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OZET

Akdeniz de bulunan istilaci balon balig1 Lagocephalus sceleratus tiiriinde

bulunan Vibrio spp. nin Kkiiltiirel yontemlerle saptanmasi

Burcu ALKIS
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Tez Damsman: inci TUNEY KIZILKAYA

Akdeniz, Kizildeniz’den gelen ¢ok sayida istilact tiirlin akinina
ugramaktadir. 2003 yilinda ilk kaydi Tiirkiye sularinda verilen balon baligi,
(Lagocephalus sceleratus), kisa bir siire igerisinde ¢ogalarak Akdeniz tarihinde
bilinen en zararl istilaci balik tiirii olmustur. Etgil bir tiir oldugu i¢in ekonomik ve
ekoloji 6nemi olan bir¢ok besini hizla tiikketmektedir. Birlesmis Milletler FAO
East Med Projesi kapsaminda hazirlanan raporda Akdeniz’de yakalanan
biyokiitlesi en fazla olan 10 balik tiiriinden birisi oldugu belirtilmistir.

Balon baliginin tek zarari balik¢ilik sektoriine ve ekosisteme degildir.
Dokularinda ve organlarinda bulunan Tetrotodoxin (TTX) adli toksin siyaniirden
1200 kat daha zehirlidir ve insanlarin tiiketmesi durumunda Sliimciil tehlikeler
icermektedir. Baligin icerdigi toksinin besin zincirinden gelen Vibrio sp. Tiirline
ait birkag tiir bakteriden kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada, Tirkiye denizlerinde bulunan Lagocephalus sp. tiirlerinde
TTX iretiminde etkili olan Vibrio sp. tiirii bakterilerin hangi tiire ait oldugu
aragtirtlmistir. Bu amagla Gocek korfezinden toplanan baliklarin biyolojik
ozellikleri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Lagocephalus sceleratus, Vibrio sp., Tetradotoksin






ABSTRACT

Identification of Vibrio spp. from the invasive puffer fish Lagocephalus

sceleratus from the Mediterranenan Sea by cultural methods

Burcu ALKIS
Inci TUNEY KIZILKAYA
Master's Thesis, Department of Biology
The Mediterranean is subject to an influx of numerous invasive species from
the Red Sea. The balloon fish (Lagocephalus sceleratus), first recorded in Turkish
waters in 2003, has been the most harmful invasive fish known in the history of
the Mediterranean, multiplying in a short period of time. Because it is a
carnivorous species, it quickly consumes many nutrients of economic and
ecological importance. The report, prepared within the scope of the United
Nations FAO East Med project, stated that it is one of the 10 fish species with the

most biomass caught in the Mediterranean Sea.

Balloon fish is not the only harm to the fishing sector and ecosystem. The
toxin tetrotodoxin (TTX), found in their tissues and organs, is 1200 times more
toxic than cyanide and contains deadly dangers if consumed by humans. Vibrio
sp, which comes from the food chain of the toxin contained in the fish. It is

thought to be caused by several species of bacteria belonging to the species.

In this study, Lagocephalus sp., Vibrio sp, which is effective in the
production of TTX in its types. Bacteria which belong to the type species
investigated. For this purpose, the biological properties of fish collected from the

Gulf of Gocek were studied.

Key words: Lagocephalus sceleratus, Vibrio sp., Tetradotoksin
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ONSOZ

Danismamm Dog. Dr. Inci Tiiney KIZILKAYA aracihg ile lisans
ogrenimim siiresinde tamstim. Iskenderun'a gidislerimde balon baligi sorununu
¢ok fazla insandan duydum ve bu konu ile ilgili bir arastirma yapmak istedigime

karar verdim.

Literatiire olan katkisinin disinda, tez projemiz arazi ¢alismasinin yer altyor
olmas1 teorik bilgilerimizin pratige doniisiimii a¢isindan olduk¢a yardimci

olmustur.

Calisma siiresince elde ettigim bilginin, tecriibenin ve arkadasliklarimin
detseklerinin paha bigilmez degeri vardir. Bunun i¢in emegi gecen herkese sonsuz

tesekkiirler.
[ZMIR

01/03/2022
Burcu Alkis
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1 GIRiS

1869 yilinda Siiveys Kanal'1t ve 1970 yilinda Nil Nehri {izerine kurulan
Avsan Baraj1 ingaat1 ile insanlarin Akdeniz ekosistemi iizerine bilinen en 6nemli
etkisi baslamistir. Bazi parametreler bakimindan birbirine yakin 6zellikler
gosteren Akdeniz ile Kizildeniz arasindaki cografik engeller bu kanal aracilifiyla
ortadan kalkmistir. Bu durum Kizildeniz’den Akdeniz’e goglerin baslamasina
sebep olmustur (Wu et al., 2005).

Yabanci tiirlerin Akdeniz’e girisleri genellikle Siiveys kanali yoluyla
gerceklesmektedir. Kizildeniz’den Akdeniz’e dogru yapilan Lessepsiyen gog
Siiveys kanalinin tamamlanmasinda 6nemli rolii olan Fransiz diplomat Ferdinand
Marie Vicomte de Lesseps’e ithafen ilk defa Por (1964) tarafindan
adlandirilmigtir, bu yolla go¢ eden tiirler ise —Lessepsiyen tiirler olarak
adlandirilmigtir. Lessepsiyen tiirlerin bazilarmin ekonomik degeri bulunurken,
bazilarinin da ekolojik etkilerinden dolay1r zararli, istilact tlirler adimi alirlar
(Streftaris and Zenetos, 2006; Galil, 2000; Zenetos et al., 2012; Galil and Zenetos,
2002;).

Degisen ekosistemler, yabanci toplumlarin yerel ekosistemler ve ekonomiler
tizerinde etkilerini degerlenmede bilimsel topluluklardan ve uluslararasi
kuruluglardan yogun ilgi gormiistiir. Egzotik tiirlerin biyolojik istilalari, diinya
capinda artan bir endise sorununu temsil etmektedir (Katsanevakis et al., 2014).
Cografi bariyerlerin yikilmasi gibi iklim degisikliginin sonuclari ile birlikte
antropojenik degisiklikler, hayvan tiirlerinin ve patojenlerin yeni cevrelerde
yayilmasini desteklemistir (Kalogirou, 2013). Bu durum Siiveys Kanal
(“Lessepsian” gogii) igine giren Hint-Pasifik balik tiirlerinin yayilmasinin kiiresel
1sinmanin sonuglari tarafindan tercih edildigi Akdeniz’de (Zenetos et al., 2012) de
goriilmektedir.

Lessepsiyen gocii ile Akdeniz'e giren tiirlerden biri olan Lagocephalus
sceleratus (Gmelin, 1789) Siiveys Kanali yoluyla girmistir ve istilaci bir tiir olarak
kabul edilmektedir. L. scelaratus, Subat 2003’te Akdeniz’de Gokova Korfezi’nde
(Giiney Ege Denizi, Tiirkiye) (Akyol ve ark., 2005) Kasim 2004’te Israil kiyilari
boyunca Jaffa’da (Golani and Levy, 2005) ve Temmuz 2005°te Yunanistan,



Kibris, Malta, Cezayir ve Tiirkiye’de artan siklikta kaydedildi ve en hizli biiyliyen
lesepsiyen tiirlerinden biri olarak kabul edilmistir.

Genel olarak, Akdeniz’de 111.079 baliktan 110.237in L. sceleratus
(2003’ten beri), 126’smin Lagocephalus lagocephalus (1878-2017) ve 716’smin
Sphoeroides pachygaster (1979-2017) tiirlerine ait oldugu bilinmektedir.
Bunlarin arasinda, asil endise kaynagi olan tiir L. sceleratus tiirii balon baligidir
(Guardone et al., 2018). T.C. Tarim ve Orman Bakanligi 2 Aralik 2020 tarihinde
yayinlanan Resmi Gazete'de balon balig1 avciliginin desteklenmesine dair teblig
yaymlamistir. Bu tebligin amaci; denizlerimizdeki biyolojik cesitlilige ve
balikgilarin av araglarina zarar veren balon baliginin (L. sceleratus) ekosistemdeki
yogunlugunu ve stoklarini azaltarak balon baliginin avlanmasini tesvik etmek
amaciyla balikcilara verilecek desteklemeye iliskin is ve islemlerle ilgili usul ve
esaslar1 diizenlemektir (T.C. Tarim ve Orman Bakanligi, 2020). Yiiksek derecede
istilact1 ve zehirli bir lesepsiyen gogmeni olan L. sceleratus, 2003 yilinda
Kizildeniz’den Akdeniz havzasina go¢ etmistir. Ilk olarak 2003 yilinda kayit
edilen bu balon baligi, kisa bir siire igerisinde ¢ogalmis ve Akdeniz tarihinde
bilinen en zararli istilaci balik tiirti olmustur (Guardone et al., 2018).

Dokularinda ve organlarinda yiiksek miktarda tetradotoksin (TTX) adh
toksin oldugu bilinmektedir (Iverson and Truelove, 1994). En gigli
norotoksinden biri olan TTX toksininin sadece balon baliklarinda bulundugu
distiniilmekteydi. Ancak 1965°ten beri TTX ve analoglarinin dagilimi ¢esitli
hayvanlara tespit edilmistir (Miyazawa and Noguchi, 2001). Daha sonra yapilan
caligmalar TTX’in sadece balon baliklarinda degil daha genis alana yayilan
tiirlerde bulundugu gézlemlenmistir. Ornegin; kaya baligi Gobius criniger
(Noguchi and Hashimoto, 1973), mavi halkali ahtapot Octopus maculosus
(Sheumack et al., 1978), Kalifornia semenderi Tarichi totosa (Mosher et al.,
1964), gastropod mollusklardan Cahronia sauliae (Narita et al., 1981) ve
Babylonia japonica (Narita et al., 1981), denizyildiz1 Astropecten sp. (Maruyama
et al., 1984) ve kiigiik gastropod mollusklardan Zeuxis siquijorensis (Narita et al.,
1948) ve Niotha clathrata (Jeon et al., 1984) tiirlerinde de TTX bulundugu
bilinmektedir.

