y.
2006. Radical scavenging activity and antioxidant capacity of bay leaf extracts.
Journal of Iranian Chemical society, 3(3): 258-266.

Evans, J.J., Klesius, P.H., Pasnik, D.J., Bohnsack, J.F. 2009. Human Streptococcus
agalactiae isolate in Nile Tilapia (Oreochromis niloticus). Emerg Infect Dis.
15(5): 774-776.

Eyngor M, Zlotkin A, Ghittino C, Prearo M, Douet DG, Chilmonczyk S Clonality and
Diversity of the Fish Pathogen Lactococcus garvieae in Mediterranean Countries.
Appl. Environ. Microbiol., 70: 5132-5137, 2004.



70

Femi-Ola, T.O., Azeez, I.I. 2013. “Purification and Characterization of Beta-
Amylase of Bacillus subtilis Isolated from Kolanut Weevil”, Journal of
Biology and Life Science, 4: 68-78.

Filho, D. W., 2007. Reactive oxygen species, antioxidants and fish mitocondria.
Frontiers in Bioscience, 12,(1): 1229-1237.

Flach, J., Plet, P.E., Jolles, P. 1992. What’s the New in Chitinase Research?.
Experientia, 48: 701-716.

Flohe, L. and Gunzler, W.A. (1984) Assays of Glutathione Peroxidase. Methods in
Enzymology, 105, 114-121.

Fox, F.P. 2003. Exogenous enzymes in dairy technology. University Colage. Vol. 17
(3): 173-199. Cock, Ireland.

Fukushima, H.C., Leal, C.A., Cavalcante, R.B., Figueiredo, H.C., Arijo, S., Morifigo,
M.A., Ishikawa, M., Borra, R.C., Ranzani-Paiva, M.J. 2017. Lactococcus garvieae
outbreaks in Brazilian farms Lactococcosis in Pseudoplatystoma development of
an autogenous vaccine as a control strategy. J Fish Dis.. 40(2): 263-272.

Galvez, A., Abriouel, H., Lopez, R.L., Omar, N.B. 2007. Int. J. Food Microbiol., 120:
51-70.

Gauthier, D.T. 2015. Bacterial zoonoses of fishes: a review and appraisal of evidence
for linkages between fish and human infections. Vet J. 203(1): 27-35.

Gibello, A., Galan-Sanchez, F., Mar Blanco, M., Rodriguez-Iglesias, M., Dominguez,
L., Fernandez-Garayzabal, J.F. 2016. The zoonotic potential of Lactococcus
garvieae: An overview on microbiology, epidemiology, virulence factors and
relationship with its presence in foods. Res Vet Sci; 109: 59-70.

Giil, M. 2010. Hemgireler I¢in Mikrobiyoloji, Nobel Tip Kitabevi Ltd. Sti., 168-170,
Istanbul.

Gumistas, K., Atukeren, P. 2008. Oksidatif ve nitrozatif stresin psikiyatrik
bozukluklar ile iliskisi. IUCerrahpasa Tip Fakiiltesi Siirekli Tip Egitimi
Etkinlikleri. Tiirkiye’de sik karsilasilan psikiyatrik hastaliklar. Sempozyum
Dizisi; 62;329-340.

Giiven, S., Zorba, D.N.N., 2013. Genel Mikrobiyoloji ve Laboratuvar Kilavuzu. Nobel
Akademik Yayincilik Egitim Danismanlik,, Ankara.

Halliwell, B., Gutteridge, J.M.C., 1999. Free Radicals in Biology and Medicine. 3rd
ed. Oxford University Press. Inc, London.

Hamre, K., Christiansen, R., Wathne, E., Albrekttsen, S. 2004. Antioksidant vitamins
minerals and lipid levels in diets for Atlantic salmon (Salmo salar) : effects on
growth performance and fillet quality. Aquaculture Nutrition, 10: 113-123.

