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Micrococcus lutens, balik sagliginda bakteriyel hastaliklardan korunmak icin probiyotik olarak kullandan Gram pozitif bir
bakteridir. Bu calisma ile M. /uteus’ un kiltird yapilan gékkusagt alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) hastaliga neden olan
Gram porzitif bakterilerin kontroliinde kullanilabilirliginin in vitro kosullarda arastirilmast amaclanmigtir. Patojen
mikroorganizma olarak yurdumuzdaki hasta gékkusag: alabaliklarindan izole edilen Staphylococcus cobnii subsp. cobnii,
Staphylococcus  epidermidis, Staphylococcus —anrens, Lactococcns  garvieae ve Enterococcus faecalis gibi Gram pozitif bakteriler
kullanilmistir. Gokkugagr alabaliklarinda patojenite testi yapilan ve kiltiird yapilan sinarit baliklarindan (Dentex dentex) izole
edilen M. /utens’ un bu bakterilere karst antagonistik etkisi disk difiizyon yontemi ile test edilmis ve bu bakterinin S. aurens,
S.epidermidis, ve S. cobnii subsp. cohnii’ye karst genis inhibisyon zonlart olusturdugu gézlenirken L. garvieae ve E. faecalise
karst daha az etki gOsterdigi dikkati ¢ekmistir. Bu calisma ile ilk kez M. /utens un Gram—porzitif bakterilerden olan
Staphylococcus tirlerine karst antagonistik etki gosterdigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antagonistik Etki, Enterococcus Faecalis, Lactococcus Garvieae, Micrococcus Luteus, Probiyotik, Goékkusagt

Alabalig, Staphylococcus Spp.

The investigation of Micrococcus Iuteus Against Some Gram positive Fish Bacteria

ABSTRACT

Micrococcus luteus is a Gram positive bacterium that is used as probiotic for the prevention of bacterial diseases in fish
health. The aim of this study is the determination of probiotic suitability of M. luteus in the control of Gram positive
bacteria which cause diseases in the cultured rainbow trout (Oncorbynchus mykiss) under in vitro conditions. Gram positive
bacteria namely Staphylococcus cobnii sabsp. cobnii, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aurens, Lactococcus garvieae ve Enterococcus
faecalis which were isolated from rainbow trout, were used as pathogen microorganisms. The antagonistic effect of M. Juteus
isolated from cultured dentex (Dentex dentex) and made pathogenity test for cultured rainbow trout against these bacteria
was tested by using disc diffusion method and while M. luteus produced wide inhibition zones against S. aureus, S.epidermidis
and S.cobnii subsp. cobnii, less antagonistic effect was determined against L. garvieae and E. faecalis. With this study,
antagonistic effect of M. /utens against members of the Gram positive bacterial genus Szaphylococcus was determined for the
first time.

Key Words: Antagonistic Effect, Enterococcus Faecalis, Lactococcus Garvieae, Micrococens Lutens, Probiotic, Rainbow Trout,
Staphylococens Spp.
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GIRIS