TTX, bilinen en giiglii deniz kokenli organik zehir tiiri olarak bilinmektedir

(Fernandez-Ortega et al., 2010). Bu toksine ilk olarak Tetrodontia familyasi
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iyeleri olan balon baliklarinda karsilasilmasindan dolayr Japon bir bilim insani
olan Tahara tarafindan 1909 yilinda bu familyadan tiiretilmis bir isim olan
tetradotoksin olarak adlandirilmistir (Hwang and Noguchi, 2007; Miyazawa and
Noguchi, 2001). Protein yapiya sahip olmayan organik bir bilesik olan TTX
denizel ortamdaki en gii¢lii felg edici toksin olarak bilinmektedir (Hanifin, 2010).
Simdiye kadar birgok TTX zehirlenmesi vakalar1 kaydedilmistir (Bentur et. al.,
2008; Kheifets et. al., 2012Chamandi et. al., 2009; Eisenman et. al., 2008;)
Oldiiriicii 6zelligi olan bu toksin dzellikle hiicrelerde sodyum kanallarin1 bloke
ederek etki etmektedir. TTX konsantrasyonun organizma biinyesindeki dagilimi
bireylere, bolgelere ve mevsime gore degiskenlik gosterebilir. Yapilan
arastirmalarla TTX’in balon baligi ovaryum ve akcigerlerindeki miktarlarinin
diger organlara gore daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Akbora, 2018). Disi balon
baliklart erkeklere gore daha zehirlidir ¢linkii ovaryumlar testislere gore daha
fazla TTX igermektedir. TTX'in insanlar i¢in en diisiik 6ldiriicii dozu yaklasik
olarak 10.000 MU yani yaklasik 2 mg diizeyindedir (Hwang and Noguchi, 2007).

TTX toksinini balon baliklarinin iiretmedigi, baligin biinyesine besin
zincirinden gegtigi ve bakteriler tarafindan iretildigi ve bu bakterilerin gram (-)
oldugu bilinmektedir.

Baligin beslendigi canlilar Akdeniz’de degistiginden ve ¢ogunlukla
kabuklular ve yumusakgalarla beslendiginden, TTX birikimini saglayan
bakterilerin baligin viicudunda daha az veya bazi donemlerde hi¢ girmedigi gibi
bir varsayim yapilmaktadir. Ancak hipotezle ilgili olarak Akdeniz’de yapilmis
genis kapsamli bir aragtirma heniiz yoktur.

Son yillarda arastirmalara TTX molekiiliiniin farmakolojik alanda kullanimi
tizerine agirhik verilmistir. TTX’in durumu kritik hastalarda agr1 kesici etkisi
oldugu, anti-tiimor etkisinin oldugu ve uyusturucu bagimliligi tedavisinde diger
opoidlere (morfin benzeri etki gosteren kimyasal madde) alternatif bagimlilik
yapmayan etki mekanizmasi lizerindeki ¢aligsmalar biiyiik ilgi gormistiir (Saoudi
et al., 2010; Schwartz et al., 1998; Bragadeeswaran et al., 2010; Yu, 2008). TTX
molekiilii 20. yy. baglarinda Japonya'da romatizma tedavilerinde uygulanmistir
(Noguchi and Arakawa, 2008). Cin Halk Cumhuriyeti’nde kanser hastalarinda
terminal satha asamalarinda agr1 kesici olarak kullanimi1 mevcuttur (Saoudi et al.,

2010). TTX in sinirsel iletim iizerine olasi engelleyici etkisi nedeniyle 6zellikle
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anestezi alaninda yeni ilaglar tiretiminde olas1 bir kaynak durumundadir (Schwartz
et al.,, 1998). Yapilan bazi ¢alismalar TTX’in anelijezik etkisinden yararlanarak
orta ve ileri diizey kanser hastalarinda agri1 azaltmak i¢in denenmis, kanserli
hastalarda agrilarin azaldigini tespit etmislerdir.

Ulkemiz sularinda istilact bir tiir olarak bilinen L. scelaratus tiirii balon
baliklarinin balik¢iliga ve ekosisteme zarari biiyiiktiir. Balik¢1 aglarina takilarak
aglar1 koparmakta ve maddi degeri olan baliklan tiiketerek ekosisteme zarar
vermektedir. Baligin yenmesi durumunda bulundurdugu toksinden kaynakli
zehirlenme ve 6liim vakalar1 goriilmektedir.

Bu caligma ile Akdeniz ekosisteminde biiyiik ekonomik ve ekolojik zarar
sebep olan L. sceleratus balon baligi tiiriniin toksin iiretiminden sorumlu olan
bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmasi hedeflenmistir. ileride yapilacak olan
bakteriden TTX eldesi ve liretimi ¢aligmalari i¢in ¢galismamizin zemin olusturmasi

amaglanmstir.



2 LITERATUR OZETi

2.1  DENIZEL iSTiLACI BALIKLAR

2.1.1 [lstilac tiir

Belli bir ekosistemde bulunmayan, farkli yontemlerle 0 ¢evreye disaridan
gelen yeni tiirler istilact tiirler adin1 almaktadir. Yabanci tiirler yerel tiirlerin
yasama alanlarimi isgal ettikge (biyoistila), bu rekabette yerel tiirlerin nesli
tilkenmeye baslamistir (Ozdemir ve Ceylan, 2007).

Yeni alanlara yerlesen, tireyen ve canli ¢esitliliginde azalmaya neden olan
istilac1 tilirler insan hayatini da olumsuz yonde etkilemektedirler. Bunlar;
havyanlar, parazitler, bitkiler, mikroorganizmalar, herbivorlar ve omnivorlardan
olusabilmektedir. Bu tiirler yerlestikleri yeni ekosistemlere zarar vermislerdir.
Disaridan gelen tiirlerin yeni alanlara uyum saglamalari, popiilasyonlar ve yerel
tirler tizerindeki etkileri biiyiik derecede bilinmektedir ve bu tiirler biiyiik 6l¢iide
yerel tiirlerin neslinin tilkenmesine neden olmaktadir (Lodge, 1993; Coblentz,
1990).

Yapilan arastirmalarda genel olarak farkli bitki tiirlerinin sebep olduklart
istilalar tlizerinde yogunlagmaktadir ve ayni zamanda balik tiirlerinin de ortaya
cikardiklar1 yikic1 sonuglar biiyiik derecede 6nem arz etmektedir. Giiniimiizde
yasanan kiiresel 1sinma canlilarin yasam alanlarini degistirmelerine, kendilerine
yeni habitat aramalarina sebep olmaktadir. Ayrica iklim degisikliklerinin neden
oldugu olumsuz etkiler, istilacilar yerli canlilarin yerlerine gegmektedir. Bunlar
dagilimda iklimin etkisi ¢ok biiyiiktiir. Denizel habitatlarda goriilen bunlar iklim
degisikliginin en az olan kisimlarimi olusturmaktadir (Occhipinti-Ambrogi and
Savini, 2003).

Bazi bilim insanlan tiirlerin yeni habitat arayislarinin ve bu habitatlara
uyum saglamalarinin kotii sonuglara sebep olacagmi belirtmislerdir (Verme;,
1996). Ancak bazi bilim insanlari ise bu durumlarin normal oldugunu
diistinmektedir. Arastirmacilarin agiklamakta zorlandigi degisimlerin g¢esitli
degisimlere neden olan durum istilaci tiirlerin yeni yagam alanlarina ulagsmalaridir.

Cesitli kaynaklardan istilaci tanimlar1 yapilirsa;



1) Yerli olmayan tiirlerin tanimlanmasinda (Radford and Cousens, 2000;
Goodwin et al., 1999),

2) Dogal olan ortamlarda bir topluluk olusturan yerli ve yabanci tiirler igin bir
sifat olarak (Burke and Grime, 1996),

3) Cesitli ortamlarda bulunan yabanci tiirlerin, dogal ortamlarinda bulunan
tiirlerden ayrimini saglamada (Reichard and Hamilton, 1997),

4) Genis habitatlara yayilan tiirleri belirlemede (van Clef and Stiles, 2001),

5) Tahrip goren habitatlar tizerinde olusturdugu etki ve genis bir yayilim alanina
sahip olan, yabanci tiirler i¢in (Davis and Thamson, 2000) istilac1 ifadesi
kullanilmaktadir (Colautti and Maclssac, 2004).

Fakat tanimlarda bulunan sorunlar bu ifadelerle sinirli degildir. Ayrica
yapilan aragtirmalarda birbirleriyle ayn1 6zellik gdstermeyen tiirler i¢in de ayni
ifadelerin kullamldig1 belirtilmektedir. Ornegin; bir tiir ortamda az sayida
bulunmakla birlikte genis bir dagilim alanina sahip olabilir (Carassius auratus)
(Fuller et al., 1999), bazilar1 (Cervus unicolor unicolor) ise yayilim agisindan
smirli alanlarda fakat sayica fazla miktarda bulunabilirler (King, 1990).

