Yiiziincii Y1l Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi Cilt 27, Say1 3 (Aralik), 512-520, 2022

o
)
U 9
Sy
\ 4

g
YUZONCO YiL UNIVERSITES]
Fen Biimber Exsunisd Dergist

v
/

Yiiziincii Y1l Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii Dergisi

/
YUZNC YIL UNIVERSITY,
Journal .
hatral sl Scionces

https://dergipark.org.tr/tr/pub/yyufbed

Arastirma Makalesi

Gokkusag Alabahklarindan (Oncorhynchus mykiss) izole Edilen Patojen Bakteri
izolatlarimin Hidrolitik Enzim Aktiviteleri ve Siderofor Uretim Yetenekleri

Bilgin TASKIN™, Siikrii ONALAN®

! Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarimsal Biyoteknoloji Béliimii, 65080, Van, Tiirkiye
2 Van Yiiziincii Y11 Universitesi, Su Uriinleri Fakiiltesi, Balik Hastaliklar1 Boliimii, 65080, Van, Tiirkiye
Bilgin TASKIN, ORCID No: 0000-0002-9772-7438, Siikrii ONALAN, ORCID No: 0000-0003-0058-5232

*Sorumlu yazar e-posta: bilgintaskin@yyu.edu.tr

Makale Bilgileri

Gelis: 04.03.2022

Kabul: 24.06.2022

Online Aralik 2022

DOI: 10.53433/yyufbed.1082784

Anahtar Kelimeler
Ekstraseliiler enzim,
Patojen bakteri,
Siderofor

Oz: Kisa siirede biiyiik miktarlarda kiiltiirlenebilmeleri, genetik manipiilasyonlara
acik olmalari ve iirettikleri enzimlerin hayvansal ve bitkisel enzimlerden daha aktif
ve istikrarli olusu bakterilerin ¢gok 6nemli enzim ve ikincil metabolit kaynaklart
olarak degerlendirilmelerine sebep olmaktadir. Ayrica ekstraseliiler hidrolitik
enzimler ve sideroforlar patojen bakteriler i¢in ¢ok 6nemli viriilans faktorleri olarak
bilinmektedir. Bu ¢aligmada, Van ilinde faaliyet gosteren giftliklerde, gokkusag:
alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss) izole edilerek kiiltiire alinmis dokuz adet
bakteri izolatinin ¢esitli ekstraseliiler hidrolitik enzimleri ve siderofor iiretme
yetenekleri ilk defa aragtirllmigtir. Sonuglar, test edilen izolatlardan dokuzunun
proteaz, sekizinin lipaz, besinin seliilaz, ikisinin pektinaz aktivitesine sahip oldugu,
ayrica yedisinin siderofor {iretme yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Amilaz ve
ksilinaz aktiviteleri higbir izolatta gdzlemlenmemistir. Ayrica bu izolatlar morfolojik
olarak olasi li¢ ana gruba ayrilmis ve her bir izolat, tiire 6zel gelistirilmis primerler
ile molekiiler tanimlamaya tabi tutulmustur. Tiire 6zgii primerler kullanilarak yapilan
molekiiler tanimlama, bu izolatlarin balik patojeni Listonella anguillarum, Yersinia
ruckeri ve Lactococcus garvieae olduklarini ortaya koymustur.
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Abstract: The fact that they can be cultured in large quantities in a short time, that
they are open to genetic manipulations, and that the enzymes they produce are more
active and stable than animal and plant enzymes, cause bacteria to be considered as
very important enzyme and secondary metabolite sources. Also, extracellular
hydrolytic enzymes and siderophores are known as very important virulence factors
for pathogenic bacteria. In this study, the ability to produce various extracellular
hydrolytic enzymes and siderophores of nine bacterial isolates isolated from rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) from farms operating in VVan province was investigated
for the first time. The results showed that of the tested bacteria, nine had protease,
eight had lipase, five had cellulase, two had pectinase activity, and seven had the
ability to produce siderophores. Amylase and xylanase activities were not observed
in any isolate. In addition, these isolates were morphologically divided into three
possible main groups and three isolates from each group were molecularly identified
with primers developed specifically for the species. Molecular identification using
species-specific primers revealed that these isolates could be the strains of fish
pathogens Listonella anguillarum, Yersinia ruckeri and Lactococcus garvieae.
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1. Giris

