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OZET

BAZI FITOKIMYASALLARIN Yersinia ruckeri UZERINE ETKIiLERI VE
ANTIMIKROBIYAL DIRENC DURUMLARININ ARASTIRILMASI

CEVIK, Mustafa
Yksek Lisans Tezi, Su Urdnleri Miihendisligi Anabilim Dali
Tez Danigmani: Dr. Ogr. Uyesi Siikriit ONALAN
Agustos 2019, 43 sayfa

Bu tez ¢alismasinda, Su iiriinlerinde bakteriyel hastalik etkenlerinden Yersinia
ruckeri zerinde Moringa oleifera ve Sorbus domestica bitki ekstratlarinin etkilerinin
arastirtlmas1 amaglanmistir. Bu amagla, 2 farkli Y. ruckeri izolatinin morfolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Ardindan, izolatlarin Real-Time PCR analizleri
ve gen dizilimleri belirlenerek identifikasyonlar: gergeklestirilmistir. Fitokimyasallar
(M. oleifera ve S. domestica) ile antibiyotikler (oksitetrasiklin ve enrofloksasin) birlikte
kullanilarak gerceklestirilen antibiyogram testinde fitokimyasallarin antibiyotiklere gére
etki durumlar1 karsilastirilmistir. Ayrica, Fitokimyasallarin Y. ruckeri gelisimi tizerine
etkileri TSB besiyerinde olusturulan 10 farkli grup ile bakteri gelisimi yogunluklarina
gore spektrofotometrik olarak 600 nm dalga boyunda her 2 saatte bir 6lgiim yapilarak
kiyaslamal1 olarak incelenmistir.

Calisma sonucunda, izolatlarin Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif,
hareketli ve tipik Y. ruckeri kolonileri olusturduklari gozlenmistir. GnA+B paneli
(Microgen) ile gergeklestirilen biyokimyasal testler sonrasinda %99,85 oraninda
benzerlik oldugu belirlenmistir. Izolatlarin sekans analizi sonrasmda 16S rRNA gen
bolgesi ile ortistigii ve filogenetik analizde izolatlarin %99 benzer olduklari
goriilmistiir.  Antibiyogram  testi sonrasinda  oksitetrasiklin  ve enrofloksasin
antibiyotiklerinin Y. ruckeri iizerine direngli olduklar1 ancak kati besiyerinde (MHA)
fitokimyasallarin etkilerinin daha az oldugu goézlenmistir. Sivi besiyerinde (TSB)
gerceklestirilen dlgiimler neticesinde ise fitokimyasallarin %40-50 oraninda bakterinin
gelisimini inhibe ettigi gozlenmistir.

Antibiyotik direncinin 6neminin her gecen giin artmakta oldugu giiniimiizde
antibiyotik kullanimina alternatif ve ekonomik ydnden daha uygun olan bitkilerin

tedavide olumlu sonuglar verecegi kanaatindeyiz.
i



Anahtar kelimeler: Antibiyogram, Balik hastaliklari, Moringa oleifera, Real-
Time PCR, Sekans, Sorbus domestica, Yersinia ruckeri.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANT AND EFFECTS OF
SOME PHYTOCHEMICALS ON Yersinia ruckeri

CEVIK, Mustafa
M.Sc. Thesis, Fisheries Engineering
Supervisior: Assist. Prof. Dr. Siikrii ONALAN
August 2019, 43 pages

In this thesis, it is aimed to investigate the effects of Moringa oleifera and
Sorbus domestica plant extracts on bacterial disease agents Yersinia ruckeri in
aquaculture. For this purpose, morphological and biochemical properties of 2 different
Y. ruckeri isolates were determined. Then, real-time PCR analysis and gene sequencing
of the isolates were identified and identified. Phytochemicals (M. oleifera and S.
domestica) and antibiotics (oxytetracycline and enrofloxacin) were used together in the
antibiogram test of antibiotics compared to the effect status of antibiotics. In addition,
the effects of phytochemicals on Y. ruckeri growth were examined comparatively by
spectrophotometrically measuring at 600 nm wavelength every 2 hours according to
bacterial growth densities with 10 different groups formed on TSB medium.

As a result of the study, it was observed that the isolates formed Gram negative,
catalase positive, oxidase negative, mobile and typical Y. ruckeri colonies. After the
biochemical tests performed with Microgen ID panel, 99.85% similarity was
determined. The isolates overlap with the 16S rRNA gene region after sequence
analysis, and 99% of the isolates were similar in phylogenetic analysis. After
antibiogram test, oxytetracycline and enrofloxacin antibiotics were resistant to Y.
ruckeri but the effects of phytochemicals were less on solid medium (MHA). As a result
of the measurements carried out in liquid medium (TSB), it was observed that
phytochemicals inhibit the growth of bacteria by 40-50%.

As the importance of antibiotic resistance is increasing day by day, we believe
that plants that are more alternative and more suitable for antibiotic use today will give

positive results in treatment.



Keywords: Antibiogram, Fish diseases, Moringa oleifera, Real-Time PCR,
Sequencing, Sorbus domestica, Yersinia ruckeri.
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1. GIRIS

Su drlinleri yetistiriciligi, diinya besin gereksiniminin onemli bir kismini
karsilayan temel bir endiistri olmakla birlikte Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan
diinyada en hizli biiyiiyen gida sektorii olarak bildirilmistir (Davenport ve ark., 2003).
Su tiriinleri, saglikli ve dengeli beslenmede gerekli ve yiiksek protein degeri ile dnemli
bir gida kaynagidir. Diinya genelinde tiiketilen hayvansal proteinin %17’sini, tim
protein kaynaklariin ise %6.5’ini olusturmaktadir (Naylor ve ark., 2000). Su Grtnleri
yetistiriciligi, diinya balik¢ilik tiretiminin yaklasik %30'unu karsilamaktadir (Davenport
ve ark., 2003). Yetistirme sartlarinda yetistirme yogunlugunun artmasi, su sicakliginin
degismesi, diisiik ¢oziinmiis oksijen, besin degeri diisiik olan yemler ve elle tutma gibi
sebeblerden baliklar strese girmekte ve stres arttiginda da hastalik problemleri ortaya
¢ikmaktadir (Demirtas, 2006).

Balik hastaliklar su iiriinleri yetistiriciliginde su kalitesi, uygun cevre sartlari,
yem temini, pazarlama ve is giicli sorunlarinin yaninda, tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de tatli su ve denizlerde yapilan kiiltiir balik¢iliginda ekonomik kayiplara
neden olan en 6nemli sorun, ¢esitli hastaliklarin varligidir (Timur ve Timur, 2003).

Balik hastaliklar1 ve enfeksiyonlart nedeniyle meydana gelen ekonomik kayiplar
gibi problemler su iirlinleri sektoriinlin gelisimi acisindan biiylik 6nem tasimaktadir
(Ergondl, 2012). Su friinleri yetistiriciliginde ekonomik kayiplarin = %36’s1
hastaliklardan kaynaklanmaktadir (Cagirgan, 2007). Balik yetistiriciliginde karsilasilan
ve lrlin kalitesini diigliren, maliyeti arttiran ve hatta ¢ogu kez toplu balik dliimlerine
neden olan balik hastaliklarinin incelenmesi ve tedavisi her gecen giin biraz daha 6nem
kazanmaktadir. Balik hastaliklarina hem dogal ortamlarda, hem de yetistiricilik
sirasinda rastlanabilir. Bircok hastalik etmeni dogal ortamlarda siirekli olarak bulunur,
ancak yogunluklar1 nadiren tehlikeli boyutlara ulasir ve dolayisiyla problem
olusturmazlar. Yetistiricilikte amag ticari bir basar1 elde etmek oldugu i¢in baliklar
dogal ortamlardakinden daha yiiksek yogunlukta stoklanir ve bu da hastaliklarin
gelismesine ve ¢ok hizli bir sekilde yayilmasina yol acan baglica faktorlerden biridir
(Scholz, 1999).

Dogada hastalanan baliklar diger canlilar tarafindan av-avci iliskisi sonucu hizla

populasyondan alindigi i¢in dogada balik hastaliklar1 dikkat ¢ekmemektedir. Ayrica
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balik yogunlugu da daha diisiik oldugu icin parazit ve bakteriler dogal sartlarda pek
6nemli olmayabilirler. Hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ile 6len baliklar i¢in yapilan yatirim,
tedavi giderleri ve iyilesme doneminde goriilen yavas blylme Uretim maliyetlerini
arttirmaktadir. Son yillarda diinyada ve iilkemizde yogun olarak goriilen Yersinia
ruckeri’nin olusturdugu Enterik Kizilagiz Hastaligi (ERM) ciddi ekonomik kayiplara
yol agmakta ve alabalik isletmelerinin en 6nemli sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Tedavinin masrafli olmasi, is giicii gerektirmesi, antibiyotik kullaniminin patojenik ve
nonpatojenik mikroorganizmalara karst direng olusumuna neden olmasi ve bu
durumunda insan ve hayvan sagligini tehdit etmesi gibi nedenlerden dolay1 ¢alismalar
daha ¢ok hastaliktan korunma {izerine yogunlasmstir (Timur ve Timur, 1985).

Su iirlinleri alaninda hastaliklarin meydana gelmesini 6nlemek balik hastaliklar
ile miicadelede en etkili husustur. Fakat bunun 6tesinde hastalik durumunda hastaligin
dogru teshis edilmesi ve ekonomik yonden en uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi
kayiplar1 azaltict en Onemli etkendir. Dogru teshis ve tedavi balik hastaliklarinin
yayilmasini 6nleyecek ve sektoriin verimliligine katki saglayacaktir (Atesoglu, 1996).

Baliklar ¢esitli bakteriyel enfeksiyonlara karsi olduk¢a duyarlidir (Hatha ve ark.,
2005). Bakteriyel patojenlerin baliklarda meydana getirdigi i¢ ve dis klinik semptomlar
baligin yasi, tiirii ve hastaligin seyri ile (akut, kronik) degismektedir. Yersiniozis (Y.
ruckeri), Laktokokkozis (Lactococcus garvieae), Furunkulosis (Aeromonas
salmonicida), Edwardsiellosis (Ewardsiella spp.), Vibriosis (Vibrio spp.), Kolumnaris
(Flavobacterium columnare) ve Bakteriyel Bobrek Hastaligi (Renibacterium
salmoninarum) gibi bakteriyel kokenli hastaliklar tiim diinyada su tiriinleri yetistiriciligi
yapan isletmelerde ciddi Oliimlere sebep olan baslica hastaliklardandir (Lasee, 1995;
Austin ve Austin, 2007). Tirkiye'de bakteriyel balik patojenleri ile ilgili yapilan
caligmalarda, Y. ruckeri, Vibrio spp., Flavobacterium spp., Aeromanas spp.,
Pseudomonas spp. ve son yillarda ise Streptokok enfeksiyonlari yaygin patojenik
hastaliklar olarak rapor edilmistir (Kayis ve ark., 2009).