Diinya genelinde; acisu ekosistemleri, tatli su bolgeleri ve Akdeniz iklimine
sahip bolgeler en ¢ok disaridan goge elverisli olan istilact bolgeler olarak
degerlendirilmistir (Polat vd., 2011)

Glinlimiizde halen istilaci tiirlerin adlandirilmasinda  fikir  birligi
saglanamamistir. Istilac1t tiir terminolojisinde arastirmacilarin ortak kanaati
acisindan, istilaci tiirlerin zorlu siire¢lerden ge¢mesi ve bu siirecler esnasinda
yumurtlama miktar1 g6z dniinde bulundurularak bir istila sablonu kullanilmaktadir
(Colautti and Maclssac, 2004). Ortamda bulunan canlilarin istilact m1 yoksa yerli
bir tiir mii oldugunun belirlenmesi bu asamalar dikkate alinmak suretiyle
gergeklestirilmektedir. S6zii edilen asamalar Tablo 2.1 ve Tablo 2.2°de

gosterilmektedir.



Tablo 2.1. Istilac1 tiir olusumu_(Colautti and Maclssac, 2004)

0 Safha Donor bolgede bulunan tiirler (yumurtalarini biraktiklar
safha)
1. Safha Kendi dogal habitatlarindan ayrilmis olan ve hareket
halindeki tiirler
2. Safha Yerlestikleri habitatlarda belirmeye baglayan tiirler
3. Safha Lokalize olmus ve say1 olarak nadir tiirler
4. Safha A Genis bir dagilima sahip olan fakat nadir olan tiirler
Safha B Lokalize olmus fakat dominant olan tiirler
5. Safha Genis bir dagilim alanma sahip olan ve dominant hale
gelmis tiirler
Tablo 2.2. Istilaci tiir olusumunda kullanilan terimler ve safhalar1 (Colautti and MaclIssac,
2004)
TERIM SAFHA
Yabanci (alien) Safha 1-5
Kolonilesen (colonizing) Safha 4a
Gegici (temporary) Safha 2
Yayilan (spreading) Safha 4a
Egzotik (exotic) Safha 1-5
Gog¢men (immigrant) Safha 1-5
Istilaci (invasive) Safha 4a, 4b, 5
Ithal (imported) Safha 1-5




2.1.2  [lstilac1 Tiirlerin Yayilma Yollari

Cografi bariyerlerle ayrilmis olan su ortamlart iklim, tuzluluk vb. gibi
parametreler agisindan degisiklik gostermeleri nedeniyle farkli tiirleri
bulundururlar. Fakat bu engel kaldirildiginda her iki yonden de canli tiirleri gegisi
meydana gelebilir. Yeni habitatlara uyum saglayan canlilar bu habitatlara
yerleserek yerel tiirlerle rekabete girerler ve genellikle istilact tiirler olur. Stiveys
Kanal1 kullanilmaya baslandiktan sonra Akdeniz’e 250°den fazla tiir, 34 yeni cins
ve 13 yeni familya ya ait daha dnceden Kizildeniz de yasayan baliklar ve yaklasik
bu baliklar kadar omurgasiz canli tiirii gegmis olup bu durum halen devam
etmektedir (Mooney and Cleland, 2001; Lasram et al., 2008).

Denizlerde artan gemi trafiginden dolayr birgok canlinin yumurta ve
larvalar1 gemilerin su ile temas eden ylizeylerinin altina yapisarak baska noktalara
yolculuk edebilmektedir. Bu metodla farkli bir alanlara taginan yumurta ve
larvalar, eger hayatta kalabilmislerse ve yeni ¢evreye uyum saglayabilmislerse,
hizla bir sekilde artis gosterirler. Ornegin Neogobius melanostomus (Pallas, 1814)
tirli  gosterilebilir. N. melanostomus Azak Denizi’nde, Hazar Denizi’'nde,
Karadeniz’de ve Marmara Denizi’nde bulunmaktadir (Charlobois et al., 1997). Bu
tir Azak Denizi’nden barbun depolari ile tasimmistir. Bu baliklarin denizlerin
tuzluluk sebebinin artmasi nedeniyle 1980’lerin sonlarinda nesli tiikkenmistir.
Bunun sebebi yiiksek buharlasma orani ve denize dokiilen akarsularin sulama
caligmalarinda kullanimidir. Daha sonra tiir Volga Nehri’nde ve sonrasinda tiim
Moskova Nehri’nde goriilmiis ve hizli bir sekilde sayisini arttirmis, bu bolgelerde
istilaya sebep olmustur.

Ticari olarak iiretilen bazi yerel olmayan Kkiiltiir baliklari iretildikleri
isletmelerden kagarak veya kacirilarak etraftaki dogal sulara uyum saglayabilir.
Pekgok tiir amag dist olarak yeni habitatlarda sorunlara sebep olmustur. Diger
tirlerle karisik olmasi, asilama veya stoklama materyalinin temiz olmamas gibi

durumlar bu sonucu meydana getiren faktorlerdir.
2.2 Tiirkiye Denizlerindeki Istilac1 Bahklar

Istilact tiirler yeni habitatlarma yerlestiklerinde hemen baskin hale
gelmezler. Bu tiirlerin sayilar1 zamanla artar ve sonrasinda yayilis alanlari ve say1

olarak cogalirlar. Istilaci tiirlerin ilk baslarda az sayida bulunup daha sonra
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sayilarinin arttig1 bu evre lag fazi olarak isimlendirilir. Lag fazinda tiirler arasinda
hibridizasyon ve adaptasyon ger¢eklesmektedir. Hibridizasyonla birlikte istilaci
tiirler aynm tiirin yerel populasyonlarindan daha fazla genetik cesitlilige sahip
olurlar. Gozlenen istilaci tiir sayis1 az olmasina ragmen bu tiiriin yerel tiirler
tizerindeki genetik etkisi oldukg¢a 6nemlidir (Echelle and Echelle, 1997).

Crooks ve Soule (1999) tiirlerin istilact olmadan 6nce uzun siire bile sayica
az olarak bu habitatlarda bulunduklarini belirtmislerdir ve bu tiirlerin sayilarini az
tutmalarii saglayan birtakim mekanizmalarin varligindan bahsetmislerdir. Bu
mekanizmalar tiirlerin yeni geldikleri ortamlara uyum saglamalarini saglar ve
boylelikle istilaci tiirler ortamin olumsuz sartlarindan en az seviyede etkilenirler.
Kisacas1 bu habitatlarda ilk 6nce az sayilarda bulunurlar ve ortam kosullarina
alisttktan sonra sayica artarlar. Istilaci tiirlerin sayilarini en az seviyede
tutmalarina sebep olan bazi faktdrler vardir. Bunlar, adaptasyon, genetik, biyotik
ve abiyotik faktorler, degisiklikler olarak siniflandirilabilir (Sekil 2.1).

Istilac1 tiirler yeni habitatlarinda oncelikle az ve nadir bulunmalar1 daha
sonralart ise baskin hale gelmeleri yapilan satha asamalarinin 6nemini
belirtmektedir. Bu nedenle istilaci tiiriin bu asamalarin hangisine dahil oldugunun
belirlenmesi yapilan ¢aligmalara kolaylik saglamaktadir. Bu sayede yeni tiiriin
istilact olup olmadig1 kolayca belirlenebilir. istilaci tiirlerin zaman igerisinde
sayilarindaki artis ve baskin hale geldikten sonra bulunduklar1 bdlgeye

agirliklarin1 koymalar birtakim asamalardan gectikten sonra ger¢eklesmektedir.



SAFHA 1

Tasinma, yasama, filtreleri kavrama

SAFHA 2
Cevre Sartlari ve Ureme Sartlan
SAFHA 3
Cevre ve komuniteye uygunluk asamasi
SAFHA 4a SAFHA 4b
Cevre ve Kominite Asamasi Lokal Dagilim Asamasi

Sekil 2.1. istilaci tiir olusumu (Colautti ve Maclsaac, 2004’ ten uyarlanilmigtir)

Bu tiirlerin yasam dongiilerinde goriilen tolerans, genis cografik alanlara
dagilmalar1 ve bulunduklari ortamlardaki diger tiirler ile aralarindaki mutualistik
iligkileri bu tiirlerin yeni habitatlarinda basarili bir hayat siirdiirmelerine yardimci
olur. Biyogesitlilik sayisinin azalmasi ve bazi tiirlerin neslinin tiikenmesi biyolojik
kaynaklar1 gii¢siiz hale getirir. Fakat genetik ag¢idan konuya bakildiginda canli
cesitliligi 6nem kazanmaktadir. Gelecekte insanlar ve ekosistemlerine yarari
olacak olan biyoteknolojik gelismeler biyolojik kaynaklarin gen havuzlarinin
sayilarindaki artisa baghdir. Biyogesitlilik ve ekosisem siirdiiriilebilirliginin
saglanmas1 agisindan biiyiik bir tehdit olarak gdzlemlenen istilact balik tiirleri,
tatll su ekosistemleri iizerinde de biiyiik bir baski olusturmaktadir (Welcomme,
1988; Mack et al., 2000; Vitousek et al., 1997). Habitatta farkli tiirlerin goriilmesi
ortamin ¢esitli ekolojik 6zelliklerinin degisebileceginin bir ongoriisii olarak ifade
edilir. Ornegin; bir istilact balik tiirii olan Ctenopharyngodon idella
(Valenciennes, 1844) dogal vejetasyon sayisinin azalmasina neden olmaktadir.
Yeni habitatlara go¢ eden bireylerin sayisinda giin gegtikce bir artis soz
konusudur.