Haznedaroglu, T. 2007. Metisilin direngli S. aureus (MRSA), korunma ve kontrol.
GATA infeksiyon kontrol komitesi, [http://www.gata.edu.tr/infkom/MRSA. pdf].

Hill C. Bacteriocins, 1995. Natural Antimicrobials from Microorganisms: New
Methods for Food Preservation, Blackie Academic & Professional, London,
457p.

Horst-Emme, W. 1990. Forellenzucht. Verlag Paul Parey. 157 s. Hamburg und Berlin.

Hoseinifar, S.H., Dadar, M., Ringo, E., 2017. Modulation of nutrient digestibility and
digestive enzyme activities in aquatic animals: The functional feed additives
scenario. Aquaculture Research. 1-14.



71

Huss, H.H., Eskildsen, U. 1974. Botulism in farmed trout caused by Clostridium
botulinum type E; a preliminary report. Nord Vet Med. 26: 733-738.

Hyytia, E., Hielm, S., Bjorkroth, J., Korkeala, H., 1999. Biodiversity of Clostridium
botulinumType E Strains Isolated from fish and fishery products. Appl Environ
Microbiol. 65(5): 2057-2064.

Kalayli, E., Beyatli, Y. 2005. Bacillus cinsi Bakterilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri,
PHB iiretimleri ve Plazmid DNA'lari. Orlab On-Line Mikrobiyoloji Dergisi.
01(12): 24-35.

Kawanishi, M., Yoshida, T., Yagashiro, S., Kijima, M., Yagyu, K., Nakai, T.,
Murakami, M., Morita, H., Suzuki, S. 2006. Differences between Lactococcus
garvieae isolated from the genus Seriola in Japan and those isolated from other
animals (trout, terrestrial animals from Europe) with regard to pathogenicity,
phage susceptibility and genetic characterization. J Appl Microbiol; 101(2): 496-
504.

Khoo, L.H., Goodwin, A.E., Wise, D.J., Holmes, W.E., Hanson, L.A., Steadman, J.M.,
Mc Intyre, L.M., Gaunt, P.S. 2011. The pathology associated with visceral
toxicosis of catfish. J Vet Diagn Invest. 23(6): 1217-1221.

Kiraz, N. 1993. Koagiilaz negatif stafilokoklarin slaym olusumuna etkileri, Tiirk
MikrobiolCem Derg.23: 219-225.

Ksuda, R., Kawai, K., Salati, F., Banner, C.R., Fryer, L . 1991. Enterococcus seriolicida
sp. Nov., a fish pathogen. Int.J. Syst. Bacteriol., Vol. 41: 406-409.

Kurtoglu, 1. Z., Cakmak, E. 2007. Karadeniz Bélgesi Kiiltiir Balikgiligi: Alabalik
yetistiriciligi. SUMAE YUNUS Arastirma Biilteni, 7:1.

Leah, R., Tommerup, H., Svendse, N.l., Mundy, J. 1995. Biochemical and Molecular
Characterisation Three barley Seed Proteins with Antifungal Properties, Journal
of Biological Chemistry, 266: 1564-1573.

Lee, J., Koo, N., Min, D.B. 2004. Reactive oxygen species, aging, and antioxidative
nutraceuticals. Compherensive Reviews in Food Sience and Technology, Vol. 3:
21-33.

Logan, N.A., Turnbull, P.C.B. 2002. Bacillus and Recently Derived Genera. In:PR
Murray, Rogel Berkeley, Blackwell Science Ltd. Blackwell Publishingh, 305.
Lukaski, H.C., 2004. Vitamin and mineral status, effect on physical performance.

Nutrition, 20: 632-644.

McLean, J.A., Karadas, F., Surai, P.F., McDevitt, R.M. and Speake, B.K., 2005. Lipid-
soluble and water-soluble antioxidant activities of the avian intestinal mucosa at
different sites along the intestinal tract. Comparative Biochemistry and
Physiology, Part B, 141: 366-372.