Kiiltiir sartlarinda baliklarda hastalik meydana getiren bakteriler, dogal ortamda
bulunan baliklardan izole edilebilmektedir. Ancak dogal ortamda bulunan baliklarin
stres kosullarindan uzak olmalar1 nedeniyle bu vakalarin nadiren 6liimle sonuglandigi
bilinmektedir (Toranzo ve ark., 2005). Bakteriyel hastaliklarin tedavilerinde

antibiyotiklerin yogun bir sekilde kullanilmalar1 ile balik dokularinda rezidii
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olusabilmekte ve bunun sonucunda antibiyotige diregli patojenlerin gelisimi
artmaktadir. Ayrica antibiyotikler balikta akiimiile olmakta ve hem ¢evre sagligi hem de
tiiketici igin potansiyel bir risk olusturmaktadir (Harikrishnan ve ark., 2010). Balik
hastaliklarindan korunma ve tedavisinde antibiyotik gibi kemoterapdtikler
kullanilmakta, ancak bu kemoterapotiklerin kaslarda birikmesi, karaciger basta olmak
tizere deri ve bagirsak gibi organlari tahrip etmesi, uzun siireli kullanimlarda
bakterilerin bu ilaglara karsi diren¢ kazanmasi, immiin sistemini baskilamasi, kisa bir
siire i¢in etkili olmasi, biitiin enfeksiyonlara karsi kullanilamamasi ve maliyetinin
yiiksek olmasi bu ilaglarin kullanimini sinirlandirmaktadir (Kahraman, 2013). Bununla
birlikte bazi balik patojenlerinin direng genlerini insanlarda hastaliklara yol agan
bakterilere aktarabildikleri i¢in kullanimlarina sinirlamalar getirilmistir (Ulukdy ve ark.,
2013). Su iriinleri yetistiriciliginde bakteriyel hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin
bilingsiz bir sekilde kullanimi, direngli bakterilerin gelisimine yol acabilecegi gibi,
cevre, insan ve diger canlilar iizerinde de olumsuz etkiler olusturabilmektedir (Hatha ve
ark., 2005). Ulkemiz gokkusagi alabalign yetistiriciligi konusunda Avrupa iilkeleri
arasinda birinci siray1 almaktadir. Bu kadar yogun iiretimle birlikte siklikla epizootilere
rastlanmakta ve bu epizootilerden izole edilen bakteriyel etkenlerin basinda L.
anguillarum ve Y. ruckeri patojenleri gelmektedir.

Antibiyotiklerin hastaliklara karsi korunmada kullaniminin azaltilmasi ve
hastaliklardan korunmak i¢in as1 kullanilmas1 gerekmektedir. Y. ruckeri etkeninin farkli
serotipleri bulunmakta olup (Cagirgan, 2007), hastalik i¢in as1 gelistirilmis ve
kullanimina da devam edilmektedir. Ancak hastalik meydana geldikten sonra asi
kullanilamamas1 ve antibiyotiklere etkenlerin direng kazanmasi gibi sebeplerden dolay1
alternatif yontemlerin kullanim1 da 6nem arz etmektedir (Erdogan, 2013). Tiim bu
nedenlerden dolay1 giliniimiizde balik hastaliklardan korunmada alternatif arayislar

icerisine girilmistir.






2. KAYNAK BILDIRISLERI

Diinyada yapilan arastirmalar sayesinde tibbi bitki ekstraktlar1 ve ugucu yaglarin
bazi bakteri ve mantar tiirleri lizerine antimikrobiyal 6zellikleri oldugu uzun yillardan
beri bilinmektedir (Kivang ve Akgil, 1986). Son yillarda tibbi bitkilerin genel
hayvansal ve su iriinleri iiretiminde yem katki maddesi, biiyiimede artis, yem
degerlendirmede olumlu sonuglarin eldesi, hastaliklardan koruyucu {irlinler olarak
kullanilmas: konusunda bazi arastirmalar yapilmistir (Cihangir ve Diler, 2016). Tibbi
bitkiler ve onlardan elde edilen ucucu yaglarin antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antienflamatuvar, antiseptik, antioksidan, antiparazitik, antitoksijenik ve insektisidal
ozelliklere sahip oldugu, yapilan calismalarda antibiyotiklere karsi direng kazanmis
mikroorganizmalar tizerinde de etkili olduklari bildirilmistir (Yigitarslan ve ark., 2011).
Tibbi bitkiler genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlar olup bakteri, viriis, maya ve diger
mantarlara kars1 etki géstermektedirler (Gormez ve Diler, 2017).

Balik hastaliklarinin - kontroliinde 06zellikle bitkilerden elde edilen dogal
maddelerin kullanimi son yillarda 6nem kazanmistir. Arastirmacilar bitkilerin kimyasal
bilesimlerini ortaya cikarip, antimikrobiyal mekanizmasimni ¢ézmeye calismaktadirlar
(Erdogan, 2013). Diinyada su {irilinleri sektoriinde de tibbi bitkilerin alkoloidleri,
flavonoidleri, pigmentleri, fenolik icerikleri, terpenoidleri, steroidleri ve ugucu
yaglarinin yeme ilave edilerek kullanilmasi s6z konusudur. Bu iiriinler sentetik
Kimyasallara alternatif olarak goriilmektedir (Yigitarslan ve ark., 2011). Ayrica sz
konusu bitkiler aktif redoks molekulleri icerdikleri icin antioksidan karakterde olup,
baligin genel fizyolojik durumunu iyilestirici ve enzimleri aktive edici Ozelliktedirler.
Baliklar iizerinde yapilan in vivo arastirmalarda stres oOnleyici etkilerinin de oldugu
bildirilmistir (Cihangir ve Diler, 2016).

Diinyada, binlerce yildir sinirsiz sayida bitki ve ekstraktlart hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Erdogan, 2013). Giinimuzde bitkiler ve bitkisel ilag
hammaddeleri, tedavilerde kullanilan ilaglarin biiylik bir boliimiinii olusturmaktadir.
Son yillarda artan hastaliklara karsi sentetik yapili ilaglar ve terapotik maddelerin
yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi, infeksiyoz etkenlerin tedavisi igin

kullanilacak dogal, giivenilir ve ucuz iriinlerin kullanilma zorunlulugunu arttirmistir
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(Toroglu ve Cenet, 2006). Bitkisel iirtinlerin kullanimi; daha kolay temin edilebilmeleri,
ucuz olmalari, minimal yan etkilerinin olmasi, genelde diisiik dozlarda etkili
olabilmeleri ve patojenlere karsi genis spektrumlu (bakteriyal, viral, fungal, parazitik)
etki gostermeleri, ¢evre i¢in zararsiz ve biyolojik olarak geri doniistimlerinin olmasi da
tercih edilme sebepleri arasindadir (Cihangir ve Diler, 2016).

Bitkilerin hastaliklar1 iyilestirme giicti ile ilgili bilgiler, kiiltiirler arasinda tarihler
boyunca aktarilmistir. Bitkiler; tiirline, konsantrasyonuna ve bilesenlerine bagl olarak,
bakteriler funguslar ve virlsler izerine antimikrobiyal etkilere sahiptirler. Bitki kaynakli
ilaglar mikroorganizma orjinli hastaliklarin tedavisinde biiylik umut kaynagi olmustur
(Erdogan, 2013). Bitkilerin ve icerdikleri aktif maddelerin yetistiricilikte kullanilma
olanaklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan sinirhi sayidaki arastirmada, yeme ve suya
ilave edilen bitki ekstraktlarinin yem tiiketimi, yemden yararlanma, biiylime ve karkas
kalitesini iyilestirdigi bildirilmistir (Simsek ve ark., 2005; Aly ve ark., 2008).

Dogal bagisiklik sisteminin 6nemli komplementleri makrofajlar, monositler,
graniilositler ve lizozim, komplement gibi humoral elementler baliklarda patojenlerin
istilasina  karst ilk savunma mekanizmasini olustururlar. Tibbi Dbitkiler bir
immunostimulant olarak spesifik ve spesifik olmayan savunma mekanizmasiyla
hastaliklara kars1 direnci artirabilmektedirler. Bitkilerin aktif bilesenleri lizozim,
komplement, B ve T lenfositleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler ve fagositoz gibi bagisiklik
sisteminin ¢esitli komplementlerini etkinlestirebilirler. Bu baglamda, bitkiler ve onlarin
yan Uriinleri bagisiklik sistemini giiclendirmek igin tercih edilebilmektedir. Bitkiler,
fenolik, polifenolik, alkoloid, kinon, terpenoid, lektin ve polipeptit bilesikleri
icermektedir. Bu bitkilerin cogu antibiyotiklere, kimyasallara, asilara ve diger sentetik
bilesiklere olduk¢a etkili alternatifler olarak gosterilmektedirler. Su iiriinleri
yetistiriciliginde bitkisel ilaglarin ayni1 zamanda antimikrobiyal aktivite gosteren,
gelismeyi kolaylastiran ve kiiltiir edilen tiirlerin olgunlagsmasinda etkisi oldugu bunun
yani sira yogun yetistiricilik yapilan ciftliklerde anti-stres 6zelliklerinin oldugu herhangi
bir ¢evresel tehlike olusturmadan kullanildiklar: bilinmektedir. Bitki ekstraktlar: ya da
onlarin {irinlerinin ¢esitli konsantrasyonlarda oral ya da enjeksiyon yolu ile
uygulanmas1 farkli tathh su ve deniz baliklarinda bakteriyel, viral ve parazitik

hastaliklara kars1 dogustan ve adaptif immiin cevabi artirmaktadir (Baba, 2017).
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Bakteriyel balik hastaliklarinda as1 koruyucu 6nlemlerin basinda gelmektedir. Y.
ruckeri igin de as1 tretimi gerceklestirilmektedir. Asi ile koruma tedaviden hem daha
ucuz hem de daha az mortalite saglamasi yoniinden tercih edilmelidir. Balik asilar1 ticari
olarak ilk kez Kuzey Amerika'da Y. ruckeri tarafindan olusturulan yersiniosis
hastaligina kars1 kullanilmistir (Gudding ve ark., 1999).

Yersiniozis hastaliginin biitiin salmonidlerde ve kedi baligi, japon baligi, mersin
balig1 gibi salmonid olamayan baliklarda da hastalik meydana getirdigi ve biiyiik
ekonomik kayiplara sebep oldugu bilinmektedir (Kahraman, 2013).