Katalitik aktiviteleri yiiksek olan mikrobiyal enzimler, daha istikrarli, daha ucuz ve
fermantasyon yontemleri ile biiyilk miktarlarda elde edilebildikleri i¢in endiistrinin bir¢ok alaninda
kullanilmaktadir (Fasim ve ark., 2021). Bu enzimleri kullanan endiistriyel alanlara deterjan ajanlari, deri
isleme, ksenobiyotik bilesiklerin par¢alanmasi, gida isleme (firincilik, et, siit, meyve ve sebze iiriinleri),
farmasotikler (farmasotik ara iiriinlerin sentezi), biyoyakitlar (diisiik- enerji etanol {iretim siireci) ve
diger ilgili teknolojiler 6rnek olarak verilebilir (Singh ve ark., 2016). Seliilaz, proteaz, amilaz, pektinaz,
lipaz, asparaginaz gibi biyoteknolojik 6neme sahip hidrolitik enzimleri énemli 6l¢eklerde sentezleyen,
cesitli kaynaklardan izole edilmis birgok bakteri izolat1 bildirilmistir (Carrim ve ark., 2006; Jalgaonwala
& Mahajan, 2011; Khan ve ark., 2017).

Mikroorganizmalar, demir elementinin smirlt oldugu ortamlarda hayatta kalabilmek icin,
¢oziinmeyen ferrik demiri yakalama islevi goren, metal selatlayici ajanlar olarak bilinen ve siderofor adi
verilen diisiik molekiiler kiitleli baz1 sekonder metanolitler iiretirler (Soares, 2022). Sideroforlar son
zamanlarda farkli alanlardaki potansiyel rolleri nedeniyle c¢ok dikkat ¢ekmistir. Sideroforlarin,
mikrobiyal ekolojide, kiiltiirlenemeyen mikroorganizmalarin gelisimini arttirmak i¢in uygulama
potansiyeline sahip oldugu gdsterilmistir (Lewis ve ark., 2010). Tarim alaminda, farkli tipteki
sideroforlar, gesitli bitki tiirlerinin bitylimesini tesvik eder ve bitkilere demir alimimi artirarak verimlerini
arttirirlar (Sarwar ve ark., 2022). Ayrica, sideroforlar demire sikica baglanir ve bitki patojenleri igin
biyolojik olarak kullanilabilir demiri azaltir, boylece fitopatojenlerin 6ldiiriilmesini kolaylastirir (Soares,
2022). Agir metalle kontamine olmus ortamlar, biyoremediasyondaki rolii c¢esitli caligmalarda
gosterilmis olan sideroforlar uygulanarak detoksifiye edilebilir (O'Brien ve ark., 2014).

Diger hayvan patojeni bakterilerinde oldugu gibi, balik patojenlerinde goriilen anahtar viriilans
faktorleri arasinda siderofor iiretimi en 6nemli sistemlerin baginda gelmektedir ve konak kolonizasyonu
icin ¢ok 6nemlidir (Lemos & Balado, 2020). Ayrica, pek cok patojenik bakteri tarafindan iiretilen, bir
diger onemli viriilans faktorii olarak bilinen ekstraseliiler hidrolitik enzimler, patojenin besinleri
almasina ve dokulara yayilmasina olanak saglar (Malathi ve ark., 2014; Ina-Salwany ve ark., 2019).

Ciftlik alabaliklarindan hastalik etmeni olarak izole edilen bakteri izolatlar ile ilgili pek ¢ok
caligma bulunmasina ragmen, bu tip izolatlarin biyoteknolojik potansiyellerine yonelik ¢alismalar cok
daha sinirlidir. Ayrica bu tip enzim aktivitelerinin ve siderofor tiretim kabiliyetlerinin varligimin
arastirilmasi, bu patojenlerin sahip oldugu potansiyel virulans faktorleri ortaya koymasi agisindan da
ayrica 6nem tagimaktadir. Bu ¢alismanin amaci, Van ilinde faaliyet gosteren ¢iftliklerden temin edilmis
gbkkusag alabaliklarmin (Oncorhynchus mykiss) bobrek dokularindan izole edilmis, patojen bakteri
izolatlarinin endiistriyel olarak dnem tasiyan proteaz, lipaz, amilaz, seliilaz, ksilanaz, pektinaz enzim ve
siderofor tiretme potansiyelleri a¢isindan incelenmesidir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Bakteri izolatlar:

Calismada kullanilan izolatlar, 6nceki ¢alismalarda Van ilinde faaliyet gosteren alabalik tiretim
isletmelerinden temin edilmis gokkusagi alabaliklarinin (Oncorhynchus mykiss) bobrek dokularindan
izole edilen ve kiiltiire alinan bakterilerdir. Izolatlar Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi, Balik Hastaliklar1 Anabilim Dal1 stoklarindan temin edilmistir. T{im izolatlar, Nutrient Broth
(NB) besi ortamu (Difco, Detroit, MI, ABD) i¢inde veya Nutrient Broth agar plakalari tizerinde 25°C'de
bliylitiilmiistiir.

2.2. Enzim aktivitelerinin belirlenmesi
Izolatlarin saf kiiltiirleri ayirt edici tan1 ortamlarina birbirine esit uzaklikta dort izole damlacik

olarak inokiile edilmistir. Her enzim ve siderofor icin enzim indeksi (EI), belirli inkiibasyon siiresinin
sonunda hesaplanmistir. EI degerleri, aktivite zon ¢apinin koloni ¢apina orani olarak hesaplanmustir.
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2.2.1. Amilaz aktivitesi

Izolatlar, %1 (w/v) nisasta ile takviye edilmis Nutrient Agar besi ortami iizerine inokiile
edilmistir. 25°C'de iki giin inkiibasyondan sonra, agar plaka yiizeyleri iyot sollisyonu ile yikanmistir.
Kolonilerin gevresinde iyot ile boyanmamis, opak zon gosteren varyantlar amilaz pozitif olarak
degerlendirilmistir (Hankin & Anagnostakis, 1975).

2.2.2. Seliilaz aktivitesi

Seliilaz aktivitesi, Amore ve ark. (2015) tarafindan bildirilen yontemde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. izolatlar litresinde 1 g NaNOs, 1 g K2HPOq, 1 g KCI, 0.5 g MgSOs, 0.5 g maya
Oziitl, 1 g glukoz, 5 g karboksimetilseliiloz (CMC) ve 15 g agar iceren kati besi ortami {izerine inokiile
edilmistir. Petriler 25°C'de 5-8 giin siireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda, petrilerin yiizeyini
kaplayacak sekilde %0,2 (w/v) Kongo kirmizisi soliisyonu eklenmis ve 20 dakika ortam sicakliginda
bekletilmistir. Daha sonra petri kaplari, fazla boyay1 uzaklastirmak i¢in 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek
yikanmig ve 30 dakika daha oda sicakliginda bekletilmistir. Koloni ¢evresinde kirmizi zemin iizerine
acik sar1 bolge bulunan koloniler seliilaz pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.2.3. Proteaz aktivitesi

Proteaz aktivitesi, Carrim ve ark. (2006) tarafindan bildirilen yontemde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Proteaz aktivitesini dlcebilecek ayirt edici besiyeri hazirlamak i¢in %1 (g/L)
yagsiz siit tozu iceren Nutrient Agar kullamilmigtir. Siit tozu (10 g/100 mL) 110°C'de 5 dakika sterilize
edilmis, sicaklig1 45°C'ye diisiiriilmiis ve aseptik kosullarda Nutrient Agar besi ortamina ilave edilmistir.
Hazirlanan besiyerine inokiile edilen izolatlar, 25°C'de iki veya ii¢ giin inkiibe edilmislerdir. Kolonilerin
etrafindaki seffaf bolge olusumu, proteaz aktivitesi olarak yorumlanmuistir.

2.2.4. Lipaz aktivitesi

Lipaz aktivitesi, kii¢lik modifikasyonlarla Hankin & Anagnostakis (1975) tarafindan agiklanan
yonteme gdre belirlenmistir. izolatlar litresinde 8 g Nutrient Broth, 0.1 g CaClz H20, 15 g agar, pH 6.0
ve 20 mL Tween 20 iceren kat1 besiyeri ortamu iizerine inokiile edilmislerdir. Tween 20, ayr1 olarak
steril edilmis ve ortama ayrica ilave edilmistir. Kiiltiirler 25°C'de iki veya {i¢ giin inkiibe edildikten sonra
inceleme Oncesi +4°C'de 30 dakika kadar bekletilmislerdir. Kolonilerin ¢evresinde opak zon gdsteren
varyantlar lipaz pozitif olarak degerlendirilmislerdir.