Memisogullari, R., 2005. Diyabette serbest radikallerin rolii ve antioksidanlarin etkisi.
Dicle Tip Fakiiltesi Dergisi, 3: 30-39.

Moeller, J., Robert, B., 2001, Diseases of Fish. California Animal Healt and Food
Safety, California Press No:43, 34.

Moraes, G., 2004. Metabolical responses in adaptation to stress in fish. International
Congress on the Biology of Fish, Brazil, 47.

Moslen, M.T. 1994. Reactive Oxygen Species in Normal Physiology, Cell Injury and
Phatogocytosis, Free Radicals in Diagnostic Medicine, Ed. D Armstrong, 1-15,
Plenum Press, New York.



72

Munro, A. L. S. 1982. The pathogenesis of bacterial diseases of fish. in Microbial
disease of fish (Ed) Roberts, R. J., Academic Press, London , 131 — 149,

Muz, A., Sarieyiipoglu, M., Ertas H.B., Simsek, A., 1995. Keban baraj goliinden
yakalanan bazi baliklarin serobik ve mikroaerofilik bakteriler yoniinden
incelenmesi. Firat Univ Saglik Bil Derg, 9 (2): 212-219.

Naik S. Bouladoux N. Linehan J.L. Han S.J. Harrison O.J. Wilhelm O. vd., 2015.
CommensalDendritic-Cell Interaction Specifies a Unique Protective Skin Immune
Signature, Nature, 520: 104-108.

Nelson, M.C., Varney, J.S., Welch, T.J., Graf, J. 2016. Draft genome sequence of
Lactococcus garvieae strain PAQ102015-99, an outbreak strain isolated from a
commercial trout farm in the Northwestern United States. Genome Announc 4:
4(4).

Nemetz, T.G., Shotts, E.B. Jr: Zoonotic Disease Chapter 17. 1993. “Stroskopfmle(Ed):
Fish Medicine” p.214,W.B. Saunders Company. Philadelphia, London.

Nguyen, T.H., Park, M.D., Otto, M., 2017. Host Response to Staphylococcus
epidermidis Colonization and Infections, Front. Cell Infect. Microbiol., 7, 90.

Niki, E. 1987. Antioxidant in relation to lipid peroxidation. Chem. Phy. Lipids. 44: 227-
253.

Novoslavskij, A., Terentjeva, M., Eizenberga, 1., Valcina, O., Bartkevics, V., Bérzins,
A., 2016. Major foodborne pathogens in fish and fish products: a review. Ann
Microbiol. 66: 1-15.

Osman, K.M., Al-Maary, K.S., Mubarak, A.S., Dawoud, T.M., Moussa, I.M.1., Ibrahim,
M.D.S., Hessain, A.M., Orabi, A., Fawzy, N.M. 2017. Characterization and
susceptibility of streptococci and enterococci isolated from Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) showing septicaemia in aquaculture and wild sites in
Egypt. BMC Vet Res ;25: 13(1):357.

Oktener, A. 2003. A checklist of metazoan parasites recorded in freshwater fish from
Turkey. Zootaxa, 394: 1-28.

Oztiirk, R.C., Altinokl, I., 2014. Bacterial and Viral Fish Diseases in Turkey. Turkish
Journal of Fisheries and Aquatic Sciences 14: 275-297.

Paglia, D.E., Valentine, W.N. 1967. Studies on the Quantitative and Qualitative
Characterization of Erythrocyte Glutathione Peroxidase. Journal of Laboratory
and Clinical Medicine, 70: 158-169.

Palozzo, P., Serini, S., Nicuolo, F.D., Piccini, E., Calviello, G., 2003. Prooxidant effect
of B-carotene in cultured cells. Moleculer Aspects of Medicine, 24: 353- 362.
Pandey, S., Parvez, S., Sayeed, |., Haque, R., Bin-Hafeez, B. And Raisuddin S., 2003.
Biomarkers of oxidative stress: a comparativestudy of river Yamuna fish Wallago

atto. The Science of the Total Enviroment, 309: 105-115.