Istilac1 balik tiirlerinde birbirlerine benzer bazi ozellikler gdzlenir ve bu

tirler diger tiirlerden sahip olduklar1 bu benzerlikleri sayesinde ayirt edilir.
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Ayni g¢evrede bulunan yabanci ve yerel tiirler birbirlerine zit &zellikler
gostermektedirler. Bu 6zellikler; uzun Omiirlii olmalari, kisa siirede tiremeleri,
erken olgunlasma, viicut boyutlari, yilda birden fazla yumurtlayabilme 6zellikleri,
habitat esneklikleri vb. olarak siniflandirilabilir. Istilaci balik tiirleri bu sekilde
yerel tiirlerden ayirt edilebilir (Polat, vd., 2011)

Istilac1 tiirlerin basaris1 yerel alandaki sayilar1 ve dagilma oranina baglidir.
Sayilarinda bulunan yogunluk bu noktada anahtar olarak degerlendirilebilir.
Istilac1 ve yerel tiirler birbirlerinin tersi ozellikler gostermektedir. Verimlilik,
yasam dongiisii istilact ve yerel tiirlerin kiyaslanmasinda en fazla kullanilan
ozelliklerdendir (Polat, vd., 2011).

Istilac1 ve yerel tiirler arasindaki farkliliklarin anlasilmas: bilimsel agidan
onemli bilgilerin ortaya ¢itkmasina yardimci olur. Ureme mevsimi, istilac1 ve yerel
tiirler arasinda farklilik gosteren farkli bir parametredir (Ricciardi and Rasmussen,
1998; Williamson, 1996; Lockwood, 1999).

Istilac1 balik tiirleri yerel tiirlerin alanma yayildikca, bu yayilma ile basa
cikamayan yerli tlirlerin nesli tiikenmektedir. Egzotik canlilar kiiresel
biyogesitliligie zarar vermekte ve ekonomik sorunlara sebep olmaktadir. Bu
nedenle bu tiirlerin bilinmesi biyolojik miicadele ve ekonomi igin oldukga
onemlidir. Bu tiirlerin yayilim alanlarnin daraltilmast ve popiilasyonlarinin
azaltilmasina yonelik olusturulacak eylem planlar1 olduk¢a 6nemlidir. Hangi yolla
gelirse gelsin yeni gelen istilact tiirler yerli tiirler tizerinde ¢ok sayida olumsuz
etkiler olusturur. Yabanci tiirler hizlica iireyebildikleri i¢in kisa siirede
popiilasyonlar1 artar ve o habitatta bulunan yerel tiirler ile ciddi bir besin ve alan
rekabetine girerler. Bazi egzotik canlilar yeni habitata uyum saglamada
zorlanabilir fakat yine de sayica maksimum seviyeye ulagirlar. Eger gelen istilaci
tiir aver bir tiir ise (genellikle i¢ sularda olan bir durumdur); besin zincirinde en
iist halkada bulundugu ve dogal diismanlarinin olmamasindan dolayr hizli bir
sekilde tireyip, ortamdaki yerel tiirleri hizla tiiketerek ekolojik bir ¢okiintiiye
neden olur (Polat, N. vd., 2011).
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2.3 Akdeniz’deki Balon Bahg Tiirleri ve Ozellikleri

Stiveys Korfezi ve Kizildeniz’de genellikle tropik sularda yasayan 120 tiir
balon baligi bulunmaktadir (Sabrah et al., 2006). Akdeniz’de bu tiire ait; L.
lagocephalus (L., 1758), Lagocephalus spadiceus (Richardson, 1845), L.
sceleratus (Gmelin, 1789), Torquigener flavimaculosus (Hardy & Randall, 1983)
Lagocephalus suezensis (Clark & Gohar, 1953), Ephippion guttiferum (Bennett,
1831), S. pachygaster (Muller & Troschel, 1848), Sphoeroides marmoratus
(Lowe, 1838), Sphoeroides spengleri (Bloch, 1785), ve Tylerius spinosissimus
(Regan, 1908) olmak tizere 10 tiirii belirtilmistir. Bu tiirler balon baligi isminin
disinda kiire baligi, domuz baligi, kurbaga baligi, clice balon baligi (Can ve
Bilecenoglu, 2003) ve benekli balon baligi (Tiiziin, 2012) olarak da bilinmektedir.
Boyle adlandirilmalarinin nedeni, tehdit ve stres altindayken su veya hava yolu ile
ventral kisimlarmi sisirip predatorlerine daha biiyilk goriinerek av olmayi
engellemek i¢in bir strateji yarattiklari olarak diistiniilmektedir (Sabrah et al.,
2006).

Balon baliklari, Tetraodontidae familyasi altinda bulunmaktadir. Ceneleri
birbirine yapismis durumda olup iki dis iistte, iki dis ise alttadir. Familyanin ismi
de bu durumu izah etmektedir. (Tetra=dort, odon=dis). Bu familyanin en belirgin
ozelligi stres ve tehlike altindayken viicudunun karin kisminin 6n yarisini suyla
sisirebilmesidir. Bu nedenle, balon balig1 adin1 almistir. Familyanin bazi iiyeleri
herbivor, bazilar1 omnivor olabilirler. Bu tiirler cogu seyi tiiketirler ancak bazi
tirler omurgasizlar1 (siinger, ekinoderm, karides, yenge¢, yumusakca, mercan,

gastropod), baliklari ve algleri tercih ederler (Kulbicki et al., 2005).

2.3.1  Torquigener flavimaculosus

Torquigener flavimaculosus bat1 Kizildeniz'de kuzey Kizil Deniz'den Basra
Korfezi'ne ve glineyden Kenya'ya, Seyseller ve Madagaskar'a kadar bulundugu
bilinmektedir. 3-57 metre arasinda degisen derinliklerde bulunmaktadir. Mevcut
poplilasyon verileri, ¢ok az habitat bilgisi ve ekoloji bilgisi bulunmamakla
birlikte, 6nemli bir tehdidin olmadig: siiphesi yoktur.

T. flavimaculosus genellikle resiflerin yakininda bulunmaktadir ve deniz otu
yataklarinda yaygindir. Bu tiir i¢in bilinen maksimum toplam uzunluk 13 cm veya

130 mm erkek/cift cinsiyetlidir (Randall, 1995).
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Sekil 2.2. Torquigener flavimaculosus (Zenetos, A. et al., 2007)

2.3.2  Lagocephalus spadiceus (Richardson, 1845)

L. spadiceus, Kizil Deniz ve Hint-Pasifik'te yaygin olarak bulunan bir
Lessepsian tiir gé¢gmenidir. 3-200 metre arasindaki derinliklerde gesitli kiy1 ve
acik deniz habitatlarinda bulunur. Ticari agidan 6nemli olan L. gloveri tiiriiyle
karigik yakalamalarda goziikmektedir. L. spadiceus i¢in koruma
onlemleri bulunmamaktadir. Bununla birlikte, dagilimi, araliginin  bazi
boliimlerinde birkag¢ deniz rezerviyle ortiismektedir. Araliginin bazi kisimlarinda
cok fazla avlanmis olmasina ve biiyiik olasilikla niifusun azalmasina ragmen,
genis kapsamli bir tiirdiir.

L. spadiceus tipik olarak deniz sularinda yasayan bir tiirdiir ve ayn1 zamanda
haliglerde bir kisminda bulunabilir (Talwhar and Jhingran 1991). Genellikle s1g
sularda ve kumlu diplerde 50 m'den az derinliklerde bulunur (Golani 1998,
Tuncer et al., 2008). Bu tiriin Tayland'da toksik olmadigi gozlemlenmistir.
Baliklar, yamusakgalar ve kabuklular ile beslenir.

Dogu Asya'nin bazi bolgelerinde balon baligi kaynaklarmin tiikenmesinde,
asirt avlanma cabasi yerine, modifiyeli uzun hatlar, kii¢iik ag Olciilerine sahip
aglar dahil olmak iizere son derece etkili olta takimlart etkili

olmustur. Japonya'da, 2000'lerin ortasinda balik¢ilig1 diizenlemeye yonelik
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caligmalar 2010 yilina kadar istenen sonuglari elde edememis ve sonradan yeniden

degerlendirilmistir.

Sekil 2.3.Lagocephalus spadiceus (Tuncer ve Aslan, 2008)

2.3.3  Lagocephalus suezensis

Giiney, Ege, Akdeniz'de yasayan bir ornektir. Derinligi 40 metreye kadar
olan sularda, kumlu ve camurlu zeminlerde rastlanir. En fazla 18 c¢cm boyuna
ulasmaktadir. Hint-Biiyiik Okyanus gd¢meni bir tiiriidiir. Ust ve alt ¢enesinde 2
adet gaga seklinde disleri mevcuttur. Viicudunda agizdan baslayip kuyruga kadar
uzanan giimiis renkli bant bulunur.

Genellikle yaz aylarinda iirerler, larvalari planktoniktir. Ekonomik degeri
yoktur. I¢ organlarinda bulunan zehir yiiziinden tiiketilmesi tehlikeli olabilir ancak
Uzakdogu ve Japonya'da 6zel uygulamalarla zehrinden arindirilarak yenmektedir.

En irisi 90 cm olan ve ¢cogunun derisi dikenlerle kapli oldugundan, sistikleri
zaman bir kirpiyi animsatirlar. TTX ad1 verilen ¢ok giiclii zehirleri mevcuttur. Bu
zehir baligin 6zellikle karacigerinde, bagirsaklarinda ve kaninda yogunlagmaistir.