2.2.5. Pektinaz aktivitesi

Pektinaz aktivitesi, Kobayashi ve ark. (1999) nin belirttigi yonteme gére dl¢iilmiistiir. izolatlar
litresinde 2 g maya 0ziitii, 2 g amonyum siilfat, 6 g Na2HPOs, 3 g KH2PO4, 5 g pektin ve 15 g agar igeren
kat1 besiyeri ortami {izerine inokiile edilmislerdir. Petriler {i¢ giin boyunca 25°C'de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, petrilerin yiizeyini kaplayacak sekilde %1 lik (w/v) Setiltrimetilamonyum bromiir
(CTAB) soliisyonu eklenmis ve petriler oda sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Koloni ¢evresinde
seffaf bolge olusumu pektinaz aktivitesi olarak degerlendirilmistir.

2.2.6. Ksilinaz aktivitesi

Ksilinaz aktivitesi, Amore ve ark. (2015) tarafindan bildirilen yontemde bazi degisiklikler
yapilarak belirlenmistir. Izolatlar litresinde 1 g NaNOs, 1 g K2HPO4, 1 g KCI, 0.5 g MgS0Os, 0.5 g maya
oziitii, 1 g glukoz, 15 g agar ve 5 g ksilan igeren kat1 besiyeri ortamu {izerine inokiile edilmislerdir.
izolatlar besiyerine inokiile edildikten sonra 25°C'de iki ile dort giin arasi inkiibe edilmislerdir.
Inkiibasyon sonunda, petrilerin yiizeyini kaplayacak sekilde %0.1 (w/v) Kongo kirmzis1 soliisyonu
eklenmis ve 20 dakika ortam sicakliginda bekletilmistir. Daha sonra petri kaplari, fazla boyayi
uzaklagtirmak icin 5 M NaCl ¢ozeltisi eklenerek yikanmms ve 30 dakika daha oda sicakliginda
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bekletilmistir. Kirmiz1 arka plan iizerinde koloni etrafinda gozlemlenen acik renkli bolge ksilanaz
aktivitesi olarak degerlendirilmistir.

2.3. Siderofor iiretim testi

Izolatlarin siderofor iiretimlerinin belirlenmesinde Blue-CAS Agar besiyeri kullanilmistir
(Louden ve ark., 2011). Nutrient Agar besi ortamina ekimi yapilarak inkiibatorde gelistirilen 48 saatlik
bakteri kiiltiirlerinden Blue-CAS agar ortamina nokta ekim yapilmustir. Petriler 25°C’de 2-3 giin siireyle
inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon sonunda nokta ekim yapilan koloni gevresindeki sari-turuncu
renkli alanin meydana gelmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmis ve bu alanin ¢ap1 ve koloni gap1
Olciilerek siderofor liretim indeksleri belirlenmistir.

2.4. Izolatlarin molekiiler dogrulamasi

PCR reaksiyonlarinda kalip olarak kullanilmak i¢in; Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri ve
Listonella anguillarum izolatlarindan ve her bir ana guruptan secilmis olan 3 izolattan toplam DNA
izolasyonu kaynatma ydntemi ile yapilmustir. Bunun igin 10° CFU/mL yogunlugundaki bakteri
stispansiyonundan 2 mL alinarak 10 dakika kaynatilmigs ve santrifiijlenerek hiicre kalintilan
uzaklastinilmigtir.  Toplam DNA igeren siipernatant temiz bir tipe transfer edilerek, PCR
reaksiyonlarinda kalip DNA kaynagi olarak kullanilmistir (Onalan & Cevik, 2020). Her bakteri tiirii igin
spesifik primer setleri kullanilmigtir. Biyokimyasal testleri ve molekiiler identifikasyonlar1 daha 6nceki
caligmalarda gergeklestirilmis olan L. garvieae, Y. ruckeri ve L. anguillarum bakterileri ise ¢alismada
pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