Patrick, C.C. 1992. Role of Staphylococcus epidermidis slime layer in experimental
tunnel tract infections. Infect Immun.,60: 1363-1367.

Pham-Huy, L.A., He, H., Pham-Huy, C. 2008. Free Radicals, Antioxidants in Disease
and Health. Int J Biomed Sci. 4(2): 89-96.

Pillay, T.V.R. 1995. Aquaculture. Principles and Practices. Fishing News Books. 417-
419.



73

Placer, Z.A., Cushman, L., Johnson, B.C. 1966. Estimation of products of lipid
peroxidation (Malonyl dialdehyde) in biological fluids. Analytical Biochemistry,
16 (2): 359-364.

Rao, H.V., Rao, L.G., 2007. Carotenoids and human health. Pharalogical Research, 10:
1043-1168.

Ravelo, C., Magarifios, B., Romalde, J.L., Toranzo, A.E. 2001. Conventional versus
miniaturized systems for the phenotypic characterization of Lactococcus garvieae
strains. Bull Eur Assoc Fish Pathol, 21: 136-144.

Reznick, A. Z., Packer L., Sen, C. K., Holloszy, J.0O., Jackson, M. J., Eds. 1998.
Strategies to assess oxidative stress, In Skeletal Muscle, Birkhauser Verlag,
Basel, Switzerland, 43- 58.

Roberts, R.J., Shepherd, C.J., 1997. Handbook of Trout and Salmon Diseases, Third
Ed. Fishing News Books, Blackwell Science Ltd., Oxford, U.K. ISBN 0- 85238-
244-8. 84.

Satoh, K., Yoshino, J., Akamatsu, T., et al. 2016. Evidence-based clinical practice
guidelines for peptic ulcer disease. J Gastroenterol ;51: 177- 94.

Sanchez, T.P., Balcazar, J.L., Merrifield, D.L., Carnevali, O., Gioacchini, G., DeBlas, I.,
Zarzuella, I.R., 2011. Expression of immune-related genes in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) induced by probiotic bacteria during Lactococcus
garvieae infection. Fish & Shellfish Immunol. 31: 196-201.

Saxena, R.K. Donmez, G., Takag, S. 2007. “Isoloation of Lipase Producing Bacillus
sp. from Olive Mill Wastewater and Improving its Enzyme Activity”, Journal of
Hazardous Materials, 149: 720-724.

Schleifer, K.H., Kraus, J., Dvorak, C., Klipper-Béilz, R., Collins, M.D., Fisher, W.
1985. Transfer of Streptococcus lactis and related streptococci to genus
Lactococcus gen. nov. Systematic and Applied Microbiology, 6: 183-195.

Sen, S., Chakraborty, R. 2011. The Role of Antioxidants in Human Health. American
Chemical Society, Oxidative Stress: Diagnostics, Prevention and Therapy.
Chapter 1: 1-37.

Seven, A., Candan, G. 1995. Serbest Radikaller ve Lipid Peroksidasyonu. Klinik
Gelisim 8:3906-3911.

Sevim, E.C., Sevim, A., Ozgiimiis, O. B. 2006. i¢gme sularindan izole edilen bacillus
suslariin identifikasyonu ve antibiyotiklere direng profilleri. Society 36: 219.
Shahi, N., Mallik, S.K., Sahoo, M., Chandra, S., Singh, A.K. 2018. First report on
characterization and pathogenicity study of emerging Lactococcus garvieae
infection in farmed rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum), from India.

Transbound Emerg Dis; 1-10.

Shiau S.Y. and Hsu Y.C., 2002. Vitamin E sparing effect by dietary vitamin C in
juvenile hybrid tilapia (Oreochromis niloticus < O. aureus). Aquaculture, 210:
335-342.