Akuakiiltiir sektorii son yillarda bir¢ok tilkede 6nemli
6lctide gelismis ve hizli bir biiyiime gerceklestirmistir.
Bu hizlt gelisim siirecinde stress faktorleri ve cevre
kosullarinin ~ degisimi  sonucu meydana gelen
hastaliklar  nedeniyle ciddi ekonomik kayiplar
meydana gelmektedir (Arda ve ark 2005). Bakteriyel
balik hastaliklarina karst yanls antibiyotik kullanimi
balik patojenlerinin antibiyotiklere karsi direng
kazanmasina sebep olmakta ve bu durum bakteriyel
hastaliklarin tedavisini giiclestirmektedir (Aoki ve
Watanabe 1973, Bruun ve ark 2000, Miranda ve
Zemelman, 2002). Aynt zamanda kilttr baliklarinda
hastaliga neden olan bazi Gram pozitif bakteriler
zoonotik 6zellige sahiptir ve insanlarda tedavisi gli¢
enfeksiyonlara neden olmaktadir (OIE, 20006). Bu
nedenle akuakiltiir sektSriinde hastaliklarin kontrola
ve hastaliklara karst koruma amacyla  spesifik
olmayan savunma mekanizmasinin giiclendirilmesi
icin immunostimulant ve ast kullanimimin yani sira
ginimiizde probiyotiklerin kullanimi gibi alternatif
uygulamalar gelistirilmistir (Gomez ve ark 2007,
Abd-El Rahman ve ark 2009, Chantharasophon ve
ark 2011, Didinen ve ark 2013).
Probiyotikler, kiltiir baliklarinin bliyimesi (Ang ve
ark 2013, Siizer ve ark 2008) ve hastaliklara karst
diren¢ kazanmasinda etkili olan mikrobiyal besin
kaynaklaridir (Irianto ve Austin 2002b, Korkut ve ark
2003, Bahadir Koca ve ark 2011). Akuakiltir
sistemlerinde antagonistik etkiye sahip probiyotik
bakterilerin se¢iminde 6zellikle suyun ve baligin
dogal florasinda bulunan suglar tercih edilmektedir
(Abd-El Rahman ve ark 2009, Chantharasophon ve
ark 2011, Didinen ve ark 2013). Bir bakterinin
probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in i vitro ve in
vivo kosullarda gerceklestirilecek bircok deneyin
vapilmasi gerekmektedir (Irianto ve Austin 2002b,
Gomez ve ark 2007). Gunimiizde balik ve kabuklu
kiltiir sistemlerinde probiyotik olarak kullanilan
Gram pozitif bakteri genuslari arasinda Micrococeus,
Lactococens, Bacillus ~ve Carnobacterium yer almaktadir
(Gauthier ve ark 1975, Austin 1989, Bernan ve ark
1997).  In-vitro kosullarda yapilan antagonistik
testlerde  Micrococens  lutensun  farklt  balik
patojenlerinin {iremesini inhibe ettigi bildirilmistir
(Irianto ve Austin 2002b, Abd-El Rahman ve ark
2009).

Dinyanin farkli cografi bolgelerinde yetistiriciligi
yapilan gokkusagi alabaliklarinda (Oncorbynchus my#kiss)
Streptococcus iniae (Eldar ve ark 1995), Staphylococcus
epidermidis (Mousavi ve ark 2010) ve Staphylococcus
warneri (Gil ve ark 2000, Mousavi ve ark 2010) gibi
Gram pozitif patojen bakterilerin hastalifa neden
olduguna dair raporlar mevcuttur. Ulkemizde ki
kultir gokkusagt alabaliklarinda ise Lactococcus garvieae
(Cagirgan 2004, Diler ve ark 2002, Timur ve ark
2011), S. aurens, S.epidermidis (Timur ve Akayli, 2003),
S. cobnii subsp. cobnii (Akayl ve ark 2011) Enterococcus

durans/ hirae, Enterococcus  faecinm-1 ve  Streptococcus
anginosus (Ozer ve ark 2008) gibi Gram pozitif
bakteriyel etkenlerin hastalik olusturduguna dair
raporlar mevcuttut.

Bu calismanin amaci; daha 6nceki bir calismamizda
sinarit baligt (Dentex dentex) larvalarindan (Mi) ve
yetistiricilik suyundan (M) izole ettigimiz Micrococcus
Intens  1zolatlarimin  Glkemiz kultlr alabaliklarinda
hastaliga neden olan bazt Gram pozitif patojen
bakterilerin kontroliinde kullanilabilirliginin 7z wvitro
kosullarda arastirilmasidit.

