T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

~ 71982 =&
/MLER] ENSS

ASTAKSANTININ Aeromonas hydrophila UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Halil ibrahim KUCUKER
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

HAZIRAN 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI

~ 1982 &
/MLER] ENSS

ASTAKSANTININ Aeromonas hydrophila UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Halil ibrahim KUCUKER
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

HAZIRAN 2018

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ASTAKSANTININ Aeromonas hydrophila UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKISININ ARASTIRILMASI

Halil ibrahim KUCUKER

SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

HAZIRAN 2018



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

ASTAKSANTININ Aeromonas hydrophila UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKISININ ARASTIRILMASI

Halil ibrahim KUCUKER

SU URUNLERI MUHENDISLIGI
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Bu tez 28/06/2018 tarihinde jiiri tarafindan Oybirligi ile kabul edilmistir.

Prof. Dr. Jale KORUN (Danigsman)
Prof. Dr. Mehmet GOKOGLU
Dr. Ogr. Uyesi Metin YAZICI



OZET

ASTAKSANTININ Aeromonas hydrophila UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Halil ibrahim KUCUKER

Yiiksek LisansTezi, Su Uriinleri Miihendisligi Anabilim Dah
Damsman: Prof. Dr. Jale KORUN
Haziran 2018; 60 sayfa

Bu ¢alismanin amaci astaksantinin Aeromonas hydrophila iizerine antibakteriyel
etkisinin arastirilmasidir. A. hydrophila 6nemli bir balik patojenidir. Etken kiiltiir
kosullarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olur. Caligmada hasta baliklar 2017 de
Antalya ilindeki ticari bir alabalik igletmesinden temin edilmistir. Agirligt 56-225 g,
boyu 16.5-24 cm olmak flizere alti balik 6rnegi ile calisilmistir. Calismada ticari
astaksantin kullanilmistir. Calismada izole edilen suslarin antimikrobiyal duyarliliklar
standart disk diflizyon teknigi ile tespit edilmistir. Calismada ampisilin, eritromisin,
flumekuin, kanamisin, nalidiksik asit, oksalinik asit, kloramfenikol, trimetoprim,
streptomisin, tetrasiklin ve sililfametaksazol kullanilmistir. Astaksantinin antibakteriyel
aktivitesinin tespiti i¢in etanol, metanol, su, 2-propanol ve kloroform ile farkli
soliisyonlar1 hazirlanmigtir. Hasta baliklarda durgunluk, su ylizeyine yakin yiizme,
istahsizlik ve yem aliminda azalma seklinde davranigsal bulgular tespit edilmistir. D1g
bakida baliklarda deri renginde koyulagsma, ekzoftalmi, karin kisminda sigkinlik, solgun
solungaclar, deride lezyonlar ile pul kaybi gdzlenmistir. I¢ bakida baliklarda agiz
icerisinde kanamalar, kas dokusunda kanama, karacigerde solgunluk, bobreklerde erime
tespit edilmistir. Calismada 6 A. hydrophila susu izole ve identifiye edilmistir.
Antibiyotik duyarlilik test sonuclarina goére, A. hydrophila suslarinin oksitetrasikline
direncli oldugu bulunmustur. Astaksantinin kloroform ¢ézeltisi etkili bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Aeromonas hydrophila, Astaksantin, Antimikrobiyal
duyarlilik, Gokkusag alabaligi, Antalya.
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ABSTRACT

INVESTIGATION FOR ANTIBACTERIAL EFFECT OF ASTAXANTHIN ON
Aeromonas hydrophila

Halil ibrahim KUCUKER
MSc Thesis, Department of Aquaculture and Fisheries Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Jale KORUN
June 2018; 60 pages

The aim of this study is to research antibacterial effect of astaxanthin on
Aeromonas hydrophila. A. hydrophila is an important fish pathogen. The agent causes
serious economical losses under culture conditions. In the study, sick fish were taken
from a commercial fish farm in Antalya in 2017. Six fish samples, weighing 56-225 g
and 16.5-24 cm in height were studied. Commercial astaxanthin was used in the study.
Antimicrobial susceptibility of the isolated strains in the study were determined by
using standard disc diffusion technique. Ampicillin, erythromycin, flumequin, nalidixic
acid, oxalinic acid, chloramphenicol, trimethoprim, streptomycine, tetracycline and
sulfamethoxazole. To determine antibacterial effect of astaxanthin, different astaxanthin
solutions were prepared by using ethanol, methanol, water, chloroform and 2-propanole.
Behaviour findings such as lethargy, swim to water surface and anorexia were
determined. Externally, darkening of the body colour, abdominal dropsy, exophthalmia,
pale gills, lesions on the body surface and loss of scale. Internally, hemorrhagies within
mouth, hemorrhagies on the muscle tissue, pale liver, enlarged spleen and lysis of the
kidney were determined. In the study, six A. hydrophila strains were isolated and
identified. According to the results of the antibiotic sensivity test, it was determined that
A. hydrophila strains were resistance to oxytetracycline. It was found that the
chloroform solution of astaxanthin was effective.

KEYWORDS: Aeromonas hydrophila, Astaxanthin, Antimicrobial sensivity, Rainbow
trout, Antalya.
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ONSOZ

Su iirlinler1 yetistiriciliginde baslica hedefler arasinda baliklar1 saglikli
kosullarda tutarak yumurtadan pazar boyuna ulagtirmaktir. Ancak baliklarin yogun
olarak tutuldugu kiiltiir kosullarinda hastaliklardan 6zellikle bakteriyel hastaliklardan
kacinmak miimkiin olmamaktadir. Tatli su baliklarinin yetistiriciliginde Aeromonas
hydrophila kaynakli Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS) siklikla goriilen
bakteriyel enfeksiyonlar arasinda yer almaktadir. Hastaligin tedavisinde yogun
antimikrobiyallerin kullanimi sonucu A. hydrophila suslarinda siklikla antibiyotik
direnci goriilebilmekte bu durum enfeksiyonlarin tedavisini giiclestirebilmektedir. Bu
nedenle antimikrobiyallere karsi alternatifler gelistirilmeye c¢alisilmis ve hiz
kazanmistir. Astaksantin dogal bir antioksidandir. Bu c¢alismada gokkusagi
alabaliklarinda enfeksiyona yol acarak balik kayiplarina yol acan A. hydrophila suslari
iizerine astaksantinin antimikrobiyal etkisinin olup olmadiginin aragtirilmasi
amaglanmistir. Astaksantininin kloroform ¢oziicii ile hazirlanan soliisyonunun etkili
oldugu bulunarak bu konunun daha ileriki arastirmalar i¢in temel olacagi inancindayiz.
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1. GIRIS

Avcilik ve su triinleri yetistiriciligi tiim diinyada gerek gida amaglh gerekse
gecim yoniinden olduk¢a onemli kaynaklardir. Su firiinleri yetistiriciliginde baglica
hedef balik, kabuklu, yumusake¢a ve eklem bacaklilar gibi hayvansal, algler gibi bitkisel
su canlilarin kontrollii ve yar1 kontrollii kosullar altinda yetistiriciliginin yapilmasidir.
Yetistiricilik ¢calismalarinda bu hedefin yami sira dogal stoklarin takviye edilmesi igin
ayrica siis baligr tiiretimi, sportif ve bilimsel amagli iiretimlerde yer almaktadir
(Celikkale vd. 1999). Diinya genelinde yetistiriciligi yapilan tatli su balik tiirleri
icerisinde gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss, W.) da yer alir. Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligine ilk kez 1879 da Amerika Birlesik Devletleri’nde baslaniimis
daha sonralar1 gida, dogal stoklar1 destekleme ve sportif balik¢ilik gibi nedenler ile
diger tlkelerde de kiiltiirine baslanilmistir (Korun 2015). Giiniimiizde gokkusagi
alabaliginin kiiltiirii 100°den fazla iilkede kiiltiiriiniin yapildig1 ve tiir iizerine bir¢ok
islah calismast mevcut olup hali hazirda 15 den fazla ticari varyetesi oldugu
bildirilmistir (Salihoglu vd. 2013).

Tiirkiye de alabalik yetistiriciligi {lizerine yapilan ilk calisma 1953 yilinda
Hidrobiyoloji Enstitiisii’nce Abant ve Sapanca gollerinde dogal alabalik, Salmo trutta
tiretimi iledir (Salihoglu vd. 2013). Gokkusag alabaliginin yetistiricilik faaliyetleri ise
1970’lerde yapilmis, 1980’11 yillarda ise yetistiriciligi hiz kazanmistir. Gokkusagi
alabaligina olan pazar talebinden dolay1 yillik iiretimi yildan yila artis gostermistir
(Korun 2015). Ulkemiz de yetistiriclik faaliyetlerine goz atildiginda ekonomik olarak
ilk balik yetistiriciligi 1970’li yillarda gokkusagi alabaligi (O. mykiss) ve sazan
(Cyprinus carpio) yetistiriciligi ile baglamigtir. 1985°li yillarda yaldizbash ¢ipura
(Sparus aurata) ve Avrupa deniz levregi (Dicentrarchus labrax), 1990’11 yillarda
Karadeniz de alabalik yetistiriciligi ve 2000’li yillarin basinda Ege ve Akdeniz de
orkinos yetistiriciliginin (semirtme) baslamasi ile biiylik bir ivme kazanmistir. Son
yillarda kalkan, lahoz, karagdz, sinagrit, fangri ve sivri burun gibi alternatif tiirlerin
yetistiricilik ¢aligsmalari yapilmaya baslanmistir (Aydin 2016; Giiney ve Aydin 2016).

Su iirlinleri yetistiricilik sistemlerinde baslica hedefler arasinda baliklar1 saglikli
kosullarda tutmak gelir. Bu durum baliklarin hizli bir sekilde biiylimesine yardimci
oldugu gibi, baliklarin yumurtadan pazar boyuna ulagana kadar yiiksek oranlarda
saglikli kalmalarina da yardimci olur. Okyanuslarda ve denizlerde su siitlinunun olduk¢a
sabit olmasina karsin, baliklarin yetistiricilik amagl olarak tutulduklar1 havuzlarda,
kulugkahane birimlerinde ve akvaryum kosullarinda ise su kosullar1 daha degiskendir
(Korun 2015). Baliklar sucul ve poikilotermik canlilar olduklarindan, kiiltiir
kosullarindaki sartlar baligin saglik durumunu siirdiirmede olumsuz hale gelirse,
baliklar strese girerek hasta olabilirler (Korun 2015). Balik hastaliklar1 yetistiricilik
sistemlerinde karsilasilan en 6nemli sorunlar arasinda olup, balik hastaliklar1 tek bir
durumun sonucu olarak meydana gelmez, hastalik ¢evre, balik karsilikli etkilesimlerin
bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir (Jeeva vd. 2013).

Gokkusagr alabaligr yetistiriciliginin yayginlagsmasina bagli olarak ¢esitli
bakteriyel, viral, fungal ve paraziter enfeksiyonlarin goriilme siklig1 da artis gostermistir
(Nya ve Austin 2009; Ogiit ve Akyol 2005). Bu enfeksiyonlar arasinda bakteriyel
enfeksiyonlar Onemlidir. Bu gruptaki bakteriyel enfeksiyonlara Flavobacterium
psychrophilum, Yersinia ruckeri, hareketli ve hareketsiz Aeromonas tiirleri’nin dahil
oldugu Gram-negatif bakteriyel patojenler ile Gram-pozitif bakteri tiirleri Enterococcus
spp. ve Lactococcus garvieae gibi hastalik etkenleri de dahildir. Ekonomik

1
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onemlerinden dolayi, bu hastaliklar iilkemizde yogun bir sekilde arastirilmis ve farkli
arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Korun 2015).

Gokkusagr alabaligi yetistiriciligini etkileyen onemli bakteriyel enfeksiyonlar
arasinda Aeromonas hydrophila enfeksiyonu da bulunur. A. hydrophila genis bir konak
dagilimi gosteren firsat¢i bir bakteri tiirii olup, tiirlin konak seg¢iciligi yoktur. Baliklar
strese girdiginde, bakteri baliklarda hastaliklara yol acar (Bhuvaneswari ve
Balasundaram 2006; Doukas vd. 1998). A. hydrophila Aeromonadaceae familyasinda
yer alan Aeromonas cinsinin bir iiyesidir (Zepeda-Velazquez vd. 2015). Aeromonas
cinsi toprak ve sucul g¢evrelerden gelen psikrofilik ve mezofilik bakteri tiirlerinden
olusur ve birgok sicak ve soguk kanli hayvan tiirlerinde farkli hastaliklara neden olur
(Igbinosa vd. 2012).

Aeromonas cinsi ilk basta Vibrionaceae familyasina yerlestirilmis olmasina
karsin, basarili filogenetik analizler ile bu cinsin Vibrio tiirleri ile yakindan alakali
olmadigin1 ortaya koymus ve cins Aeromonadaceae familyasina dahil edilmistir
(Igbinosa vd. 2012). Giliniimiizde Aeromonadaceac familyast Oceanimonas,
Aeromonas, Tolumonas ve Oceanisphaera cinslerini kapsamaktadir (Igbinosa vd.
2012).

Aeromonadlar ile Enterobacteriaceae familyasi iiyeleri bircok biyokimyasal
ozellikler yoniinden benzer olmakla birlikte, sitokrom oksidaz testi ile tiirler birbirinden
ayirt edilir. Aeromonadlar sitokrom oksidaz pozitiftirler (Ighinosa vd. 2012).

Aeromonas tiirleri glikozu fermente eden, fakiiltatif anaerobik, spor
olusturmayan, sitokrom oksidaz pozitif ve Gram-negatif ¢omak sekilli bakteri tiirleridir
(Akyar ve Can 2013; Igbinosa vd. 2012). Genellikle Aeromonas cinsinin iyeleri
Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae ve Aeromonas sobria olmak iizere
biyokimyasal yonden farkli {i¢ gruba ayrilir ve bunlar bir dizi genom tiiriinii igerir. Hali
hazirda, Aeromonas cinsi 17 DNA hibritlesme grubunu veya genom tiirlerini ve 14 feno
tirtinii kapsar (Igbinosa vd. 2012).

Aeromonas tiirleri insanlarda ve hayvanlardaki g¢esitli hastaliklarin etkeni olarak
bilinir. Bazi ¢aligmalar bazi hareketli Aeromonas tiirlerinin gida ve su yolu ile bulagan
patojenler olarak dnemlerinin arttigini bildirmistir (Igbinosa vd. 2012).

Aeromonadlar 1970’11 yillarin sonlaria kadar fizyolojik 6zelliklerine ve konak
dagilimlarina dayandirilarak baglica iki gruba ayrilmistir. Hareketli aeromonadlar 35-37
°C’lik optimum sicaklikta gelisir ve insan enfeksiyonlarina neden oldugu tahmin edilen
tiirlerin Aeromonas hydrophila oldugu kabul edilmistir. 22-28 °C de gelisme gosteren
ve baliklarda enfeksiyonlara neden olan hareketsiz aeromonad tiiri Aeromonas
salmonicida olarak bilinir. Hareketli ve hareketsiz aeromonadlar: ayirt edici fenotipik
belirleyicilere optimum gelisme sicakligi, hareketlilik, indol {iretimi ve tirozin agar da
melanin-benzeri pigmentin varligi dahildir (Igbinosa vd. 2012).

Aeromonas cinsi 0.3-1.0 x 1.0-3.5 um boyutlarinda diiz, kokobasilden basile
kadar degisen Gram-negatif bakterileri igerir. Pek cok bakteri tiirii tek polar kamgiya
sahiptir. Bununla birlikte, baz tiirleri kat1 vasatlarda peritris veya lateral (yan) kamgilari
da olusturabilir. Aeromonas tiirleri fakiiltatif anaerobik, katalaz ve sitokrom oksidaz
pozitif ve kemoorganotrofiktir. Tirler arilamidazlar, esterazlar, amilaz, elastaz,
deoksiriiboniikleaz, kitinaz, peptidazlar ve lipaz gibi g¢esitli hiicredisi hidrolitik
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enzimleri iretir ve 22 °C ve 35 °C arasindaki sicaklikta optimal gelisme gosterir ancak
bazi tiirlerde 0-45 °C de gelisme goriilebilir. A. salmonicida suslar1 gibi bazi tiirleri 35
°C de gelisemez. Tiim Aeromonas tiirleri 4.5 dan 9’a kadar pH oranlarina dayaniklidir
ancak optimum pH 5.5 ila 9 arasinda olup optimum sodyum klorit konsantrasyon orani
%0 ila %4 ‘tiir (Igbinosa vd. 2012).

Aeromonas tiirleri diinya genelinde tatli su, hali¢ ve deniz ¢evreleri olmak {izere
sucul ortamlarda yaygin bir sekilde bulunur (Akyar ve Can 2013; Igbinosa vd. 2012).

Aeromonadlar bakteriyel ekosistemlerin var oldugu her yerde her ¢evreden izole
edilebilir. Bu gevrelere sucul habitatlar, baliklar, gidalar, evcil hayvanlar, omurgasiz
tiirleri, kuslar, bocekler ve dogal topraklar dahildir (Janda ve Abbott 2010). ilk
caligmalar, ti¢c Aeromonas tiirii (A. hydrophila, A. cavieae ve A. veronii bv. sobria)’niin
insan enfeksiyonlarinin ¢ogunlugundan (%85 ve daha fazlasi) sorumlu oldugu
bildirilerek, klinik izolasyonlar bu cins tiirlerine atfedilmistir. Aeromonas salmonicida
ise baliklarda ve suda baskin bakteri tiiriidiir (Janda ve Abbott 2010).