Disleri birbirleriyle kaynasarak gaga seklini olusturur. Bu yilizden
yumusakgalarin ve kabuklularin kabugunu kirabilmekte, mercan &beklerini
parcalayabilmektedir. Bu baliklar daha ¢ok haliclerin s1g ve 1lik sularinda, mercan

kayaliklarinin yakinlarinda, deniz diplerindeki bitkilerin arasinda goriiliir.
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Sekil 2.4 Lagocephalus suezensis (www.fishbase.org)

2.3.4  Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789)

Tetraodontidae familyasinin iiyesi olan bu tiiriin viicut sekli torpile
benzemektedir. Viicutta deri pullara ¢cok rastlanmaz fakat karin bolgesinden aniise
kadar yanlarda da pektoral yiizgeclere kadar kisa dikencikler mevcuttur. Viicudun
yan taraflarinda agzin gerisinden kuyruk sapina kadar uzanan giimiis serit vardir.
Karin kismi beyazdir. Agiz basin ucuna yerlesmis, cenede bulunan disler 4
adetten olusmus ve kus gagasini animsatan bir hal almistir. Oldukea gii¢lii olan bu
disler sayesinde sert mercanlar ve omurgasizlarin kabuklarini rahatlikla
tiiketebilirler. Indopasifik bolgelerde oldukca yaygin bir tiirdiir (Froese and Pauly,
2010). Akdeniz'e Siiveys Kanali yolu ile gecen bu tiiriin ilk kaydi, Tirkiye nin
Ege Deniz'1 kiyisinda yer alan Gokova'da Akyol ve ark. (2005) tarafindan tespit
edilmistir. Bu tiir tirettigi TTX ile bilinir. TTX oldukg¢a zehirli bir nérotoksindir ve
indo-pasifik bolgelerde 6liim vakalarina sebep olmustur (Sabrah et al., 2006).
Ticari degeri yoktur daha ¢ok denizin kayalik ve bitkilerle kapli zeminlerini tercih
ederler. Kumluk ve camurluk gevsek zeminlerde trol, girgir ve oltalar ile

yakalanirlar (Golani et al., 2010a).
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Sekil 2.5. Lagocephalus sceleratus (Fotograf: inci Tiiney Kizilkaya)

2.4 Akdeniz’ deki Lagocephalus sceleratus Tiirlinlin Dagilimi1 ve

Ozellikleri

Atlas, Hint ve Pasifik Okyanusu’nda, genellikle 18-20 m derinliklerde,
tropikal ve subtropikal alanlarda bulunurlar (Nelson, 2006). Fakat daha sonrasinda
Stiveys Kanali varligiyla sularimiza gelerek yeni bir habitat bulmus ve yayilma

gostermislerdir.

Sekil 2.6. Lagocephalus sceleratus tiiriiniin diinyadaki dagilimi (Ozbay, 2015).
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2009 yilinda Kibris'in yabanci tiirlerini inceleyen bir arastirmada ve
Tiirkiye’de 2010 yilinda Akdeniz havzasmin yerli olmayan balik tiirlerini
inceleyen bir arastirmada da L. sceleratus tiirii gézlemlenmistir (Katsenevakis et
al., 2009; Oral, 2010).

Bulundugu ¢evreye hizli bir sekilde uyum saglamasi ve degisik bolgelerde
goriiliiyor olmas1 L. sceleratus tiiriiniin farkli ¢evresel kosullara ¢ok iyi uyum
sagladigini ve yerel tiirlerin ¢esitliligini veya sayilarinin fazlaligi yakin gelecekte
etkileyebilme ihtimalinin bir gostergesi olarak gosterilmektedir (Katikou et al.,
2009). Libya’da 2005-2006 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alisma sonucuna gore;
Tiirkiye’deki ilk kaydindan sonra L. sceleratus Dogu Akdeniz de en fazla

karsilasilan lessepsiyen balik oldugu bildirilmistir (Shakman et al., 2007).

25 Denizel Toksinler

Deniz {iriinleri tiiketiminde bazi zehirlenmeler meydana gelebilir. Bunlara
sebep olan etmenlerin basinda virtisler (Hepatit A, Poliovirus), bakteriler (Vibrio
sp.), parazitler (Diphyllobothrium latum, Pseudoterranova decipiens, Anisakis
simplex) ve bazi toksinler (saksitoksin, yessotoksin, domoik asit, tetradotoksin,
maitotoksin) bulunmaktadir (Terzi, G., 2008).

Bu toksinlerin ¢ogu 1siya direng gosterdiginden dolay: pisirme islemlerinde
inaktive olmazlar. Denizel toksinler kabuklu su iiriinlerinin neden oldugu
zehirlenmeler ve baliklarin neden oldugu zehirlenmeler olarak ikiye ayrilmaktadir.

Kabuklu su tiriinleri zehirlenmeleri toksik dinoflagellatlarin tiiketilmesiyle
ortaya ¢ikar. Paralitik kabuklu su {irlinleri zehirlenmesine (Paralytic Shellfish
Poisoning-PSP) sebep olan toksinleri algler biinyelerinde bulundurur ve gift
kabuklu yumuksakgalar tarafindan tiiketilmesi sonucu bu canlilarin sindirim
organlarinda ve yumusak dokularinda depo edilir (Terzi, G., 2008).

Bu Dinoflagellatlar sicaga ve aside direngli 12 toksin {iretirler. PSP
toksinleri karbamat toksinleri, siilfokarbamil toksinleri ve dekorbomil toksinleri
olmak tizere li¢ farkli gruba ayrilir (Tablo 2.3). En toksik 6zellik gdsteren grup
saksitoksin, neosaksitoksin ve gonyatoksini bilinyelerinde bulunduran karbamat

toksinleridir (Terzi, 2008).
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Tablo 2.3. Paralitik kabuklu su {riinleri zehirlenmesi (Paralytic Shellfish Poisoning-PSP)
(Terzi, G., 2008)

Karbamat toksinleri Siilfokarbamil Dekarbamil toksinleri
toksinleri
Saksitoksin Gonyatoksin 5, 6 Adlandirilmamis

Neosaksitoksin

Gonyatoksin 1, 2, 3, 4

Diyaretik kabuklu su iiriinleri zehirlenmesi (Diarrhetic Shellfish Poisoning-
DSP), baz1 dinoflagellatlar tarafindan iiretilen toksinlerdir. Okodaik asit, dinofisis
toksin, yessotoksin ve pektonotoksin bunlarin baslicalaridir. Bu toksinler yagda
coziilebilen polieter yapidadir (Terzi, G., 2008).

Norotoksik kabuklu su friinleri zehirlenmesine (Neurotoxic Shellfish
Poisoning-NSP), Karenim brevis adi verilen bir dinoflagellat sebep olmaktadir.
NSP protoein olmayan yapida olup 1siya ve aside direngli, yagda ¢oziilebilen
polieter yapidadir (Terzi, G., 2008)

Amnezik kabuklu su {irlinii zehirlenmesine (Amnesic Shellfish Poisoning-
ASP), diatomlar tarafindan iiretilen domoik asit sebep olmaktadir. Domoik asit
suda ¢6ziinen bir yapida olup, dondurma islemine dayanikli ve aside duyarlidir.

Baliklarin neden oldugu zehirlenmelerden biri olan Cigutera balik
zehirlenmesi tropikal ve subtropikal bolgelerde yasayan mercan kaya baliklarinin
tilketilmesi sonucu olusan bir zehirlenme tiirlidiir. Zehirlenmeye sebep olan
ciguatoksin ve maitotoksin Gambrierdiscus toxicus adinda bir flagellat tarafindan
tiretilmektedir. G. Toxicus ilk olarak herbivor baliklar tarafindan alinmaktadir
daha sonra besin zinciri ile karnivor tiirlere gegcmektedir. Bu toksin yagda eriyen,
renksiz, kokusuz ve tatsiz bir toksindir. Pisirme, dondurma ve aside Kkarsi
direnglidir. Bu toksini igeren baliklar yenildiginde ilk olarak agizda uyusukluk ve
yanma olusur. Daha sonra kol ve bacaklara yayilir. Semptomlar kardiovaskiiler,
norolojik ve gastrointestinal olmak {izere {i¢ farkli sistemi etkilemektedir.

Yiiksek diizeyde histamin ve diger vazoaktif aminleri iceren gidalarin
tilketilmesiyle Skombroid balik zehirlenmeleri meydan gelmektedir. Diger adiyla

histamin zehirlenmesi olarakta bilinmektedir. Skombrotoksinin kimyasal yapisi
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heniiz bilinmemektedir. Bu toksin her tiirlii pisirme islemlerine karsi direnglidir.
Tad1 ve kokusu olmadigindan duyularla tespit edilmesi miimkiin degildir.

Puffer balik zehirlenmesi, Tetraodontidae familyasina ait baliklarin
tiikketilmesi sonucu ortaya ¢ikan zehirlenme tiiriidiir. Zehirlenmeden sorumlu olan
TTX diger toksinlerde oldugu gibi algler tarafindan iiretilmemektedir. Yapilan
calismalar bu toksini Vibrionaceae familyasi lyeleri, Pseudomonas sp. Gibi
bakteri tiirleri tarafindan sentezlendigi bilinmektedir.

Ptiesteria piscicida zehirlenmesine yiizlerce baligin 6liimiine sebep olan bir
dinoflagellat tiirii Pfiesteria piscicida sebep olmaktadir. Pfiesteria sp. Tiirleri
fitoplanktonlarla beslenir ve tek hiicreli organizmalardir. Cok ¢abuk siirede sekil
degistirirler ve yasam dongiileri boyunca 24 farkli forma doniisebilirler. Pfiesteria
tiirlerinin iki farkli toksini oldugu belirtilmistir ve yagda ¢dziinenlerin deride, suda

¢ozilinenlerin ise norotoksik etkileri oldugu tespit edilmistir.

