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Oz

Besin maddeleri arasinda su tiriinlerinin 6nemi her gecen giin artmakta ve buna bagl olarak da balik yetistiriciligi hizla geligmektedir.
Balik yetistiriciliginde artan {iretime paralel olarak hastalik problemleri de ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek stoklama yogunlugu, bakteriyel
hastaliklarin yaygin olarak goriilmesine ve bu durumda balik metabolizmasinda bozulmalara sebep olmaktadir. Bu nedenle bu
calismada; alabalik ¢iftliklerinde enfeksiyon olusturan baslica bakteriyel ajanlarin bulundugu goékkusag: alabaliklari tespit edilmis ve
PCR ile bu bakteri tiirleri (Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae ve Bacillius subtilis) belirlenmistir. Calismada bakteri
ile enfekte olduklar1 belirlenen alabaliklarin bobrek dokularinda kolinerjik sistemin santral ve periferik sinir sistemi hiicreleri arasinda
uyarilarin tasinmasinda gorevli Asetilkolin esteraz (AChE) ve Biitirilkolin esteraz (BChE) enzim diizeyleri arastirilmis olup, saglikli
baliklar ile karsilastirilarak belirlenen degisimler degerlendirilmistir. Her {i¢ bakteri ile enfekte olan alabaliklarin kolinerjik sistemin
enzim seviyelerinin kontrol grubuna gore azaldig tespit edilmistir (p<0.005).

Anahtar Kelimeler: AChE, Bakteri, BChE.

Kidney Tissue of Infected Rainbow Trout Changes in Cholinergic
System Enzymes

Abstract

The importance of seafood among nutrients is increasing day by day and fish farming is developing accordingly. Disease problems
arise in parallel with the increasing production in fish farming. High stocking density causes widespread bacterial diseases and thus
impairment in fish metabolism. Therefore, in this study; Rainbow trout containing major bacterial agents causing infection in trout
farms in our province were identified and these bacterial species (Staphylococcus epidermidis, Lactococcus garvieae ve Bacillius
subtilis) were determined by PCR. It was investigated how Acetylcholine esterase (AChE) and Butyrylcholine esterase (BChE)
enzyme levels in the kidney tissues of the trout determined to be bacterial in the cholinergic system to carry the impulses between
central and peripheral nervous system cells compared to healthy fish. It was determined that the enzyme levels of the cholinergic
system decreased in all three types of bacteria compared to the control group (p <0.005).
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1. Giris

Niifusun hizla artmasi besin iiretiminin de hizla gelisen bir
endiistri dali olmasina sebep olmustur. Su iiriinleri alaninda da
artan bu iretim endiistriyel bir sanayi dali olarak yogun iiretim
yapan ¢iftliklere donligmiistiir. Bunun sonucu olarak yogun balik
yetigtiriciligi yapilan ¢iftliklerde enfeksiyona sebep olan
bakteriyel hastaliklarin goriilme sikhigi artmistir. Ozelliklede
zoonoz bakteri tiirleri ile enfeksiyon durumu insan sagligi
acisindan ayrica bir 6nem arz etmektedir. Balik iireticileri
acisindan da bakteriyel enfeksiyonlar bilyiik ekonomik dnem arz
etmektedir (Aydin, 2009).