Y. ruckeri, 9-37 °C’ler arasinda {lreyebilmesine ragmen optimum Ureme
sicakliginin 20-25 °C oldugu belirlenmistir (Austin ve Austin, 1987; Stevenson ve ark.,
1993). Deneysel olusturulan ERM enfeksiyonlarinda inkibasyon periyodunun 13-15 °C
su sicakhiginda 5-10 gun oldugu bildirilmektedir. Dogal salginlarda inkubasyon
periyodunun 1s1, pH ve ¢0ziinmiis oksijen gibi cevresel faktorlerle etkilendigi
belirtilmektedir (Bullock ve Cipriano, 1990). Enfekte olmayan baliklar 14.5 °C’de Y.
ruckeri ile karsilastiklarinda 6. giinde, 18.3 °C’de 9. giinde epizootiler olusmaktadir
(Post, 1987). Hastalik, % 30-70 arasinda degisen mortaliteye sahiptir (Austin ve Austin,
1987). Deneysel uygulamalardan 5-19 giin sonra baslayan Olimlerin inokulum
miktarina bagl olarak 30-60 giin surdigi bildirilmektedir (Austin ve Austin, 1987).
ERM’de olusan dis degisiklikler ilk defa Rucker tarafindan infekte gokkusagi
alabaliklarinda hareketsizlik, renkte kararma, agiz ve operkulumlar etrafinda ve
yuzgeclerin tabaninda kizillagsma seklinde rapor edilmistir (Rintamaki ve ark., 1986).
Hastalik akut, subakut ve kronik formlarda seyretmektedir (Post, 1987). Akut form daha
¢ok su 1s1sinin aniden yiikseldigi ilkbahar doneminde ve geng baliklarda goriilmektedir.
Hastalik hicbir dig belirti olmadan aniden ¢ikmaktadir. Agizda, yiizgeclerin tabaninda,
operkulumlarda ve aniis etrafinda eritem goriildiigi bildirilmektedir (Horne ve Barnes,
1999). Y. ruckeri suslarinin sulfamerazin, tetrasiklinler ve sulfonamidler ve
oksitetrasikline (OX) kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir (Post, 1987). Y. ruckeri’nin
farkli serotip ve biyotipleriyle yapilan ¢alismalarda sulfatriad ve sephalothin’e direngli,
tetrasiklin ve kotrimoksazol’e duyarli oldugu rapor edilmistir (Balta ve ark., 2010).

2015 yilinda tetrasiklin ve sulfanomid direncini incelemek amaciyla yapilan farkli bir
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calismada ise Y. ruckeri izolatlarinin yalnizca tetD ve sull genleri tasidigi tespit
edilmistir (Duman, 2017).

Hastalik ilk defa 1950'li yillarda Amerika'nin Idaho eyaletinin Hagerman
vadisindeki gokkusagi alabalig: ciftliklerinde yliksek mortalite ile seyreden septisemik
bir hastalik olarak rapor edilmis ve 1966 yilinda Ross ve ark., tarafindan tam olarak
tanimlanmistir. Hastalik etkeni Ewing ve ark. (1978), tarafindan ilk izolasyonu yapan
Rucker'e ithafen Y. ruckeri olarak isimlendirmislerdir.

Hastalik baslica salmonid baliklarda goriilmesine ragmen diger balik tiirlerini de
etkilemektedir (Horne ve Barnes, 1999). Y. ruckeri’nin konak¢1 araligi sadece baliklar
ile sinirli degildir. Etkenin ayn1 zamanda misk faresi (Ondatra zibethicus), kerkenez
(Falco spp.), deniz martilar1 (Laridae), kaplumbagalar (Cheloniidae) ve insanlardan
izole edildigine dair bildirimler bulunmaktadir (Tobback ve ark., 2007). Bu gibi ¢ok
sayida rapor, Y. ruckeri’nin genis bir konak¢i araligina ve cografi dagilima sahip
oldugunu ve hem epizootilere hem de zoonoz hastaliklara neden olabilecegini
gostermektedir (Kum ve ark., 2004). Giiniimiizde olduk¢a yaygin bir dagilima sahip
olan hastalik Kuzey Amerika, Avustralya, Giliney Afrika ve Avrupa’da goriilmiistiir
(Tobback ve ark., 2007). Turkiye'de ise Y. ruckeri ilk defa Izmir'de gokkusag: alabalik
yetistiriciligi yapilan bir isletmeden 1990 yilinda Cagirgan ve Yireklitiirk tarafindan
izole edilmistir (Cagirgan ve Yireklitirk, 1991). Ardindan Timur ve Timur, Denizli
yoresindeki baliklardan ayni etkeni izole ettiklerini bildirmislerdir (Timur ve Timur,
1991). Hastalik iilkemizde ilk bildirildigi tarihten itibaren dzellikle ilkbahar ve sonbahar
aylarinda epizootiler halinde ortaya ¢ikmaktadir (Cagirgan ve Yildirim 1990; Tanrikul
ve ark., 1996; Candan ve Karatasg, 1997).

Sorbus bitkisi 5-10 metre yiiksekliginde, Mayis-Haziran aymda beyaz renkli
cicekler acan ve kisin yapragimi doken bir agactir. Yapraklart 7-11 ¢ift yaprak¢iga
parcalanmistir. Meyveleri kiire veya armut seklinde, yesilimsi sar1 veya kirmizimsi-
esmer renkli olup, buruk lezzettedir. Tiirkiye’de 11 kadar iivez tiirii bulunur. Sorbus
aucuparia tiirii kus tivezi olarak bilinir ve Kuzey Anadolu’da yaygindir. Sorbus
domestica tiirli (iivez) Karadeniz bolgesinde tabii olarak yayilis gosterdigi gibi
meyveleri icin bir¢ok bdlgede yetistirildigi bildirilmektedir (Anonim-a, 2018).
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Moringa bitkisi ise diinyanin en faydali bitkisi olarak bilinmektedir. Moringa
oleifera; Asya, Afrika ve orta Amerika’da mucize sebze olarak kullanilan bir bitkidir.
Agaci, yapragi, tohumu, kabugu ve kerestesi ile her boliimii kullanilan moringa,
Malezya’da fistik olarak da tiiketilmektedir. Moringa agacinin 100 gram tohumu 1 litre
suya dokiildiigiinde suyun igerisindeki pisliklerin dibe ¢okmesini sagladigi, suyun
icindeki bakterileri %99 oraninda Sldiirdiigii, Gorme kalitesini artirarak var olan goz
rahatsizliklarim tedavi etme oOzelli§ine sahip oldugu bildirilmistir. Ulser ve yara
tedavisinde etkilidir. Protein bakimindan oldukg¢a zengindir. Dogal mineral eksikligini
giderir. Etkili bir antioksidandir. Icerisinde bulunan A, C ve D vitaminleri sayesinde
yaslilik belirtilerine karsi etkilidir. Kalp ve bobrek hastaliklarinin olusmasini onler.
Kansere kars1 onleyici oldugu birgok arastirmaya gore kanitlanmistir. Diisiik miktarda
yag ve karbonhidrat icerdigi i¢in zayiflamaya yardimci bir bitkidir. Tiim6r olusmasini
engeller. Sadece bir gida degil ayn1 zamanda bir ilag olan moringa fonksiyonel gida
olarak da tiiketilmesi 6nerilmektedir. Icerisinde metionin ve sistin igermesi sebebiyle
gucli bir amino asit kaynagidir (Anonim-b, 2018).

Bu calismada kullanilan fitokimyasallar bakteriyel balik hastalik etkenleri
tizerinde daha dnce ¢alismanin bulunmamasi ve antibakteriyel olarak secilen ajanlarin
ise en sik kullanilan antibiyotikler olmasi ¢alismanin 6nemini artirdig1 kanaatindeyiz.
Su iriinleri alaninda en sik kullanilan antibiyotiklere alternatif bir tedavi olarak
hedeflenen bitki 6ziitlerinin etkilerinin olumlu, olumsuz veya etkisiz oldugu hakkinda
bilgi edinilmistir. Bu calismada Y. ruckeri ATCC 29473 referans susu ve farkli
zamanlarda mubhtelif bolgelerden izole edilmis olan Y. ruckeri izolati kullanilmistir.
Fitokimyasal olarak antibakteriyel 6zellikte olan Moringa ve Sorbus bitki ekstraktlart
kullanilmigtir. Antibiyotik olarak (OX) ve enrofloksasin (ENR) maddeleri her bir bitki
ekstraktina gore etkileri kiyaslanmistir. Antibiyogram testi hem klasik kat1 besiyerinde
hem de sivi besiyerinde spektrofotometrik olarak incelenmistir. Calisma sonucunda
onemli bakteriyel hastalik etkenlerinden Y. ruckeri etkeni ile micadelede
kullanilabilecek alternatif bitki ekstraktlari ve etki oranlari belirlenerek, antibiyotik

direnglerinin siklikla kullanilan antibiyotiklere gore kiyaslamasi gergeklestirilmistir.
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2.1. Etiyoloji

Enterobacteriaceae familyasi icerisinde yer alan Yersinia genusuna mensup
tirler, Gram-negatif, ¢ubuk seklinde, fakiiltatif anaerobik bir 6zellik gostermekte olup,
insanlar, baliklar dahil olmak {izere birgok omurgali hayvanda hastaliga neden
olmaktadir (Kumar ve ark., 2015). Y. ruckeri 1950’lerde Amerika Birlesik Devletleri
Idaho, Hagerman vadisinde gdkkusag: alabaliklarmdan tanimlanmustir (Ross ve ark.,
1966).

Yersiniosiz hastaliginin etkeni olan Y. ruckeri, Gram negatif, 1,0x2,0-3,0 um
ebadinda genellikle 8 adet peritrik flagellasiyla hareketli, oksidaz, H.S, Indol, VP
negatiftir. Katalaz, ONPG, LDC, ODC, MR, nitrat, sitrat pozitif 6zelliktedir (Cagirgan,
2007).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) salmonidler igerisinde en duyarl
tlrdir. Yersiniozis gokkusagi alabaligi ve diger salmonid baliklarin en Onemli
hastaliklarindan biridir. Hastalik etkeni, Salma salar, Salmo clarki, Salmo trutta,
Salvelinus fontinalis, Oncorhynchus kisutch ve Oncorhynchus nerka gibi birgok
salmonid baliktan izole edildigi bildirilmistir (Cagirgan, 2007; Bastardo ve ark., 2011).

Etkenin bulagmasinda asemptomatik portdr baliklar Onemlidir. Bakteri
asemptomatik portdr baliklarin bagirsaginin son kisminda bulunur. Boyle baliklar stres
icinde degilse enfeksiyonu bulastirmazlar. Fakat elleme, suda yiiksek amonyak ve diger
arttk maddelerin yuksek diizeyde bulunmasi, sudaki ¢6ziinmiis oksijen seviyesinin
diismesi sonucunda olusan stresle enfeksiyon etkenini yaymaya baslayarak saglikli
baliklara da bulastirirlar. Dogal enfeksiyonlarda mortalite, patojene maruz kaldiktan 5-
19 giin sonra baslar, alinan patojenin miktarina goére, 30-60 giin devam eder. Etken bu
baliklarin digkisiyla suya ¢ok miktarda sagilmakta ve diger baliklar1 enfekte etmektedir.
Y. ruckeri %0,0- %0,20 tuzlulukta 4 ay kadar canli kalabilmekte, epizootiden sonra
patojen tatli suda uzun stire bulunabilmektedir. Bakterinin dormant fazi vardir, bu fazda
kiiltiiri yapilamamasina ragmen canlilik devam edmektedir (Austin ve Austin, 2007).

Y. ruckeri normal insan florasi iiyesi degildir. Ancak, olduk¢a genis dagilima
sahiptir. Y. ruckeri'nin dogal rezervuarlar arasinda, vahsi, ev ve kesim hayvanlarinin
olusturdugu tiim sicakkanli hayvanlar (kemiriciler, tavsan, kus, geyik, baliklar, sigir,

domuz, koyun, keci, at, kopek ve kedi gibi) sayabiliriz. Zaman zaman kabuklu veya
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kabuksuz deniz canlilarinda da bulunabilmektedir. Primer hastalik sonrasi iyilesen
bir¢ok hayvan, tasiyici olarak kalmakta; diskilar1 ile bakterileri biiylik miktarlarda disar1
atmakta ve boylece toprak, gol, dere, igme sulari, sebze gibi besin maddeleri kontamine
olmaktadir. Y. ruckeri, ayrica etlerde, siit ve siit tiriinlerinde de bulunabilmektedir. Y.
ruckeri'nin +4 °C’de bile iireyebilmesi, buzdolabinda bekletilen kontamine gidalarin da

riskli oldugunu gostermektedir (Butler, 2001).