Tablo 2.4. Baliklarin neden oldugu zehirlenmeler (Terzi, G., 2008)

Intoksikasyon Toksijenik Toksin Sorumlu  deniz
mikroorganizma iiriinii
Ciguatera Gambierdiscus Ciguatoksin Kaya baligi
toxicus Maitotoksin
Ostreopsis Skaritoksin
lenticularis
Skombroid Morganella morgani Histamin ve Skombroid balik
ve diger histidin diger biyojen tiirleri
bakteriler aminler Mahi mahi
Liifer
Puffer balik Vibrionacea Tetradotoksin Pufferfish
zehirlenmesi Pseudomonas spp Globefish
Photobacterium Toadfish
phosphoreum
Pfiesteria P. piscicida
piscicida P. shumwayae
zehirlenmesi
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25.1 Tetrodotoksin

Protein bir yapiya sahip olmayan TTX, denizel ortamdaki en giicli felg
edici organik bir bilesiktir (Hanifin, 2010).

TTX ismi balon baliklarindan (Tetraodontidae) gelmektedir ve ilk olarak
1950 yillarinda balon baliklarinin yumurtalarindan izole edilmistir. Uzun yillar
boyunca TTX’in sadece balon baliklarinda bulundugu diistiniiliiyordu. Daha sonra
bu toksine ¢ok daha genis alandaki canlilarda da rastlanmistir Grnegin
dinoflagellatlardan Alexandrium tamarense, kirmizi alg Jania sp., planaryalardan
Bipalium adventitium ve Bipalium kewense, yengeglerden Atergatis floridus,
Carcinoscorpius rotundicauda, gastropodlardan Nassarius clathrata, mavi halkali
ahtapot Hapalochlaena maculosa, deniz yildizi Astropecten scoparius ve A.
polyacanthus (Stokes et al., 2014: Asakawa et al., 2013).

TTX, protein yapida olmayan, organik, kristal olarak bulunan, renksiz ve
kokusuz bir toksik maddedir (Woodward, 1964). Molekiil Formiilii C;;H17N30g;
molekiil agirhgi (MA) 319.2706 ve CAS numarast 4368-28-9°dir. IUPAC
adlandirmasi Octahydro-12-(hydroxymethyl)-2-imino-5,9:7,10a-dimethano-
10aH[1,3]dioxocino [6,5-d]pyrimidine-4,7,10,11,12-pentol’diir.

Sekil 2.7.Tetrodotoksinin kimyasal yapist (Neagu et. al., 2006)

TTX, protein yapida olmamasindan dolayi, 1Siya direngli bir toksindir ve
pisirmeyle yapisi bozulmamaktadir (Kao, 1972; Noguchi and Ebesu, 2001;
Hwang and Noguchi, 2007; Chua and Chew, 2009). Ancak TTX Kkristalleri
220°C’tizerinde erimeden koyulasabilmektedir.

TTX, sinir zarlan iizerindeki voltaj kapili sodyum kanallarina baglanarak

sinir iletimini bloke eder ve motor felci ve nihayetinde bogulma nedeniyle 6liime
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neden olur. Siyaniire gore 275 kat daha oOldiiriiciidiir (Haque et al., 2008).
Bununla birlikte, baz1 kaynaklarda insanlar i¢in siyaniirden 1200 kat daha zehirli
oldugu bildirilmistir (Nader ve ark.,, 2012). Bilinen bir panzehiri

bulunmamaktadir.

V. alginolyticus, Shewanella alga, S. putrefaciens, Pseudomonas sp. ve
Alteromonas tetraodonis gibi deniz bakterileri tarafindan ftretilen TTX, oli
planktonik hiicrelerin tizerine adsorbe edilen ve ¢okeltilen deniz suyunda ¢oziiliir
veya ayrisma yoluyla sedimanda birikir.  Besin zinciri yoluyla, kiiglik
zooplankton, detritus besleyici, yasst kurt, serit kurdu, ok kurdu, ksantit yengeg,
kiiciik gastropod ve iskelet karidesi gibi birincil tiiketici, olusan tortu {lizerindeki

Ol planktonik hiicrelerle beslenir.

Ikincil tiiketici olarak bilinen balon baligi, tropikal kaya baligi ve karindan
bacaklilar da viicutlarinda TTX'e sahiptirler. Ikinci yol, TTX iireten deniz
bakterilerinin parazit gibi davranmasi veya kiiciik zooplankton, detritus besleyici
veya kirpi baligi, tropikal gobiler ve gastropodlar gibi diger daha biiyiik deniz
hayvanlar ile simbiyotik iliski olusturmasidir (Sekil 2.8) (Azhar, 2012).

TTX URETICi BAKTERILER

A

Plantonik vb canlilarin Zooplankton
olimiyle TTX'in
denizde birikimi

|

Sedimentte TTX Solucan,

T —— r{,
birikimi Karides, Yengecg Balon Baliklar

Sekil 2.8 Ekosistemde tetradotoksin birikim mekanizmas1 (Hwang and Noguchi, 2003)

Balon baliklarinin neden toksik olabilecegine dair birka¢ teori vardir. Bir

teori, bu baliklarin diger avcilara karsi bir tiir savunma mekanizmas1 olarak
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toksini kendilerinin {rettigini yoniindedir. Basgka bir teori, zehirli balon
baliklarinin i¢inde dogal olarak yasayan bakteriler oldugunu ve bu toksinleri

yalnizca belirli balon balig tiirlerinde tirettiklerini 6ne stirmektedir.

Arastirilan bir bagka olasilik ise diger ¢evresel faktorlerin bir rol

oynayabilecegidir.

TTX, bir sodyum kanal blokeridir.  Toksin, kurbanin uyarilabilir
dokularmin (kaslar ve sinirler) sodyum kanallarina baglanir ve kanallar yoluyla
sodyum iyonlarinin inhibisyonu bu dokular1 etkin bir sekilde hareketsiz hale
getirir. Insanlarda TTX zehirlenmesi semptomlarinin yutulduktan sonraki
baslangic1 ve zehirlenmenin ciddiyeti doza baghdir. ilk semptomlar, dilde ve
dudaklarda karincalanmay1 (parestezi), ardindan bas agrisi ve kusmayi igerir ve bu
durum kas zayifligina ve ataksiye ilerleyebilir. Agir vakalarda solunum ve/veya
kalp yetmezligi nedeniyle 6liim meydana gelebilir. TTX intoksikasyonunun tek

tedavisi gozlem ve uygun destekleyici bakimdir (Bane et al., 2014).

Takifugu rubripes, Lagocephalus wheeleri, L. gloveri ve Takifugu
xanthipterus gibi balon baligi tiirleri, TTX igeren organizmalarin istilasinin
tamamen engellendigi su iiriinleri yetistiriciligi gibi bir ortamda TTX igermeyen

diyetlerle beslendiklerinde toksik olmadiklar1 gézlemlenmistir (Bane et al., 2014).

TTX'in kas doku ve 6zellikle kanda neredeyse yok oldugu diisiiniilmektedir.
Birkag balon balig: tiirii toksik olsa da toksik olmayan veya daha az toksik olan ve

insan tiiketimine uygun belirli tiirler vardir.

Balon baligmin TTX igerigi, balon balig1 tiirlerinin yapisina ve i¢
organlarma bagli olarak 5000 ila 15000 MU/g doku (1-3 mg/g doku) arasinda
degisebilir. 0,2 pnpg'a esdeger olan 1 MU (mouse unit), intraperitoneal
uygulamadan 30 dakika sonra 20 gr'lik bir erkek fareyi (ddY susu) 6ldiirmek i¢in
gereken toksin miktar1 olarak tanimlanir (Noguchi and Arakawa, 2008; Arakawa
et al., 2010; Azhar, 2012).

Balon baligi TTX'in insanlar i¢in minimum 6ldiiriicii dozu sadece yaklasik 2

ng/kg viicut agirhgidir (Hwang ve Noguchi, 2007).
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TTX tastyan organizmalar TTX'in toksik etkilerine kars1 direnglidir. Bunun
nedeni, bu hayvanlarda sodyum kanallarindaki alan I'in p-dongii bolgesindeki
aromatik amino asit zincirinin yerini aromatik olmayan bir amino asit almasi ve
bu da bu tiirlerdeki sodyum kanallarinin bloke olmasin1 engellemesidir. TTX'e
direng, balon baligi, Takifugu niphobles ve Fugu pardalis tiiriinde bulunan bir

TTX baglayici proteinin varligiyla da iligkili olabilir (Bane et al., 2014).

2.5.2  TTX Ureten Bakteriler

TTX ireten mikroorganizmalarin kesfi, genellikle gida zehirlenmesine
neden olan TTX tasiyan hayvanlar lizerinde yapilan c¢aligmalarla dogrudan
baglantilidir. Noguchi et. al. (1986) ilk olarak TTX tastyan hayvanlarda TTX
tireten simbiyotik mikrofloranin varligin1 géstermistir. Vibrio cinsi bakterileri bir
yenge¢ olan Atergatis floridus tiiriiniin bagirsagindan izole etmis ve HPLC-FLD
ve GC-MS yontemleriyle hiicresel bir ekstrakt ve kiiltiir ortaminda TTX tespit
etmiglerdir. Aynm1 yil, TTX {ireten sus Pseudomonas sp. kirmizi alg Jania sp izole
edilmistir  (Yasumoto et al, 1986). Son  ¢alismada,  toksik
mikroalg Prorocentrum tarafindan tiretilen TTX analoglari
Roseobacter ve Vibrio cinslerinden  simbiyotik  bakterilerle iliskili  oldugu
bulunmustur (Rodriguez et al., 2017).