Canli dokularinda bakteriyel enfeksiyonlar hem gelismede
gecikmeye  hemde  bagisiklik  sisteminde, savunma
mekanizmalarinda ve enzim sistemlerinde olumsuz etkilere
sebep olmaktadir (Aydin, 2009). Enzimler, ¢ogunlugu protein
yapisinda olan ve canlilardaki biyokimyasal tepkimeleri
gerceklestiren  biyokatalizorlerdir.  Enzimler reaksiyonlarin
hizlarimi artirmalarina ilaveten hiicrelerde metabolik yolaklar
igin O6nemli bir¢ok reaksiyonun hizim diizenlerler. Merkezi
kolinerjik sistem, hiicre govdelerinin ve dendritlerin karmasik
bir bilesenidir. Hayvan kolinesterazlari, kolinerjik ve kolinerjik
olmayan dokularda, ayrica plazma ve diger viicut sivilarinda
bulunan yaygin enzimlerdir (Massouli¢ ve ark., 1992; Chatonnet
ve Lockridge, 1989; Yeltekin ve ark. 2018). Kolinasetiltransferaz
(ChAT), asetilkolin (ACh), kolinesterazlar (Asetilkolinesteraz
(AChE E.C. 3.1.1.7) ve butirilkolinesteraz (BChE E.C. 3.1.1.8)),
kolinerjik reseptorler (muskarinik reseptorler (MR) ve nikotinik
reseptorler (NR)) kolinerjik sistemin bilesenleridir. Bu enzimler
substrat ozgiilliikklerine, asir1 substrattaki davraniglarina ve
inhibitorlere  duyarhliklarina gére ayrilmislardir.  AChE,
norotransmitter asetilkolini (ACh) kolinerjik sinapslarda ve
noromiiskiiler sinapslarda hizla koline ve asetata hidrolize eden
ve bdylece kolinerjik sinir iletimde dnemli bir rol oynayan, sinir
sisteminin en etkili enzimlerinden biridir (Sekil 1). AChE,
asetilkolini diger kolindrlerden daha hizli hidrolize eder ve
butirilkolin iizerinde daha az etkindir. Aksine, BChE tercihen
butirilkolin iizerine etki eder, fakat ayni zamanda asetilkolin'i
hidrolize eder (Chatonnet ve Lockridge, 1989; Ekholm, 2001).
AChE'nin asir1  substrat tarafindan inhibe edilmesi, onu
BChE'den ayiran temel 6zelliklerden biridir. BChE substrati agirt
substratta aktivasyon sergilemektedir. ACh’nin AChE tarafindan
hidrolizi, asetilasyon ve deasetilasyon iglemlerinin dahil oldugu
bir reaksiyon sonucunda olugmaktadir (Tougu, 2001).
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Sekil 1. Asetilkolinin asetilkolinesteraz tarafindan hidrolizi

Cesitli in vivo ve in vitro ¢alismalar AChE enziminin ¢esitli
morfometrik siire¢lerde, sinir sistemindeki hiicre farklilasmasi ve
sinaptojenezde, hiicre adezyonunda ve gogiinde, apaptotik
yolaklarda etkili oldugu gosterilmistir. Bu ¢alismada, Farkli
bakteriler ile enfekte olan Oncorhynchus mykiss baliklarinin
bobrek dokusu asetilkolinesteraz ve  biitirilkolinesteraz
diizeylerinin degisiminin arastirilmasi amag¢lanmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Bahk

Bu ¢aligmada 45 adet 200-250 g’lik alabaliklar ticari olarak
iretim yapan alabalik iiretim ¢iftliklerinden temin edilmistir
Hasta olduklar1 gdzlemsel olarak tespit edilen Gokkusag:
Alabaliklart (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792), bakteriyel
hastaliklar1  tespit edilmek {izere laboratuvar ortamina
getirilmistirLaboratuvar ~ ortaminda  bakteriyel analiz  igin
calisilacak dokulardan Ornekler alindiktan sonra biyokimyasal
analiz i¢in bobrek dokular1 ayrilmistir.

2.2.Bakteriyel Hastahklarin Tespiti ve izolasyonlari

Calisma Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’nun 31.01.2019 tarih ve 2019/01 sayili karari
ile gergeklestirilmistir.  Caligmada kullanilan  gékkusagi
alabaliklar1 Van ilinde bulunan ve yavru {retimi yapan
isletmelerden segilmistir. Bu amagla 5 farkli isletmeden 9’ar adet
olmak iizere toplam 45 adet alabalik satin alinmistir. Ornekleme
yapilan baliklarda dis semptom olarak hareketlerde yavaslama,
ayr1 ylizme, renkte kararma, bilateral ekzoftalmus ve asites gibi
semptomlar basta olmak {izere yiizme bozuklugu, ylizgeg
erimesi gibi belirtiler gosteren baliklar se¢ilmistir.