2.2. Klinik Semptomlar ve Otopsi Bulgulari

GoOkkusagi alabaliklarinda ERM’nin ¢ogunlukla 7-10 cm biyiikligindeki
baliklar etkiledigi belirtilmektedir. Hastalik yasli ve biiyiik baliklarda daha ¢ok kronik
formda ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin en siddetli seyrettigi su sicakligi 15-18 °C'dir. 10
°C'nin altinda hastaligin géziikmedigi bildirilmektedir (Busch, 1982; Horne ve Barnes,
1999). Hastalik salginlari diisiik seviyeli 6limlerle baglamakta zamanla bu dliimler
devam ederek sonucta kiimiilatif olarak yiiksek kayiplara (mortalite) neden olmaktadir
(Tobback ve ark., 2007). Hastalik akut, subakut ve kronik formlarda seyretmektedir.
Akut form daha ¢ok su sicakliginin aniden yiikseldigi ilkbahar doneminde ve geng
baliklarda goriilmektedir. Hastalik aniden ¢ikmakla beraber, bazi vakalarda agizda,
ylizgeclerin tabaninda, operkulumlarda ve aniis etrafinda eritem gorildigi
bildirilmektedir (Horne ve Barnes, 1999). Deride ve viicudun degisik kisimlarinda
hemorajiler goriilebilmektedir. I¢ organlarda, peritonda, viicut yaginda, gonadlarda ve
mezenteriumlarda eritem ve petesiyel hemorajilere de rastlanilmaktadir. Intestinal
organlar genellikle eritemiktir ve kanli bir mukusla doludur. Dalak ve bobrek siskindir.
Karaciger soluk renktedir. Kaslarda petesiler goriilebilir (Austin ve Austin, 1987;
Bullock ve Cipriano, 1990; Cagirgan ve Yireklittirk, 1991).

Subakut vakalar da akut vakalara benzerlik gosterir, ama hastalik belirtileri daha
siddetlidir. Ayrica tek veya ¢ift tarafli ekzoftalmus goriilebilir. Bobrek ve dalak daha
siskindir ve genel eritem goriilebilmektedir (Post, 1987).

Kronik vakalar akut veya subakut vakalardan daha farklidir. Hasta baliklarda
kismi veya tam korliik sekillenebilmektedir. Derinin rengi iyice koyulasmistir. Hasta
baliklar su yiizeyinde halsiz (letarjik) ve diizensiz bir sekilde yiizerler. Bazilarinda

abdomen gergin ve siskinken, bazilarinda igine ¢ekik olabilir. Yiizgeclerin tabaninda,
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agizda ve operkulumlarda eritem goriilebilir. Visera etrafinda serdz sivi birikimi ve
genel eritem olabilmekte fakat hemoraji goriillmemektedir. Bobrekler siskin ve dalak
bliylimiistiir. Karaciger genellikle soluk renktedir (Busch, 1982; Austin ve Austin,
1987).

Hasta baliklarda egzoftalmus, solungacglarda solgunluk, dil mukozasi, giézlerde
petesi ve hemoraji, deride kararma, karinda sislik ve uyusukluk, mikroskobik olarak
dalak ve bobrek hematopoietik dokularinda melanomakrofajlarda artis, solungag
lamellerinde yapigmalar, epidermiste spongiozis, Ulser ve telangiektaziler gorullr
(Saglam ve ark., 2006). Olumsuz su kriterleri ve asir1 stok yogunlugunun bulundugu
yetistiricilik yapilan isletmelerde, baliklarda agiz ve dil iizerinde kanamalarla
karakterize oldugu bildirilmektedir (Lasea, 1995). Y. ruckeri konakg1 disinda uzun siire
yasayamaz. Etkenin bitki veya hayvan bulunmayan suda 2-3 hafta, camurda 2 ay
yasadigi bildirilmistir Y. ruckeri’nin baliktan baliga bulagmasi daha ¢ok oral yolla
olmaktadir (Tiravoglu Demirtas, 2006).

Hastalig1 gegiren baliklar portor kalirlar ve hastaligin bulasmasinda bu portor
baliklar 6nemli rol oynarlar. Enfeksiyondan sonra 30-60. guinlerde i¢ organlardan izole
edilebilen Y. ruckeri enfeksiyondan sonraki 60-65. giinlerde baliklarin % 50-75’inin
ince bagirsaklarinda lokalize olmaktadir. Enfeksiyondan sonra yaklasik 100 giin kadar
30-40 gunlik periyotlar halinde bagirsaktan etrafa sagilmakta ve sonrasinda tipik

semptomlar gdzlemlenmektedir (Austin ve Austin, 1987).

2.3. Bulasma

Y. ruckeri enfeksiyonlar1 enfekte ve enfekte olmayan baliklar arasinda dogrudan
temas yoluyla bulasabilir. Y. ruckeri enfeksiyonlarda tasiyict durumda olan baliklar
onem tasimaktadir. Oyleki, tasiyict baliklar stres altinda kaldiginda enfeksiyonu
yayabilmektedirler. Ornegin, tastyic1 baliklarin yasadigi ortamdaki su sicakligi 25 °C’ye
yiikseltildiginde klinik olarak saglikli baliklara Y. ruckeri aktardigi goézlemlenmistir
(Kumar ve ark., 2015).

Ancak stres altinda olmayan tasiyict baliklardan  hicbir  aktarim
gerceklesmemektedir. Bakterinin digskiyla sagilmast bulagsmada oOnemli bir rol

oynamaktadir ve Y. ruckeri konak¢i disinda en az 4 ay yasayabilmektedir (Tobback ve
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ark., 2007). Yapilan bir c¢alismada Gokkusagi alabaliklarinda Y. ruckeri
enfeksiyonundan 45 glin sonra dahi populasyonun %25’inin, bagirsaginin son
boliminde herhangi bir klinik tablo goriillmeden etkeni tasidig: bildirilmistir (Busch ve
Lingg, 1975).

Akuatik ortamlardaki sediment, havuz ve tank gibi yuzeylerdeki bakterilerin
hayatta kalmasinda en 6nemli etmen biyofilm formasyonudur (Kumar ve ark., 2015).
Coquet ve ark., (2002), balik isletmelerinde kullanilan tanklarda siklikla bulunan kati
destekler tizerinde biyofilm olusturabilen bir Y. ruckeri susu izole etmislerdir. Ayrica Y.
ruckeri'nin yayilmasi su omurgasizlari ve kuslari igerisine alan olas1 vektorler ile iliskili

oldugu bildirilmistir (Kumar ve ark., 2015).

2.4. Teshis

Hastaligin tanisinda klinik belirtiler, bakteriyel izolasyon-identifikasyon ve
histopatolojik bulgular énemlidir (Busch, 1982; Austin ve Austin, 1987). Gram negatif
bakterilerin neden oldugu septisemilere benzerlik gostermesi nedeniyle klinik belirtiler
ve otopsi bulgularina bakilarak hastaligin kesin teshisi yapilamamaktadir. Klinik ve
patolojik bulgular 6nem tasimakla beraber kesin tani i¢in hastalikli organlardan etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmalidir (Altun ve ark., 2010).

Y. ruckeri rutin bakteriyolojik besiyerlerinin ¢ogunda {irer. Bakteriyolojik
ekimler igin genellikle TSA, Nutrient Agar (NA), Walltman-Shotts (WS), Rimler-Shotts
Agar (RSA), BHIA kullanilmaktadir (Rodgers, 1992). 20-25 °C'de 24-48 saat
inkiibasyondan sonra gozle goriilebilen koloniler olugsmaktadir (Horne ve Barnes, 1999).
Etken identifikasyonu amaciyla siipheli kolonilerden alinan bakteriler biyokimyasal
testlere tabi tutulur. Y. ruckeri suslari genel olarak biyokimyasal reaksiyonlarda
homojen karakter gosterirler. Ama metil red, voges-proskauer, lizin dekarboksilaz,
arjinin hidrolaz ve laktoz fermentasyon testlerinde suslarin farklilik gosterdigi
bildirilmistir (Austin ve ark., 1982; Green ve Austin, 1983).

Hastaligin, genelde akut formda yiiksek mortalite ve morbidite oramiyla
seyretmesi hastaliktan kaynaklanan ekonomik kayiplari arttirmakta, bu nedenle teshiste
hizli ve spesifik metotlarin kullanilma gerekliligini arttirmaktadir. Polimerize Zincir

Reaksiyonu (PCR) metodu geleneksel mikrobiyolojik metotlara alternatif olarak
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oldukca genis bir kullanim alani sunmaktadir. Y. ruckeri susu ile deneysel olarak
enfekte edilmis ya da dogal olarak enfekte olmus, alabaliklarda etkenin PCR yontemi ile
identifikasyonunun daha giivenli olacagini ve klasik kiiltiir metotlarina nazaran daha

kisa siirede sonug verecegi de bildirilmistir (Altinok ve ark., 2001).

2.5. Kontrol ve Tedavi

Genel olarak hastaligin Onlenmesi ve kontrolii iyi idare veya ydnetim
uygulamalari ve asilama ile saglanmaktadir. Klinik yersiniozis hastalig: stres ile iliskili
bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle hastaligin hali hazirda bulundugu
bolgelerde, hastaligin siddetinin, stresin azaltilmasi, su kalitesinin kontrol edilmesi,
uygun beslenme ve iyi saglik uygulamalarmin siirdiiriilmesi ile azaltilabilecegi
bildirilmektedir. Bununla birlikte hastaligin Onlenmesi i¢in etkeni bulundurmayan
stoklarin alinmasi, stoklarin asilanmasi ve/veya asilanmis stoklarin alinmasi ve yiiksek
riskli donemlerde yemlemenin azaltilmasi 6nerilmektedir (Furones ve ark., 1993).

Baliklarda bakteriyel patojenlerin neden oldugu enfeksiyonlarda ¢ogu zaman
enfeksiyon sonrasi tedavi, antibiyotik kullanimina dayanmaktadir. Yersiniozis’in
tedavisinde de oksolonik asit (10 gun boyunca ginlik 10 mg/kg) ve OX (10 giin
boyunca gunlik 50-75 mg/kg) gibi antibakteriyellerin kullanilabilecegi bildirilmistir
(Furones ve ark., 1993). Y. ruckeri, cesitli antibiyotiklere duyarli olmasina ragmen,
bircok antimikrobiyal bilesige kars1 direng kazandig1 ¢alismalar ile ortaya konulmustur.
Ulkemizde yapilan galismalarda Y. ruckeri izolatlarinin antibiyotiklere kars1 degisik
oranlarda diren¢ kazandigi ortaya konulmustur (Akayli ve ark., 2013). Altun ve ark.
(2013) tarafindan, gokkusagi alabaligi kokenli Y. ruckeri izolatlarinin Tirkiye’de
baliklarda kullanim i¢in ruhsatlanmis antibiyotiklerden olan florfenikol, OX ve
trimetoprim-sulfamethoxazole kars1 direng gelistirmis olduklarini bildirmislerdir.
Benzer sekilde Balta ve ark. (2016), yersiniozis vakalarinda en sik kullanilan
antibiyotiklerden OX’e kars1 % 62,8 ve trimetoprim + sulfametoksazol’a karst % 14,9
direng sekillendigini tespit etmistir. Son yillarda Y. ruckeri izolatlarinda antimikrobiyal
direncin yayilimda rol oynayan antibiyotik diren¢ genlerinin varligim1 belirlemeye

yonelik ¢alismalar yapilmigtir. Bu ¢alismalarda etkenin tetA, tetB (Balta ve ark., 2010),
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sull, tetC, tetE, tetD, ve floR diren¢ genlerini tasidigi bildirilmistir (Duman ve ark.,
2017).