Sonraki yillarda, denizdeki TTX tasiyan hayvanlarin bakteriyel
simbiyontlarinin aragtirtlmasi ve bunlarin toksin iiretme yetenekleri biiyiik ilgi
gormiistiir. 1987'den 1995'e kadar, TTX iireten bakteriler, Pasifik Okyanusu'nda
toplanan birka¢ hayvandan izole edilmistir: denizyildiz1 Astropecten polycanthus
tiriintin (Narita et al., 1987) bagirsagindan, birka¢ balon balig1 tiiriinden
( Takifugu vermicularis ~ vermicularis (Noguchi et al, 1987), T.
poecilonotus (Yotsu et al.,1987), T. niphobles (Matsui et al., 1989)); Octopus
maculosus tiiriiniin bagirsak, tiikiiriik bezleri ve dokunaglarindan (Hwang et al.,
1989), at nali yengecinin bagirsagindan Carcinoscorpius
rotundicauda (Kungsuwan et al., 1989); deniz  gastropodlar1 Natica
lineata (Hwang et al., 1994) ve Niotha clathrata (Ritchie et al., 2000) tiirlerinin

kas ve sindirim bezlerinden izole edilmistir. Daha sonra, Karayip kiy1
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sularindaki deniz kestanesi Meoma ventricosa tiirinde TTX iireten bakteriler
bulunmustur (Ritchie et al., 2000).

1988'de Kogure ve ark. (Kogure et al., 1988), deniz sedimanlarinda yiiksek
TTX konsantrasyonu gézlemlemis, 10 g sediman 6rrneklerinin, bir fare dldiirticii
dozda toksin igerdigini tespit etmislerdir. Hem derin deniz sedimanlar1 (4.033 m
derinlik) hem de kiy1r bolgesinden (21 ve 81 m derinlikler) gelen tortularin TTX
icerdigi gosterilmistir. 8 cinsin 28 TTX iireten bakteri susu, derin su tortu
orneklerinden izole edilmistir (Do et al.,, 1990; Do et al., 1991). Deniz
cokeltilerinden aktinomisetler, basiller ve mikro koklar gibi tipik karasal
bakterilerin izolasyonu, mikrobiyal TTX iireticilerinin varligir i¢in tath su

cokeltilerinin arastirilmasiyla sonuglanmistir.

Hem deniz hem de tath su sedimanlarindan TTX tasiyan organizmalar
iizerinde yapilan aragtirmada, 31 bakteri tiiriiniin TTX tirettigi belirlenmistir (Sekil
2.9).izole  edilen suslarin  cogunun  Proteobacteria  filumuna  ve
Gammaproteobacteria sinifina ait oldugu tespit edilmistir (cins Vibrio,
Aeromonas, Pseudomonas, Shewanella, Alteromonas vb.). Yapilan ¢aligmalarda
Alphaproteobacteria ve Betaproteobacteria, ¢ok az sayida da Actinobacteria

filumlarinda TTX iireten bakteriler gézlemlenmistir.

m Proteobacteria = Firmicutes = Actinobacteria Bacteroidetes

Sekil 2.9 Tetradotoksin iireten bakteri gruplari (Magarlamov et al., 2017)
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Calismada en az 150 bakteri susu incelenmis ve TTX iireten bircok
hayvanda Vibrio sp. cinsinin temsilcileri %30 dan fazlasini olusturmaktadir. Cogu
calisma, suda yasayan hayvanlarin mikroflorasinda toksin tretimi ile V.
alginolyticus varligi arasinda bir baglanti oldugunu gostermektedir. Bacillus
cinsinin temsilcileri, izole edilmis TTX suslarnin yaklasik olarak %15 ini
olustururlar. Pseudomonas, Aeromonas, Alteromonas, Streptomyces ve

Rosebacter suslart TTX {ireten bakterilerin %7 sini olusturmaktadirlar.

2.5.2.1.  Vibrio alginolyticus

V. alginolyticus ilk olarak 1955 yilinda hastaneye gelen Japonya’da
hastaneye bagvuran bir bireyde tespit edilmistir. Sakazaki ve ark., (1963) ilk
olarak V. parahaemolyticus tip 2 olarak isimlendirmis fakat 1968’de yapilan
calismalarla V. alginolyticus isminde yeni bir tiir etkeni olarak siniflandirilmigtir

(Sakazaki et al., 1968; Timur and Timur, 2003).

V. alginolyticus Tirkiye’de ilk olarak Cagirgan tarafindan 1993 yilinda
tespit edilmistir. Ik olarak baliklarin dalak, karaciger ve bobreklerinden izole
edilmistir. Deniz balig1 yetistirilen tanklardaki sulardan izole edilmis, bu nedenle
enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda kontamine suyun da onemli rol oynadigi
bildirilmistir (Cagirgan, 1993; Yaman et al., 2003; Buller, 2014; Mustapha et al.,
2013; Austin and Austin, 2012).

Vibrionaceae familyasina ait, gram negatif, comak seklinde, hareketli,
guanin ve sitozin (G+C) igerigi %45- 47 olan etkenin 37°C’de %7 NaCl igceren
besi yerinde lireyebildigi tuzsuz ve %10 tuz ilave edilmis ortamda iireyemedigi
belirtilmistir. TSA besiyerinde yayilimei tarz koloni olusturmasiyla diger Vibrio
tiirlerinden ayrilmaktadir. TCBS agarda genis sar1 koloni olusturur ve deniz tuzu
igeren kanli agar1 hemolize eder. V. parahaemolyticus ile olduk¢a benzer
ozelliklere sahiptir. Aymi sekilde V. alginolyticus ve V. harveyi tiirleri arasinda
benzerligi yiiksektir. Bu iki tirii ayirt etmek igin VP testi ve glukuronat
fermentasyonu testleri kullanilmaktadir (Mustapha et al., 2013; Buller, 2014). V.
Anguillarum tiiriinde oldugu gibi etkenin virulensi gevresel faktorlere (tuz,

sicaklik gibi) gore degiskenlik gostermektedir (Stickney, 2000).
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Japonya’da kontamine deniz iirlinlerini ¢ig tiiketen insanlarin digkisindan
izole edilmistir. Ayrica Ingiltere’de 2011 yilinda yapilan bir alismada yiizeysel
yaralanmasi olan insanlarda etken nedeniyle kontamine deniz suyu temasiyla

kulak enfeksiyonu vakalari ile karsilasilmistir (Korun, 2005).

2.5.2.2. Pseudomonas sp.

Pseudomonas genusunun Migula tarafindan tanimlanmasindan giiniimiize
kadar gecen ylizyildan fazla siirede bu genusa ait bir¢ok tiir tespit edilmis ve bu
tirlerin pek ¢ok alana yayildigi gézlemlenmistir. Bu genus {iyeleri filogenetik
cesitlilik bakimindan zengindir. Fenotipik farkliliklar gosterdiklerinden yillardir

pek ¢ok arastirmacinin ¢aligma konusu olmustur.

Pseudomonas genusu iyeleri, yillar icerisinde Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology ve Bergey's Manual of Determinative Bacteriology basta
olmak pek c¢ok kaynakta yer almaktadir. Aerob Pseudomonas sp. tiirlerinin
karakterizasyonu 1926 yilinda den Dooren de Jong tarafindan yapilan galismalarla
baglamistir. Den Dooren de Jong Pseudomonas sp. tiirlerinin ¢ok biiyiikk bir
biyokimyasal c¢esitlilige sahip oldugunu ortaya c¢ikarmis olsa da bakteriyel
biyokimyacilarin ~ dikkatini bu konuya c¢ekmekte basarli olamamistir.
Bakteriyologlar bu genusun taksonomik yapisini agiklamak i¢in ¢aligmalara ancak
40 yi1l sonra baslamiglardir. Bu ¢alismalarin sonucunda Pseudomonas sp. tiirleri
cesitli organik bilesikleri karbon ya da enerji kaynagi olarak  kullanimlarina

gore fenotipik karakterleri temel alacak sekilde siiflandirilmistir.
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3 MATERYAL VE METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Besiyerleri

3.1.1  Alkalin Pepton Water (APW)
1 litre distile su igerisinde 10 gr pepton ve 10 gr sodyum klorid ¢ozdiiriiliir.
pH 8.5 olacak sekilde ayarlanir. Otoklavlama islemi yapilir.
3.1.1. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)
1 litre distile su igerisinde 8,5 gr NaCl ¢ozdiriliir. Otoklavlanmasi
gerekmektedir.

3.1.3. Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS)

1 litre distile su igerisine 88 gr TCBS (MERCK, 110263) eklenir.
Otoklavlama yapilmaz. Bek alevinde diizenli karistirilarak, kaynatilir ve uygun

kosullarda petri kabina dokiiliir. Rengi koyu yesildir.

3.1.4. Emerson Agar
1 litre distile su igerisine 6 gr tripton, 10 gr yeast extract, 20 gr glukoz, 2 gr
NaCl ve 20 gr agar c¢ozdirilir. pH 7 olarak ayarlanir. Otoklavlanmasi

gerekmektedir.