Shinde, A., Ganu, J., Naik, P. 2012. Effect of free radicals & Antioxidants on oxidative
stress: A Review. J Dent Allied Sci. 1(2): 6366.

Souza, C. F., Baldissera, M. D., Santos, R. C.V., Raffin, R. P., Baldisserotto B. 2017.
Nanotechnology  improves the  therapeutic  efficacy  of Melaleuca
alternifolia essential oil in experimentally infected Rhamdia
quelen with Pseudomonas aeruginosa. Aquaculture. 473: 169-171.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617301370#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617301370#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617301370#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617301370#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617301370#!
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00448486
https://www.sciencedirect.com/science/journal/00448486/473/supp/C

74

Stagsted, J. 2005. Absence of both glutathione peroxidase activity and glutathione in
bovine milk. International Dairy Journal, VVol. 16: 662—-668.

Steffens, W. 1981. Moderne Fischwirtschaft. Verlag J. Neumann-Neudamm. 375,
Melsungen . Berlin. Basel. Wien.

Suzuki, K., Suzuki, M., Tayiyoji, M., Mikaidou, N., Watanabe, V. 1998. Chitin-
binding protein (Cbp21) in the Culture Supernatant Serratia marsescens 2170,
Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 62: 128-135.

Sener, G., Yegen, B. C. 2009. Iskemi Reperfiizyon Hasar1. Klinik Gelisim Dergisi. 22:
5-13.

Tandel, K., Bhatt, P., Ranjan, P., Rathi, K.R. 2017. Meningitis caused by Lactococcus
garvieae. Med J Armed Forces India;73(1):94-96.

Tanrikul, T., Cagirgan, H., Toksen, E. 1997. Bakteriyel Balik Hastaliklari. Veteriner
Kontrol ve Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii Dergisi. 20: Bornova, 105- 27.
Tarnecki, A. M., Rhody, N. R., Walsh, C.J., 2018. Health Characteristics and Blood
Bacterial Assemblages of Healthy Captive Red Drum: Implications for
Aquaculture and Fish HealthManagement. Journal of Aquatic Animal Health.

30: 339-353.

Teixeira, L.M., Merquior, V.L.C., Vianni, M.C.E., Carvalho, M.G.S., Fracalanzza,
S.E.L., Steigerwalt, A.G., Brenner, D.J., Facklam, R.R. 1996. Phenotypic and
genotypic characterization of atypical Lactococcus garvieae strains isolated from
water buffalos with subclinical mastitis and confirmation of L. garvieae as a
senior subjective synonym of Enterococcus seriolicida. Int. J. Syst. Bacteriol. 46:
664-668.

Tejedor, J.L., Vela, A.l, Gibello, A., Casamayor, A., Dominguez, L., Fernandez-
Garayzabal, J.F. 2011 A genetic comparison of pig, cow and trout isolates of
Lactococcus garvieae by PFGE analysis. Lett Appl Microbiol;53(6): 614-619.

Tekelioglu, N. 2005. I¢ Su Baliklari Yetistiriciligi Boliimii, Alabalik Yetistiriciligi,
Adana, 1-68, 2005.

Tigin, Y., Burgu, A., Doganay, A., Oge, S. 1992. Balik parazitleri. Tiirk Parazitoloji
Derg. 16 (1): 103-119.

TOB Tarim ve Orman Bakanlig1 Yayinlar1 2019. http://www.tarimorman.gov.tr/BSGM

Tomassen, J., Fillloux, A., Bally, M., Murgier, M., Lazdundski, A. 1992. Protein
Secretion In Pseudomonas aeruginosa”, FEMS Microbiology Reviews, 103:
73-90.

Toranzo, A.E., Devesa, S., Heinen, P., Riaza, A., Nufiez, S., Barja, J.L. 1994,
Streptococcosis in cultured turbot caused by an Enterococcus-like bacterium. Bull
Eur Assoc Fish Pathol. 14: 19-23.