gPCR reaksiyon karisimi olusturulurken 12.5 pL SYBRGreen qPCR mastermix, 1puL ileri
primer, 1 pL geri primer, 4 pL DNA ve 6,5 uL DNase-RNase free su kullanilmistir (Onalan, 2019). L.
garvieae icin kullanilan primer seti ve qPCR sartlar1; Ileri primer 5°- CATTTTACGATGGCGCAG-3’,
Geri primer 5’-CGTCGTGTTGCTGCAACA-3’, 30 s, 95°C denaturasyon, 30 s, 58°C baglanma ve 1
dak, 72°C uzama adimlarindan olusan toplam 30 déngii (Aoki ve ark., 2000). Y. ruckeri i¢in kullanilan
primer seti ve qPCR sartlari; Ileri primer 5°’-GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3’, Geri primer 5’-
GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’, 1 dak, 92°C denaturasyon, 1 dak, 58°C baglanma ve 1 dak,
72°C uzama adimlarindan olusan toplam 30 dongii (Gibello ve ark., 1999). L. anguillarum igin
kullanilan primer seti ve qPCR sartlari; Ileri primer 5°- GTTCATAGCATCAATGAGGAG -3°, Geri
primer 5°- GAGCAGACAATATGTTGGATG -3°, 1 dak, 95°C denaturasyon, 1 dak, 55°C baglanma
ve 1 dak, 72°C uzama adimlarindan olusan toplam 30 dongii (Gonzalez ve ark., 2003).

2.5. Istatiksel analiz

Tiim enzim ve siderofor 6l¢iim deneyleri dort tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Verileri analiz
etmek icin Istatistiksel Analiz Sistemi (SAS siiriim 9.4 SAS, Cary, NC) kullanilmistir. Gruplarm
ortalamalart arasmdaki farkliliklar belirlemek icin genel dogrusal model (GLM) analizi, gruplar
arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in Duncan'in ¢oklu karsilastirma testi kullanilmustir. Sadece iki grup
iceren pektinaz testindeki gruplar arasindaki farkliliklari belirlemek igin Student’s t testi tercih
edilmistir.

3. Bulgular

Bu calismada daha onceki c¢alismalarda gokkusagi alabaliklarmin (Oncorhynchus mykiss)
bobrek dokulanndan, hastalik etmeni olarak izole edilerek kiiltiire alinmis olan ve morfolojik
benzerliklerine gére 3 ana guruba ayrilmis 9 adet bakteri kullanilmigtir. Tiim izolatlar i¢in, her bir enzim
ve siderofor aktivitesinin enzim indeksi (EI) Cizelge 1'de verilmistir. Enzim Indeksi (EI), farkh
izolatlarin enzimatik tiretiminin karsilastirilmasinda kullanilan pratik bir aragtir (Carrim ve ark., 2006;
Dogan & Taskin, 2021). Bu amagla Tiirkiye’de Van ili igerisinde yer alan alabalik ¢iftliklerinden temin
edilen alabaliklardan izole edilen bakteriler, seliilaz, ksilanaz, pektinaz, amilaz, proteaz, lipaz hidrolitik
enzimlerinin ve sideroforlarin varligi agisindan degerlendirilmistir (Sekil 1). Test edilen izolatlardan
9’unun proteaz, 8’inin lipaz, 5’inin seliilaz, 2’sinin pektinaz aktivitesine sahip oldugu ve ayrica 7’sinin
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siderofor liretme yetenegine sahip oldugu ortaya konmustur. Amilaz ve ksilinaz aktiviteleri hi¢bir izolat
i¢in gézlemlenmemistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. Kullanilan bakteri izolatlan ile her bir enzim ve siderofor igin dlgiilen enzim indeks (EI)
degerleri. EI degerleri, aktivite zon ¢apimin koloni ¢apina orani olarak hesaplanmistir.