Aeromonas bakterilerinin sayilar1 lentik sistemlere gore lotik sistemlerde daha
yiiksektir. Ayrica, bu bakteri tiirleri 25 °C’den 35 °C’ye kadar sicaklik aralifinda
bulunabilirler. A. hydrophila genis bir sicaklik, iletkenlik, pH ve bulaniklik dagiliminda
gelisebildigi bildirilmistir (Janda ve Abbott 2010).

Aeromonas spp. vibriolardan NaCl ilavesi olmadan nutrient buyyonda
gelisebilmesi, TCBS (thiosulfate citarte bile salts sucrose) agar da gelisememe ve O/129
(2,4-diamino-6,7-diisopopylpteridine) vibriostatik ajana karsi direngli olmalari ile ayirt
edilir (Janda ve Abbott 2010). Diger 6nemli ayirt edici dzelliklere %6.5 sodyum klorit
varliginda gelisememe, jelatini sivilastirma yetenegi, i-inositolii fermente edememe
dahildir. Cogu Aeromonas tiirii d-mannitol ile sukrozu fermente edebilmektedir
(Igbinosa vd. 2012).

Aeromonadlar izolasyon vasatlarinda gelisir ve ¢evresel, gida ve klinik
orneklerden Aeromonas tiirlerinin izolasyonu i¢in bir dizi segici ve ayirt edici izolasyon
vasatlar1 gelistirilmistir. Nisasta ampisilin agar (SAA) ve ampisilin igeren tryptose
buyyonu (TSB-30, ampisilin 30 mg/l) ve Aeromonas vasat1 da 6nerilmektedir. Ayrica,
cesitli drneklerden Aeromonas tiirlerinin tespiti i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
yontemleri de gelistirilmistir (Igbinosa vd. 2012).

Gilinlimiizde Aeromonas cinsinin su ve sucul ¢evreler ile sinonim halde oldugu
distintiliir. Cins tyeleri nehirlerden, godllerden, icme suyundan, deniz suyundan
(haligler), zemin sularindan, atik sulardan ve lagim sularindan izole edilmistir (Janda ve
Abbott 2010).

Bir dizi aeromonad insanlarin i¢in patojenik oldugu bildirilmistir ve ¢ogu insan
klinik izolatt HG-1, Hg-4, HG-8, HG-9, HG-10, HG-12 veya HG-14 hibritlesme
gruplarina aittir (Igbinosa vd. 2012). Aeromonas bakterileri ayrica immun sistemi
baskilanmis insanlarda da enfeksiyonlara neden oldugu ve aeromonadlari igeren
hastalarin genel olarak islem gérmemis zemin sularina maruz kalmalar1 veya ozellikle
cig istiridye gibi deniz iriinlerini tiiketmeleri sonucunda ishal olduklari bildirilmistir
(Akyar ve Can, 2013). Tiirkiye de insanlarda Aeromonas spp. enfeksiyonlarinin
goriilme siklig1 %0.37-3.5 olarak bildirilmisken, diinya genelinde ise bu oranin %0.2-
12.2 oldugu bildirilmistir (Akyar ve Can 2013).
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Aeromonas tiirii bir dizi hiicre dis1 enzim iiretir ve bu enzimlerin bir kisminin
patogenez ile alakali oldugu diisiiniiliir. Aeromonadlarin viriilensi birka¢ faktore
baglidir ancak son yillardaki yogun arastirmalara karsin henliz tam olarak
anlasilamamistir. Bakteri kamg¢i1 (flagellum), pili ve adhesinlerin iiretimi ile konak
hiicrelerine tutunur ve hiicre icerisine girer. Konak dokuda ¢ogalma sideroforlarin ve dis
zar proteinlerinin iretimi ile gergeklesir. Kapsiil, s-tabakasi, lipopolisakkaritler ve
porinler konak savunma mekanizmalarina karst bakterinin direncini  arttirir.
Enterotoksinler, proteazlar, fosfolipazlar ve hemolizinler hiicre 6liimiine neden olacak
sekilde konak hiicrelerine zarar verebilir (Igbinosa vd. 2012). Bazi aeromonadlar
viriilensi arttiran bir dizi hiicre yiizey ve salgi proteazlarini iiretir. Klorlu ve klorsuz
sudan izole edilen A. hydrophila’nin 6nemli bir kisminin enterotoksijenik veya
sitotoksik aktiviteden sorumlu genleri i¢erdigi bildirilmistir (Igbinosa vd. 2012).

Balik hastaliklarinda hastalik etkeni olarak aeromonadlarin rolii son g¢eyrek
asirdir bilinmekte olup baliklarda hastaliga neden olan baslica iki grup kabul edilir.
Aeromonas salmonicida diinya genelinde genis bir cografik dagilima sahiptir. Bakteri,
ozellikle salmonidler olmak iizere ¢ok sayida diger balik tiirlerini de enfekte eden
onemli bir balik patojeni olup, salmonidlerde balik furunkulozisine neden olur (Janda ve
Abbott 2010; Gudmundsdéttir vd. 2003). Epizootikler hem kiiltiirii yapilan hem dedogal
balik stoklarinda goriilir. A. salmonicida dort alttiire ayrilmistir. Bu tirler; A.
salmonicida ssp. salmonicida, A. salmonicida ssp. achromogenes, A. salmonicida ssp.
masoucida ve A. salmonicida ssp. smithia’dir (Gudmundsdottir vd. 2003). Son olarak,
A. salmonicida ssp. pectinolytica tanimlanmasina karsin, balik patojeni olarak
bildirilmemistir (Gudmundsdottir vd. 2003). A. salmonicida’nin neden oldugu hastalik
akut formundan kronik forma uzanabilir. Akut formu septisemi ile karakterize edilir.
Hastaligin bu formunda etkilenen baliklarda yiizgeclerin taban kisimlarinda kanamalar,
istahsizlik ve deri renginde koyulagma gozlenir. Daha biiyiik baliklarda ise hastaligin
kronik formu goriiliir. Kronik formda baliklarda durgunluk, hafif ekzoftalmi, kas ve i¢
organlarda kanamalar mevcuttur (Janda ve Abbott, 2010). Ayrica, hastaliktan etkilenen
baliklarda deri iilserleri ve septisemide gelisebilir (Zepeda-Velazquez vd. 2015).

A. hydrophila ve A. veronii gibi mezofilik tiirler yaymn baligi, morina, sazan ve
kaya baliginda iilseratif enfeksiyonlara, sazan, tilapya ve salmonda hareketli Aeromonas
septisemisi (hemorajik septisemisi) dahil baliklarda benzer hastalik durumuna neden
olurlar. Mezofilik Aeromonas tiirleri, 6zellikle A. hydrophila tiim diinyada baslica balik
oOliimleri ile alakali olup, bu balik dliimleri ciddi ekonomik kayiplar ile sonuglanmigtir
(Janda ve Abbott 2010).

Aeromonad septisemisi baliklarda dermal iilserasyon, yiizge¢lerde kanama,
ylizgeg clirlimesi, bogaz bolgesinde kizariklik, i¢ organlarda kanama ve nekroz ile
karakterize bulasici bir hastaliktir (Kumar vd. 2016). Hastaligin akut formunda hastaliga
dair herhangi bir bulgu gozlenmezken, kronik formda ise iilserasyon, yangi ve dermal
lezyonlar ile birlikte hemorajik septisemi benzeri bulgular gozlenir. Karaciger ve bobrek
dokular1 bakteriyel birikim ve sepsis i¢in baslica hedef organlardir (Kumar vd. 2016).
Diger tiirlerde goriilen Aeromonad septisemisinin ciddiyeti ve bulgulariin bilinmesine
karsin, baliklarda konak-patojen etkilesimleri, bakterinin gelisebilmesi i¢in uygun
sicaklik ihtiyaci, patogenezisin gidisati ve patogenesize bagisiklik balik tiirlerine gore
degisiklik gostermektedir (Kumar vd. 2016). A. hydrophila’nin primer patojen olarak
hareketli aeromonad septisemiye, sekonder patojen olarak siddetli epizootik {ilseratif
sendroma neden oldugu bildirilmistir (Bhuvaneswari ve Balasundaram 2006).
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Ulkemizde A. hydrophila enfeksiyonu ilk olarak Eskisehir de gokkusag
alabaliginda tespit edilmistir. Bakteri tiirii daha sonralar levrek, c¢ipura, yilan baligi,
sazan, mersin, uskumru ile tilkemizin farkli bolgelerindeki bazi siis balig tiirlerinden de
bildirilmistir (Oztiirk ve Altinok 2014).

Baliklart stresli kosullara maruz kaldiklar1 yogun balik isletmelerinde bakteriyel
hastaliklar cogu kez olugsmakta ve ciddi ekonomik kayiplar ile sonuglanmaktadir. Bu
gibi durumlarda, antibakteriyel ilaglar genellikle baliklarin bakteriyel enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, patojenik bakteri tiirleri uzun siireler
icin bu antibakteriyel ilaglara maruz kalma durumlarinda bakterilerde ¢ogu kez ilaca
kars1 direng gelismekte ve bu durum enfeksiyonlarin tedavi edilmelerini
gliclestirmektedir (Kurtoglu 2010).

A. hydrophila kaynakli enfeksiyonlarin kontrolii ya asilama gibi koruyucu
onlemler ile veya antibiyotik tedavisi ile yaygin bir sekilde yapilmaktadir. Ancak,
bakterilere karsi siklikla antibiyotiklerin kullanimi sonucu bakteri tiirlerinde direng
gelisimi gézlenmektedir (Jeeva vd. 2013).

Yaygin bir sekilde yem takviyeleri olarak kullanilan gesitli ilaglara yonelik tath
su baliklarindan izole edilen A. hydrophila suslarinda ¢oklu antibiyotik direnci (MAR)
bildirilmistir (Belém-Costa ve Cyrino 2006). Aeromonas enfeksiyonlarinin tedavisinde
antibiyotik kullanimi ile ilgili baslica sorun bu bakteriler tarafindan antibiyotige karsi
diren¢ gelistirme olup, bu diren¢ gelisimi genel olarak plazmitlerin bulunmasi ile
alakalidir (Belém-Costa ve Cyrino 2006). Diinya genelinde de bazi A. hydrophila suslari
icin MAR bildirilmistir. Ancak, kiiltiirii yapilan baliklarin bakteriyel ekolojisi ilizerine ve
cevreye olan kemoterapotiklerin kumulatif etkisine ise ¢ok az ilgi gdsterilmistir (Belém-
Costa ve Cyrino 2006).

Aynali sazan (C. carpio)’in deri, i¢ organlar ile bagirsak kanalindan antibiyotige
direngli A. hydrophila susu izole ve identifiye edilmistir. Izolatlarin 50 mg/l ampisilin,
30 mg/l kanamisin ve 20 mg/1 klortetrasiklin’e direngli olduklar1 bulunmustur. Balik ve
karidesler ile yapilan calismalarda da benzer sonuglar elde edildigi bildirilmistir
(Bhuvaneswari ve Balasundaram 2006).

Stratev vd. (2013) gokkusagi alabaliklarindan izole ettikleri A. hydrophila
suslarinin  seftazidim, siprofloksasin ve levoflaksasin’e  hassas, amikasin,
amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin/sulbaktam, sefazolin, klindamisin, eritromisin,
meropenem, imipenem ve vankomiisn’e ise direngli olduklarim1 = bildirmistir.
Aragtiricilar izolatlarin direng yiizdelerinin diger test edilen kemoterapétik ilaglara gore
degisken oldugunu bildirmistir.

Sarder vd. (2016) tatli su baliklar1 ile yapmis olduklari ¢alismada A. hydrophila
suslarinin amikasin ve gentamisin’e hassas, yaygin olarak kullanilan amoksisilin’e ise
direngli oldugunu bildirmistir.

Ozer vd. (2009) gokkusag alabalig isletmelerinden izole ettikleri A. hydrophila
suslarinin gentamisin’e, siifametaksozol’e, trimetoprim’e, enrofloksasin, oksitetrasiklin,
neomisin, streptomisin ve eritromisin’e hassas, novobiocin’e ise direngli oldugunu
bildirmistir.



GIRIS H.I. KUCUKER

Jeeva vd. (2013) calismalarinda hemorajik deri lezyonlu C. auratus’dan A.
hydrophila suslarin1 izole ve identifiye etmistir. izolatlarin hepsinin neomisin ve
streptomisin’e hassas, ampisilin ve basitrasine direncli, eritromisin ve kanamisine ise
orta derecede duyarli olduklar1 bildirilmistir. Enfeksiyonun tedavisi i¢in 3 giin siire ile
havuz suyuna 10 g/ton olacak sekilde neomisin veya streptomisin uygulamasi
onerilmistir (Jeeva vd. 2013).

Belém-Costa ve Cyrino (2006) pacu (Piaractus mesopotamicus) ile nil tilapya
(Oreochromis niloticus) baliklarindan A. hydrophila suslarini izole ve identifiye
etmistir. Arastiricilar pacudan izole ettikleri suslarin calisilan on yedi antibiyotikten
8’ine, tilapyadan izole ettikleri izolatlarin ise 7’sine direng gosterdigini bildirmistir.

Su irilinleri yetistiricilik kosullarinda hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisine
yonelik olarak antimikrobiyal ajanlarin yogun bir sekilde kullanilmasi sonucunda
diren¢li bakteri suslarinda artis s6z konsudur. Bu nedenle, antimikrobiyellere karsi
alternatifler onerilmektedir. Bu alternatifler arasinda maliyetinin diisiik, ¢cevre ile dost
olmas1 ve diisilk diizeyde yan etkileri nedeni ile tibbi bitkilerde yer almaktadir
(Thiyagarajan vd. 2014).

Astaksantin mikroalg, somon, alabalik, krill, karides, kerevit ve kabuklular gibi
dogada bulunan deniz organizmalarinda dogal olarak bulunan bir karetonoidtir. Yasil
mikroalg Haemotococcus pluvialis zengin astaksantin kaynagi olarak kabul
edilmektedir (Koksal 2008). Astaksantin baliklarda sentezlenemeyen yem orijinli bir
karetonoidtir. Dogal baliklarda astaksantin baliklarin avladiklar1 organizmalardan
saglanirken, yogun yetistiricilik sistemlerinde ise baliklarin yemine ilave edilerek
baliklarin almasi saglanmaktadir (Choubert vd. 2006).

Bu calisma ile tilkemizde ozellikle kiiltiir gokkusagi alabaliklarinin karkas
kisimlariin renklendirilmesinde kullanilan astaksantinin A. hydrophila izolatlari
iizerine antimikrobiyal etkisinin olup olmadiginin arastirllmasi amaglanmistir.
Calismada astaksantinin farkli ¢oziiciiler kullanilarak MIK degerlerinin belirlenmesi
caligmanin kapsamini olusturmustur.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Su Uriinleri Yetistiriciligi

Su iriinleri yetistiriciligi sucul organizmalarin biyolojik gelisim evrelerine gore
optimum ¢evresel kosullarin kontrollii olarak sunulmasiyla, su kaynaklariin ekolojik
yapilarin1 ve dengelerini bozmadan dogal stoklardaki av baskisini azaltarak stoklari
koruyan, yetistiricilikte ekonomik prensipleri dikkate alan ¢ok sayida bilim dallar1 ve
cesitli sektorler ile iliskisi olan 6nemli bir {iretim ve bilim alanidir (Giliney ve Aydin
2016). Su triinleri yetistiriciliginde amag; kontrollii ve yar1 kontrollii kosullarda balik,
kabuklu, yumusak¢a ve eklem bacaklilar gibi hayvansal, algler gibi bitkisel su
canlilariin yetistirilmesidir. Yetistiricilik ¢alismalarinin amaglar1 arasinda insan gidasi
temini, dogal stoklarin takviyesi, siis, sportif ve bilimsel amach c¢alismalar yer alir
(Celikkale vd. 1999). Su iirtinleri yetistiriciligi diinya besin gereksinimin 6nemli bir
kismin1 karsilayan temel bir sektor olup, Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan diinya
genelinde en hizli biiyiime gosteren sektor olarak tanimlanmustir (Akbulut vd. 2009).
Ulkemizde ilk ekonomik anlamda balik yetistiriciligi 1970°li yillarda gokkusag
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ve sazan (Cyprinus carpio) iretimi ile baslamistir.
1985°1i yillarda yaldizbaslhi ¢ipura (Sparus aurata) ve Avrupa deniz levregi
(Dicentrarchus labrax), 1990’11 yillarda Karadeniz de alabalik yetistiriciligi ve 2000’li
yillarin basinda Ege ve Akdeniz de orkinos yetistiriciliginin (semirtme) baglamasi ile
biiyiik ivme gostermistir. Son yillarda kalkan baligi, lahoz, karagoz, sinagrit, fangri ve
sivri burun gibi alternatif tlirlerin yetistiricilik ¢aligmalarida yapilmaya baslanmigtir
(Aydin 2016; Giiney ve Aydin 2016). 2014 yil1 degerlerine gore Tiirkiye de i¢ sularda
1950, denizlerde ise 427 adet olmak iizere toplam 2377 adet igletme bulunmaktadir. Bu
isletmelerin toplamproje kapasiteleri 479.280 ton’dur. Tiirkiye de yetistirilen en dnemli
tiir cogunlugu i¢ sularda %48.3 ile gokkusagi alabaligi, denizlerde ise %31.7 ile levrek
ve %17.8 ile ¢ipura olusturmaktadir. Sar1 agiz, orkinos ve sazan gibi diger balik
tiirlerinin orant ise %2.13’tiir. Turkiye de 2016 yili verilerine gore, yetistiricilik Giretimi
i¢c sularda 101.601 ton iken, denizlerde ise 151.794 ton ve toplam 253.395 ton olarak
gergeklesmistir. Bu degerin milli ekonomiye katkisi 700 milyon dolardan fazladir
(Giiney ve Aydin 2016).
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Cizelge 2.1. Tiirkiye Su Uriinleri Uretimi (ton)