Bakteri izolasyonlar1 ve molekiiler tabanli ¢aligmalar Van
Yiiziincii Y1l Universitesi, Biyoteknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezine ait laboratuvarda gerceklestirilmistir. Ornekleme
yapilan baliklardan bakteri izolasyonlarini gergeklestirilmesi
amaciyla Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerine bobrek ve
semptomlu yiizge¢ dokularindan ekimler swap yardimi ile
gerceklestirilmistir. 24 saatlik inkiibasyon peryodunun ardindan
gelisen koloniler tekrar saflagtirilmistir. Saflastirilan izolatlarin
besiyeri goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 1). 5 farkh
ciftlikten 3 c¢esit bakteri tirli gelisimi gozlenmemistir.
Ciftliklerden sirasiyla 10 adet L. garvieae, 9 adet S. epidermidis
ve 8 adet B. Subtilis, etkenleri izole edilmistir.

A (B) ©

Sekil 2. Gokkusagr alabaligi isletmelerinden izole edilen
bakteriyel hastalik etkenleri (A: L. garvieae, B: B. subtilis, C: S.
epidermidis) (Kurt, 2019).

2.3. Bakterilerin identifikasyonu ve Real-Time PCR
Analizi Sonuclari

Bakterilerin  identifikasyonlar1 i¢in 27F-1492R  universal
primeler kullanilarak Real-Time PCR uygulanmistir. Bu amagla
bakterilerden DNA izolasyonlar1 Mericon bacterial DNA kiti

(Qiagen) ile  gerceklestirilmigtir. ~ DNA’larin  safliklar
Nanospektrofotometre (Thermo) ile Olgiilmiistiir. Real-Time
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PCR bakterilerden izole edilen DNA’lar ve universal primerler
kullanmilarak gergeklestirilmistir. Caligmada kullanilan Real-Time
protokolii agagida verilmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Real-Time PCR asamasinda kullanilan protokol (Kurt,

Sicaklik | Zaman

°C) (dk,"sn)
On-denatiirasyon—_ 95 10
Denatiirasyon 94 45
Baglanma ——45 dongii 56 30"
Uzama 72 45"
Son uzama — 72°C 7
2019)

izole edilen bakteriyel etkenlerden elde edilen DNA’lar Real-
Time PCR’da template olarak kullanilmustir. izolatlarm PCR

tanimlanmasi amaciyla Real-Time PCR islemi
gergeklestirilmigtir.  Universal (27F-1492R) primerler ile
gergeklestirilen Real-Time PCR sonucu agagida verilmistir
(Sekil 3). Real-Time PCR sonuglari dogrultusunda bakteriyel
DNA’larin Universal primerler ile ortiiserek baglanma meydana
getirdigi SYBRGreen tabanli florasan 1s1mada pozitif sonuglar
verdikleri gdzlenmistir.
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Sekil 3. Calismada izole edilen bakteriyel DNA lar ile ger¢eklestirilen Real-Time PCR gériintiisii (Sigmoidal egriler pozitif, Esik
degerinin altindan kalan negatif kontrol érnegi) (Kurt, 2019).

2.4. Biyokimyasal Analizler

Bakterili alabaliklardan ve kontrol grubu alabaliklarindan
alian bobrek dokulart fosfat tamponu (50 mM KH2PO4 ve 10
mM EDTA) ile homojenize edilmistir Homojenizator ile
homojen hale getirilen doku Orneklerinin santrifiijleme
isleminden sonra {iistte kalan sivi kisim alinip biyokimyasal
analizler i¢in kullanilmistir (Yeltekin ve Oguz, 2018; Yeltekin,
2018).