Antibiyotik direng gelisimi ile ilgili kaygilar etkenin kontroliinde alternatif
metotlar lizerinde calisilmasina neden olmustur. Bu amagcla 6zellikle probiyotik bakteri
ve immunostimulan kullanimi énem kazanmistir (Kumar ve ark., 2005; Tobback ve

ark., 2007).






3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bakteri izolasyonu

Calismada ATCC 29473 nolu referans Y. ruckeri susu ve farkli zamanlarda izole
edilen Y. ruckeri izolati kullanilmigtir. Tim bakteriler TSA ve WS besiyerlerinde 37
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Morfolojik olarak benzerlik gdsteren tipik koloniler
secilerek identifikasyona gecilmistir. Calisma esnasinda bakteriler %15 gliserol, %85

besiyeri ortaminda -80 °C’de muhafaza edilmislerdir (Austin ve Austin, 1999).

3.2. Bakterilerin Identifikasyonlari

Izolasyonu gerceklestirilen bakterilerin identifikasyonlar: mikrobiyolojik,

biyokimyasal ve molekiiler olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1. Mikrobiyolojik identifikasyon

3.2.1.1. Gram boyama

Bakteri slispansiyonu lam iizerine siiriilip kisik ateste kurutulup alevden 3 kez
gecirilerek sabitlenmistir. Ardindan 1 dakika kristal viole, 1 dakika lugol, 15 saniye
alkol ve 1 dakika safranine maruz birakilmigtir. Boyama iglemi sonrasinda kurumaya
birakilan preparat mikroskop altinda 4, 10, 40 ve 100X’lik objektiflerde

gozlemlenmistir (Onalan ve Arabaci, 2016).

3.2.1.2. Katalaz testi

Katalaz, igerisinde bir hematin bulunan enzimdir ve bu enzim hidrojen peroksidi

(H202) gaz oksijen ve suya ayristirmaktadir (Bese, 1974).

2H,0; + Katalaz 2H>0 + O2 (Ayrisan bilesen)
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Katalaz enzimi yaygin olarak dogada ve cogunlukla aerobik hiicrelerde
bulunmaktadir. Katalazin gorevi oksidasyo-rediiksiyon olayindan meydana gelen toksik
hidrojen peroksidi almak ve onun hiicrelerde birikimine engel olmaktir. Caligmada izole
edilen Y. ruckeri izolatlar1 lam tizerinde birka¢ damla dokiilmiis olan hidrojen peroksid
lizerine Oze yardimiyla birakilmistir. Katalaz varligindan Oz (Oksijen) a¢igi

cikmasindan dolay1 olusan kopiik katalaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Bese, 1974).

3.2.1.3. Oksidaz testi

Bircok bakteri oksidaz sistemine sahiptir. Bu enzimler bakteri ile bir redox
boyadaki (tetramethyl-P-phenylene-diamine) elektron domerleri arasinda elektronlarin
naklini katalize etmektedirler. Oksidaz reajent kiti para-amino dimetilanilin
icermektedir. Calismada izolatlarin oksidaz testinin ger¢eklestirilmesi amaciyla petri
tizerine steril filtre kagidi konularak iizerine oksidaz reagent dokiilmiistiir. Ardindan
bakteri kolonisi 6ze yardimiyla alinarak filtre kagidina strllmistiir. 1 dakika sure
icerisinde olusan mavi renk oksidaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Onalan ve

Arabaci, 2016).

3.2.1.4. Hareket testi

Besiyeri ortaminda izole edilen Y. ruckeri kiltirleri Gzerine bir damla fizyolojik
tuzlu su (PBS) damlatilan lamin iizerine siiriilerek mikroskop altinda incelenmistir.
Glayding hareketi gosteren bakteriler hareketli olarak kabul edilmistir (Austin ve
Austin, 1999).

3.2.2. Bakterilerin fenotipik (biyokimyasal) identifikasyonlar:

Calismada besiyeri ortaminda izole edilen ve mikrobiyal identifikasyonlar
gerceklestirilen Y. ruckeri kiltiirleri fenotipik identifikasyon amaciyla Microgen ticari
kiti (GNA-GNB) kullanilarak biyokimyasal 6zellikler belirlenmistir. TSA besiyerinde
37 °C’de 24 saat inkiibasyonun ardindan McFarland 0,5 optik dansiteye ayarlanan
bakteriler kit igerisindeki klpullere inokile edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmiglardir. Inkiibasyon sonrasinda mikrogen firmasinin okuma tablosuna gore
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sonuglar pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir. Sonuglar Microgen web sitesi
programt ile eslestirilerek biyokimyasal identifikasyonlar1 gerceklestirilmistir (Giilaydin

ve ark., 2018).

3.2.3. Bakterilerin molekuler identifikasyonlari

3.2.3.1. Total DNA izolasyonu

Bakterilerin genomik DNA’lar1 GeneJet Genomik DNA izolasyon Kiti ile Uretici
firmanin talimatlar1 dogrultusunda izole edilmistir. Izole edilen DNA’larin safliklar:
nanospektrofotometre cihazi (Thermo) ile 260 nm dalga boyunda élciilmiistiir. Izole
edilen DNA’lar calisma siiresinde -20 °C’de muhafaza edilmistir (Onalan ve Yavuz,
2019).

3.2.3.2. Real-Time PCR analizi

Izole edilen DNAlar, Y. ruckeri spesifik Forwad ve Reverse Primerler (47F-
1492R), 2x SYBRGreen master mix, DNase-RNase free su kullanilarak 25 pl toplam
hacime ayarlanmistir. Real-Time PCR isleminde 95 °C 6n denatiirasyon islemini
takiben 94 °C’de denatiirasyon, 55 °C’de baglanma ve 72 °C’de uzama islemi 45 cycle
olarak tamamlanmistir. Son basamak olarak 72 °C de 7 dakika son uzama ile PCR
islemi tamamlanmistir. Negatif kontrol olarak non-template kontrol tdpleri
kullanilmigtir. RotorGene Q 9000 yazilimda sigmoidial egriler veren 6rnekler pozitif
olarak degerlendirilmistir. PCR amplikonlar1 ile gerceklestirilecek sekans analizi
sonucunda ¢alismada kullanilan Y. ruckeri izolatlarinin hem identifikasyonlar: hem de

kendi iclerinde benzerlik oranlar1 belirlenmistir (Onalan ve Arabaci, 2016).

3.3. Fitokimyasalarm Temini

Calismada kullanilacak Moringa (M. oleifera) ve Sorbus (S. domestica) bitki
ekstraktlar1 s1vi formda ticari olarak satin alinmistir. Satin alinan bitki ekstraktlar1 farkl
dilisyonlarda seyreltilerek kati (antibiyogram testi igin) ve sivi (Spektrofotometrik

6lcim icin) besiyeri ortamlarinda uygulanmustir.
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3.4. Siv1 Besiyerinde Fitokimyasallarin Etkilerinin Spektrofotometrik Olarak
Belirlenmesi

Calismada kullanilacak olan bakteri kiiltiirlerine fitokimyasalllarin  ve
antibiyotiklerin etkilerinin belirlenmesi amaciyla 10 gruptan olusan siispansiyon
cozeltiler hazirlanmistir (Cizelge 3.1). Calismada negatif kontrol olarak tiim gruplarin
bakteri ekilmemis gruplar1 kullanilacaktir. Pozitif kontrol olarak Tryptic Soy Broth

(TSB) de referans bakterinin gelisimi 6l¢iilmiistiir. Olgiimler her 2 saatte bir alinmustir.

Cizelge 3.1. Spektrofotometrik Slglimler amaciyla olusturulan gruplar

Grup no Grup icerigi

10 mL TSB Kontrol (10 mL TSB)(Sifirlama)

10 mL TSB+50 ul Bakteri(Sifirlama:1)

10 mL TSB+400 pl Moringa-sifirlama

10 mL TSB+400 pl Moringa+50 plbakteri(Sifirlama: 3)
10 mL TSB+400 pl Sorbus(sifirlama)

10 mL TSB+400 pl sorbus+50 pl bakteri(Sifirlama: 5)
10 mL TSB+1-OX+50 pl bakteri (Sifirlama:9)

10 mL TSB+1-ENR+50 pl bakteri (Sifirlama:10)

10 mL TSB+1 Disk OX (Sifirlama)

10 mL TSB+1 Disk ENR (Sifirlama)

O 00O N O b WDN -

[y
o

3.5. Antibiyogram Testi

Antibiyogram testinde Muller-Hinton Agar (MHA) besiyerinde toplam 100 pl Y.
ruckeri siispansiyonlar1 drigaski ile yayilmistir. Ardindan OX ve ENR antibiyotik
diskleri simetrik bir sekilde petri kutularina yerlestirilmistir. Besiyerleri 37 °C’de 24
saat inkibe edilmistir. Inkiibasyon periyodu sonrasinda olusan zone ¢aplar1 cetvel
yardimiyla mm olarak o6lgiilmiistiir. Sonuglar Antibiotic Zone Diameter Table ile
kiyaslanarak hem etkene antibiyotiklerin duyarliblk ve direngleri hem de
fitokimyasallarin antibiyotiklere oranlara kiyaslamasi gerceklestirilmistir (Balta ve ark.,
2010).



4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin izolasyonu

Caligmada bakterilerin izolasyonu amaciyla TSA ve WS besiyerlerinde ilk
ekimlerin ardindan koloni morfolojisine gore secilen tek kolonilerden tekrar ekimler
yapilarak bakteriler saflastirllmistir. Ardindan, Kanli Agar (BA) besiyerine ekimler
gergeklestirilmis olup gelisen bakterilerin hemolitik 6zellikleri belirlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Kanli agar besiyerinde gelisen Y. ruckeri izolatlarmin goriintiisii.

Kanli agarda gelisen bakterilerden gerceklestirilen testler sonucunda bakterilerin
Gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif olduklar1 ve hareketli olduklar1 gozlenmistir
(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Y. ruckeri izolatlarinin bazi1 mikrobiyolojik test sonuglari.

Testin ad1 Y. ruckeri referans sus Y.ruckeri izolat
Gram boyama ) )
Katalaz (+) (+)
Oksidaz ) )
Hareket (+) (+)

* (-): Negatif, (+):Pozitif

4.2. Bakterilerin Biyokimyasal Test Sonuglari

Y. ruckeri izolatlarinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla Microgen

firmasinin GnA+B ID sistemi kullanilmistir. Bakteri inkiibasyonunun ardindan gelisen



22

renk degisimleri (Sekil 4.2) ve biyokimyasal test sonuglar1 (Cizelge 4.2) asagida

verilmistir.