AVCILIK (ton) YETISTIRICILIK (ton) TOPLAM
(ton)

Yillar Deniz fcgsu  Toplam Deniz fgsu Toplam

2000 460.521 42.824 503.345  35.646 43.385 79.031 582.376
2001 484.410 43.323 527.733  29.730 37.514 67.244 594.977
2002 522,744 43.938 566.682  26.868 34.297 61.165 627.847
2003 463.074 44.698 507.772  39.726 40.217 79.943 587.715
2004 504.897 45.585 550.482  49.895 44115 94.010 644.492
2005 380.381 46.115 426.496  69.673 48.604 118.277 544.773
2006 488.966 44.082 533.048  72.249 56.694 128.943 661.991
2007 589.129 43.321 632.450  80.840 59.033 139.873 772.323
2008 453.113 41.011 494.124  85.629 66.557 152.186 646.310
2009 425.275 39.187 464.462  82.481 76.248 158.729 623.191
2010 445.680 40.259 485.939  88.573 78.568 167.141 653.080
2011 477.658 37.097 514.755  88.344 100.446 188.790 703.545
2012 396.322 36.120 432.442  100.853 111.557 212.410 644.852
2013 339.047 35.074 374121 110.375 123.019 233.394 607.515
2014 266.078 36.134 302.212 126.894 108.239 235.133 537.345
2015 397.731 34176 431.907 138.879 101.455 240.334 672.241
2016 301.464 33.856 335.320 151.794 101.601 253.395 588.715

Ulkemizde alabalik {iretimi i¢ sularda agirhikli olarak beton havuzlarda
yapilirken, go6l, baraj ve denizlerde ise c¢esitli tip ve bilylklikteki yilizer kafes
sistemlerinde yapilmaktadir. Cipura ve levrek yetistiriciligi ise deniz ortaminda ag
kafeslerde, son yillarda da toprak havuzlarda yapilmaktadir (Giiney ve Aydin 2016).
Tiirkiye de su iriinleri yetistiriciligi yillik ortalama %8 (%1-%13 arasinda)
biiytimektedir. Son 10 yilda yetistiricilikteki toplam tiretim miktar1 %99 artig gostererek,
hemen hemen iki katina ¢ikmistir. En yiiksek tiretim artis1 alabalikta (%130) daha sonra
cipura (%100) ve levrekte (%50) gergeklesmekte olup, avcilik yolu ile gerceklesen
tiretimde yillik ortalama %2.3 oraninda azalma s6z konusudur (Sariézkan 2016).

2.2. Yetistiriciligi Yapilan Salmonid Bahklar

Baliklarin kontrollii sartlar altinda yetistirilmesi yada kiiltiirii binlerce yildir
uygulanmaktadir. Ancak salmonid baliklarin salmon ve alabalik gruplarinin
yetistirilmesi oldukca yeni bir faaliyettir. Salmon ve alabaliklar gegen yiizyil boyunca
ilk defa yumurtadan elde edilmis ve yapay sartlar altinda yetistirilmis, birincil olarak
sulara stoklamak amaci glidilmistiir. Danimarkalilar tiiketim amagli gokkusagi
alabalig1 (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligine onciilikk etmislerdir. Atlantik salmonu
(Salmo salar) yetistiriciligi 6zellikle Iskogya ve Norveg’te ve yakin zamanda da Sili ve
Tazmanya’da ¢ok hizli gelismistir. Pasifik salmonu (Oncorhynchus spp.) ise ABD ve
Kanada’nin bat1 sahillerinde , Sili ve Yeni Zelanda’da da yetistirilmektedir. Salmonid
baliklar arasinda kahverengi alabalik (Salmo trutta) ve dere alabaligi (Salvelinus
fontinalis), her ikisi de diizenli olarak yetistirilmektedir. Salmonidae familyas1 2 alt
familyaya ayrilir. Bunlardan Salmonini Alt familyas1 sportif ve ticari amagl {iretilen
tirleri kapsar (Roberts ve Shepherd 1991).
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2.2.1. Salmo cinsi

Salmonidlerin en taninmis olami Atlantik salmonudur. Atlantik salmonu,
kahverengi alabalik ve deniz alabaligi ile yakin akrabadir. Geng salmonlar giimiisi renk
oluncaya kadar ‘PARR’ olarak adlandirilir. Denize ilk go¢ etme doneminde ‘SMOLT”’
olarak adlandirilir, orada bulunan zengin gidalarla beslenerek c¢ok hizli gelisirler.
Denizden tekrar geri doniislerinde eger bir kis mevsiminden sonra donerlerse bunlara
‘GRILSE’ denilir. Eger bir kistan fazla bir siireyi denizde gecirirlerse bunlar da
‘SALMON’ adin1 almaktadir. Son yillarda Oncorhynchus cinsinin bir liyesi olarak
siiflandirilan gokkusagi alabaligi genellikle daha kiiciik noktali, kii¢iik pullu; kuyruk
yiizgecleri daha fazla noktali olup her iki yanlarinda belirgin ve yaygin parlak yiizeyli
bant iner. Gokkusag1 alabalig1 tatl sularda Atlantik salmonu veya kahverengi alabaliga
gore daha hizli gelisir. Bundan dolayr da en fazla sofralik olarak yetistirilen balik
tirtidiir. Dere alabalig1 ise sadece stoklamak amagli yetistirilir (Roberts ve Shepherd
1991).

2.2.2. Oncorhynchus cinsi

Pasifik salmonlar1 pek cok Kuzey Pasifik sahillerinin dogu ve batisindaki
nehirlerde bulunur. Onceden Salmo gairdneri olarak bilinen gokkusag: alabaliklar:
glinimiizde Oncorhynchus cinsine bagli oldugu kabul edilerek Oncorhynchus mykiss
olarak adlandirilmaya baglanmistir. Coho Salmonu (Oncorhynchus kisutch) sofralik
pasifik salmonlarinin en popiileridir. Coho Salmonu tuzlu sularda giimiisi renkte iken
yumurtlamak ig¢in tatll sulara girdiginde kirmizi renge doniisiir. Sockeye Salmonu
(Oncorhynchus nerka), pasifik salmonlarinin konserve sanayisinde kullanilan en
popiiler tiyesidir. Pembe (Oncorhynchus gobuscha) ve Chum Salmonu (Oncorhynchus
keta) yumurtadan ¢iktiktan sonra yavrularin tatli sularda beslenme periyodu yerine
derhal denize go¢ etmeleriyle digerlerinden ayrilan pasifik salmonlaridir. Oncorhynchus
masoo asil olarak Kuzey Japonya’da bulunan bir tiirdiir. Bu tiir O.Nerka’ya ¢ok benzer
(Roberts ve Shepherd 1991).

2.2.3. Thymallus cinsi

T. thymallus baliklar1 Kuzey Avrupa tatli sularinda bulunur (Roberts ve
Shepherd 1991).

2.2.4. Salvelinus cinsi

Bu cinse dair baliklarin karakteristik ayirict 6zelligi agzin iizerinde yer alan
uzunlamasma kemik olarak yerlesen vomer kemigidir. Bu kemik alabalik ve
salmonlarda diizdiir ve asagi inen biitiin yollar1 dislerle kaplidir. Halbuki bu cins
iiyelerinde gemi omurgast seklindedir ve sadece list kisimda olmak iizere ¢ok az dis
bulunur. Bu cinse ait baliklar ABD, Kanada ve bazi avrupa iilkelerinde yeniden
stoklamak i¢in yetistirilir. Normal olarak soguk sularda yasarlar (Roberts ve Shepherd
1991).

2.3. Gokkusag1 Alabah@ Yetistiriciligi

Diinyada su {riinleri yetistiriciligi, Oncelikle tatlisularda yapilan balik
yetistiriciligi calismalariyla baslamistir. Tatlisulardan yetistiricilik yoluyla elde edilen
iretimin, ihtiyaci karsilayamamasi ve denizlerden avlanan su iirlinlerinin yildan yila
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azalmasi, deniz baliklarinin da yetistiricilik yoluyla elde edilmesi zorunlulugunu ortaya
koymus ve buradan hareketle denizde ag kafeslerde balik yetistiriciligi c¢alismalari
baslamistir.

Tiirkiye’de balik yetistiriciligi denilince akla, 6ncelikle tatlisuda yapilan balik
yetistiriciligi gelmektedir. Diinyada oldugu gibi, iilkemizde de tatlisuda yetistirilen balik
tirleri arasinda alabaligin 6nemi biiyiiktiir. Ancak alabaliklarin tuzlusuya olan
adaptasyon yeteneklerinden dolay1 son yillarda bu balik tiiriiniin denizde ag kafeslerde
yetistirilmesi hizli bir artig igerisine girmistir (Yigit ve Aral 1999).

Alabalik tiirleri igerisinde yetistiriciligi en yaygin olant Kuzey Amerika kdkenli
Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss) olmustur (Sekil 2.1). Gokkusagi alabaligi
yaklasik 130 yi1l 6nce Kuzey Amerika’dan Avrupa’ya getirilmis ve Gokkusagi Alabaligi
yetistiriciligi hizli bir artis gostermis olup giinlimiizde bir endiistri haline gelmistir
(Cagiltay 2007).

Sekil 1.1. Oncorhynchus mykiss (Gokkusagi alabaligi) (Anonim 2018)

Gokkusagi alabaliginin viicudu, kismen basik bir yapilanma gosterir. Sirtta bir
yag ylzgeci mevcuttur. Yumurtlama donemlerinde akarsularin kaynak kisimlarina
yakin yerlerde yasamlarini siirdiiriirler ve yumurtlama akarsuyun kumlu ve cakilli
tabaninda olur. Viicut kenarlar1 glimiis, beyaz veya soluk sari-yesilden griye egilimli bir
renktir (Ozgiir 2008).

Gokkusaginin taksonomik siniflandirilmasi ile ilgili olarak 30°dan fazla tiir ismi
tanimlanmistir. Uzun yillar Salmo gairdneri R. ismiyle bilinmistir. Ancak 1988’de
Amerika Balikgilik Dernegi Balik Isimlendirme Komitesi, biitiin Pasifik alabalik ve
salmonlar i¢in Oncorhynchus ‘un cins ismi olarak kullanilmasini ve boylelikle, Atlantik
alabalik ve salmonlardan ayirt edilmesini kararlagtirmistir. Boylece gokkusaginin tiir
ismi olarak bilinen Salmo gairdneri yerine Oncorhynchus mykiss olarak kullanilmaya
baslanmustir. Bu isim degisikligi uluslar aras1 diizeyde de kabul gérmiistiir(Ozgiir 2008).

Ulkemizdeki yetistiriciligi 1969-1970°1i yillara dayanmaktadir. Bugiin bazi
illerimizde alabalik ¢iftligi sayis1 60-70’1 bulmaktadir. Bu ¢iftlik yogunlugu sektoriin
cok hizli gelistiginin belirgin bir isaretidir. Hizli gelismeye paralel olarak iiretimde,
beslemede ve saglikta degisik problemlerin ortaya ¢ikmasi olduk¢a dogal bir sonugtur.
Bu nedenle, problemlerden daha az etkilenmek icin baligin beslenmesi, iiretilmesi, 1slah
ve hastalik ile tedavi yontemleri konusunda siirekli bir dinamizm s6z konusudur. Tiim
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bu gelismelerin aktif olarak izlenmesi ve uygulanmasi, sorunsuz bir yetistiricilik
faaliyetlerinin siirdiiriilmesini saglar (Kiirtim vd. 1998).

Gokkusagr alabaliginin tercih edilmesinin baslica nedenlerini su sekilde
ozetlemek miimkiindiir:

1-) Gokkusag alabaliginin ¢evre kosullarina ¢ok 1yi uyum gostermesi yaninda
ozellikle yiiksek sicakliklara oransal olarak dayanikli olmasi,

2-) Aktif yem almasi nedeniyle yemlenmesinin kolay olmasi ve yemi
degerlendirmesinin daha iyi olmasi nedeniyle iyi bir bliylime gdstermesi,

3-) Daha yiiksek ilkbahar sicakliginda diger alabalik tiirlerine gére daha kisa
stireli kulucka donemine sahip olmast,

4-) Sagimm, dol alimi, yavrularin yapay yemlerle beslenmesi ve biliyiime
islemlerinin daha kolay olmasi, dolayisiyla daha ekonomik olmasi,

5-) Diger tiirlere gore hastaliklara daha dayanikli olmasi,

6-) Yetistiriciliginin 100 yil1 agkin siireden beri yapiliyor olmasi nedeniyle pek
cok yetistiricilik sorununun ¢6ziimlenmis olmasi (Kiiriim vd. 1998).

2.4. Su Uriinleri Yetistiriciliginde Balik Hastahklarinin Onemi

Diinyanin bir¢ok bolgesinde kemikli baliklar insanlar igin baslica hayvansal
protein kaynagidir. Artan diinya niifusu, dogal balik stoklar1 iizerine asir1 avlanma
baskist ve baliga olan yogun talep gibi bir¢ok faktor balik yetistiriciliginin artmasina
neden olmustur. Diger hayvansal iiretim sistemlerinde oldugu gibi gerek ag kafeslerde
yapilan yetistiricilik faaliyetleri gerekse karada kurulu {iretim tesislerinde yapilan
yetistiricilik ¢aligmalarinda hastaliklar basarili {iretimi sinirlayan baglica faktorler
arasinda yer alir (Vijayan vd. 2015). Hastalik bir baliga veya bir populasyona zarar
vererek, onu veya onlart dezavantajli duruma sokan herhangi bir durum olarak
tanimlanabilir. Hastalik abiyotik veya biyotik kokenli olabilir. Bir hastalik genetik bir
bozukluktan kaynaklanabildigi gibi, fiziksel bir yaralanma, beslenme bozukluklar1 veya
kirlilik gibi abiyotik faktorler, mikroorganizmalar veya biitin bu faktorlerin bir
kombinasyonu seklinde de ortaya ¢ikabilir (Timur ve Timur 2003). Baliklarda goriilen
ve dliimciil enfeksiyonlara neden olan enfeksiy6z hastaliklar, bakteri, mantar, viriis ve
parazit tliri mikroorganizmalardan kaynaklanir (Arda vd. 2002). Dogal kosullarda
hastalanan baliklar avcilar1 tarafindan hizla popiilasyondan uzaklastirilir. Bu nedenle,
dogal ortamda balik hastaliklar1 fazla dikkati cekmez. Ayrica, dogal ortam kosullarinda
balik yogunlugu kiiltiir kosullarindaki gibi olmadigindan mikroorganizmalar 6nemli
olmayabilir. Ancak, kiiltiir kosullarinda yogunluk ve stres arttigindan enfeksiyon
hastaliklar1 goriilme sikligi artar. Kiiltiir kosullarinda balik hastaliklar: {ireticilerin
maddi kayiplarinin 6nemli bir kisminm1 olusturur. Hastaliklarin goriillmesi ile 6len
baliklar i¢in yapilan yatirim, tedavi masraflar1 ve iyilesme doneminde goriilen yavas
biliyiime tretim maliyetlerini arttirir (Kiirim vd. 1998). Baliklarda goriilen bulasici
hastaliklar genellikle baliklarin optimal yasam kosullarmin mikroorganizma lehine,
baligin ise aleyhine degistigi ve konak-mikroorganizma-cevre dengesinin bozuldugu
durumlarda ortaya ¢ikmaktadir. Baliklar1 saglikli kosullarda tutmak, kazang ve
isletmenin gelecegi ile yakindan iligkilidir. Bu da ancak koruyucu onlemlerin alinmasi
ile saglanabilmektedir (Arda vd. 2002).
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2.5. Kiiltiir Gokkusag1 Alabaliklarinda Gézlenen Bashca Bakteriyel Enfeksiyonlar

2.5.1. Gram-negatif bakteri tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlar

2.5.1.1. Enterik kizil agiz hastahg (Yersiniozis)

Enterik kizilagiz hastaligi (ERM) ya da yersiniozis sistemik bakteriyel bir
enfeksiyon olup tiim diinyada ciddi ekonomik kayiplara neden olur (Zorriehzahra vd.
2017; Huang vd. 2015). Hastaligin etkeni Yersinia ruckeri ilk kez 1950°1i yillarda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin Hagerman Idaho vadisinde gokkusagi alabaligi
(O. mykiss)’dan izole edilmistir. Giinlimiizde ERM Kuzey ve Giliney Amerika, Avrupa,
Avustralya, Giiney Afrika, Orta Dogu ve Cin de mevcuttur (Zorriehzahra vd. 2017,
Kumar vd. 2015). Y. ruckeri Enterobacteriaceae familyasinda yer alan enterik bir
bakteri tiiriidiir. Tir; Gram-negatif, 0.5-0.8x1.3-3.0 um boyutlarinda, kapsiilsiiz ve
cogunlukla flagellali olup, suslar degisebilir hareketlilik 6zelligi gosterir (Zorriehzahra
vd. 2017). Y. ruckeri izolatlarmin G+C orant %47.5-%48.5’tur. Yapilan ¢alisma
sonuclarina gore, bakterinin biyokimyasal olarak homojenlik gosterdigi ortaya
koyulmustur. Giintimiizde Y. ruckeri’nin bes O-serotipinin (01,02,05,06 ve O7), bes
dis zar protein ¢esidinin (OMP 1-5) ve iki biyotipinin bulundugu ve hastalik ¢ikislari ile
balik kayiplarindan Y. ruckeri O1 serotipinin  sorumlu oldugu bildirilmistir
(Zorriehzahra vd. 2017; Tkachenko vd. 2016).