Caligmada Asetilkolinesteraz ve Butirilkolinesteraz aktivite
analizleri Ellman ve ark. (1961)’nin kolorimetrik metoduna gore
belirlenmistir. Kolinesterazlar, asetiltiyokolinin tiyokolin ve
asetata parcalanma reaksiyonunu katalize etmektedir DTNB'in
irlin olarak agiga ¢ikan tiyokolin orani ile reaksiyonu sonucu
sararan  5-tio-2-nitrobenzoik asitler olusmaktadir. Olusan
iriinlerin  renklerinin  konsantrasyona gore degisiminden
yararlanarak  spektrofotometrede  Olgiimleri  yapilmustir.
Hazirlanan karigimlarin absorbans degerleri iki tekrarli olmak
iizere spektrofotometre ile 412 nm dalga boyunda okunarak
Olgtimler yaplmustir. Ayn1 6rnek igin yapilan dlgiimler arasindaki
korelasyona bakilarak o&lgtimler tekrarlanmisti. Daha sonra
bobrek dokusu edilen AChE ve BChE diizeyler (EU/mg) enzim
aktivitesi olarak hesaplanmistir.
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2.5. Verilerin istatistiksel analizi

Analizler sonucunda elde edilen degerler ortalama =+ standart
hata olarak ifade edildi. Farkli 6rnekleme alanlarindan ortaya
cikan degerlerinin ¢oklu karsilagtirmalar1 icin ANOVA testi ve
gruplar arasindaki farkliligin belirlenmesi i¢in Tukey testi
kullanilmustir. Degerler arasindaki fark 0.05°e gore yapilmisgtir.

3. Arastirma Sonuclar ve Tartisma
3.1. Bulgular

S. epidermidis, L. garvieae ve B. subtilis bakteriler ile
enfekte olan Gokkusagr alabaliklarinin = bobrek  dokusu
Asetilkolin esteraz diizeyleri kontrol grubu asetilkolin esteraz
diizeyleri ile karsilastirildiginda istatiksel olarak her ii¢c bakteri
grubunda da anlamli azalig oldugu tespit edilmistir (p<0.005)
(Sekil 4). Bakteriler ile enfekte olan Gokkusagi alabaliklarinin
bobrek dokusu Biitirilkolin esteraz diizeyleri kontrol grubu
biitirilkolin esteraz diizeyleri ile karsilagtirildiginda B. subtilis ve
L. garvieae bakterileri ile enfekte olan alabalik gruplarinda
istatiksel olarak anlamli azaliglarin oldugu belirlenmistir
(p<0.005) (Sekil 5). Ozelliklede L. garvieae bakterileri tiirii ile
enfekte olan alabalik grubu diizeylerinin belirgin bir seviyede
diistigili gdzlenmistir.
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Sekil 4. Farkli bakteriler ile enfekte Gokkusagr alabaliklarinin
bobrek dokusu AChE aktivite diizeylerinin degigimi.
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Sekil 5. Farkli bakteri tirleri ile enfekte Gokkusag

alabaliklarimin - boébrek dokusu BChE aktivite diizeylerinin
degigimi.

3.2. Tartisma
Baliklar su igerisinde igerisin de siirekli olarak
mikroorganizmalar ile temas halindedir. Bu sebeple

bakterilerden kaynakli enfeksiyon durumu balik ciftlikleri igin
biiylik ekonomik kayiplara, neden olmaktadir (Tanrikul ve ark.,
1997). Tirkiye’de tatli su ve deniz baliklarindaki parazitlerle
ilgili yapilan c¢aligmalar incelendiginde, ilk olarak kupez
baligindan metazoon bir parazit olan Ceratothoa sp’nin
bildirildigi ve daha sonra gesitli arastiricilar tarafindan da tath
su, deniz ve ¢esitli akvaryum baliklarmin parazit faunalarinin
calisildig goriilmiistiir (Oktener, 2003). Enfeksiyoz hastaliklarin
ortaya ¢ikmasinda konakgi, patojenin viriilans ve gevre arasinda
bir iliski soz konusudur. Cevre sartlarindaki olumsuz
degisiklikler strese neden olurken hastalik etkeninin viriilans ve
miktar1 da hastaligin ¢ikmasinda énemli bir faktordiir (Cagirgan,
1993). ilk zamanlarda 15-20 bakteri tiiriiniin baliklar igin
patojenik oldugu diisiiniilmesine ragmen daha sonra yapilan
caligmalarda baliklardan 70’e yakin bakteri tiirli izole edilmistir
(Austin ve Austin, 1993).