) C’.,'.fv ®2
== .
90020002

Sekil 4.2. Y. ruckeri izolatlar1 ile gergeklestirilen Microgen GnA+B testleri sonrasi
meydana gelen reaksiyon sonuglari.

Cizelge 4.2. Y. ruckeri izolatlarinin biyokimyasal test sonuglari

Test Aciklama Sonug  Test Aciklama Sonug
INO Acid from Inositol + TDA  Tryptophan Deaminase -
LYS Lysine Decarboxylase + GEL Gelatin Liguefaction +
ORN  Ornithine Decarboxylase + MAL Malonate Utilization -
H2S H2S Production - SOR Acid from Sorbitol -
GLU Acid from Glucose + RHA Acid from Rhamnose -
MAN Acid from Mannitol + SucC Acid from Sucrose -
XYL Acid from Xylose - LAC Acid from Lactose -
ONP ONPG + ARA Acid from Arabinose -
IND Indole - ADO Acid from Adonitol -
UR Urea Hydrolysis - RAF Acid from Raffinose -
VP Voges Proskauer - SAL Acid from Arabinose -
CIT Citrate Utilization + ARG Arginine Dihydrolase -

Biyokimyasal test sonuglart kit kuyucuklarinda bulunan reaktifler ile bakteriler
arasindaki  reaksiyon sonucunda meydana gelen renk degisimlerine gore
degerlendirilmistir. Microgen firmasimin yazilimina pozitif (+) ve negatif (-) sonuglarin
girilmesi ile online olarak elde edilen sonug raporuna gore izolatlarin %99,85 oraninda Y.
ruckeri olduklar1 teyid edilmistir (Sekil 4.3). Ayrica, ¢alismada kullanilan 2 farkli Y.

ruckeri izolatin biyokimyasal test sonuglari arasinda fark olmadigi gorilmiistiir.
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Microgen ID

Microgen GNA + B Oxidase Negative

Specimen Details
Lab Ref.: Date: 29.05.2019
Name:
Specimen Type:
Source (ward/location):

Results Entry

Octal Code: 66424000

+ LYS Lysine Decarboxylase + ORN Ornithine Decarboxylase - H2S H2S Production

+ GLU Acid from Glucose + MAN Acid from Mannitol - XYL Acid from Xylose

+ ONP ONPG - IND Indole - UR Urea Hydrolysis

- VP Voges Proskauer + CIT  Citrate Utilization - TDA Tryptophan Deaminase
+ GEL Gelatin Liquefaction - MAL Malonate Utilization - INO Acid from Inositol

- SOR Acid from Sorbitol - RHA Acid from Rhamnose - SUC Acid from Sucrose

- LAC Acid from Lactose - ARA Acid from Arabinose - ADO Acid from Adonitol

- RAF Acid from Raffinose - SAL Acid from Salicin - ARG Arginine Dihydrolase

Identification Analysis

Y.ruckeri S.marcescens biogp 1 S.marcescens H.alvei biogp 1 X.maltophilia
Select ID Choice Yes No No No No
Probability 1/35.081 1/37.715.125 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000 < 1/100,000,000
Percent Probability 99,85% 0,09% 0,03% 0,02% <0.01%
Likelihood 0,04% <0.01% <0.01% <0.01% <0.01%
Human Isolate No No Yes Yes No
Tests against
Test 1 CIT (0,1%) SUC (99,9%) SOR (99%) CIT (0,1%) ORN (0,1%)
Test 2 SOR (92%) SUC (99%) GEL (0,1%) MAN (0,1%)
Test 3 SAL (92%) VP (98%) GLU (3%)
Additional Tests Yes Yes Yes Yes Yes
DNase (25C) 0,1% 82% 98% 0,1% 0%
Acid from Maltose 95% 70% 96% 0,1% 0%
Motility (37C) 0,1% 17% 97% 0,1% 0%
Acid from Mannose 99,9% 99,9% 99% 99.9% 0%
Additional Comments 61 54

54 Previously Pseudomonas maltophilia. Also reported as Stenotrophomonas maltophila.
61 Original citation: Int. J. Syst. Bacteriol. (1978) 28 : 37-44

Identification Comments

Acceptable Identification of "Yersinia" ruckeri
The strain is not typical (multiple tests are against), although it is well separated from other suggested identification choices
ADDITIONAL TESTS MAY IMPROVE THE IDENTIFICATION.

Sekil 4.3. Y. ruckeri izolatlarinin biyokimyasal identifikasyon sonug raporu (Microgen ID
sisteminden retilmistir).



24

4.3. Bakterilerin Molekiiler identifikasyonlari

Calismada kullanilan bakterilerin hem farkli metotlar ile identifikasyonlari hem de
bu metotlar kullanildiginda izolatlar arasindaki farkliliklarin olup olmadigi ortaya
konulmustur. Molekiiler mettolar kullanilarak bu islemin gergeklestirilmesi amaciyla
bakterilerin molekiiler identifikasyonu amaciyla universal bakteri primerleri (27F-1492R)

kullanilarak gerceklestirilen Real-Time PCR islemi sonucu asagida verilmistir (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Y. ruckeri izolatlarinin Real-Time PCR sonucu.

Real-Time PCR analizi sonuglarina gore ¢alismada kullanilan Y.ruckeri referans ve
izolatinin sigmoidal egriler verdigi ve pozitif olduklari gozlenmistir. Negatif kontrol olarak
kullanilan 6rneklerin (NTC ve Master mix Kontrol) esik degerinin altinda ve diiz ¢izgi ile

negatif sonug verdikleri gorulmistar.

4.4. Bakterilerin Sekans Analizi ve Filogenetik Benzerlikleri

Real-Time PCR analizi sonrasinda elde edilen PCR amplikonlari ile 27F-1492R
primerleri kullanilarak 16S rRNA gen bolgesinin dizilemesi gerceklestirilmistir. Elde
edilen dizi sonuglart NCBI Blast uygulamasi ile gen bankasinda Y. ruckeri olduklari teyid
edilmistir. Calismada kullanilan bakterilerin 16S rRNA gen dizilimleri asagida verilmistir
(Sekil 4.5).



25

:5: BANNGNAHSY NNNSHSNGES SNCHNSNSSS NMSENNSH ScHSHNSNEN Nasmmom

ESERRNNN BNSNEMENS: ESEcHESE)
.EG IGGGE 90
Con;tnsll.;s TNCTGCNNGN TNAGTNCGNG TCGTCTCTNN CCCTCCCGAA TTAAGCTA CACTACTTCT

Tcreace
conservasion, [T [T Tl Iy T TR Tl T TTT] IIIII'IIII"IIIIIIIIIIIIIIIIIIII. IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIII
356 € I“I“Iﬂ l -832I -"IIII“ I"II lIII I‘IIII- I II.II‘I“I II.“.III i lc °I "II“““II 128

Consensus
Yoo

GTGTGTA AC CAC TG TAC GA ATGGAG GTTGCAGACT

Conservatior IIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
358 “I.SSI 'l..c'cl IIIII ¢ FEECERR I' I'I“IeIcII I“II-’II IEII'II“- IIISIIGH °I$:I§II“- %

CTA ACAGA TCCGCTTGCT TCG CGCTTCACT TCTGCC AT CAC GCC

Consensus  CCAATCCG

consaraon, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIlIIIIIl AT T T LT T LTI (I L1]

280 300 320 310 360

32 DRERENCEEE SccHEENCED cENIIGENCE NESRERNENR BIRE:EE: I TRcraaEmce ﬂ“III-I FcRciTanEs -Ill°l° EEH
ccC
GTCACCG CAGTCTCCCT TG TTC A TTACGTG

Consensus CTACTCGTAA GGGCCATGAT GACTTGACGT CATCCCCACC TTCCTCCG

Conservation

t
354 T ! ! = GE WCHGGG!
356 BAEA .caa Ila'cl‘lcl ®al e
Cﬂnl.ﬂ!llll‘l GCGCTCGT TGCGGG

:1 y 7 :7:‘ . GACG. CAG CCA C CA
Comsivation, IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
I ul"II- _ IEEHIIIII °H“IIII énee I“I. I°I“II II I IIIIII“ I“II"IIIIa mlm HH
onsensus_
s

Conservavor IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIllIIIIIIIIIlllIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIlllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
.-"l- I‘IIISIS 2 SE-cII aaiie III& RETE TAREE @ °I°°-°' -"- IS%II«I'I ARECECERRC o
cG ACT

447
I 450

Con!.nlul AC GCcc TCC
Conservation IIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
33 ERERCEREC I ﬂ“.I- mm FEERRS II“I 'II IIIII I‘"‘I i .I -°°°III II-I-I § ESCHINEENE ;:
356 G GGGl G G O G G GGG G 720
Consensns CTCCGGAAGC CAC CTCAA CACAA TCCAA GA AG GAC ACCAG AT GT TTGCTCCCCA

IIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIlIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIII
i ECERETEcEA .IGIEISII HCTETTNCEE EmcEScS ° EETTEcEEas Hc IIIIH EEECRTETET RECERT "ﬂ ERCETARARE 210
TTTCA CCGCTACACC

Consensus CGCTTTCGCA CCTGAGCGTC AGT TTTcTc cAcccccccc CCTTCGCCAC CGGTATTCCT CCAGA

Conservation

iR HIIIII SRERERTETA BAAC IIIIII cRFRCREACE II'IIIcI CiTEmmARCE III"III%ES cRTTTERERT ““!II“ 535

Conseﬂsllis C CTA cccccc CAAG. GCCA TCAAATGCA GTTCCCAAGT AAG CACA CTGACTTAAC

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIlIIIIlIIIIIlIIIlIIIIIIIIIII

i3 MAmmcEETG morcme ARCEERACIR RTTERCRT I AECETICEAR EEERC I'I REECECCERC I-“-“’I CRTAcEmccR 250
Conl.nl‘ul AAACCGCCTG CGTGCGCTTT AC CAGTA ATTC GTATT ACCGCGGCTG CTGGCACGGA GTTAGCCGGT

conservavy, [N IIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
356 "IIIIIIII“ I‘I“Iﬂ"l .II"II-c I"IIIIIﬂ -II_I III.II“I Iam I‘II II“ aRe -IIII 1080

Consensus GCTTCTTCTG CG CCG AAGGCCTTCT
T I

AAC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII [T
::: SESENRNSES SENSSeSch ENSCSESNS NSONUMSucH SENSNNNSED NENSCESSEN SENGH AL ENISIENCES SESEREOMS 1

5 TCACCACGCG GC TG CCCATTGT GCAATATTCC CACT TCTG

Conservation_

.
IS-&SII&&i ERTERTTEAS -“III II‘II“III
; i

GCTAG NNAGC

-II!-I -IIIIIIII SSSIII“I ISS&ESSE g i3
CTNCANC N

T _GGGTTTNCCA AGGGNGGGCN

TTAC

1342
1342

T XT
III"II"II. _nnnom IIIIII"
;
3% -EEEI!E CeeRRT T SéII-III fiiaslaNce coicBEcelr REEACEERER RERRRRERC R

cnnsenn:z_ CCCNNNAANN NGGGTTTNNT GGCNCCTTTN NTYNNCNCGN GNTNCCGCCT ACCANNAANA AAA

1429
1432

] h!«.aaiie accaccass BEBNCEEEEE c.EHEEIH ““““““““““““““““““““ 1

Consensus

Conservation
ox 1 AN (IO (WM PN OO O CUOWNY

1.540 1.560 1.580 1.600 1.620

d d i

3¢ GRGERRGENG BEGETNGEEG REGENGGENE ERRGGGERTE G caacassass SESNECHESE DEBEBEETE® BNUNSCiiis scaacacacs 1o

GAGAAAGAAG ATGATTGTAG ATGCTGGAAA CAAGGGTATA GAAGAAAATA TCTNNNNATN ANTNATNNTN NTNTNGTTAA CGACGAGAGA

) i
e e G GEGGGGGEG Iml=c=c— —————————————————————————————— 1510
356 GEGCHENNGCE WEEE GCECEGHENG) L EEGEGE 1702

Conl.nn:: GTGACAAGGA GGATATGTTA GCTTGCTGAG AATGAGAAAN GAGNGNNNNA TTNNTTGTGT GCACGTGCAT TGTAAGGGGA AGGTGGAGAA

Conservation
ox

3¢ GEGGEENGENG WRGNGEGGNG EENGHCENEN NOGCoomG S oc 5 & G-l Illl=l?'