Izolat No Proteaz Lipaz Amilaz Seliilaz Pektinaz Ksilinaz ~ Siderefor
So1 2.10+£0.05%"  5.70+0.40%" - - - - 2.75+0.25"
SO2 2.7740.25°"  6.93+1.10%" - - - - 1.61+0.04¢
SO3 3.4240.28"  3.20+0.12* - - - - 2.70+0.27""
S04 2.70+0.26%"  3.12+0.11%" - 3.2540.18%"  3.20+0.05** - 1.57+0.05¢"
SO5 4.67+0.20*  5.08+0.05°" - - - - 1.72+0.04¢"
SO6 4.35+0.20  4.3440.23%°" - 2.85+0.06%"  3.12+0.05** - 1.45+0.02¢"
So7 1.97+0.16°°  3.83+0.31%" - 3.60+0.36™" - - -

SO8 2.10£0.12%"  3.91+0.53%" - 2.57+0.26%" - - -
S09 2.02+0.25" - - 3.10+0.26%" - - 4.00+0.00”

* Dort tekrarin ortalamasi (Ortalama + Std. hatalar). Farkli kiigtik harflerle takip edilen bir siitun igindeki degerler
6nemli 6lgiide farklidir (p<0.05).

** Bu gurup i¢in uygulanan Student t-testine gore pektinaz guruplar arasinda farklilik 6nemlidir (p<0.01).

- Aktivite gdzlemlenmemistir.

ES

i ﬂ(iln it i —

Sekil 1. Hidrolitik enzim ve siderofor aktivite bolgeleriyle ¢evrili kolonileri gdsteren petri kaplari; A)
Siderofor (pozitif) B) Seliilaz (pozitif) C) Amilaz (negatif) D) Lipaz (pozitif) E) Ksilinaz
(negatif) F) Pektinaz (pozitif) G) Proteaz (pozitif).

Test edilen 9 izolat, koloni morfolojileri ve hiicrelerin mikroskobik goriintiileri temel alinarak
Listonella spp. (SO1, SO2, SO3 numarali izolatlar), Yersinia spp. (SO4, SO5, SO6 numarali izolatlar)
and Lactococcus spp. (SO7, SO8, SO9 numaral izolatlar) olarak 3 ana guruba ayrilmistir. Enzim ve
siderofor aktivite Ol¢limleri tamamlandiktan sonra izolatlarin molekiiler olarak smiflandirilmast,
etkinlikleri daha once yapilmis c¢alismalarda kanmitlanmus, tiire 6zgii gelistirilmis primer ¢iftleri
kullanilarak qPCR yontemi ile gerceklestirilmistir. Bu ama¢ dogrultusunda Aoki ve ark. (2000)’ nin
L. garvieae suslarinin tanimlanmast i¢in gelistirdigi dihidropteroat sentetaz genini hedefleyen ve basari
ile kullandig1 primer cifti secilmistir. Onceden kesin tanis1 yapilmis olan L. garvieae suslarindan izole
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edilen kromozomal DNA’nin pozitif kontrol olarak kullanildigi qPCR denemeleri, SO7, SO8 ve SO9
izolatlarmin L. garvieae tiiriine ait alt suslar olduklarini ortaya koymustur (Sekil 2.C). Aym sekilde Y.
ruckeri patojenini farkli bakteri cinslerinden ve bu cinsin diger tiirlerinden ayirt edebilen, Y. ruckeri 16s
rRNA degisken bolgesini hedef alan primer ¢ifti kullamilmistir (Gibello ve ark., 1999). Molekiiler
tanimlamasi yapilmis Y. ruckeri susunun pozitif kontrol olarak kullanildigi qPCR profilleri, SO4, SO5
ve SO6 numarali izolatlarm Y. ruckeri tiiriine ait suslar olduklarmi dogrulamustir (Sekil 2.B). Ayn
dogrulama metodu SOI1, SO2 ve SO3 numarali izolatlar i¢in de yapilmis ve PCR profilleri bu izolatlarin
L. anguillarum tiiriine ait oldugunu gostermistir (Sekil 2.A) (Gonzalez ve ark., 2003).

A i

L. ahguillarum pozitif kontrol I L. arnguillarrum émek ' My rubkeri pozitif kontrol .Y: ruckerirémek

C

[ 8 garvieée po'zitif kontrol 7 L. garvi'ea‘e omek -

Sekil 2. Tire 6zgl primer ¢iftleri kullanilarak yapilan qPCR amplifikasyon egrileri (A: Listonella
anguillarum. B: Yersinia ruckeri. C: Lactococcus garvieae. X ekseni: Dongii sayisini. Y
ekseni: Florasan 1s1ma degerlerini temsil etmektedir).