Metabolizmada Asetilkolin bir norotransmitter olarak
kullanir. Baliklarda da, bu noérotransmitter ile baglantili
fonksiyonlarin bazilar1 sunlardir: optik devrelerin gorsel yaniti;
tat alma sirasinda bilgi isleme besleme ve motor bilgilerinin
islenmesi besleme sirasinda tat bilgisi isleme ve motor
bilgilerinin islenmesi gibi (Clemente ve ark., 2004). Aeromonas
caviae, baliklarda nadiren bulunan bir bakteri tiiriidiir ancak
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enfekte olan baliklarda yiiksek oranda o6liim goriilmektedir. Bu
bakteri ile enfekte olan Giimiis yayin baliklarinin (Rhamdia
quelen), bobrek dokusunda saglikli baliklara goére Asetilkolin
esteraz ve biitirilkolin esteraz enzim diizeylerinin azalig
gosterdigi tespit edilmistir (Baldisseraa, ve ark., 2018).
Acinetobacter, Bacillus, Corynebacterium, ve Pseudomonas
bakterileri ile enfekte olan Iskine baliklarin1 (Sciaenops
ocellatus) enzim sistemlerinin degisiminin arastirildigi  bir
calisma yapilmistir. Bu ¢alismada bakterilerin baliklarin enzim
sistemlerini tahribata ugrattig1 ve bu tiir kiiltlir balik¢ilig1 igin
verimi olumsuz etkileyen bir durum oldugu belirtilmistir
(Tarnecki ve ark., 2018). Streptococcus agalactiae ile enfekte
olmus Glimils yayin baliklarinin (Rhamdia quelen), bakteri
enfeksiyonu durumunda metabolizmada stres olusumunu
belirlemeye yonelik bir caligma yapilmistir. Calismada bakterili
baliklarin stres diizeylerinin kontrol grubuna gore belirgin bir
diizeyde artig gosterdigi tespit edilmistir (Souza ve ark., 2017).
Aeromonas hydrophilla 6zellikle su ortamlarinda bulunan bir
bakteridir. Aeromonas hydrophilla ile enfekte olan yavru Hint
baliklarmin ~ (Cirrhinus  mrigala) bagisiklik — sistemlerinin
arastirildigi bir ¢alisma yapilmistir. Calismada bakteri ile enfekte
olan yavru baliklarin bagisiklik sisteminin zayifladigi tespit
edilmistir (Kumar ve ark., 2018). Sundugumuz calismanin
sonuglart da bu literatiirler ile uyumlu olarak enfeksiyon
durumunda  Asetilkolin esteraz ve Biitirilkolin  esteraz
diizeylerinin azaldig1 gézlenmistir.

4. Sonuc¢

Sonug olarak; S.epidermidis, L. garvieae ve B. subtilis
bakteri ile enfekte olan gokkusagi alabaliklarinin kolinerjik
sistem enzimlerinden Asetilkolin esteraz ve Biitirilkolin esteraz
diizeylerinin olumsuz olarak etkilendigi tespit edilmistir. Bu
durum mevcut bakterilerin alabaliklarin  kolinerjik sistem
enzimlerinin  salgi metabolizmasinda inhibisyona ya da
denatiirasyona sebep olasindan kaynaklanmis olabilir. Bu
nedenle bu g¢alisma ile balik yasam alanlarinin temizliginin,
hasta balik izolasyonunun, su kaynaklarinin ve yemlerin
kalitesinin 6nemine dikkat etmenin isletmeler i¢in daha az canli
kayb1 ve daha saglikli besin iiretimi saglanmasi bakimindan
Oonem arz edecegi ortaya konulmustur.Ayrica bakterili baliklarin
kolinerjik sistem iizerine etkileri hakkinda c¢ok sinirli sayida
calisma mevcuttur bu nedenle bu calismanin literatiire 6nemli
katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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