1
;
Iﬂ!---- FRACHCRCEC HCCERRERER 132

Consens‘lgz- GTGGAAGAAG AAGAGTGGAG ATTGAGAAAA AGGGGGNGA ANAGNT TNNNNT NGANCACCAN NAAGNNNNAG AGGNNTGATN

s ] ][0I |

354 'IG 1517
356 L

Consensus  ATGAN

Conservation

Sekil 4.5. Calismada kullanilan Y. ruckeri izolatlarinin 16S rRNA gen sekanslari (354:Y.
ruckeri referans sus, 356: Y. ruckeri izolati).

Sekans verisi ve blast isleminin tamamlanmasinin ardindan elde edilen veriler CLC
Main Workbench yaziliminda filogenetik aga¢ olusturulmasinda kullanilmigtir. Calismada
kullanilan izolatlarin filogenetik benzerlikleri asagida verilmistir (Sekil 4.6).
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* 354

356

0,015

Sekil 4.6. Caligmada kullanilan Y. ruckeri izolatlarmin filogenetik benzerlik sonuglart
(354:Y. ruckeri referans sus, 356: Y. ruckeri izolatr).

Bu sonuglar dogrultusunda %99 {izeri benzerlik orani ile Y. ruckeri izolatlarmnin

benzer oldugu goriilmiistiir.

4.5. Antibiyogram Test Sonuglari

Antibiyogram testinde MHA besiyerine (25 mL/petri) 100 pl bakteri ekimleri
gerceklestirilmistir. Bos disklere Moringa ve Sorbus soliisyonlar1 antiboyotik (ENR ve
OX) disk oranlari ile ayni miktarda ve toplam 15 pl bos disklere eklenmistir. 37 °C’de 24
saat inklibasyon periyodu sonrasinda gelisen zon ¢aplari hesaplanmustir. Antibiyotik Zone

Diameter Table’de belirtilen sinirlar igerisinde degerlendirmeler gergeklestirilmistir.

|

W““T’""“‘E““"“‘;‘"”".'ll‘"“":',’

Sekil 4.7. Calismada kullanilan antibiyotik ve fitoplanktonlari antibiyogram test sonuglari.



27

ENR ve OX antibiyotikleri antibiyogram testinde MHA besiyerinde 24 mm zone
capina sahip oldugu goriimistiir. Antibiyotik Zone Diameter Table’da bu deger direngli
olarak gozlenirken, M. oleifera 11 mm ve S. domestica ise 11 mm olarak hesaplanmustir.

Bu degerler ile M. oleifera ve S. domestica’nin (11, 9, 8 mm) ENR ve OX‘e gore duyarli

olduklar1 gortilmiisiir (Sekil 4.7).

4.6. Spektofotometrik Gelisim Sonuglar:

Caligmada kullanilan antibiyotikler ve fitoplankton ekstraklarmm Y. ruckeri
izolatlarinin sivi  besiyerinde gelisimlerine olan etkilerinin incelenmesi amaciyla
olusturulan 10 grup ile her iki saatte bir 600 nm’deki yogunluklari (OD) oSl¢iilmiistiir.
Spektrofotometrik gelisim degerleri kullanilarak elde edilen grafik asagida verilmistir

(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Y. ruckeri izolatlarimin antibiyotik ve fitokimyasal ekli sivi besiyeri ortamindaki

spektrofotometrik gelisim oranlart.

*TSB+Yr:TSB+Y.ruckeri*TSB+S+Yr:TSB+Sorbus+Y .ruckeri*TSM+M+Yr:TSB+Moringa+Y .ruckeri

*TSB+OX+Yr:TSB+Oksitetrasiklin+Y.ruckeri*TSB+OX+Yr:TSB+Enrofloksasin+Y .ruckeri

Elde edilen grafik dogrultusunda ilk 2 saatlik 6l¢limlerde TSB besiyerinde kontrol
grubu bakteri gelisimi 600 nm’de en yiiksek oldugu goriilitken OX ve ENR

antibiyotiklerinin seviyesinin baslangigta kontrol grubuna gore etkisinin baglamadigi
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gorililmustiir. Sorbus ve Moringa eklenmis gruplarda ise kontrol grubuna gore bakteri
gelisiminin daha yavas (%40-50) oldugu gozlenmistir. Bakteri gelisiminin TSB+Yr
grubunda en yiiksek diizeyde oldugu 14 ve 16. saatlerde OX ve ENR antibiyotiklerinin
eklendigi gruplarda bu diizeyin 18 ve 20. saatlerde en yliksek diizeyde oldugu
gbzlenmistir.

Moringa ve sorbus ekstraktlarinin  sivi  besiyerindeki etkilerinin  kati
besiyerindekine (Antibiyogram testi) gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kendi iglerinde
ise Moringa ekstraktinin Sorbus ekstratina gore daha etkili oldugu anlasilmistir.
Antibiyogram testinde duyarli durumda olan fitokimyasallarin sivi besiyerinde o6zellikle

Moringanin %50 oraninda bakterinin gelisimini inhibe ettigi gdzlenmistir.



5. TARTISMA VE SONUC

Dinyada diger birgok alanlarda oldugu gibi su Urunleri sektdriinde de bitkilerin
farkli sekillerde baliklar iizerinde kullanimi ve etkilerinin arastirildigi bilimektedir
(Yigitarslan ve ark., 2011). Bitkilerin ve icerdikleri aktif maddelerin yetistiricilikte
kullanilma olanaklarinin belirlenmesi amaciyla yapilan sinirli sayidaki arastirmada,
yeme ve suya ilave edilen bitki ekstraktlarinin yem tiiketimi, yemden yararlanma,
biiyiime ve karkas kalitesini iyilestirdigi bildirilmistir (Simsek ve ark., 2005; Aly ve
ark., 2008; Immanuel ve ark., 2009).

Tibbi bitki ekstraktlarinin bazi1 bakteri ve mantar tirleri Gzerine antimikrobiyal
etkilerinin bulundugu uzun yillardir {izerinde ¢alisilan bir konudur (Kivang ve Akgiil,
1986). Son yillarda tibbi bitkilerin genel hayvansal ve su {iriinleri iiretiminde yem katk1
maddesi, biiyiimede artis, yem degerlendirmede olumlu sonuglarin eldesi, hastaliklardan
koruyucu iirtinler olarak kullanilmasi1 konusunda bazi arastirmalar yapilmistir (Hammer
ve ark., 1999; Gormez, 2012).

M. oleifera (Moringaceae) tropik ve subtropik bir¢ok iilkede dagitilmis, gok
degerli bir bitkidir. Besin degeri yiiksek, etkileyici bir tibbi kullanim yelpazesine
sahiptir. Bu bitkinin farkli kisimlari 6nemli minerallerin bir profilini igerir ve iyi bir
protein, vitamin, karoten, amino asit ve gesitli fenolik kaynaklaridir. Su aritma giiclerine
ve yliksek besin degerine ek olarak, M. oleifera tibbi degeri i¢in ¢ok Onemlidir. Bu
bitkinin yapraklari, kokleri, ¢ekirdegi, kabugu, meyvesi, ¢icekleri ve olgunlasmamis
kabuklar1 gibi ¢esitli kisimlari kalp ve dolagim uyarici olarak iglev goriir. Antidiyabetik,
hepatoprotektif, antibakteriyel ve antifungal aktiviteler yer alir ve 6zellikle Giiney
Asya'da, yerli ilag¢ sisteminde farkli hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilmaktadir (Anwar
ve ark., 2007; Kenanoglu, 2016).

Bitkisel drlnler daha kolay temin edilebilmeleri ve ucuz olmalar1 gibi
ozelliklerinin yaninda bazi bitkilerin bakteriyal, viral, fungal, parazitik etkenlere karsi
etki gostermeleri sebebiyle tercih edilmektedirler (Cihangir ve Diler, 2016).

Bakteri, mantar, viris ve parazit gibi mikroorganizmalar bircok infeksiydz
hastaligin ajanidir ve bu mikroorganizmalara karst antimikrobiyal bilesenler

kullanilmaktadir. Bu bilesenlerin saglik ve ¢evre giivenligi iizerine ¢ok sayida yan
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etkileri olmasindan dolayr kullanimlar1 simirlandirilmistir. Bakteriyel hastaliklarin
tedavilerinde antibiyotiklerin yogun bir sekilde kullanilmalar1 ile balik dokularinda
rezidlii olusabilmekte ve bunun sonucunda antibiyotige direcli patojenlerin gelisimi
artmaktadir. Ayrica antibiyotikler balikta akiimiile olmakta ve hem ¢evre sagligi hem de
tiikketici i¢in potansiyel bir risk olusturmaktadir (Okmen ve ark., 2012). Tim bu
nedenlerden dolay1 gilinlimiizde hastaliklardan korunmada alternatif arayislar igerisine
girilmistir.

Tibbi bitkiler ve onlardan elde edilen ucucu yaglarin antibakteriyel, antiviral,
antifungal, antienflamatuvar, antiseptik, antioksidan, antiparazitik, antitoksijenik ve
insektisidal ozelliklere sahip oldugu, yapilan calismalarda antibiyotiklere karsi direng
kazanmis mikroorganizmalar lizerinde de etkili olduklar1 bildirilmistir (Yigitarslan ve
ark., 2011; Bayaz, 2014). Tibbi bitkiler genis spektrumlu antimikrobiyal ajanlar olup
bakteri, virilis, maya ve diger mantarlara kars1 etki gostermektedirler. Bugiine kadar tibbi
bitkilerde farmakolojik etkiye sahip 100.000° den fazla biyoaktif bilesen bulundugu, bu
bilesenlerin bir familya i¢in hatta bir cins veya bir tiir i¢in bile spesifik olabildigi
bilinmektedir. Tibbi bitkilerin antimikrobiyal etkilerini sentezledikleri biyoaktif
bilesikleri araciligiyla gosterdikleri, etkilerinin ise bu bilesenlerin oranlarina baglh
olarak degiskenlik gosterdigi yapilan calismalarla ortaya konulmustur (Sahin ve ark.,
2004).