MATERYAL VE METOT

Bakteri Izolatlari

Bu calisgmada probiyotik etkisi arastirilan ve sinarit
larvalarinin  (Dentex dentex) bagirsagindan (My) ve
yetistiricilik suyundan (Mz ) izole ve identifiye
ettigimiz M. /lutens izolatlar1 2012 yihinda yapmus
oldugumuz proje ¢alismast sonucunda elde edilmistir.
Bu izolatlar ¢alismada kullanilmak tzere -80 °C’ deki
derin dondurucudan ¢ikaridmis ve Triptic Soy Agar
(TSA) besiyerinde 20-22 °C’ de 48-72 saat inkiibe
edilmistir.

Marmara ve Akdeniz Bolgelerinde kiltirt yapilan
hasta gékkusagt alabaliklarindan izole ettigimiz Gram
porzitif stipheli 20 bakteri 6rnegi Brain Heart Infision
Agar (BHIA) besiyerine ekim yapildiktan sonra petri
kutulart 20-22 °C’ de 48-72 saat sire ile inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda bu calismada
kullamilacak, besiyerinde gelisen tim bakterilere
konvansiyonel bakteriyolojik yontemler uygulanmis
ve izole edilen Gram pozitif bakteriler tir diizeyinde
identifiye edilmistir (Buller, 2004; Austin ve Austin,
2012).

Patojenite Testi

Patojenite testi 1.U. Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulundan  alinan 114  nolu  karar  ile
gerceklestirilmistir. 1.U. Su  Uriinleri  Fakiiltesi
Sapanca Igsu Uriinleri Arastirma ve Uygulama
Biriminden temin edilen yaklasik 4-5 g agirhigindaki
75 adet gokkusagr alabaligindan 2 deney (Mi-My) ve
1 kontrol grubu olmak tizere 3 deneme grubu
olusturularak patojenite testi gerceklestirilmistir. M.
Intens bakterisinin hiicre yogunlugu 107 hicre/ml
olarak ayarlandiktan sonra denemede kullanilan
alabaliklara hazirlanan bakteri banyo yoéntemi ile
verilmigtir. Kontrol grubundaki baliklara ise herhangi
bir bakteri verilmemistir. 30 giin boyunca baliklarda
meydana gelebilecek klinik bulgular gézlenmistir.
Disk Difiizyon Metodu

Hasta gokkusagt alabaliklarindan izole edilen Gram
pozitif bakterilere karst M. Jutens un in  wvitro
antagonistik etkisi Bhunia ve ark. (1988)" nin
kullandig1 disk difiizyon yontemi ile aragtirtlmistir. Bu
amacla hasta alabaliklardan izole edilen ve katt

75



besiyerinde uretilen Gram pozitif bakteriler, Triptic
Soy Broth (TSB) besiyetinde 20-22°C’ de 24 saat
sire ile inkiibe edildikten sonra yogunlugu 10°
hicre/ml olarak ayarlanmig, hazirlanan BHIA
besiyerine 100 pl ilave edilerek steril ekiivyon cubugu
ile petrilere yayilmistur.

M. Intens izolatlar1 ise TSA besiyerinde tretildikten
sonra TSB besiyerine alinmis ve 20-22 °C* de 24 saat
sire ile inklibe edilmistir. M. Jutens’ un 24 saatlik
kiltird 6 mm c¢apindaki steril filtre kagitlarina
emdirildikten sonra hazirlanan petrilerin Gzerine
steril bir pens aracihigr ile yerlestirilmistir. Kontrol
olarak PBS (Phosphate Buffered Saline) emdirilmis
steril filtre kagidi kullamlmustir. Deney ti¢ tekrarl
olarak gerceklestirilmis petri kutulart 20-22 °C’de 24-
48 saat sure ile inktibe edilmistir. Sonuclar diskin
etrafinda  inhibisyon zonunun olusumuna goére
degerlendirilmistir.

BULGULAR

Bakteriyolojik Bulgular

Hasta gokkusagt alabaliklarindan elde edilen 20 adet
izolatin 5 farkli koloni morfolojisine sahip oldugu
dikkati cekmistir. Biyokimyasal test sonuglarina gore
(Tablo 1) degerlendirilen bu bakteriler Staphylococens
cobnii subsp.cobnit, S. epidermidis, S. anrens, 1. garvieae ve
E. faecalis olarak identifiye edilmistir.