Y. ruckeri gokkusagi alabaligi, gol alabaligi (Salvelinus namaycush),
kahverengi alabalik (Salmo trutta) ve Atlantik salmonu (Salmo salar) olmak iizere
baslica gokkusagi alabaligini etkiler (Huang vd. 2015; Kumar vd. 2015). Cizege 2.2.’de
ERM’den etkilenen balik tiirleri verilmistir (Zorriehzahra vd. 2017).

Cizelge 2.2. ERM’den etkilenen balik tiirleri (Zorriehzahra vd. 2017)

Yaygin isim Bilimsel isim
Gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss
Atlantik salmonu Salmo salar

Mersin Acipenser sturio
Morina Gadus morhua

Nil tilapyas1 Oreochromis niloticus
Kahverengi alabalik Salmo trutta

Kalkan Scophthalmus maximus
Sazan Cyprinus carpio
Avrupa yilan baligi Anguilla anguilla
Kanal kedi baligi Ictalurus punctatus
Avrupa levrek baligi Dicentrarchus labrax

ERM’den etkilenen baliklarda cesitli dokularda 6zellikle agiz etrafinda, kaslarda,
karin zar1 ve arka bagirsakta kanamalar goriiliir (Huang vd. 2015). Hastaligin preakut-
akut formu genellikle su sicakliginin ilkbahar ve yaz aylar1 baslangicinda goriiliirken,
akut-subakut formlar1 ise su sicakliginda disiislerin yasandigi sonbahar ve kis mevsimi
baglangicinda goriiliir (Zorriehzahra vd. 2017). Akut epizootikler baligin biiyiikliigiine,
stres durumuna, su sicakligina, baligin hassasiyetine ve susun viriilensine bagli olarak
balik kayiplari ile sonuglanabilir (Zorriehzahra vd. 2017). Hasta baliklarda durugunluk,
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deri renginde koyulagma, ylizey yakininda ylizme ve istahsizlik gozlenen bulgular
arasinda yer alir (Zorriehzahra vd. 2017). I¢ organlarda da kanamalar goriiliir
(Tkachenko vd. 2016). Petesiyel kanamalara karaciger, pankreas, pilorik seka, hava
kesesi ve yan kaslarda da rastlanir. Dalak genellikle biiyiimiis ve rengi koyulagmistir.
Arka bagirsakta kirmizi renkte olup, opak-sarimsi sivi ile doludur (Kumar vd. 2015).

Y. ruckeri enfeksiyonlar1 enfekte ve enfekte olmayan baliklar arasinda dogrudan
temas ile nakledilebilir (Kumar vd. 2015). Y. ruckeri konak disinda suda, sedimentte
veya balik tanklarinin biyofilminde birka¢ ay canli kalabilir (Huang vd. 2015). Dkiye
nakil heniiz bildirilmemistir (Zorriehzahra vd. 2017). Hastaligin tedavisine yonelik
antimikrobiyal ilaglar kullanilmakla birlikte, Y. ruckeri suslarinin birgok antimikrobiyal
ilaca kars1 direng gelistirdigi bildirilmistir (Zorriehzahra vd. 2017). Piyasada ticari asilar
mevcuttur. Stres faktorlerini azaltma ve as1 uygulamalar1 yersiniozis’i 6nlemede etkili
oldugu bildirilmistir (Tkachenko vd. 2016).

2.5.1.2. Bakteriyel soguksu hastalig

Flavobacterium psychrophilum (6nceden Cytophaga psychrophila, Flexibacter
psychrophilus) salmonid balik tiirlerinde bakteriyel soguksu hastaligina neden olurken,
genc baliklarda goriilen gokkusagi alabaligi fry mortalite sendromu (FMS)’nun da
etiyolojik etkenidir (Castillo vd. 2012). Bakteriyel soguk su hastaligi genellikle su
sicakliginin 16 °C’nin altinda oldugu zamanlar goriiliir. Hastalik 4-10 °C de epizotikler
olusturur ancak hastaliktan dolay1 balik kayiplart su sicakligi 15-18 °C’ye yiikseldiginde
genellikle azalir (Starliper 2011; Cipriano ve Holt 2005). Son yillarda Kuzeybati
Pasifik’te bulunan bazi balik kulugkahanelerinde juvenil alabaliklarda su sicakligi 15-
18°C’ye yiikseldiginde bakteriyel soguk su hastaliginin gorildigi ve balik kayiplarinin
meydana geldigi bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005). Bakteriyel soguk su hastalig
genel olarak daha yiiksek su sicakliklart ile alakali degilken, baz1 arastiricilar hastalig
18 °C su sicakligina sahip nehirlerdeki dogal ayu baliklarinda gozlemlediklerini
bildirmistir (Cipriano ve Holt 2005). Epizootikler su sicakligina, konagin gelisim
evresine de baghdir (Cipriano ve Holt 2005). F. psychrophilum 1948 de Kuzeybati
Pasifik’te giimils (coho) salmon (Oncorhynchus kisutch)’undan izole edilmistir.
Bakteriyel soguk su hastaligi Kuzey Amerika’daki salmonid balik tiirlerinden yogun bir
sekilde bildirilmekle birlikte, hastalik pekcok Avrupa iilkesinde gokkusag: alabalig fry
sendromu, fry mortalite sendromu veya viseral myxobakteriyozis olarak bilinmektedir
(Cipriano ve Holt 2005). F. psychrophilum salmonid balik tiirleri ile ayu (Plecoglossus
altivelis), Avrupa yilan baligi (A. anguilla) ve tatli su levregi (Perca fluviatilis) gibi
salmonid olmayan ¢esitli balik tiirlerinden de bildirilmistir (Elsayed vd. 2006). Cizelge
2.3’de F. psychrophilum’un izole edildigi g¢esitli balik tiirleri verilmistir.
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Cizelge 2.3. F. psychrophilum’un izole edildigi cesitli balik tiirleri (Cipriano ve Holt
2005)

Yaygin isim Bilimsel isim

Coho salmonu Oncorhynchus kisutch
Chinook salmonu O. tshawytscha
Sockeye salmonu O. nerka

Chum salmonu O. keta

Atlantik salmonu Salmo salar
Kahverengi alabalik S. trutta

Deniz alabalig1 S. trutta

Gokkusagi alabaligi O. mykiss

Celikbas alabalig1 O. mykiss

Gol alabalig Salvelinus namaycush
Ayu P. altivelis

Sazan C. carpio

Avrupa yilan balig Anguilla Anguilla
Kadife baligi Tinca tinca

Tatli su levregi Perca fluviatilis

Bakteriyel soguk su hastaligindan etkilenen baliklarda hastaligin klasik bulgusu
viicut ylizeylerinde gozlenen acgik lezyonlardir. Enfeksiyon ilerledik¢e bakterilerin
yerlesme gosterdikleri kisimlarda nekroz gelisir (Starliper 2011). Hastaliktan etkilenen
gokkusag alabaliklarinda deri renginde koyulagma, abdominal kisimda sivi birikmesi
nedeni ile abdominal sigkinlik, anormal ylizme davranisi, yeme ilgisizlik ve iki tarafl
ekzoftalmi gozlenir (Starliper 2011; Cipriano ve Holt 2005). Gokkusagi alabaligi fry
sendromu F. psychrophilum’un neden oldugu diger bir hastalik formudur. Hastaligin
isminden anlasildig1 gibi gokkusagi alabalig1 fry sendromu baliklarin erken evrelerini
veya keseli fry’dan ilk yem alimi donemine kadar olan evredeki baliklari etkiler.
Hastaligin bu formu akut olup balik popiilasyonlar1 arasinda yiiksek oranda oliimle
sonuglanabilir. Durgunluk, ekzoftalmi (¢ogu kez iki tarafli), koyu deri pigmentasyonu
ve solgun solungaglar gokkusagi alabaligi fry sendromu’nun diger karakteristik hastalik
bulgularidir (Starliper 2011). F. psychrophilum Gram-negatif, ince, uzun, 0.75-1.0 x 3-5
um boyutlarinda bir bakteri tiiriidiir (Starliper 2011; Elsayed vd. 2006). Izolatlar balik
hastaliklar: teshis laboratuarlarinda rutin olarak kullanilan beyin kalp infiizyon agar
(BHIA), kanl1 vasat ve tryptic soy agar (TSA) gibi yiiksek niitrient icerikli vasatlarda
gelisme gosteremez veya yeterince gelisemez (Cipriano ve Holt 2005). Pek cok F.
psychrophilum izolatinin sitokrom oksidaz ve katalaz pozitif oldugu, jelatin ve kazeini
hidrolize ettigi ve flexirubin tip pigment tirettigi bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

F. psychrophilum yatay olarak nakledilebildiginden, su siitunu canli bakteri
hiicrelerinin hareket ettigi bir ortamdir. F. psychrophilum’un rezervuarlari arasinda
patojeni tastyan baliklar, bakteriyi sacan hasta ve 6lii baliklar ve su stoklar1 yer alir. F.
psychrophilum’un konak disinda uzun siire canli kalabildigi ve balik disinda diger sucul
hayvanlarda da bulunabildigi ayrica dikey olarak nakledilebildigi bildirilmistir. Bakteri
sekstiel yonden olgun chum, coho ve chinook salmonu, gokkusag: alabalig1 ve ¢elikbas
ile Atlantik salmonunun yumurtalik sivilarindan, yumurtadan, yumurta yiizeylerinden,
siit, mukus ile bobrekten izole edilmistir (Starliper 2011). Bakteriyel soguk su
hastaligindan korunmak amagli patojenin isletmeye girisini azaltan ve hastalik
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cikislarin minimize eden isletme stratejilerini uygulamak tercih edilen alternatifler olup
hali hazirda ticari olarak asilar mevcut degildir (Cipriano ve Holt 2005).

2.5.1.3. Furunkulozis

Furunkulozis Aeromonas salmonicida’nin neden oldugu sistemik bir bakteriyel
enfeksiyondur. Hastalik ilk kez 1894’de hasta kahverengi gokkusagi alabaliginda
gozlenmistir. Daha sonra, bakteri ile deneysel enfeksiyon olusturulmus ve bakteriye
Bacterium salmonicida ismi verilmistir. 1902°de Amerikan biyologlar benzer
organizmay1 kiiltiir kahverengi (Salmo trutta) alabaligi ile dere alabaligi (Salvelinus
fontinalis)’indan izole ederck bakteriye Bacterium truttae ismi verilmistir. Giiniimiizde
yapilan taksonomik g¢alisma sonuglarina gore, bakteri Aeromonas salmonicida olarak
yeniden adlandirilmistir (Bruno 2015; Chalkoo vd. 2007; Engelking 1999). A.
salmonicida genis bir gografik dagilima sahip olup, tiir K. Amerika, Avrupa, Avustralya
ve Asya da da endemiktir (Engelking 1999).

Furunkulozis’in akut ve kronik formlar1 su sicakligina, baligin yasina ve susun
patojenitesine bagl olarak degisebilir (Bruno 2015). Furunkulozis’in tipik bulgular
cibanlar ve deride gozlenen iilserlerdir. Nekropsi de bagirsak yangisi 6zellikle pilorik ve
rektal bolgelerde goriiliir. Hava kesesi hiperemiktir. Kiiclik benekler ve kanamalar
operkulumun i¢ kisimlarinda, gozlerde ve yiizgeclerde rastlanir (Chalkoo vd. 2007).
Kronik evrede baliklarda durgunluk, istahsizlik, deri renginde koyulasma ile birlikte
ekzoftalmi, pektoral, pelvik ve anal yiizgeclerin taban kisimlarinda kanamalar goriiliir.
Nekropsi de asites, dalakta biiylime ve karacigerde subkapsiiler kanama da g6zlenebilir
(Bruno 2015). Kronik evrede gozlenen deri iilserlerinden bakteriler etrafa yayilabilir ve
bu durum enfeksiyonun yayilmasina yardimci olur (Bruno 2015).

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida Gram-negatif, hareketsiz, fakiiltatif
olarak anaerobik, 1.3-2.0x0.8-1.3 pm biiyiikligiinde kisadan oval g¢omak sekilli
formlara sahip bir bakteri tiiriidiir (Bruno 2015; Engelking 1999). Aeromonas cinsi (gaz
tireten) salmonicida ismi ise salmon Oldiirlicii anlamina gelmektedir. Bakteri spor
olusturmaz, cinsin diger iiyelerinin tersine az veya hi¢ gaz liretmez. Gelisme sicakligi 6
ila 34.5 °C’dir. A. salmonicida subsp. salmonicida’nin optimum gelisme sicakligi 20 ile
22 °C’dir (Chalkoo vd. 2007; Engelking 1999). Atipik A. salmonicida koloni
bliytlikliigii, gelisme orani, kanli vasatta hemoliz ve siikroz fermentasyonu ile ilgili
morfolojik ve biyokimyasal farklar ile tipik A. salmonicida’dan ayirt edilir (Bruno
2015). A. salmonicida subsp. salmonicida ile ekimli Petri kutularinda 20 °C’de agarli
besiyeri koyulasir ve ortamda oksijenin varliginda melanin olusumundan dolay1 2-3 giin
iceriisnde besiyerinin rengi siyahlagabilir. A. salmonicida’nin son yillarda konak
dagilimi artis gostererek sazan ve turna gibi salmonid olmayan balik tiirlerinden de
bildirilmistir (Chalkoo vd. 2007).

Furunkulozis hastaliginin onlenmesi iyi saglik yonetimi ve uygun tedavi
uygulamalar1 ile hastalifin Onlenmesi saglanabilir. Antibiyotiklerin furunkulozis’i
tedavi etmede etkili olmasina karsin, antibiyotik direnci ve antimikrobiyal ilaglarin
uygulanmasma yonelik kisitlamalar ila¢g uygulamalarinda sikinti yaratmaktadir
(Engelking 1999). Piyasada ticari asilar bulundugundan hastaligin kontrolii mevcuttur
(Bruno 2015).
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2.5.1.4. Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS)

Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS) tiim diinyada deniz, tatli su ve aci su
sistemlerinde goriilen, havuzlarda ve resirkiile yetistiricilik sistemlerinde yetistiriciligi
yapilan baliklarin en yaygin hastaliklar1 arasinda yer alir (Hanson vd. 2014; Camus vd.
1998). Hastalik; hareketli Aeromonas septisemisi (MAS), hemorajik septisemi, kizil
veba ve Aeromonad septisemisi gibi ¢esitli isimler ile anilir (Yardimci ve Aydin 2011;
Camus vd. 1998). Hareketli Aeromonas tiirleri balik ¢iftliklerinde goriilen 6nemli balik
kayiplarindan sorumlu olup pullu ve pulsuz tiim balik tiirlers enfeksiyona karsi
duyarlidir. Bazi1 kosullarda balik kayiplari %100’e ulasabilir (Camus vd. 1998).
Hareketli Aeromonas tiirleri baliklarin yani sira siiriingenlerde, kurbagalarda, kuslarda
ve insan dahil memelilerde hastaliga neden olur (Hanson vd. 2014).

MAS’1n yogun patolojisi per akut vakalarda birka¢ i¢c veya dis bulgudan, akut
vakalarda hemorajik septisemiye, kronik vakalarda ise abse ve {ilserlere kadar
degisebilir (Hanson vd. 2014). Hastaligin inkiibasyon siiresi baligin tiiriine, direncine,
icinde bulundugu su ortaminin ¢evresel kosullarina ve mevsime bagl olarak degisir. Bu
stire dogal enfeksiyon durumlarinda 2-4 giin iken, deneysel olarak olusturulan
enfeksiyonlarda ise 8 ile 48 saat arasinda degisebilmektedir (Yardimei ve Aydin 2011).
Hastaliktan etkilenen baliklarda istahsizlik, havuz duvarina ve taban kisimlara yakin
yiizme, suda ylizen bagirsak sekilli fecesler ile zayiflama yaygin olarak goriilen bulgular
arasindadir (Yardimer ve Aydin 2011). Ekzoftalmi, siskin abdomen ve solgun
solungaclar hastalikta gbzlenen diger bulgular arasinda yer alir (Camus vd. 1998).
Hastaligin akut formunda 6ldiiriicii septisemi bulgusuz veya birka¢ bulgu ile gelisebilir.
Internal olarak karaciger ve bobrekler akut septisemisinin hedef organlari olup
karacigerde solgunluk, bobreklerde ise siskinlik gozlenir (Yardimci ve Aydin 2011).