Tsai, M.A., Wang, P.C., Liaw, L.L., Yoshida, T., Chen, S.C. 2012. Comparison of
genetic characteristics and pathogenicity of Lactococcus garvieae isolated from
aquatic animals in Taiwan. Dis Aquat Organ, 102(1): 43-51.

Tire, M., Altinok, I. 2016. Detection of putative virulence genes of Lactococcus
garvieae. Dis Aquat Org, 119: 59-66.

Vandana, S., Ram S., llavazhagan M., Kumar G.D. and Banerjee P.K., 2006,
comparative cytoprotective activitiy of vitamin C, E and beta-carotene against
chromium induced oxidative stress in murine macrophages. Biomedicine &
Pharmacotherapy, 60: 71-76.



75

Velioglu, S. 2000. Dogal antioksidanlarin insan saglhigina etkileri. Gida. 25 (3): 167-
176.

Vendrell, D., Balcazar, J.L., Ruiz-Zarzuela, 1., , Blas, I., Girones, O., Muzquiz, J.L.,
2006. Lactococcus garvieae in fish: A review. Comp Immun Microbiol Infect
Dis. 29: 177-198.

Virtanen, T., Pihlanto, A., Akkanen, S., Korhonen, H. 2006. Development of
antioxidant activity in milk whey during fermentation with lactic acid bacteria.
Journal of Applied Microbiology, Vol 102(1): 106-115.

Yalgin, A.S. 1998. Antioksidanlar. Klinik Gelisim, 11:342-6.

Yanong, R.P.E., Francis-Floyd, R. 2002. Streptococcal Infections of Fish. Circular
FAO057, Department of Fisheries and Aquatic Sciences, Florida Cooperative
Extension Service, Institute of Food and Agricultural Sciences, University of
Florida._http://edis.ifas.ufl.edu/FAQ57 (03.07.2007).

Yildiz, M., Sener, E., Giin, H. 2006. Effect of refrigerated storage on fillet lipid quality
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss W.) fed a diet containing different levels
of DL a-tocophrol acetate. Turkish Journal of Veterinary and Animal Sciences,
30: 143-150.

Yilmaz, M., Beyatli, Y. 2003. Biyoplastik: Poli-B-Hidroksibiitirat (PHB). Orlab On-
Line Mikrobiyoloji Dergisi, 1(9): 1-33.

Yining, B., Wenbo, Z., Zheng, Z., Wang Z. 2011. Antioxidant property in vivo of
cheese whey enzymatic hydrolysates. The 5 th International Conference on
Bioinformatics and Biomedical Engineering. p:1-4 May 2011, Wuhan, China.

Young, I.S., Woodside, J.V. 2001Antioxidants in Health and Disease. J Clin Pathol.;
54(3): 176-186.

Yu, G.Y., Sinclair, J.B., Hartman, G.L., Bertagnolli, B.L. 2002. Soil Biol. Biochem.
34: 955-963.

Zhang, P., Omley, S.T., 2000. B-Carotene: Interactions with a-Tokoferol and Ascorbic
Asid in Microsomal Lipid Peroxidation. Journal of Nutritional Biochemistry, 12:
38-45.

Zotta, T., Parente, E., Ricciardi, A. 2009. World J. Microbiol Biotechnol, 25: 1119-
1124,

Xia, J.Q., Yason, C.V., Kibenge, F.S. 1995. Detection ol bovine nepeevsue-t in lhe
semen ol experimenial ly inlected bulls by dot-blol hybridisation, polymerase
ehain reaetion and virus isolanon .. Aes. Vet. SCi. 59: 2, 183- 165.

Walton, R.N., Clemens, A., Chung, J., Moore, S., Wharton, D., Haydu, L., deVilla, E.,
Sanders, G., Bussey, J., Richardson, D., Austin, JW. 2014. Outbreak of type E
foodborne botulism linked to traditionally prepared salted fish in Ontario, Canada.
Foodborne Pathog Dis. 11(10): 830-834.