Patojenite Testine Ait Bulgular

M. Iutens izolatlarinin (Mi ve Mz) deneysel olarak
enfekte alabaliklarda herhangi bir klinik belirtiye ve
mortaliteye neden olmadigi tespit edilmistir.

Disk Difiizyon Metoduna Ait Bulgular

M. lutens izolatlartn S. awreus, S.epidermidis, ve S.
cohnii subsp. cobnii’ye karst genis inhibisyon zonlari
olusturdugu dikkati c¢ekmistir (Resim 1a). Buna
ragmen M; ve My ’nin hasta baliklardan izole edilen
L. garvieae ve E. faecalis’e karst olusturdugu inhibisyon
zonlarinin daha dar oldugu tespit edilmistir (Tablo.
2). Disk difiizyon metoduna gbre en genis zon
olusumu ise S. aurens’a karst gézlenmistir (Resim. 1b).

Resim 1: M. /Jutens’ un (a) S. epidermidis’ e (b) S.
aureus’ a karsi olusturdugu inhibisyon zonu (M: M.
luteus, K:kontrol)

Figure 1:Inhibition zone of M. lutens aganist (a) S.
epidermidis (b) S. Aurens

Tablo 1:Hasta baliklardan izole edilen Gram pozitif bakterilerin ve M. Jutens izolatlarinin ayirt edici biyokimyasal

ozellikleri

Table 1: Distinguishing biochemical characteristics of M. /uteus isolates and Gram positive bacteria isolated from

diseased fish

l.izolat

2.izolat

3.izolat | 4.izolat | 5.izolat M /M,

Gram Boyama +

+

+ + + +

Hareket -

Koloni rengi b-k

b-s

b-k

SitokromOksidaz -

Katalaz

Koagtilaz -

Kanli Agar

0/F

% 1.5 NaCl

.
F
%0 NaCl T
+
+

% 6.5 NaCl

B-galaktozidaz -

Indol Uretimi -

Metil Kirmizist

Voges-Proskauer -

Nitrat -

Sitrat -

Ure -

Nisasta hidrolizi -

Arjinin -
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Ornitrin + - - _

Lizin -
Arabinoz - - - - _ _
Laktoz - + N N T B
Mannitol + - + + + N
Maltoz + + T T T B
Siikroz - T T T T -

Identifikasyon | Staphylococcuscobniisubsp.cobnii . 5 . 5. L'. E. ) Micrococcusintens
epidermidis | aurens | garvieae | faecalis

Tablo 2: M. /utens’ un hasta gbkkusagi alabaliklarindan izole edilen bakterilere karst antagonistik etkisi

Table 2: Antagonistic effect of M. /uteus aganist isolated bacteria from disease rainbow trout

Bakteri izolatlar1

M. luteus’un antagonistik etkisi

L. garvieae
E. faecalis +
S.cohnii subsp. cohnii ++
S. epidermidis +++
S. aureus ++++

+: < 10mm, ++:<15mm, +++: <20 mm, ++++: < 25 mm

TARTISMA

Akuakiltir sektoriinde hastalik  etkenlerine karst
yanlis antibiyotik kullanimi sonucunda patojen
mikroorganizmalar diren¢ kazanmakta ve
hastaliklarin tedavisini gliclestirmektedir. Bu nedenle
ginimiizde su  kalitesini  yiikselten,  zararl
patojenlerin  gelismesini  engelleyen ve baligin
biyiimesini arttiran probiyotiklerin kullanimu ile ilgili
calismalar 6nem kazanmustir (Abd-El Rahman ve ark
2009, Chantharasophon ve ark 2011, Didinen ve ark
2013, Gomez ve ark 2007).