Daha o6nce fenotipik 6zelliklerine gére Vibrionaceae familyasi igerisine dahil
edilen Aeromonas cinsi yapilan molekiiler genetik ¢aligmalarla Aeromonadaceae
familyasinda yer almasi gerektigi bildirilmistir (Poobalane S. 2007). Bergey’s Manula
of Systemic Bacteriology’nin son baskisina gore (Martin-Carnahan ve Joseph 2005),
Aeromonas hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. sobria, A. veronii (biovarlar
sobria ve veronii), A. jandaei, A. media, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A.
encheleia, A. popoffii ve Aeromonas sp. HGII ile Aeromonas sp. HG13 tiirleri
Aeromonas cinsinde yer alir (Martinez-Murcia vd. 2008). Hareketli Aeromonas tiirleri
icerisinde Aeromonas hydrophila, A. sobria ve A. caviae en sik izole edilen hareketli
Aeromonas tiirleri arasindadir. Bu grubun tiim {iyeleri hareketli, Gram-negatif, comak
sekilli olup genel olarak g¢evresel suslarin hasta baliklardan izole edilen suslara gore
daha az patojenik oldugu bildirilmistir (Camus vd. 1998). Cizelge 2.4’de bazi
Aeromonas tiirlerinin fenotipik ayirt edici 6zellikleri verilmistir (Martinez-Murcia vd.
2008).
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Cizelge 2.4. Baz1 Aeromonas tiirlerinin ayirt edici fenotipik 6zelliklerinin izole edildigi
cesitli balik tiirleri (Martinez-Murcia vd. 2008).

Tiirler 1 2 3 4 5 6 7 8
A. hydrophila + + + + - + d
A. bestiarum - + + + + - + +
A. salmonicida - + + + + - + +

A. caviae - - - + - - - +
A. media + - - + - - - +
A. sobria - + + + + - + -
A. veronii bv. veronii - + + + + - + d
A. schubertii - - - - + - + .
A. trota - + + + + - - -

Tiirler 9 10 11 12 13 14 15 16
A. hydrophila + - + - + + + +
A. bestiarum + - + - d + + -
A. salmonicida + + + ) -) + + -

A. caviae + - + + + + + d
A. media + - + + d + + +
A. sobria + - + + - - - -
A. veronii bv. veronii + - + d - - - -
A. schubertii - - - - - - - -
A. trota + - - + - - d +

1: kahverengi pigment iiretimi, 2: glitkozdan gaz olusturma, 3: sisteinden H»S tiretimi,
4: indol tiretimi, 5: lizin dekarboksilaz, 6: ornitin dekarboksilaz, 7: Voges-Proskauer, 8:
L-arabinoz’dan asit tretimi, 9: D-mannitol’den asit tretimi, 10: sorbitol’den asit
iiretimi, 11: siikroz’dan asit {iretimi, 12: sellobiyoz’dan asit iiretimi, 13: salisin’den asit
iiretimi, 14: eskiilin hidrolizi, 15: arbutin hidrolizi, 16: I-laktat kullanimi, +: suslarin
%85-100’1 pozitif, d: suslarin %16-84’1 pozitif, -: suslarin %0-15’1 pozitif, (-): tip sus
caligmalarindan elde edilen sonuglar.

Hareketli Aeromonas tiirleri firsat¢1 balik patojenleridir. Yetersiz su kosullari
gibi ¢evresel stres faktorleri hastalik ¢ikislarini hizlandirir (Camus vd. 1998). Elleme,
sicaklik soku, yliksek su sicakliklari, pH diizensizlikleri, diisiik ¢oziinmiis oksijen ile
yiiksek amonyak ve nitrit seviyeleri hastaligin gelismesini hizlandiran faktorler arasinda
yer alir (Zaki 2004; Camus vd. 1998). Enfeksiyonlar herhangi bir yas grubundaki
baliklarda goriilebilir. Hastaligin goriilmesi genellikle mevsimsel olup hastalik ¢ikislar
ilkbaharda ve yaz mevsimi baslangici ile sonbaharda pik yapar (Camus vd. 1998).
Hareketli Aeromonas tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin 6nlenmesinde ¢evresel
stresi belirleyip elimine etmek onemlidir. Sistemik bakteriyel enfeksiyonlar sadece
antibiyotikli yemlerin kullanilmasi ile tedavi edilebilir. Ancak, bunun i¢in erken teshis
yapilmali ve hasta baliklar miimkiin oldugunca erken antibiyotikli yemle tedavi
edilmelidir (Camus vd. 1998). Hastalig1 dnlemeye yonelik as1 gelistirme ¢aligmalarinin
yapilmasina karsin, ticari asilar heniiz mevcut degildir (Yi vd. 2014). Farkli aeromonas
suslar1 arasindaki belirgin genetik c¢esitlilik olmasi hastaliga karsi etkili asilarin
gelistirilmesini gii¢lestirdigi bildirilmistir (Camus vd. 1998).
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2.5.2. Gram-pozitif bakteri tiiriinden kaynaklanan enfeksiyonlar

2.5.2.1. Laktokokkozis

Laktokokkozis gokkusagr alabaligi kiiltiiriinii  etkileyen 6nemli bulasic
hastaliklar arasinda yer almakta olup hastalik ilk kez 1990’11 yillarin baslarinda Ispanya
dan daha sonralar1 ise Bulgaristan, Fransa, Portekiz, Tiirkiye ve Yunanistan dahil olmak
iizere Avrupa’nin farkli ilkelerindeki kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda goriildigii
bildirilmistir (Kurtoglu ve Korun 2018).

Hastalik etkeni Lactococcus garvieae zoonotik bir patojen olup insandan, gesitli
balik tiirlerinden ve sigirlardan izole edilmistir. Etken bakteri tiirli ayrica nil tilapyasi
(O. nilaticus) gibi tropikal balik tiiriinden de bildirilmistir (Fukushima vd. 2017; Raissy
ve Moumeni 2016). Cizelge 2.5’de hastaliktan etkilenen balik tiirleri verilmistir
(Meyburgh vd. 2017).

Cizelge 2.5. Laktokokkozis’den etkilendigi bildirilen bazi balik tiirleri (Meyburgh vd.
2017).

Yaygin isim Bilimsel isim

Japon yilan baligi Anguilla japonica

Nil tilapyas1 Oreochromis niloticus
Pisi Paralichthys olivaceous
Gokkusagi alabaligi O. mykiss

Kral balik Seriola quinqueradiata
Gri kefal Mugil cephalus

Kedi balig1 Silurus glanis

Balik havuzlarindaki yetersiz su kalitesi ve yliksek su sicakliklar1 baliklarin L.
garvieae enfeksiyonlarina olan hassasiyetini arttirmaktadir (Fukushima vd. 2017).
Hastalikta goriilen 6liim orani; konagin fizyolojik durumuna, cevresel faktorlere, su
kalitesine ve suyun sicakligina bagli olarak degisiklik gostermektedir (Raissy ve
Moumani 2016).

Laktokokkozis sistemik hiperakut hemorajik septisemi ile karakterize bakteriyel
bir enfeksiyondur (Fukushima vd. 2017; Meyburgh vd. 2017). Hastaligin baslangicinda
istahsizlik, deri renginde koyulasma, diizensiz yiizme, durgunluk, denge kayb1, tek veya
iki tarafli ekzoftalmi, asites, periorbital ve intraokiiler bolgese, yiizgeglerin taban
kisimlarinda, perianal bolgede ve operkulumlarda kanamalar goriiliir. Nekropside karin
boslugunda asidik siv1 birikimi, karaciger ve dalakta biiyiime ile beyni 6rten eksudat
go6zlenir (Fukushima vd. 2017; Meyburgh vd. 2017).

Hastaligin etkeni L. garvieae oOnceleri Streptococcus garvieae olarak
isimlendirilmistir. Daha sonralari, bakteri i¢in Enterococcus seriolicida seklinde iism
degisikligi Onerilmistir (Korun vd. 2017). L. garvieae Gram-pozitif, fakiiltatif
anaerobik, hareketsiz bir bakteri tiirii olup endospor olusturmaz. Bakteri 4 ile 45 °C
arasindaki sicakliklarda gelisme gosterir. Tiriin optimal gelisme sicakligi 37 °C’dir. L.
garvieae kisa zincirler ve ciftler halinde bulunur (Meyburgh vd. 2017).
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Hastaligin tedavisinde antimikrobiyal ajanlar yaygin bir sekilde kullanilmaktadir
(Meyburgh vd. 2017).

2.6. Balik Hastaliklarinin Tedavisinde Antimikrobiyallerin Kullanimi

Diinya genelinde artis gosteren diinya niifusunu beslemek amaci ile kiiresel balik
ve kabuklu su {iriinlerinin dogal stoklar1 %80’e varan azalma ile asir1 tahribata
ugratilmistir. Bu azalmay1 en aza indirebilmek i¢in uygun ve giivenilir gida {iretim
sistemleri icerisinde bulunan su {rlinleri yetistiriciligi lizerine yogunlasilmistir. 2014
yilinda diinya da yetistiricilik yolu ile 70.5 milyon ton balik ve 26.1 milyon ton alg
iretimi gergeklestirilmistir (Watts vd. 2017). Su irlinleri yetistiricilik sistemlerinde
baslica hedef baliklar1 yogun {iretim kosullarinda ve en yiiksek hizda iiretmektir.
Bununla birlikte, bu yogun yetistiricilik sistemlerinde stoklama yogunlugu ile birlikte,
besin kirliligi de artis gostermekte bu durum ise yetersiz su kalitesi ile sonuglanmaktadir
(Watts vd. 2017). Yogun stoklama ve yetersiz su kalitesi ise ortamda patojen
mikroorganizmalarin ¢ikisini arttirmakta ve bu durum iiretim orani ve kalitesi {izerine
negatif etkilere neden olmaktadir (Watts vd. 2017).

Biitiin ¢ok hiicreli organizmalar enfeksiyonlara karsi duyarhidirlar c¢ilinki
mikrobun bakis agisindan ¢ok hiicreli canlilarin dokulart zengin besin kaynaklaridir
(Sarmagik 2003). Tiim diinyada bulasici hastaliklardan kaynaklanan balik kayiplar
onemli bir sorun olmakla birlikte tiim diinyada 6zellikle bakteriyel patojenlerin neden
olduklari hastaliklardan dolay1r balik iiretimini tehdit etmektedir (Womala vd. 2018;
Sarmasgik 2003).

Streptococcus spp., Aeromonas spp., Flavobacterium spp., Edwardsiellosis
spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp. ve Mycobacterium spp. tatli suda bildirilen 6nemli
balik patojenleri arasinda yer alir (Womala vd. 2018). Bakteriyel balik hastaliklarini
tedavi etmek amaci ile siirekli olarak antimikrobiyal ajanlarin kullanimi sucul
cevrelerde daha direngli bakteri suslari ile sonuglanmakta olup sentetik antimikrobiyal
ajanlarin devamli kullanimi sonucu tiiketiciler ve ortamda bulunan hedef dis1 diger
organizmalar ise tehdit altinda kalmaktadir (Tiirker vd. 2009). Ayrica, bakteriler dogal
stireclerin bir sonucu olarak birgok antimikrobiyal ajana direncgli hale gelmektedir. Bu
diren¢ konjugasyon, mutasyon ya da dogal ¢evrede yatay gen transferi ile
gerceklesmektedir (Watss vd. 2017).

Cesitli bitkiler ile bakteriyel hastaliklarin tedavisini gerceklestirmek tarim,
veteriner ve insan tibbinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Antik ¢aglardan bu yana
tibbi bitkiler bulagici hastaliklar1 tedavi etmek amaci ile kullanilmis olup bitkiler ile
yapilan tedavilerin su iriinleri yetistiriciligi agisindan faydali oldugu da bulunmustur.
Alternatif ajanlar olarak tibbi bitkileri bulasici hastaliklar1 tedavi etmede ve sentetik
ajanlarin bir¢cok yan etkisini azaltmada etkili oldugu da bildirilmistir. Ayrica, bitki
kokenli ilaclar tedavi kullanimi i¢in daha ucuz kaynaklar olup bu alanda kemoterapdtik
ajanlara gore daha giivenilir ilaglardir (Tirker vd. 2009).

2.7. Astaksantin ve Kullanim Alanlari

Astaksantin (3, 3’-dhydroxy-B, B-carotone-4, 4’-dione) 1970 yilinda organik
kimyac1 Ingiliz profesor Basil Churles Weedon tarafindan kesfedilmistir. Astaksantin
mikroalg, somon, alabalik, krill, karides, kerevit ve kabuklular gibi dogada bulunan
deniz organizmalarinda dogal olarak bulunan bir karetonoitdir. Yesil mikroalg
Haematococcus pluvialis zengin astaksantin kaynagi olarak kabul edilir. Chlorella
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zofingiensis, Chlorococcum spp. ve Botryococcus braunii gibi diger mikroalglerde
astaksantin i¢ermektedir. Karetonoidler antioksidan Ozellikleri nedeni ile c¢esitli
hastaliklarda ve yaslanma siirecinde terdpatik faydalar icerdigi bildirilmistir.
Astaksantin; lutein, zeaksaksantin ve cryptoksantin gibi A vitaminine doniistiiriillemeyen
bir ksantofil karetonoidtir (Koksal 2008).

Astaksantin baliklarda sentezlenemeyen yem orijinli bir karetonoidtir. Dogal
ortamlarda yasayan baliklarda astaksantin, baliklarin avladiklar1 organizmalardan
saglanirken, yogun yetistiricilik sistemlerinde ise baliklarin yemine ilave edilerek
baliklarin almasi saglanir (Choubert vd. 2006).

Astaksantinin kullanim alanlar1 su iriinleri yetistiriciligi caligmalarinda basta
salmon ve alabalik olmak iizere ¢ipura, mercan, karides ve kerevit gibi ekonomik degere
sahip tiirlerin ve akvaryum baliklarinin renklendirilmesinde, antioksidan etkisi sebebi ile
insan sagliginda kullanim1 seklinde siralamak miimkiindiir (Koksal 2008). Astaksantinin
kullanimina yonelik en biiyiikk pazari su irilinleri yetistiriciligi olusturmakta olup
alabalik, karides, siis baligi ve somon yetistiriciliginde pigment kaynagi olarak
kullanilir. Su iirtinleri yetistiriciliginde kullanilan astaksantin renk verici 6zelliginin yani
sira baliklarin hizli gelisimi i¢in yasama oranlarinin arttirilmasinda da 6nemli bir yere

sahip olup iilkemizde gokkusagi alabaliklarinin yemlerine katilarak verilmektedir (Akin
2005; Diler vd. 2005).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yapildig: yer

Hasta baliklarin morfolojik incelemeleri, nekropsileri ve i¢ organlarindan
bakteri izolasyonu isletmelerde gerceklestirilmistir.

Bakterilerin identifikasyonu i¢in gerekli olan mikrobiyolojik c¢alismalar
Akdeniz Universitesi Su Urlinleri Fakiiltesi Uygulama Laboratuari-Mikrobiyoloji
laboratuarinda (Sekil 3.1, Sekil 3.2) gerceklestirilmistir.

Sekil 3.1. Uygulama laboratuvari
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Sekil 3.2. Uygulama laboratuvari

3.1.2. Balik érneklerinin temin edilmesi

Calismada materyal olarak kullanilan hasta baliklar 2017 yil1 {iretim déneminde
Nisan-Mayis aylarinda Antalya ilinde faaliyet gosteren ticari alabalik igletmelerinden
temin edilmistir (Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5). Viicut agirliklart 56-225 g, viicut
uzunluklari ise 16.5-24 cm arasinda olmak {izere alt1 adet balik 6rnegi ile calisilmistir.
Calismanin yapilabilmesi icin Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan gerekli izin alinmistir (744 / 2018.03.003).
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Sekil 2.3. Balik orneklerinin temin edildigi ticari alabalik isletmelerinden beton
havuz

Sekil 3.4. Balik 6rneklerinin temin edildigi ticari alabalik isletmelerinden toprak
havuz

23



MATERYAL VE METOT H.I. KUCUKER

Sekil 3.5. Balik 6rneklerinin temin edildigi isletmelerden birinin genel goriiniimii
3.1.3. Calismada kullanmilan astaksantin eldesi

Calismalarda kullanilan astaksantin ticari olarak temin edilmistir.
3.1.4. Cahismada kullanilan besi yerleri ve solventler

Calismada besiyeri olarak Beyin Kalp Infiizyon Agar (BHIA), Metil Red-Voges-
Proskauer buyyonu, O/F bazal vasati (gliikkoz ilave edilmistir), indol, nisasta, Moeller
arjinin dihidrolaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz besiyerleri, Mueller Hinton agar
(MHA) ve Mueller-Hinton Buyyonu (MHB) de kullanilmigtir. Caligmada solvent olarak
su, metanol, etanol, kloroform ve 2-propanol de kullanilmistir.

Sekil 3.6. Astaksantinin metanollu ¢ozeltisi
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Sekil 3.7. Astaksantinin sulu ¢ozeltisi

Sekil 3.8. Astaksantinin etanollu ¢ozeltisi
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3.2. Metot
3.2.1. Nekropsi

Hasta baliklarin havuz ortaminda sergiledigi davranislar tespit edildikten sonra
nekropsi i¢in hasta baliklar havuz ortamindan alinarak 0.5 ml/L anestezik madde (2-
phenoxyethanol) igeren soliisyonda hareketleri durana kadar bekletilmistir (Ferguson
1988). Operkulum hareketleri duran baliklar 6ncelikle dis yonden incelenerek tespit
edilen bulgular kaydedilmistir (Timur ve Timur 2003). Baliklar daha sonra kesim
tahtasina yerlestirilerek viicut yiizeyindeki mukus kagit havlu ile giderilmis ve tiim
viicut yiizeyi %70 etil alkol ile dezenfekte edilmistir. Baliklara ventral ve lateral
insizyonlar uygulanarak i¢ organlari ortaya ¢ikartilmistir (Timur ve Timur 2003).