4. Tartisma ve Sonug

Farkl1 orijinlerden izole edilen bakteriler nispeten yeni bir gen, enzim ve ikincil metabolit
kaynag1 sunduklarindan, bu ¢aligmada, tatli su kokenli, balik patojeni olarak izole edilmis bu izolatlarin
biyoteknolojik olarak 6nemli olan ekstraseliiler enzim ve siderofor aktivitesi yoniinden arastirilmasi
amaclanmistir. Cok sayida calisma et¢il, otcul ve omnivor balik tiirlerinin sindirim kanalinda cesitli
mikrobiyal topluluklar bildirmis, bununla birlikte farkli balik tiirlerinin gastrointestinal sistemi hiicre
dist enzim iireten bakteriler acisindan da gesitli ¢alismalarda degerlendirilmistir (Ray ve ark., 2012).
Farkl1 balik tiirlerinin kullanildig1 bu ¢alismalarin ortak noktasi, incelenen bakteri izolatlarinin baliklarin
sindirim siteminden izole edilmis olmasidir (Kar & Ghosh, 2008; Das ve ark., 2014; Koca ve ark., 2015).
Bu calismalar ile karsilastirlldiginda, enzim aktivite sonucglarimizin paralellik gosterdigi caligmalar
olmasinin yaminda farklilik gésteren calismalarda mevcuttur. Ornegin, bu ¢alismada amilaz aktivitesinin
gozlemlenmemesi, proteaz aktivitesinin ise tiim izolatlarda goriilmesi Kar & Ghosh (2008)’in sonuglar
ile uyumludur (Cizelge 1). Ayrica gozlemlenen yiiksek proteaz ve lipaz aktivitesi literatiirdeki cogu
caligsma ile paraleldir (Bairagi ve ark., 2002; Kar & Ghosh, 2008; Esakkiraj ve ark., 2009; Das ve ark.,
2014). Ancak bu ¢alismada kullanilan bakterilerin sindirim siteminden degil, baligin bobrek dokusundan
izole edilen patojenler olduklari unutulmamalidir. Dolayisiyla enzim aktivitelerinde goézlemlenen
farklilk ve ¢esitlilik, izolatlarin farkli ekoloji ve ihtiyaglar1 goz oOniinde bulundurularak
degerlendirilmelidir. Yaptigimiz arastirmalarda, alabalik kaynakli hastalik etmeni izolatlara yonelik,
hidrolitik enzim aktivitelerini inceleyen spesifik bir ¢calismaya rastlanmamistir. Nisasta molekiillerinin
parcalanmasinda gérev alan amilaz enzim aktivitesinin yani sira ksilinaz aktivitesi de inceledigimiz
izolatlarda goézlemlenmemistir (Cizelge 1). Ksilanazlar bitki dokularinda bulunan ksilan molekiillerini
birincil karbon kaynagi olarak, mikrobiyal popiilasyonlar tarafindan kullanilan ksiloz birimlerine
depolimerize eden enzim gruplaridir (Nath & Rao, 2001). Bununla birlikte, balik kaynakli bakterilerin
ksilanaz tiretimine iligskin raporlar son derece yetersizdir (Ray ve ark., 2012). German & Bittong (2009)
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agac yiyen ii¢ yaym baliginin (Panaque nocturnus, Hypostomus pyrineusi ve Panaque cf. nigrolineatus)
ve bir zararli yayin baliginin (Pterygoplichthy disjunctivus) mikrobiyal ekstraktlarinda B-ksilosidaz
aktivitesi bildirmistir. Balik kaynakli bakteriler s6z konusu oldugunda ender olarak incelenen bir diger
hidrolitik enzim pektinazdir. lging bir sekilde bitki bazli bir biyopolimer olan pektini parcalayan
pektinolitik aktivite izolatlarm 2’sinde tespit edilmistir (Cizelge 1). Daha 6nce ¢esitli balik tiirlerinin
bagirsaklarindan izole edilen bakterilerde diisilk oranda da olsa pektinolitik aktivitenin varhigi 3
caligmada tanimlanmistir (Mountfort ve ark., 1993; Sasmal & Ray, 2015; Hossain ve ark., 2020).