Wang, J., Sasaki, T., Maehara, Y., Nakao, H., Tsuchiya, T., Miyoshi, S.I. 2008.
Variation of extracellular proteases produced by Vibrio wvulnificus clinical
isolates: Genetic diversity of the metalloprotease gene (vvp), and serine protease
secretion by vvp-negative strains. Microb Pathog. 44: 494-500.

Wang, C., Liu, Y., Sund, G., Lia, X., Liu, Z.., 2019. Growth, immune response,
antioxidant capability, and disease resistance of juvenile Atlantic salmon (Salmo
salar L.) fed Bacillus velezensis V4 and Rhodotorula mucilaginosa compound.
Aquaculture 500: 65-74.




76

Weinstein, M.R., Litt, M., Kertesz, D.A., Wyper, P., Rose, D., Coulter. M., McGeer. A.,
Facklam, R., Ostach, C., Willey, B.M., Borczyk, A., Low, D.E. 1997. Invasive
infections due to a fish pathogen, Streptococcus iniae. N Engl J Med. 337: 589-94

Willey, Joanne, M., Sherwood, L.,Christopher, J., Woolverton. 2009. Prescott'un
Mikrobiyoloji Prensipleri . McGraw-Hill Yiiksek Ogrenimi.

Woo, P.T.K., Bruno, D.W., 1999. Viral, Bacterial and Fungal Infections. Fish diseases
and disorders. Vol. 3. Oxon. Cabi Publishing, 874p. United Kingdom.



0Z GECMIS

1990 yilinda Van’da dogdu. Ilk ve Orta dgretimini Van’da tamamladi. 2010
yilinda Van Yiiziincii Y1l Universitesi Egitim Fakiiltesi Fen Bilimleri Ogretmenligi
Boliimii'ne baglayip 2014 yilinda mezun oldu. 2017 yilinda Van Yiziinci Yil

Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’nde yiiksek lisans 6grenimine baslad.



T.C
VAN YUZONCU YIL UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
LiSANSUSTU TEZ ORIJINALLIK RAPORU

Tarih: 23/01/2020

Tez Bagligi / Konusu:
FARKLI BAKTERIYEL HASTALIK ETKENLERINE MARUZ KALMIS GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA OLUSAN DNA HASARI VE ANTIOKSIDAN DUZEYLERINDEKI
DEGISIMLERIN INCELENMESI

Yukarida baghgrkonusu belirlenen tez ¢alismamin Kapak sayfasi, Giris, Ana bolimler ve Sonug
boliimlerinden olusan toplam “77” sayfalik kismina iligkin, 23/01/2020 tarihinde gahsim/tez danigmanim
tarafindan “Turnitin” intihal tespit programindan asafida belirtilen filtreleme uygulanarak alinmi§ olan
orijinallik raporuna gore, tezimin benzerlik oran1 % 7 (Yedi) dur.

Uygulanan filtreler asagida verilmistir:

- Kabul ve onay sayfasi harig,

- Tesekkilr haric,

- Igindekiler harig,

- Simge ve kisaltmalar harig,

- Gereg ve yontemler harig,

- Kaynakga harig,

- Alintilar harig,

- Tezden gikan yaymlar haric,

- 7 kelimeden daha az ortiisme igeren metin kisimlari harig (Limit inatch size to 7 words)

Van Yiiziincil Y1l Universitesi Lisansiistil Tez Orijinallik Raporu Alinmast ve Kullanilmasina iligkin
Yonergeyi inceledim ve bu yonergede belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galismamin herhangi bir
intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her titrlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini bilgilerinize arz ederim.
2070

Tarih ve Imza

DANISMAN ONAYI
UYGUNDUR

Dec. Oc, Aske Q\LNG.& yecieiN

(Bﬁ-an Ad Soyad, fmza) ; 7