3.2.2. Hasta baliklardan bakteri izolasyonu

Hasta gokkusagi alabaliklarina uygulanan nekropsi sonrasi i¢ organlar steril bir
sekilde ortaya cikarilmistir. Bakteri izolasyonu i¢in karaciger, dalak ve 6n bdbrekten
BHIA iceren besi yerlerine ekimler yapilmistir. Ekim yapilan besi yerleri sogutmali
etiivde 24 + 2°C’ de 72 saat siire ile inkiibe edilmistir (Timur ve Timur 2003).

3.2.3. izole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal ézelliklerinin
tespiti

BHIA besi yerlerinde 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda gelisme gosteren
bakterilerin koloni morfolojisi ve rengi tespit edildikten sonra alt kiiltiirleri yapilmistir.
Izole edilen bakterilerin hareketli olup olmadiklarmin tespiti igin asili damla ydntemi;
bakterilerin hiicre morfolojisinin tespiti i¢in Gram boyama yontemi uygulanmistir.
Bakterilerin fenotipik 6zelliklerini belirlemek amaci ile sitokrom oksidaz reaksiyonu,
katalaz iiretimi, farkli sicaklik derecelerinde gelisme, metil — red (MR) ve Voges —
Proskauer (VP) testleri, O/F gliikoz testi, lizin ve ornitin dekarbokzilaz iiretimi, arjinin
dihidrolaz iiretimi, TSI’ da H»S iiretimi, vibriostat testleri (10 ug ve 150 pg), TCSB ve
MacConkey agarda gelisme, Simmon’s sitrat agarda sadece sitrati kullanma, nitrat
rediiksiyon testi, gelisme igin tuzluluk tolerans testleri ile amilaz (Nisasta) iiretimi ile
ilgili testler yapilmistir (Timur ve Timur 2003).

3.2.3.1. Bakterilerin hareketlerinin tespiti

Bir bakteri tiiriiniin hareketli yada hareketsiz olup olmadiginin tespiti igin
hareketlilik deneyi gergeklestirilir. Bazi organizmalar sadece belli bir sicaklik
derecesinde hareketlilik gostermektedir. Bu nedenle deney belli bazi sartlar altinda
gerceklestirilmelidir. Hareketlilik testi 1-Asili damla yontemi, 2-Tiipte olmak tizere iki
sekilde gerceklestirilir.

Yontem 1 : Asili damla test yontemi

Temiz bir lamelin ortasina bir damla bakteriyel slispansiyondan konur. Lamelin
dort kenaria vazelin eklenir (buharlasmay1 onlemek i¢in). Lamel, ¢ukur lamin {izerine
ters gevirilerek yerlestirilir. Isik mikroskobu altinda 6nce 10x, daha sonra 40x biiyiitme
ile incelenir.
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Yontem 2 : Tiipe inokiilasyon

Test tliplerine yaklasik 3 cm derinliginde olacak sekilde hareket besiyeri ilave
edilir (Hareket besiyeri; Niitrient buyyonu; 0.8 g, NaCl 0.5 g, Agar 0.5 g, dH20 100 ml).
Test edilecek bakterinin kiiltliriinden 6ze yardimi ile tiipe vasat boyunca dik olacak
sekilde ekim yapilir. 22 £ 2°C’ de 24 - 72 saat siire ile inkiibe edilir. Kontrol amagli
olarak ekimsiz besiyeri igeren tlip kullanilir. Hareketli bakteri tiirleri ekim ¢izgisinden
vasata dogru yayilarak tiipte bulaniklik olustururken, hareketsiz organizmalar ekim
cizgisi boyunca iirerler, ¢evresindeki vasatta bulaniklik goriilmez. Kontrol amagh
kullanilan tiip ise renksiz ve berrak olarak kalir (Korun vd. 2011).

3.2.3.2. Bakteri tiirlerinin boyamasi (Gram boyama yontemi)

Gram boyama, bakterilere uygulanan en Onemli ayirt edici tekniktir. Kristal
viyole dekolarizasyon esnasinda Gram-pozitif hiicreden ayrilmayr Onleyen biiyiik
kompleksi olusturmak i¢in sabitleyici iyota baglanir. Gram-negatif organizmalar hiicre
duvarlarinda daha fazla yag igerir, bu durum kristal viyole-iyot kompleksinin yikama ile
uzaklagmasina izin verir ve bdylece hiicre kars1 (zit) boya ile boyanabilir.

Uygulanisi :

1- Bakteriyel film hazirlanir ve 1s1 ile fiske edilir.

2- Kristal viyole lam yiizeyine eklenir ve 30 sn bekletilir.
3- Akan su altinda 2 sn yikanir.

4- Tyot ile lam kaplanir, 1 dk bekletilir.

5- Lam tekrar nazik bir sekilde akan su ile yikanir.

6- Lam dik a¢1 seklinde alkol-aseton karisiminda mor renk kaybi olana kadar 2 sn
tutulur.

7- Lam su ile hemen yikanir, fazla su uzaklagtirilir.
8- Lam yiizeyi fuksin ile kaplanir, 30 sn kadar bekletilir.
9- Lam nazikg¢e akan su altinda yikanir.

10- Kurutma kagidi arasinda kurutulup, lamel ile kapatilarak 1s1ik mikroskobu altinda
incelenir.

Gram-pozitif bakteriler mor; Gram-negatif bakteriler ise pembe/kirmiz1 olarak
goziikiirler (Korun vd. 2011).
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3.2.3.3. Katalaz testi

Pek ¢ok bakteri tirii tarafindan iiretilen bir enzim olan katalaz enzimi serbest
oksijeni aciga birakmak icin hidrojen peroksidin yikimini katalize eder (Formiil 3.1).

2H,0> KATALAZ _[2H,0 + O (3.1)

Bu amagla; 24-48 saatlik bakteri kiiltiiriine %3’ lik H2O2’ den birkag damla
damlatilir. Oksijen kabarciklarinin gozlenmesi pozitif sonug olarak kabul edilir (Korun
vd. 2011).

3.2.3.4. Sitokrom oksidaz reaksiyonu

Bu testin amaci; bir bakteri tiiriiniin renkli son {irlinleri olusturmak amaciyla
belli baz1 aminleri okside edip edemeyecegini tespit etmektir. Bu reaksiyon iki sekilde
gerceklestirilmistir. Birincisinde ticari sekilde piyasada mevcut bulunan sitokrom
oksidaz test stripleri kullamlmustir. ikinci ydntemde ise sitokrom oksidaz ayiraci
emdirilmis kagit seritler kullanilmistir. Kagit seritlerinin lizerine 24 saatlik bakteri
kiiltiirtinden koloni aktarilmistir ve 30 sn bekletilmistir. Bekleme siiresinden sonra eger
mor renk gozlendiginde pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Korun vd. 2011).

3.2.3.5. Oksidasyon - Fermantasyon testi (O/F testi)

Test icin oksidatif - fermantatif vasat (O/F bazal vasati) olarak adlandirilan
diisiik pepton icerikli vasat kullanilir. Bu test; fermantasyon oksijensiz (iizeri steril
mineral yag ile kapli olan tiip) ortamda gerceklesir. Karbonhidrat1 fermente edebilen
organizmalar sekeri de okside edebilirler (agik tiip). Bu organizmalara fermente edici
mikroorganizmalar denir. Asit lireten ve sadece acik tiiplerde sar1 reaksiyon veren
organizmalara ise okside edici mikroorganizmalar denir. Fermantatif ya da oksidatif
olarak  sekeri  (glikozu) kullanmayan organizmalara ise nonokside edici
mikroorganizmalar denir. Ticari olarak mevcut O/F vasat1 200 ml olacak sekilde 121°C’
de 15 dakika otoklavlanir. Otoklavlama sonras1 20 ml’ ye 2 g karbonhidrat eklenir ve
cozdiiriilir. O/F bazal vasati 50°C’ ye kadar sogudugunda seker soliisyonu filtreden
gecirilir ve besiyerine aktarilarak tiirlere dagitilir. Tiplere 18 - 24 saatlik bakteri
kiiltiirlerinden ekim yapilir. Tiiplerin biri acik digeri steril mineral yag ile kaplandiktan
sonra 22 + 2°C’ de 4 giin inkiibe edilir. Tiipler giinliik kontrol edilir (Korun vd. 2011).

3.2.3.6. indol iiretimi

Indol baz1 bakteriler tarafindan triptofan amino asidinin indirgenmesi sonucunda
olusturulabilen bir bilesiktir. Triptofan i¢eren ortamda yetistirilen bir kiiltiirde, indoliin
varligindan Kovacs soliisyonundan ekleyerek kolayca bahsedilebilir. Eger indol varsa,
Kovacs soliisyonuyla birlesir ve parlak kirmizi bir renk olusturur. Eger indol yok ise,
reaktifin kendisi hari¢ renk olmayacaktir. %1 tripton buyyonlu tiipler bakteri kiiltiirii ile
inokiile edilir ve 22 + 2°C’ de inkiibe edilir. Bu siire zarfinda tiiplerdeki besiyerlerinde
herhangi bir gelisme gosteren bakteri kiiltiirii gézlemlenirse bu bakteri kiiltiiriine 0.3 ml
Kovacs soliisyonundan eklenir. Besiyerinin {ist kisminda halka olusumu varsa pozitif
olarak kabul edilir (Korun vd. 2011).
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3.2.3.7. Jelatin hidrolizi

Hayvanlarin tendonlar1 ve bag doku bileseni olan kollajenin hidrolize edilmesi
sonucu jelatin proteini elde edilir. Jelatin proteolitik enzimler i¢in mikroorganizmalari
test etme amacli genel bir substrattir. Deneyde kullanilan konsantrasyonlarda jelatin
sulu soliisyonlar1 oda sicakliginda sividir ancak su banyosunda katilagir. Fakat jelatin,
test edilen mikroorganizmalar tarafindan hidrolize edilmisse, su banyosunda sivi halde
kalacaktir. Deneyin yapilist;

- Bakteri kiiltiirleri nutrient jelatinli ortama inokiile edilir.
- 22+ 2°C’ de 1 hafta siire ile inkiibe edilir.

- Hidrolizi incelemek i¢in tiipler buzlu suda sogutulur. Hidrolize olan tiip sivi halde
kalacaktir, kontrol tiipii ve hidrolizin olmadig: tiip katilasacaktir.

- Sonuglar kaydedilir. Tiiplerin icerikleri sivi haldeyken tiipleri calkalama, hidrolize
olmus ve olmamis jelatinin karismasina yol agabilir. Hatali sonu¢ vermemesi igin tiipler
calkalanmamalidir. Protein yikimi karbonhidratlarin yikimi ile karsilagtirildiginda daha
yavas oldugundan, gorerek tespit etme daha uzun siireli inkiibasyonu gerektirebilir
(Korun vd. 2011).

3.2.3.8. Metil Kirmizis1 / Voges-Proskauer testi (MR/VP)

Bu testler; Gram-negatif, spor olusturmayan ¢omaklar ile baz1 Bacillus tiirlerini
tanimlamada faydali olmaktadir (Korun, 2011). Bazi mikroorganizmalar glikozu
fermente ederek, notral bir liriin olan acetylmethylcarbinol'u (asetoin) meydana getirir.
Asetilmetil karbinol, VP testi tarafindan kolaylikla tespit edilir (Giinel 2013). Metil-
Kirmizist testi asidik {iriinleri notral iirlinlere doniistiirmeyen organizmalari tespit eder
ve bu nedenle asidik olarak kalir. Metil-Kirmizisi indikatorii kirmizi renge doniistiiriir.
Kirmizi renk olusumu pozitif olarak kabul edilir. Asetilmetil karbinol testinde, kiiltiiriin
yarisi temiz bir cam tiipe alinir. Daha sonra kiiltiiriin lizerine 0.5 ml a- naftol
soliisyonundan eklenir. Uzerine %40’ Itk KOH soliisyonundan eklenir. Tiip galkalanir
ve 5-30 dakika beklenir. Tiipte pembe-kirmizi renk olusumu pozitif sonu¢ kabul edilir.
Metil kirmizisi testi i¢in ise; olusturulan kiiltlir ortamina metil kirmizisinin alkolik
solisyonundan birka¢ damla eklenir. Farkli kirmiz1 renk pozitif, sar1 renk ise negatif
sonug olarak kabul edilir (Korun vd. 2011).

3.2.3.9. Hidrojen Siilfit iiretimi

Baz1 bakteriler H2S’ i serbest birakmak igin siilfiir igeren amino asitlere etki
ederler. Bu reaksiyona en giizel ornekler ¢iirliyen yumurtalarin aromasit ve belli baz
kaynatilmis yiyeceklerin siyahlagsmasidir (H2S ve kutunun metali arasindaki reaksiyon
sebep olur). H2S igeren tiiplere 18-24 saatlik bakteri kiiltiirlerinden ekim yapilir. 22 +
2°C’ de 48 saat inkiibe edilir. FeS’ in siyah birikimi H2S’ in varliginin kanitidir (Korun
vd. 2011).

3.2.3.10. Nisasta hidrolizi

Nisasta polisakkarit tipi karmasik bir karbonhidrattir. Kalitatif test iyot
soliisyonunun eklenmesi ile mavi rengin olusumu nisastanin varligin1 gosterir. Nisasta
su ile ayristinldiktan sonra (hidrolize edilir), ayrigma iriinleri; maltoz, glukoz

29



MATERYAL VE METOT H.I. KUCUKER

(ayrismada giicliik sirasina gore) bu renk reaksiyonunu vermez. Bu prensip, deneydeki
nisasta hidroliz testi i¢in kullanilir. Eger organizma nisastay1 hidrolize edebiliyorsa,
amilaz enzimini tiretir. Biitlin organizmalar amilaz enzimini liretemedikleri i¢in bu test
bize bakterileri tanimlamada yardimci olabilir. Deney su sekilde gerceklestirilir;

- Nisastal1 petri kaplarina bakteri kiiltiirtinden ekim yapilir.
- Petri kaplar1 22 = 2°C’ de 1 hafta siire ile inkiibe edilir.
- Koloni yiizeyine Gram’ 1n lugol soliisyonundan eklenir.

- Organizmanin gelisme gosterdigi bolgenin etrafinda agik zon olusumu varsa pozitif
sonug olarak kabul edilir (Korun vd. 2011).

3.2.3.11. Sitrat kullanim

Sitrat kullanimi belli bazi Gram-negatif comaklari ayirt eder. Bunun igin
Simmon’s sitrat agar kullanilir. Eger bu vasat lizerinde gelisme gozlemlenirse pozitif
sonug¢ olarak kabul edilir. Pozitif sonuglarda bazi mikroorganizmalar agarmm pH’ 1n1
arttirir. Bu durumda brommitol mavisi indikatorii yesilden maviye doniisiir. Deneyde
Simmon’s sitrat agarli besi yerlerine bakteri kiiltiirleri eklenir. 22 + 2°C” de 48 saat siire
ile inkiibe edilir. Renk doniisiimii gbzlenir ise sonuglar pozitif olarak kaydedilir (Korun

vd. 2011).
3.2.3.12. MacConkey agarda gelisme

Bu test; Gram-negatif bakterileri, Gram-pozitif bakterilerden ayirt etmek
amaciyla kullanilir. Gram-pozitif organizmalarin bu besi yerinde gelisimi safra
tuzlarinin ortamda bulunmasi ile engellenir. Bu ortamin igerigi su sekildedir;

- Laktoz 209

- Pepton 10g

- Sodyum Klorid 59

- Safra tuzlarino.2 15¢g

- Kristal viyole 0.001¢g
- Nétral kirmizi 0.03 g
- Agar 149

- pH 7.0

Besiyeri 15 dakika siire ile 121°C’ de otoklavlanir. Otoklavlanan besiyerleri
soguyunca steril ortamda petri kaplarina dokiiliir. Hazir haldeki besiyerlerine bakteri
kiiltiirlerinden ekim yapilir. 22 + 2°C’ de 1 hafta siire ile inkiibe edilir (Korun vd.
2011).
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3.2.3.13. Dekarboksilasyon ve Amin iiretimi

Bir amino asidin dekarboksilasyonu amin ve CO2 vermek i¢in karboksil
grubunun yikimidir. Reaksiyon su sekilde agiklanabilir (Formdil 3.2):

dekarboksilaz

R-CH-COOH » R-CH2>-NH2 + CO2 (3.2)
NH enzim amin
{Aminoasit}

Reaksiyon aminin birikmesi ile sonug¢landigindan dekarboksilasyon pH’ daki
artisin dl¢lilmesi ile gosterilebilir. Bu deney i¢in;

- Lizin, ornitin ve dekarboksilaz temel buyyonu igeren iki tiipe ihtiya¢ vardir.
- Bakteri kiiltiirleri her bir tiipe inokiile edilir ve tiipler steril yag ile kapatilir.
- 22 £2°C’ de 48 saat siire ile inkiibe edilir.

- pH degisiklikleri kontrol edilir. Aminlerin birikmesi ile pH’ 1n artis1, besiyerindeki pH
indikatorii olan bromkresol morunu saridan mora degistirir (Korun vd. 2011).