Baliklarda mikrobiyom yapisim dogrudan etkiledigi tespit edilen faktérlerden en onemlileri
konakge1 diyetinin tiirii ve bakteri hiicrelerinin iginde bulundugu fizyolojik kosullardir (Butt & Volkoff,
2019; Hossain ve ark., 2020). Hiicre dis1 proteolitik ve lipolitik aktiviteye sahip olmalar1 bu izolatlarin
virulans aktiviteleri de dahil tiim metabolik aktivitelerinde protein ve yagin dnemini gostermektedir.
Diger yandan, incelenen izolatlarm seliilolitik, amilolitik, pektinolitik veya ksilanolitik aktiviteye sahip
olmamalar1 ya da ¢ok azimin sahip olmasi bitki kaynakli seliiloz, nisasta, pektin, ksilan vb.
polisakkaritlerinin bu izolatlarin metabolizmalarinda yer almadigim ya da ¢ok az yer aldig1 destekler
niteliktedir.

Demir tiim canli hiicreler igin ¢ok 6nemli bir mikro besindir. Ancak fizyolojik kosullar altinda
biyolojik kullanilabilirligi ¢ok sinirlidir ve hiicrelerin bilylimesini saglamak i¢in yeterli degildir. Cogu
hayvan patojeni gibi balik patojenleri de konagin kolonizasyonu i¢in anahtar viriilans faktorleri arasinda
oldugu bilinen karmagsik demir alim mekanizmalarn gelistirmistir. Bu sistemler arasinda siderofor
iiretimi balik patojenik bakterilerinde en iyi ¢aligan sistemlerin basinda gelmektedir (Lemos & Balado,
2020). Balik patojenleri arasinda siderofor iiretimi ve viriilans iligkisine dair en iyi ¢aligilmig vakalardan
biri Listonella anguillarum (Vibrio anguillarum) patojenik bakterisidir (Lemos & Balado, 2020). L.
anguillarum suslari olarak degerlendirilen SO1, SO2 ve SO3 numarali izolatlarin gostermis oldugu
siderofor iiretim potansiyeli literatiir verilerini desteklemektedir. Sideroforlarin demir smirlayici
kosullar altinda in vitro sentezi Y. ruckeri balik patojenlerinde de gosterilmistir (Romalde ve ark., 1991;
Fernandez ve ark., 2007). Bu ¢alismada Y. ruckeri grubuna dahil edilen SO4, SO5 ve SO6 numarali
izolatlarda g6zlemlenen siderofor iiretme kabiliyetleri bu ¢alismalarin sonuglart ile uyumludur. L.
garvieae'nin kiiltiir siipernatanlarinda sideroforun tespiti siderofor aracili demir alimmmn bu
organizmanin viriilansinda rol oynayabilecegini ayrica diisiindiirmektedir (Schmidtke & Carson, 2003).
L. garvieae olarak degerlendirilen izolatlardan sadece SO9 numarali izolatta gii¢lii bir siderofor iiretme
potansiyeli goriilmiistiir (Cizelge 1). Diger iki izolatta aktif zon gézlemlenmemesi bu izolatlarin farkl
demir alim mekanizmalarini kullandiklarini akla getirmektedir (Sheldon ve ark., 2016).

Bakteriler yliksek tiir ¢esitliligi ve farkli ortamlara adaptasyonlart nedeniyle birgcok endiistri i¢in
zengin enzim ve yeni ikincil metabolit kaynaklaridir. Bu nedenle bu izolatlarin sadece hiicre dist
enzimler agisindan degil, spesifik ve endiistriyel agidan 6nemli sekonder metabolitler agisindan da
arastirilmasi 6nemlidir. Ayrica tespit edilen enzimlerin niteliksel 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi ve
iiretilen siderofor tiirlerinin molekiiler olarak tayin edilmesi gelecek caligmalarin konular1 olacaktir.

Tesekkiir

Bu ¢alismada pozitif kontrol olarak kullanilan Y. ruckeri kiiltiir izolatlart Van Yiiziincii Y1l
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen FBA-2018-6895
numaral1 projeden, L. garvieae ve L. anguillarum kiiltiir izolatlar1 ise Van Yiiziincii Y1l Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenen FYL-2019-7463 numarali
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