Yiratmis oldugumuz bu calisgma ile hasta kiltir
alabaliklarindan izole etigimiz Staphylococcus anreus,
S.epidermidis, S. cobnii subsp.cobnii, Lactococcus garvieae
ve Enterococcus faecalis tirlerinin kultir baliklarinda
hastaliga neden olan Gram pozitif bakteri gruplarina
dahil oldugu ve yurdumuzdaki diger arastiricilar
tarafindan daha 6nceki yillarda rapor edilen patojen
bakteri tirleri ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir
(Diler ve ark 2002, Timur ve Akayli 2003, Savasan ve
ark 2008, Akayl ve ark 2011).

Tatlt su ekosisteminin dogal bir parcast olan M. Jutens
daha Onceki caligmalarda gokkusagi alabaliklarinda
(Irianto ve Austin 2002b) ve tilapya baliklarinda
(Oreochromis niloticus) (Abd El-Rahman ve ark 2009)
gorilen Aeromonas tirt bakterilere karst antogonistik
etki gOstermesi nedeniyle probiyotik  olarak
kullanidmistir. Austin ve Stobie, (1992) M. Jutens’ un
gbkkusagt alabaliklarinda hastaliga neden oldugunu
bildirilmesine ragmen Irianto ve Autin, (2002a)
yaptiklari bir calismada bu bakteriyi alabaliklarin
sindirim kanalindan izole etmis ve deneysel olarak
yaptiklari patojenite testi sonucunda hastalik

olusturmadigini rapor etmislerdir. Yapilan ¢alismalara
bakildiginda bu  bakterinin  Gram pozitif balik
patojenlerine  karst antagonistik  etkisinin olup
olmadigt  heniiz  arastirlmamistir.  Yuritmis
oldugumuz bu calisma ile patojenite testinde
gbkkusagt alabaliklarinda mortaliteye neden olmayan
M. utens izolatlarinin hasta gbkkusagt alabaliklarindan
izole ve identifiye ettigimiz, Gram pozitif
bakterilerden olan Staphylococcus anreus, S.epidermidis, S.
cobnii subsp. cobnii, L. garvieae ve E. faecalis tirlerine
karst antagonistik etkisinin varligr ilk kez tespit
edilmistit.

Probiyotiklerin akuakiiltirde kullantmu ile ilgili yurt
disinda ¢ok sayida arastirma mevcutken yurdumuzda
ise bu konuda az sayida calismaya rastlanilmistir.
Baliklarin  buyimesi ile ilgili yapilan c¢alismalara
bakildiginda ticari olarak satin alinan probiyotikler
(Bacillus ~ ve  Lactobacillus  titleri) ile  yapilan
uygulamalarda  ¢ipura  baliklarinin blylime
performansinda bagsarih  sonuglar elde edilmistir
(Stzer ve ark 2008, Ang ve ark 2013). Bununla
beraber Capkin ve Altnok™un (2009) Karadeniz
Bolgesi'ndeki  gokkusagi  alabaliklarinin  dogal
florasindan izole ettikleri probiyotik bakterileri
yersiniosis hastaliginin kontroliinde kullanmalat ile
ilgili arastirmalari disinda yurdumuzda
probiyotiklerin  balik  hastaliklarinda  kullanimina
yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanidmamistir. Bu
nedenden dolayt Gram pozitif bakteriyel etkenlere
karst probiyotik kullanimi ile ilgili ylritmis
oldugumuz bu arastirma ilk ¢alismalar arasindadir.
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SONUGC

Bu calisma ile ilk kez M. /utens’ un Gram pozitif balik
patojenlerine karst antagonistik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bir sonraki calismamizda bu bakterinin
probiyotik olarak tanimlanabilmesi icin gerekli islem

basamaklarinin yapilmast planlanmaktadir.
Yurdumuzdaki gokkusagi alabaliklarindaki
hastaliklarin =~ kontrolinde  kullanilacak ~ dogru

probiyotik bakteri tiiriiniin belirlenmesi ve probiyotik

kullaniminin  arttirlmas: ile  gelecekte  balik
yetistiriciliginde ~ daha  basarii  sonuglar  elde
edilecektir.
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