3.2.3.14. Nitrat indirgeme

Nitrat indirgeme testinin amact; bir organizmanin nitrati nitrite indirgeme
yeteneginin olup olmadigini tespit etmektir. Bu test i¢in kullanilan kimyasallar ve
materyaller;

- Nitrat buyyonu

- Ayirag A (a-naphthylamine % 0.5)
- Ayirag B (sulphanilic acid % 0.8)
- Cinko tozu

- Cam tiipler

Nitrat igeren besiyerine test edilecek organizmaya ait kiiltiirden inokiile edilir.
Bakteri tiirli i¢cin uygun sicaklikta 24 saat siire ile inkiibe edilir. A ve B ayiraclarindan
besiyerlerine ilave edilir. Kirmizi renk pozitif (+) sonug olarak kabul edilir (Korun vd.
2011).

3.2.3.15. Tuz toleransi
Bu test, farkli oranlarda NaCl igeren besiyerlerinde bakteri tiirliniin gelisme

gosterip gostermedigini test etmek i¢in kullanilir. NaCl’ iin farkli oranlarini (% 0.2, %
0.4 gibi) igeren Nutrient Buyyonu kullanilir. Sogutmali etiivde 22 + 2°C’ de 96 saat siire
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ile inkiibe edilir. Ekim yapilan besi yerindeki bakteri susunun yogun iiremesi pozitif (+)
sonug olarak kabul edilir (Korun vd. 2011).

3.2.3.16. O/129 Vibriostat Testi

O/129 Vibriostatik ajana hassasiyet Vibrio cinsinin tyelerini diger sitokrom
oksidaz gram-negatif bakteri tiirlerinden, 6zellikle de Aeromonas sp. ve Plesiomonas sp.
tiirlerinden ayirt etmek icin kullanilir.

Bakteri kiiltiirii iceren sivi besiyerinin bulanikligi énce McFarland 0.5 olacak
sekilde ayarlanir. Daha sonra tuz ilave edilerek hazirlanan TSA besiyeri yiizeyine
yayilir. 15 dakika bekletilir. Daha sonra Vibriostatik ajan diskleri yerlestirilir ve 20
dakika beklenir. Sogutmali etiivde 22 + 2°C’ de 24 saat inkiibe edilir.

Sonug:

Disklerin etrafinda mevcut zon pozitif olarak degerlendirilir. Bu test sadece
sitokrom oksidaz pozitif gram-negatif bakteri tiirleri igin gergeklestirilir (Korun vd.
2011)

3.2.3.17. Api 20 E kitinin uygulams1

Api 20E ticari kiti iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanip
kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Kitin igerigi:

Api 20 E kitinin (ref. 20 100) icerigi asagidakilerden olusmaktadir:
- 25 adet API 20 E stripleri

- 25 inkiibasyon kutusu

- 25 sonug kagitlar

- 1 klip kapatmasi

- 1 prospektiis

Ayiraglar:

- API NaCl % 0.85 Medium, 5 ml (Ref. 20 230) veya- APl Suspension Medium, 5 ml
(Ref. 20 150), API 20 E reaktif kit (Ref. 20 120), TDA (Ref. 70 402), James (Ref 70
542), VP 1+ VP 2 (Ref. 70 422), NIT 1 + NIT 2 (Ref. 70 442), Zn reaktif (Ref. 70
380), Mineral yag (Ref. 70 100), Pipetler yada Pastor pipetleri.
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Pozitif test sayisi < 3
(GLU testi dahil)
inkiibasyona devam edilmeli

METODOLOJI

API NaCl 0.85 % Medium 5 mi /
API Suspension Medium 5 mi
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Cizelge 3.1. API 20 E’nin uygulaniginin sematik agiklamasi
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3.2.4. Caliymada izole edilen bakteri suslarimin antimikrobiyal duyarhliklarin
belirleme

Calismada izole edilen bakteri suslarinin farkli antibiyotiklere duyarliliklart
Mueller-Hinto agar (MHA)’li besiyerlerinde standart disk difiizyon yontemi
kullanilarak yapilmistir (Kurtoglu ve Korun 2018). Bakteri soliisyonunun bulanikligi
McFarland No 0.5’¢ gére hazirlanarak MHA igeren besiyerlerine 0.1 ml olacak sekilde
aktarilarak tiim besiyeri yilizeyine yayillmis ve oda sicakliginda bekletilmistir (Kurtoglu
ve Korun 2018). Petrilerin kurumasi beklendikten sonra, besiyeri yiizeyine ¢esitli
konsantrasyonlarda degisik antibiyotikleri igeren ticari diskler yerlestirilerek 24 + 2 °C
de 24 ila 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda diskler etrafinda olusan
zonlarin c¢aplar dlgiilerek, bakteri suslarinin hassas veya direngli olup olmadiklar1 tespit
edilmistir. Calismada ticari antibiyotik diskleri olarak Ampisilin (Amp 10 pg),
Eritromisin (E15 10 pg), Flumekuin (UB30 10 pg), Kanamisin (K30 10 pg), Nalidiksik
asit (NA30 10 pg), Oksalinik asit (OA2 10 pg), Kloramfenikol (C30 10 pg),
Trimetoprim (W5 10 pg), Streptomisin (S10 10 pg), Tetrasiklin (TE10 10 pg),
Tetrasiklin (TE30 10 pg) ve Siilfametaksazol (RL25 10 pg) kullanilmastir.

3.2.5. Astaksantinin ¢alismada izole edilen bakteri suslar iizerine antimikrobiyal
etkisini belirleme

Makrodiliisyon yontemi kullanilarak astaksantinin antimikrobiyal 6zelligi tespit
edilmistir. Bu amagla, astaksantinin kloroform, etanol, su, metanol ve 2-propanol ile
ayr1 ayri ¢Oziicii ve sulandiricilar kullanilarak soliisyonlart hazirlanmigtir. Bunun igin
13X100 ml boyunda steril tipler kullanilmistir (UMS 2015). Calismada bakteri
stispansiyonlarint hazirlamak i¢in logaritmik faza kadar diretilen her bir bakteri
inokulumunun bulaniklig1 0.5 McFarland (1.5x10® cfu/ml) olacak sekilde ayarlanmustir.
Daha sonra son konsantrasyonu 10° cfu/ml olmasi igin otoklavda steril edilerek
hazirlanan ticari besiyeri Mueller-Hinton buyyonu ile 1/100 oraninda sulandirilmistir.
Bakteri soliisyonunun son konsantrasyonu 10° cfu/ml’ye ayarlanmistir (Erdagh 2011).

Caligmada 1 mg, 0.5 ve 0.1 mg’lik toz halde ticari astaksantin kullanilmigtir. 1
mg/ml stok konsantrasyon eldesi i¢in 10 mg astaksantin 10 ml etanol, metanol, 2-
propanol, kloroform ve su ile ¢ozdirildii (Erdaghh 2011). 0.5 mg/ml i¢in 10 mg
astaksantin 20 ml etanol, metanol, 2-propanol, kloroform ve su ile ¢6zdiiriilmiistiir. 0.1
mg/ml i¢in 10 mg astaksantin 100 ml etanol, metanol, 2-propanol, kloroform ve su ile
cOzdiirilmiistiir. Stok soliisyonlar kullanilmadan 6nce 0.2 pm’lik atilabilir membran
filtreler kullanilarak steril hale getirildi. Daha sonra her bir tiipe 1 ml’lik katyonu
ayarlanmig Mueller-Hinton buyyonu (CMHB) (CLSI 2006) eklenerek her tiipe 10 pl
bakteri slispansiyonu inokiile edilmistir. Birinci tlipten baslanilarak iki katl diliisyonlari
yapilarak ekimli tiipler 24 + 2°C da 16-24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sliresi sonunda tliremenin kaginci tlipten bagladigi belirlenerek astaksantinin mik
degerleri % konsantrasyon cinsinden belirlenmistir. Bulanikligin tespit edilmedigi en
diisiik konsantrasyon o sus i¢in minimal inhibitér konsantrasyon (MIK) olarak
degerlendirilmistir. Kontrol amacl olarak ekimli bakteri soliisyonu kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta Baliklarin Klinik ve Nekropsi Bulgular:

Caligmada hasta baliklarda durgunluk, su yiizeyine yakin yiizme, istahsizlik ve
yem aliminda azalma seklinde davranigsal bulgular tespit edilmistir. Dis bakida,
ekzoftalmi, karin kisminda sigkinlik (Sekil 4.1), solungaglarda solgunluk, solungag
filamentlerinin u¢ kisminda yapigma ve erimeler, ¢ene altinda kanamalar (Sekil 4.2) ile
deride lezyonlar (Sekil 4.3), pul kayb1 (Sekil 4.4), yiizgeglerde kanama (Sekil 4.5) ve
baliklarda deri renginde koyulasma (Sekil 4.6) gozlenmistir.

Sekil 4.2. Cene altinda kanamalar
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Sekil 4.4. Deride pul kayb1 ve lezyonlar
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Sekil 4.5. Yiizgeclerde kanama

Sekil 4.6. Deride koyulagsma
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I¢ bakida hasta baliklarda ag1z icerisinde kanamalar (Sekil 4.7), kas dokusunda
kanama, karacigerde solgunluk ve damarlasma (Sekil 4.8), hava keseinde siskinlik ve
kanama (Sekil 4.9), dalakta biiylime (splenomegali) ve bobreklerde ise kivaminda erime
oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.7. Ag1z i¢i kanamalar

Sekil 4.8. Karacigerde solgunluk ve damarlasma
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Sekil 4.9. Hava kesesinde siskinlik ve kanama

4.2. Hasta Ballklardz.l.n izole Edilen Bakteri Suslarimin Koloni ve Hiicre
Morfolojisi, Fenotipik Ozelliklerine Ait Bulgular

Hasta baliklardan yapilan bakteriyolojik ekim caligmalar1 sonucunda, hasta
baliklarin karaciger, dalak ve bobreklerinden krem renkli, hareketli, fermentatif,
sitokrom oksidaz pozitif, katalaz pozitif, gomak sekilli bakteri suslar1 izole edilmistir.
Suslarin indol iiretimleri pozitif, arjinin dihidrolaz pozitif olduklari, nisastay: hidrolize
ettikleri (Sekil 4.10) ve MacConkey agarda gelisme gosterdikleri tespit edilmistir. Izole
edilen alt1 susun biyokimyasal 6zellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.10. Bakteri susuna ait amilaz tiretimi
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Cizelge 4.1. Izole edilen bakterilerin biyokimyasal dzellikleri
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+
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4.3. API 20E Test Sonuclar:

API 20 E kiti tiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda hazirlanmistir. Kitler 24
+ 2°C’de 24-48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, kitlere
ayiraclar eklenerek (Sekil 4.11), sonuclar APIWEB identification software’e gore
okunmustur.

\

(UL AU )

rly

P

Sekil 4.11. Calismada kullanilan API 20E test seridi ve sonucu

Bakteri sus profilleri APIWEB identifikasyon software’e gore okunmustur.
Buna gore, hasta baliklardan izole edilen bakteri suslart 7247125 olarak bulunarak
suslar Aeromonas hydrophila olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.2. API 20E test sonuglari

Testler Calismada kullanilan suslar (n=6)
Beta-galaktosidaz (ONPG) +
Arjinin dihidrolaz (ADH) +
Lizin dekarboksilaz (LDC) +

Ornitin dekarboksilaz (ODC) -

Sitrat kullanimi (CIT) +

H>S tiretimi (H2S) -

Ureaz iiretimi (URE) -

Triptofan deaminaz (TDA) -

Indol iiretimi (IND) +
Asetoin iiretimi (VP) +
Jelatinaz tiretimi (GEL) +
Gliikoz (GLU) +
Mannitol (MAN) +
Inositol (INO) -

Sorbitol (SOR) -

Ramnoz (RHA) -

Sukroz (SAC) +

Melibiyoz (MEL) -

Amigdalin (AMY) +

Arabinoz (ARA) -
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Cizelge 4.3. API 20E ek test sonuglar1

Testler Calismada kullanilan suslar (n=6)
NO: +
N2 -
Hareketlilik (MOB) +
McConkey agarda gelisme (McC) +
OF-Oksidatif testi +
OF-Fermantatif testi +

4.4. Calismada izole Edilen Bakteri Suslarmn Antimikrobiyal Duyarhlik Test
Sonuclan

Antibiyotik duyarlilik test sonuglarma gore, A. hydrophila suslarinin
oksitetrasiklin’e direngli, suslar arasinda kanamisin, flumekuin, trimetoprim, ampisilin,
eritromisin, nalidiksik asit, siilfametaksozal’e degisken derecede direng gosterdikleri
tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

43



BULGULAR H.I. KUCUKER

Cizelge 4.4. Bakteri suslarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglari

Antibiyotik IzolatI  lizolatIl  izolat III 1izolatIV 1izolatV  Izolat VI
Grubu

(mm)

K30 20 19 D D 24 D
E15 16 12 D D D D
NA30 14 12 D D D D
UB30 27 26 D D 35 D
TE10 20 D D D D D
RL25 22 D D D D D
AMP10 19 D D D 23 D
W5 29 26 D D 35 D
OA2 17 D D D D D
C30 30 25 D D 40 D
S10 19 16 D D 28 D
TE30 D D D D D D

*K30: Kanamisin, E15: Eritromisin, NA30: Nalidiksik asit, UB30: Flumekuin, TE10:
Tetrasiklin, RL25: Sulfametoksazol, AMP10: Ampisilin, W5: Trimetoprim, OAZ2:
Oksalinik asit, C30: Kloramfenikol, S10: Streptomisin, TE30: Tetrasiklin, D: Direngli

4.5. Astaksantinin Antimikrobiyal Hassasiyet Test Sonuclari

Calismada A. hydrophila suslar1 {izerine astaksantinin farkli ¢oziiciiler ile
hazirlanan soliisyonlar1 kullanilarak antibakteriyel test sonucglarina gore, suyun etkili
olmadigi, kloroform’un ise en etkili oldugu bulunmustur. Calismada etanol’lin 7.8125
pg/ml, 15.625 pg/ml ve 31.25 pg/ml konsantrasyonlarinin suslar {izerinde
antimikrobiyal etkilerinin olmadig tespit edilirken, 62.5 pg/ml’den 500 pg/ml olan
konsantrasyonlarda ise iiremenin gelismedigi goriilmiistiir. 62.5 pg/ml etanol igcin MIK
degerini vermistir. ¢aligmada benzer sonu¢ 2-propanol ile hazirlanan soliisyonlarda da
tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. S1vi mikrodiliisyon yontemi sonuglarina gore astaksantinin kloroformlu
¢ozeltisinin antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalar Kloroform (ng/ml)
7.8125 | 15.625 | 31.25 | 62.5 125 250 500
1 01 - - - - = + +
0.5 - - - - + + +
1.0 - - - + + + +
2 01 - - - - = + +
0.5 - - - - + + +
1.0 - + + + + + +
3 0.1 + + + + + + +
0.5 - - - + + + +
1.0 - + + + + + +
4 0.1 + + + + + + +
0.5 - - - - + + +
1.0 - - - - + + +
5 0.1 - - - - + + +
0.5 - - - _ _ n n
1.0 + + + + + + +
6 0.1 + + + + + + +
0.5 - - - - + + +
1.0 - - - + + + +

Sekil 4.12. Astaksantinin kloroformlu ¢6zeltisine bakterilerin inokiilasyonu sonucu bir
ornek
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Cizelge 4.6. Astaksantinin etanollu ¢6zeltisinin antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalar Etanol (ug/ml)

7.8125 | 15.625 | 31.25 | 625 125 250 500

1 0.1

0.5

1.0

0.1
2 0.5

1.0

3 0.1

0.5

1.0

4 0.1

0.5

1.0

0.1
5 0.5

1.0

6 0-1

0.5

e R A A s s
e R A A s s
N e R A A s s

1

1

1

1

1.0

Sekil 4.13. Astaksantinin etanollu ¢ozeltisine bakterilerin inokiilasyonu sonucu bir
ornek
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Cizelge 4.7. Astaksantinin 2-propanollu ¢dzeltisinin antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalar 2-propanol (ug/ml)

7.8125 | 15.625 | 31.25 | 625 125 250 500

0.1
1 0.5

1.0
0.1
2 0.5

1.0

0.1
3 0.5

1.0

0.1
4 0.5
1.0

5 0.1

0.5

1.0

6 0.1

0.5

N R R N e R A
1
1
1
1

e R A A s
A

1.0

Sekil 4.14. Astaksantinin 2-propanollu ¢ozeltisine bakterilerin inokiilasyonu sonucu bir
ornek
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Cizelge 4.8. Astaksantinin metanollu ¢ozeltisinin antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalar Metanol (ng/ml)

7.8125 | 15.625 | 31.25 | 625 125 250 500

1 0.1 +

0.5

1.0

2 0.1

0.5

1.0

3 0.1

V|
Vol

0.5

1.0

+
+

VA

0.1
4 0.5

1.0

+
T e R oy P e A T L

5 0-1

0.5

1.0

V]
V]
vl
+
'

0.1
6 0.5

1.0 - - - - -

ol T o N e e e i A e P

1
1
1

+ |+ [+

Sekil 4.15. Astaksantinin metanollii ¢6zeltisine bakterilerin inokiilasyonu sonucu bir
ornek
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Cizelge 4.9. Astaksantinin sulu ¢ozeltisinin antimikrobiyal test sonuglari

Mikroorganizmalar SU (ug/ml)
7.8125 | 15.625 | 31.25 62.5 125 250 500
1 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +
2 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +
3 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +
4 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +
5 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +
6 0.1 + + + + + + +
0.5 + + + + + + +
1.0 + + + + + + +

Sekil 4.16. Astaksantinin sulu ¢ozeltisine bakterilerin inokiilasyonu sonucu bir 6rnek
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5. TARTISMA

Aeromonas hydrophila tiim diinyada dagilim gosteren homeotermik ve
poikilotermik konak dagilimina sahip patojenik bir bakteri tiiriidiir (Harikrisnan ve
Balasundaram 2005). A. hydrophila kanal kedi balig: (Ictalurus punctatus), ayu (P.
altivelis), tilapya, bazi tath su levrek tiirleri gibi cesitli tatli su balik tiirlerinde, siis
baliklarinda, deniz baliklarinda ve salmonidler gibi soguk su balik tiirlerinde hastaliga
neden oldugu bilinmektedir (Swan ve White 2014; Harikrisnan ve Balasundaram 2005).
A. hydrophila’nin insanlarda ozellikle de ¢ocuklar ve bagisiklik sistemi baskilanmis
kisilerde su ile alakali mide-bagirsak enfeksiyonlarina yol agtig1 bildirilmistir (Mahanty
vd. 2013; Isleyici ve Sancak 2009). Yogun kiiltiir sistemlerinde tutulan baliklar A.
hydrophila enfeksiyonlarina duyarli olmakla birlikte, bakterinin baliklarin viicut
yiizeyinden ve bagirsagindan da izole edilmistir (Harikrisnan ve Balasundaram 2005).