Bu calismada kullanilan Y.ruckeri izolatlart mikrobiyolojik testlerde; Gram
boyama yonlnden Y. ruckeri izolati kristal viyole, lugol alkol ve safranine maruz
birakilmasi sonucu mikroskopta goriilen kirmizi-pembe renkli bakteriler seklinde Gram
negatif olarak gozlenmistir. Benzer sekilde bazi arastirmacilar da yaptiklar1 caligmalarda
Gram boyama sonuclarinda negatif oldugunu belirtmislerdir (Kubilay, 1997; Okka,
2009). Calismada bakterilerin oksidaz ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla bir petri
kutusu igerisine birakilan steril filtre kagidina 6zel olarak alinan oksidaz reagent Kiti
dokiilmiistiir ve Y. ruckeri izolatinin diizgiin kenarli bir kolonisi alinarak parlament
mavisi renk almamasi gdzlenmesi sonucu negatif sonug verdigi gorilmistiir. Y. ruckeri
ile gergeklestirilen bircok ¢alismada arastirmacilar ayni sonuglari bildirilmistir
(Tiravoglu Demirtas, 2006; Aksit ve Cavit, 2008). Calismada kullanilan izolatlarin

katalaz testleri lam tizerinde birka¢ damla dokiilmiis olan hidrojen peroksid yardimiyla
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koloni eklenerek gerceklestirilmistir. Katalaz varligindan O2 a¢i1g1 ¢ikmasindan dolay1
olusan kopiik katalaz pozitif olarak gozlenmistir. Katalaz testinin ayni metot ile
uygulamasinin gergeklestirildigi ve Y. ruckeri tizerinde ayni sonuglarin alindigi bazi
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Korun ve ark., 2019). Izolatlarmn hareket
yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla bir damla PBS damlatilan lamin tizerine siiriilen Y.
ruckeri izolati mikroskop altinda incelenmis ve bakterilerin Glayding hareketi
gosterdikleri gorilmiistiir. Benzer sekilde bazi arastirmacilar ayni etken iizerinde
yapmis olduklar1 ¢caligmalarda benzer sonuglari elde ettiklerini bildirmislerdir (Balta ve
Balta, 2016; Koyun ve Seker, 2017).

Bu calismada biyokimyasal testleri yoOniinden izolatlarin degerlendirilmesi
amaciyla GnA+B (Microgen) kitleri kullanilmistir. Stspansiyon halindeki Y. ruckeri
izolatlar1 kit icerisindeki kuyucuklara inokiile edilmesinin ardindan 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmigler ve ardindan mikrogen firmasinin okuma tablosuna gore sonuclar
pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir. Sonuclar Microgen web sitesi programi ile
eslestirilerek biyokimyasal identifikasyonu yoniinden % 99,85 Y. ruckeri oldugu
sonucuna varilmistir. Bakterilerin biyokimyasal 6zellik ve farkliliklart mikrobiyolojik
caligmalarda biiyiilk éneme sahiptir. Oyle ki, bakterilerin tiir i¢i farkliliklar1 aym
bakterilerin biyokimyasal tepkimeleride farkli sonuclar vermesine sebep olmaktadir
(Onalan, 2019). Biyokimyasal testlerin uygulamasinda bir¢ok arastirmaci farkl kit ve
metotlar kullanarak sonuglar elde etmislerdir. Baz1 arastimacilar biyokimyasal testlerin
API Kkitleri ile gergeklestirdiklerini (Santos ve ark., 1993; Onalan ve Arabaci, 2016),
bazi arastirmacilar otomatize sistemlerden BD Phoenix ID (Salomon ve ark., 2005;
Muraleedharan ve ark., 2019) ile baz1 arastiracilar ise VITEK (Arias ve ark., 2007,
Crowley ve ark., 2012) otomatize sistemi ile Y. ruckeri izolatlarmin biyokimyasal
ozelliklerini arastirdiklarini bildirmislerdir. Giiniimiizde bakteri identifikasyonunda yeni
yayginlasan bir yontem olan ve hassasiyeti ¢ok yiiksek olan MALDI_TOF_MS ile Y.
ruckeri’nin identifikasyonun gergeklestirildigi de bazi arastirmacilar tarafindan
bildirilmistir (Popovi¢ ve ark., 2017). Farkli metotlarla biyokimyasal testlerin
gerceklestirildigi birgok aragtirma bulundugu gibi bu calismada kullanilan ve manuel

sisteme gergeklestirilen GnA+B (Microgen) Kkitlerinin kullanilarak Y. ruckeri
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biyokimyasal 6zellik ve farkliliklarinin belirlendigi bir¢ok calisma da arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Lutwyche ve ark., 1995; Giilaydin ve ark., 2018).

Morfolojik ve biyokimyasal testler ile bakterilerin 6zellik ve identifikasyonlari
gergeklestirilebilse de giiniimiizde hassasiyeti ve dogruluk orani en yiiksek metot olarak
taminlamalardir. DNA ve RNA etkilesimleri ve dizileri lizerinden gergeklestirilen bu
calismalar tanimlama farkliliklarin ortaya konulmasinda mikrobiyolojik ¢alismalarda
siklikla kullanilmaktadir. Bu ¢alismada bakteri izolatlarin molekiler olarak
tamimlanmasi1 amaciyla Real-Time PCR analizi gerceklestirilmistir. Bu amagla,
bakterilerde identifikasyon icin siklikla kullanilan 16S rRNA genine spesifik universal
primerler (27F-1492R) kullanilmistir. PCR amplikonlar1 ise dizileme sonrasi gen
bankasindan teyid edilmistir. Bakterilerin identifikasyonunda 16S rRNA geninin
kullanildig1 bazi arastirmacilar tarafindan bildirilmekle birlikte (Balta ve ark., 2010;
Cagatay ve Glimiis, 2018), bazi aragtirmacilar ise molekiiler idendifikasyonun testipi
amaciyla PCR yoOnteminde ompTS, gyrA ,Yer, n-DNA ve p57 geni kullanmistir
(Bastardo ve ark., 2011).

Calismada kullanilan fitoplanttonlarin antibiyotik disklerle birlikte kullanilarak
antibiyogram testi ile kiyaslamaalri gergeklestirilmisti. ENR ve OX antibiyotikleri
antibiyogram testinde MHA besiyerinde 24 mm zone ¢apina sahip oldugu goriilmiistiir.
Antibiyotik Zone Diameter Table’da bu deger direncli olarak gézlenirken, M. oleifera 11
mm ve S. domestica ise 11 mm olarak hesaplanmistir. Bu degerler ile M. oleifera ve S.
domestica’nin (11, 9, 8 mm) ENR ve OX‘e gore duyarli olduklart goriilmiisiir. Bu sonuglar
dogrultusunda kullanilan antibiyotiklerin Y. ruckeri iizerinde direngli olduklar
gorlilmiistiir. M. oleifera ve S. domestica ekstraktlarinin ise Antibiyotiklere gore duyarli
olduklar1 ancak sivi sollisyon ve konsantrasyon oranlarinin 10 kat sulandirilmasi goz
ontinde bulunduruldugunda Antibiyotik toz formlari ile ayn1 sekilde hazirlanacak olan bitki
ekstraktlarinin ayn1 oranda etki edebilecegi gorilmiistiir.

S1v1 besiyerinde bakteriyel gelisimlerin degerlendirildigi spektrofotometrik dlgmler
sonucunda elde edilen grafik dogrultusunda, ilk 2 saatlik 6lcumlerde TSB besiyerinde
kontrol grubu bakteri gelisimi 600 nm’de en yiiksek oldugu goriilirken OX ve ENR
antibiyotiklerinin seviyesinin baslangicta kontrol grubuna gore etkisinin baslamadigi

gorlilmistiir. Sorbus ve Moringa eklenmis gruplarda ise kontrol grubuna gore bakteri
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gelisiminin daha yavas oldugu gozlenmistir. Bakteri gelisiminin TSB+Yr grubunda en
yiiksek diizeyde oldugu 14 ve 16. saatlerde OX ve ENR antibiyotiklerinin eklendigi
gruplarda bu diizeyin 18 ve 20. Saatlerde en yliksek diizeyde oldugu gozlenmistir. Y.
ruckeri ile gergeklestirilen onceki galismalarda antibiyogram testinde OX ve ENR’nin
bakteriye karsi direncli olduklart bildirilmistir (Akhlaghi ve Sharifi, 2008; Bastardo ve
ark., 2011). Balik patojenlerine karsi kimyasal koruyuculara ve antibiyotiklere alternatif
olabilme potansiyelleri nedeniyle bitki ugucu yaglarinin antibakteriyel etkileri ile ilgili
glinlimiize kadar pek ¢ok arastirma yapilmistir (Metin ve ark., 2017). Son yillarda artan
ozellikle bakteriyel hastalik etkenlerine kars1 sentetik yapida olan ilag ve terapotik etkili
maddelerin yetersiz kalmasi1 farkli tedavi yontemlerinin kullanilmasi ydniinde
calismalara sebebiyet vermistir (Toroglu ve Cenet, 2006; Celik ve Celik 2007). Onceki
yapilmis ¢alismalarda sulfonamidler ve OX’lerin Y. ruckeri tzerine direngli olduklari
bildirilmistir (Post, 1987). M. oleifera ve S. domestica ekstraktlarinin sivi besiyerinde
(Spektrofotometrik  test) bakteriye karst etkilerinin  katt  besiyerinde etkilerine
(Antibiyogram testi) gore daha fazla oldugu goriilmiistiir. Kendi iglerinde ise Moringa
ekstraktinin Sorbus ekstratina gore daha etkili oldugu anlagilmigtir. Antibiyogram testinde
duyarli durumda olan fitokimyasallarin sivi besiyerinde o6zellikle Moringanin %50
oraninda bakterinin gelisimini etkiledegi gozlenmistir.

Sonug olarak, izolatlarin gram negatif, katalaz pozitif, oksidaz negatif, hareketli
ve tipik Y. ruckeri kolonileri olusturduklar1 gézlenmistir. Microgen ID paneli ile
gerceklestirilen biyokimyasal testler sonrasinda %99,85 oraninda benzerlik oldugu
belirlenmistir. Izolatlarin sekans analizi sonrasinda 16S rRNA gen bdlgesi ile %100
ortiistiigli ve filogenetik analizde izolatlarin %99 benzer olduklar1 gorilmiistir.
Antibiyogram testi sonrasinda ENR ve OX antibiyotiklerinin Y. ruckeri tizerine direncli
olduklar1 ancak kat1i besiyerinde fitokimyasallarin etkilerinin daha az oldugu
gozlenmistir. Spektrofotometrik olarak TSB besiyerinde bakteri gelisimine karsi
etkilerin degerlendirilmesi amaciyal gergeklestirilen Ol¢limler neticesinde ise
fitokimyasallarin %40-50 oraninda bakterinin gelisimini inhibe ettigi gozlenmistir.
Antibiyotik direncinin éneminin her gegen giin artmakta oldugu giiniimiizde antibiyoik
kullanimina alternatif ve ekonomik yonden daha uygun olan bitkilerin tedavide olumlu

sonuclar verecegi kanaatindeyiz.
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