Ulkemizde A. hydrophila enfeksiyonlar farkli balik tiirlerinden bildirilmistir.
Onuk vd. (2017) calismalarinda Tiirkiye’nin farkli bolgelerinden gokkusagi
alabaliklarinin i¢ organlarindan A. hydrophila’y1 izole ettiklerini bildirmistir.

Urkii ve Yardimci (2013) Istanbul da bulunan bir akvaryum balig
isletmesindeki melek baliklarinda (Pterophyllum scalare) goriilen 6limlerin nedenini
belirlemek amaci ile yapmis olduklari ¢aligmada hasta baliklardan A. hydrophila ile
Citrobacter freundii’yi izole ve identifiye etmistir.

Timur vd. (2010) A. hydrophila’yr 2002-2003 yillarinda beton havuzlarda
yetistiriciligi yapilan geng rus mersin baliklarinda (Acipenser gueldenstaedtii) tek etken
tiir ya da Flavobacterium hydatis ile birlikte karma enfeksiyon seklinde izole ettiklerini
bildirerek, bu hastalik etkenlerinin baliklarda bakteriyel hemorajik septisemiye neden
olarak diisiik mortalite ile sonuglandigini bildirmistir.

A. hydrophila baliklarda ‘Hareketli Aeromonas Septisemisi (MAS), ‘Ulser
Hastaligr’, ‘Hemorajik Septisemisi’ veya ‘Kirmizi Bogaz’ isimleri ile anilan hastaliklara
neden olur (Swan ve White 2014). A. hydrophila ile enfekte baliklarda istahsizlik,
solungaglarda solgunluk, deri ilserleri semptomlariyla goriilebilir. Hastaliktan siklikla
etkilenen organlar arasinda solungaclar, bobrek, karaciger, dalak, pankreas ve iskelet
kas1 da yer alir (Swan ve White 2014). Hastalikta gozlenen bulgular organizmanin
virlilensine, baligin enfeksiyona olan direncine, bakteriyemi veya septiseminin olup
olmamasina ve balikla ilgili diger stres faktorlerine baglidir (Swan ve White 2014).

Wamala vd. (2018) Nil tilapyas1 (O. niloticus) ile Afrika kedi balig1 (Clarias
gariepinus)’ndan izole ettikleri A. hydrophila’nin baliklarda deri de kanamalara ve
iilserlere, ekzoftalmus, siskin abdomen ile karin kisminda asidik sivi birikimine neden
oldugunu bildirmistir. Ayrica, tilapya baliklarinda yiizge¢ ¢iirlimesi goriiliirken, her iki
balik tiirlinde de oliimler gézlenmistir.

Laith ve Najiah (2013) A. hydrophila ile dogal enfekte Clarias gariepinus da
durgunluk, s1§ hemorajik tlserler yani sira kas dokusunu agiga ¢ikaran derin tlserleri
bildirmistir. Bazi baliklarda yiizgeclerin taban kisimlarinda ve aniiste hemorajilere
rastlanilmistir. I¢ organlarda ise solgun karaciger ve solungaglar, bobrekte biiyiime ve
viicut boslugunda sarims1 s1v1 birikimi de tespit edilmistir.
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Yardimer ve Aydm (2011) tilapyalarda deneysel olarak olusturduklart A.
hydrophila enfeksiyonunda baliklarda istahsizlik, su yiizeyine yakin olarak yiizme, deri
renginde koyulasma ve yiizge¢lerde erime goriildiigiinii bildirmistir. Hasta baliklarin i¢
organlarinin makroskobik incelemesinde ise baliklarin karacigerinin sarimsi kahverengi
renkte oldugu, yiizeyinde kanamalarin goriildiigii, safra kesesinin ise safra ile dolu
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte, baliklarda deri, dalak, solungag ve gozlerde ise
onemli bir bulgunun gézlenmedigini bildirmistir.

Timur vd. (2010) A. hydrophila’y:r izole ettikleri mersin baliklarinda deri
renginde koyulasma, ylizge¢ dip kisimlarinda hemoraji, i¢ organlarda ise hiperemi ve
hemoraji bildirmistir.

Mevcut caligmada hasta gokkusagi alabaliklarinda durgunluk, su yiizeyine
yakin ylizme ve yem aliminda azalma, deri renginde koyulasma, ekzoftalmi,
karmkisminda siskinlik, solungaglarda solgunluk, bogaz bolgesinde kanamalar, deride
lezyonlar ile pul kaybn tespit edilmistir. I¢ organlarin makroskobik incelemesinde agiz
icerisinde ve kaslarda kanama, karacigerde solgunluk, hava kesesinde kanama, dalakta
biliylime (splenomegali) ve renginde koyulasma ile bobreklerde ise erime gdzlenmesi,
karin boslugunda asidik sivi birikimi olmast diger arastiricilarin (Wamala vd. 2018;
Laith ve Najiah 2013; Yardimci ve Aydin 2011; Timur vd. 2010) c¢aligmalarinda
bildirdikleri bulgulara benzerlik géstermistir.

Nahar vd. (2016) ¢alismalarinda juvenil kiiltir panga (Pangasius
hypophthalmus) baliklarindan izole ettikleri A. hydrophila suslarinin TSA da sarimsi
opak yuvarlak koloniler olusturdugu, suslarin Gram-negatif ve ¢omak sekilli oldugunu
bildirmistir. Suglar sitokrom oksidaz pozitif, fermentatif, hareketli olup 37 °C de
gelisme gostermistir. Suslarin  slikrozdan asit dretimi  pozitif, 0/129’a direngli
bulunurken, %0 NaCl de gelistikleri bildirilmistir.

Calismamizda izole edilen bakteri suslar1 BHIA da sarimsi krem renkli
koloniler olusturdugu ve hareketli olduklari tespit edilmistir. Suslar Gram-negatif,
fermentatif, sitokrom oksidaz ve katalaz pozitif olup sukrozdan asit tiretmistir. Suglarin
ayrica vibriostatik ajanlara direncli oldugu ve %0 NacCl igeren sivi besiyerinde gelisme
gosterdigi de tespit edilmistir. Calisma bulgular1 Nahar vd. (2016) tarafindan A.
hydrophila suslari i¢in bildirilen bulgulara benzerlik gosterdigi anlagilmistir.

Urkii ve Yardimci (2013) hasta melek baliklarindan izole ettikleri A. hydrophila
suslarinin krem renkli, fermantatif, indol iiretimi pozitif oldugu, arjinin dihidrolaz ile
lizin dekarboksilaz pozitif, fruktoz ve sukrozdan asit irettiklerini ancak laktozdan ise
asit iiretmedigini bildirmistir.

Calismamizda izole edilen bakteri suslar1 fermantatif, indol iiretimi pozitif,
arjinin dihidrolaz ve lizin dekarboksilaz pozitif oldugu, fruktoz, sukroz ve laktozdan
asit Urettigi tespit edilmistir. Calismamizda suslarin laktozdan asit {iretimi pozitif
bulunarak bu sonucun Urkii ve Yardimeci (2013) tarafindan bildirilen sonugtan farkli
oldugu tespit edilmistir.

Nahar vd. (2016) ¢alismalarinda izole ettikleri 10 A. hydrophila susunu
tanimlamak i¢in API 20E hizli tan1 kitini de ¢alismalarina dahil etmistir. Arastiricilar
suslarin beta-galaktosidaz, arjinin dihidrolaz, lizin dekarboksilaz, sodyum sitrat, iire,
triptofan deaminaz, triptofan, sodyum piruvat, jelatinaz, glilkkoz, mannitol, sukroz,
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melibiyoz, amigdalin ve arabinoza pozitif reaksiyon verdigi, bununla birlikte, suslarin
ornitin dekarboksilaz, sorbitol ve ramnoz test sonuglarinin ise negatif oldugunu
bildirmistir.

Chirila vd. (2008) Cyprinus carpio’dan izole ettikleri bakteri suslarmnin
tanimlanmasinda API 20E hizli tani kitini kullanmistir. Kit sonuglarina gore, hasta
sazan baliklarindan izole ettikleri bakeriler A. hydrophila grup 1 olarak tanimlanmustir.

Calismamizda izole edilen A. hydrophila suslarinin API 20E hizli tam kitinde
beta-galaktosidaz, arjinin dihidrolaz, lizin dekarboksilaz, sodyum sitrat, jelatinaz,
gliikoz, mannitol, amigdalin test sonuglarinin pozitif oldugu ancak iire iiretimi, arabinoz
ile tda sonuglarmin Nahar vd. (2016) tarafindan bildirilen sonuglardan farkli oldugu
bulunmustur. Calismada A. hydrophila suslarinin API 20E hizli tani kitinde ornitin
dekarboksilaz, sorbitol ve ramnoz {iiretimleri negatif olarak bulunmustur. Bu sonuglar
Nahar vd. (2016) tarafindan bildirilen sonuglar ile uyumlu oldugu anlasilmustir.

Genel olarak balik  hastaliklarinin  tedavisinde  antimikrobiyallerden
yararlanilmaktadir (Harikrishnan ve Balasundaram 2005). Ne var ki, bakteriyel balik
hastaliklarini tedavi etmek i¢in kullanilan antimikrobiyal ajanlar ilaca karsi direncli
bakteri suglarinin gelismesi ile sonuglanabilmektedir (Harikrishnan ve Balasundaram
2005).

Uygun olmayan su kalitesi, yetersiz yem ve baskilanmig immun sistem A.
hydrophila gibi firsat¢1 balik patojenleri igin enfeksiyon olusturmada yardimei olur ve
antibiyotikler gibi antimikrobiyaller genellikle hastalik ¢ikislarin1 6nlemek amaci ile
kullanilir (Mahanty vd. 2013).

Laith ve Najiah (2013) calismalarinda C. gariepinus’tan izole ve identifiye
ettikleri A. hydrophila suslarinin ampisilin’e direngli, tetrasikline ise duyarli oldugunu
bildirmistir.

Nahar vd. (2016) c¢alismalarinda P. hypophthalmus’tan izole ve identifiye
ettikleri A. hydrophila suslarinin doksisiklin, eritromisin, kloramfenikol, streptomisin,
trimetoprim ve oksitetrasiklin’e hassas, amoksiklav’a ise direngli oldugunu bildirmistir.

Yaptigimiz calismada hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen alti A.
hydrophila sustan 2’sinin kanamisin, eritromisin, nalidiksik asit, flumekuin, tetrasiklin,
stilfametoksazol, ampisilin, trimetoprim, oksalinik asit, kloramfenikol ve streptomisin’e
direngli olduklar1 bulunmustur. Calismada tiim suslarin 30 pg’lik tetrasiklin’e direngli
oldugu tespit edilmistir. Calismada alt1 sustan 4’ti ampisilin, eritromisin ve nalidiksik
aside direngli oldugu anlasilmistir.

Aeromonas enfeksiyonlarinin tedavisi antibiyotikler ile yapilmakta olup,
antimikrobiyal direncten dolayr Aeromonas kokenli enfeksiyonlarin tedavisi
gliclesmektedir. Aeromonas izolatlarindaki antimikrobiyal direncin  genellikle
kromozomal olmakla birlikte, betalaktamaz iiretiminin siklikla plazmit veya integron
kaynakli olduguda bildirilmistir (Onuk vd. 2017). Insan ve hayvanlara ait
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antimikrobiyalleri igeren atik sularin akarsulara karismasi sonucu kommensal florada
bulunan bakteriler direng genlerini o ortamin florasinda bulunan bakterilere
aktarabilmekte bunun sonucu olarak da akarsularin dogal florasinda yer alan bakteriler
antimikrobiyal diren¢ genleri i¢in rezervuar gorevi goriirler. Bu sularin insan ve
hayvanlar tarafindan kullaniminin sonucu olarak da antimikrobiyal ilaglarin etkinliginde
azalma ortaya ¢ikmaktadir (Onuk vd. 2017).

Cesitli balik dokularindan izole edilen A. hydrophila suslarinin amoksisilin,
ampisilin, linkomisin, novobiosin, penisilin, rifampisin ve tetrasiklin gibi bir ¢ok
antibiyotik maddeye diren¢ gelistirdiginden dolayr antibiyotiklere alternatif
calismalarda artis goriildiigii bildirilmistir (Mahanty vd. 2013). Bu alternatiflerin
arasinda prebiyotikler, probiyotikler ve bakteriyosinlerin yani1 sira tibbi ve yerel
bitkilerin kullanimi da gelmektedir (Tareq Uz Zaman vd. 2014; Bhuvaneswari ve
Balasundaram 2006).

Mevcut ¢aligmada hasta gokkusagi alabaliklarindan izole edilen A. hydrophila
suslar1 lizerine astaksantinin farkli ¢oziiciiler ile hazirlanan soliiyonlar1 kullanilmistir.
Antibakteriyel test sonuglarima gore suyun etkili olmadigi, kloroform™un ise etkili
oldugu bulunmustur.

Ushakumari ve Romanujan (2013) bir karides tirii olan Metapenaeus
dobsoni’den elde ettikleri astaksantinin antibakteriyel aktivitesini degerlendirmeye
yonelik ¢alismalarinda astaksantinin Bacillus subtilis, Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus ve Pseudomonas aeuroginosa iizerine antimikrobiyal aktivitesini aragtirmistir.
50 ml’lik hekzan ve 6 ml’lik DMSO ilavesi ile hazirladiklari ekstraktin standart
kloramfenikol ile karsilastirildiginda, hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakteriler
iizerinde etkili oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte farkli ¢oziicliler kullanilarak
deneylerin yapilmasi gerektigini dnermistir.
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6. SONUCLAR

Aeromonas hydrophila basta gokkusagi alabaligi da dahil olmak tizere diger tath
su baliklar, deniz baliklar1 ve ve siis baliklarinin yetistiriciligini etkileyen onemli
bakteriyel enfeksiyon etkenleri arasinda yer almaktadir. Giinlimiize kadar bakteriyel balik
hastaliklarinin tedavisinde antimikrobiyal ilaglardan faydalanilmistir. Yogun ve rastgele
ilag kullanimi1 bakteri tiirlerinde bu ilaglara kars1 direnci gelismesine yol agabilmektedir. A.
hydrophila kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde de antimikrobiyal ilaglar kullanilmasi,
bakterinin birden fazla antimikrobiyale direncli hale gelmesi sonucunu ortaya ¢ikartmistir.
Bu nedenle, antimikrobiyal ajanlara Ozellikle antibiyotiklere yonelik alternatiflerin
arastirilmast ve kullanilmasi glindeme gelmistir. Bugiin, bu konuda birden fazla c¢alisma
yapilmakta ve ¢0ziim Onerileri iiretilmeye ¢alisilmaktadir. Astaksantinin gii¢lii antioksidan
ozelliginin oldugu bilinmektedir.

Bu c¢alisma ile gokkusagi alabalik isletmelerinde baliklarin strese girmeleri
sonucu ortaya ¢ikan Hareketli Aeromonas Septisemisi vakalarinda siklikla izole edilen A.
hydrophila susu iizerine astaksantinin, antibiyotiklere alternatif olarak antibakteriyel
Ozelliginin olup olmadig: in vitro olarak arastirilmistir. Bu amagla astaksantinin su, etanol,
metanol, kloroform ve 2-propanol ile hazirlanan farkli ¢oziiciilerinin A. hydrophila tizerine
antibakteriyel etkisi ¢alisilmistir. Calismada astaksantinin farkli ¢oziictiler ile hazirlanan
sollisyonlarindan ozellikle kloroform’un en etkili oldugu, suyun ise etkisiz oldugu tespit
edilmistir. Mevcut ¢alisma astaksantin igin temel bir ¢aligma olup Oncesinde astaksantinin
herhangi bir balik patojeni iizerine etkisinin aragtirildigr ilk ¢alisma 6zelligi tasimaktadir.
Bu yilizden astaksantinin in vitro calisma sonuglarinin daha sonra yapilacak in vivo
calismalara da temel olabilecegi diistiniilmektedir.
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