3.2 Kullanilan Bashca Cihazlar

e Vorteks (Biocote)

e Thermal Cycler (Bio-rad T100)

e Mikroskop (Olympus)

e Otoklav (Hirayama HMC)

e Inkiibatdr (Infors HT Ecoton)

e Terazi (Sartorius)

e Hassas Terazi (Precisa XB 220A)

e pH Metre (SevenEasy MettlerToledo)
e Manyetik Karistirict (Biosan)

e Sicak Su Banyosu (Nuve NB 5)

e Jel Elektroforez Goriintiileyici (m.biotech SeeNA LED Illuminator)
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3.3 Balik Materyalinin Toplanmasi

Calismada kullanilan L. sceleratus tiirti balon balig1 ornekleri, mevsimsel
olarak Mugla-Gocek (Sekil 3.1) kiyillarinda balikgilik yapan balikgilardan
alinmistir. Balik¢ilarin aglarina takilan bu baliklar 6li olarak temin edilmistir. Bu
baliga 6zgii herhangi bir yakalama yontemi kullanilmamaistir, aglara takilan 1skarta
balon baligi 6rnekleri alinmigtir. Balon baliklarinin karaya g¢ikarilmasinin yasak
olmast nedeniyle calismay1 gergeklestirebilmek i¢in T.C. Tarim ve Orman

Bakanlig1'ndan balon balig1 toplama ve karaya ¢ikarmak i¢in 6zel izin alinmastir.

GULF of FETHIYE

Sekil 3.1 Orneklerin toplandig1 alan. (https://www.bluecruise.org/English/gocekbay.html)

Balik¢idan mevsimlik olarak temin edilen orneklerin toplanma tarihleri
kayit edilmistir. Diseksiyon islemi 6ncesinde baligin kuyruk kismina kadar olan
uzunlugu cm (boy) cinsinden, daha sonra kuyruk dahil olarak uzunlugu cm (total
boy) cinsinden oOlgiilmiistiir. Hassas el terazisi ile baligin agirhigi kg cinsinden
Olciilmiis ve diseksiyon islemi gergeklestirilmistir. Diseksiyon islemi hava

kosullarina bagli olarak toplanildigi anda tekne icerisinde yapilmigtir. Kotii hava
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kosullar1 nedeniyle bazi mevsimlerde Orneklerin diseksiyon islemi laboratuvar

ortaminda gerceklestirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen diseksiyon islemi (Fotograf: Yezdan

Kivilcim)

Diseksiyon islemi yapilan Orneklerin cinsiyetleri belirlenmistir. Gonad ve
karacigerlerin Ol¢iimii g cinsinden kaydedilmistir. Disekte edilen gonad ve
karacigerler dnceden steril edilen ve igerisinde Fizyolojik tuzlu su (FTS) bulunan
kaplarin i¢ine konmustur.

Her mevsim igin 2 adet disi 2 adet erkek olamak lizere toplam olarak 16 L.

sceleratus ornegi calisgmada kullanilmigtir.
34 Bakteri Kiiltiirii ve izolasyonu

FTS icerisinde laboratuvar ortamina getirilen 6rneklerden 25 g alinip iyice
ezildikten sonra 225 ml alkalin pepton water (APW) igerisine konulmustur (Sekil
3.3). Bu islemden sonra 6rnekler 30°C de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
ornekler ertesi glin alinip, seyreltme islemi yapilmistir ve besiyerlerine ekim

islemine hazir hale getirilmistir (Sekil 3.4).
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Alkis)

1mi

'>

000 S——

225 ml 9 ml
APW + 25 gr FTS + 1 ml
\
|
Bu iki  seyreltmeden
besiyerlerine cizgi ekim

Sekil 3.3 Alkalin pepton water icerisine inkiibe edilen doku ornekleri (Fotograf: Burcu

1mil 1ml
N 7 N
9 ml 9 ml
FTS + 1 ml FTS + 1 ml

Bu orneklerden besiyerlerine 0,1 ml
aktarilip, L baget yardimiyla yiizeye yayilip
30 dk bekletilip inkiibasyona birakilmistir.

Sekil 3.4 Doku orneklerinin bakteri kiiltiirii i¢in hazirlanmasi. Ornekler 28°C"de 24 saat

inkiibe edilmistir. Morfolojik olarak Vibrio sp. oldugundan siiphelenilen biiyiik sar1 koloniler tip

tiir kullanarak belirlenmistir.
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Morfolojik olarak Vibrio sp. oldugu tahmin edilen izolatlar yatik emerson

agara ekilmis ve 28°C’de etiiv icerisinde 24 saat inkiibe edilmistir. Ureme olan

ornekler +4°C'de saklanmustir. Stoga ¢ekilen ornekler, ayda bir kez olmak

kosuluyla yeni stok besiyerlerine ekilmistir. DNA analizleri stoga c¢ekilen

orneklerden yapilmistir.

35 Bakterilerin Morfolojik Tayini

3.5.1 Gram Boyama (Temiz, 2010)

izolasyonu yapilan bakteri kolonilerinden steril 6ze ile numune alinip lamda

fikse edilerek gram boyama islemi yapilarak bir 6n ayirma saglanmistir.

Elde edilen orneklerin gram boyama islemleri asagidaki basamaklara gore

yapilmustir.

Lam f{izerine bir damla steril su veya serum fizyolojik konur.

Ornekten ince bir yayma hazirlanarak lam havada kurutulur.

Kurutulan lam bek alevinden gecirilerek tespit edilir.

Boyanmaya hazir, sabitlenmis lam(lar) bir boya standina yerlestirilir.
Kiristal viyole soliisyonu lam tizerine konur; 30 sn beklenir.

Kristal viyole akitilir ve lam ¢ok yumusak akan ¢esme suyu ile yikanir.
Iyodin soliisyonuyla lam kaplanir; 30 sn beklenir ve ¢ok yumusak akan
¢esme suyu ile yikanir.

Renk gidericinin fazlas1 da yumusak bir sekilde ¢esme suyu ile yikanir.
Safranin (zit boya) ile lamin tizeri kaplanir; 30 sn beklenir.

Safranin de ¢ok yumusak akan ¢cesme suyu ile yikanir.

Lam iizerindeki su iyice siizdiiriiliir ve dik konumda havada kurutulur.

Mikroskopta incelenir.

3.6 Molekiiler Bakteri Tayini

3.6.1 DNA izolasyonu
Bakteri kolonilerinden DNA izolasyonu, Norgen Cell and Tissue DNA

Isolation Kit (Norgen Biotek Corp., Canada) ile gerceklestirilmistir. Ticari kit
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icerisinde belirtilmis olan basamaklar asagida belirtildigi sekilde uygulanilarak

bakteri kolonisinden DNA eldesi saglanmistir.

1

Steril eppendorf tiipiine aktarilan 20 mg homojenize edilmis doku {izerine
300 uL Lysis Buffer B ilave edilmistir.

2- Karigim vorteks yardimiyla karistirilmistir.

3- Uzerine 20 pL Proteinaz K ilave edilerek tekrar vortekslenmistir.

4- Kanismm igeren eppendorf tiipii sicak su banyosunda 56°C’de 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda her yarim saatte bir tiipler

ters-yiliz edilmistir.

5- Inkiibasyonun ardindan tiipe 300 pL nuclease-free su eklenmis ve
karistirilmstir.

6- Karigimin iizerine 110 pL etanol eklenerek karistirilmistir.

7- Kit icerisinde bulunan spin column yine kit igerisinden c¢ikan tiipiin
iizerine yerlestirilir. Uzerine bir {ist basamakta hazirlanmis olan lizattan
750 uL eklenerek 6.000 x g.’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

8- Santrifiij sonrasinda altta kalan siv1 uzaklastirilir ve filtrenin lizerinde lizat
tiipiinde kalan lizatin tamami 750 pL’yi ge¢meyecek sekilde eklenerek
tekrar 6.000 x g.’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

9- Altta kalan sivi uzaklastirilir. Filtrenin tizerine 500 nL. Wash Solution WN

eklenerek 6.000 x g.’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

10- Alttaki siv1 faz uzaklastirilir, izerine 500 uL. Wash Solution A eklenerek
14.000 x g.’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

11- Alttaki faz uzaklastirilarak 10. adim tekrar edilmistir.

12- Alttaki faz uzaklastirilir ve filtrenin {izerine birsey eklenmeden 14.000 x
g.’de 2 dakika santrifiij edilmistir.

13- Filtre, kit icerisinden ¢ikan 1.7 mL eppendorf tiipline yerlestirilir ve 200
pL Elution Buffer B ilave edilerek oda sicakliginda 1 dakika inkiibe
edilmistir.

14- Once 6.000 x g.’de 1 dakika ardindan 14.000 x g.’de 1 dakika santrifiij
edilmistir.

15- Filtre atilir ve altta kalan DNA ¢ozeltisi -20°C’de PCR analizine kadar

saklanmustir.
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3.6.2 PCR Analizi

DNA’nin safligt ve miktar1 Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, USA)
cihazi ile 6l¢iilmiistiir. PCR basamagina gegmeden once tiim DNA’lar ultra saf su
ile sulandirilarak 20 ng konsantrasyona ayarlanmis ve bu sekilde tiim 6rneklerden

esik konsantrasyonda DNA PCR analizinde kullanilmistir.

Saflig1 260/280 oraniyla belirlenmis ve 1,8 civarinda olan DNA’lar PCR
analizinde kullanmilmistir. PCR analizi i¢in Vibrio sp. tiirlerine 6zgii primerler
kullanilmistir. Bu primerler literatiir taramasi sonucunda Onceki g¢aligmalarda
kullanilan primerlerden segilmistir (Di Pinto et al., 2005). Kullanilan primerler
balon balig: tiirlerinde en yaygin bulundugu diisiiniilen Vibrio sp. cinsine ait; V.

alginolyticus tiirtiniin tanimlanmasini saglamak amaciyla segilmistir.

Kullanilan primerler ve c¢ogalttiklari gen bolgesinin uzunluklart Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Primerler ve ¢ogaltacaklar1 gen bolgesi uzunluklar

Primer Primer dizisi Cogalttign gen | Kaynak

adi uzunlugu (bg)

VA-F 5-CGA GTA CAG TCA CTT GAA AGC C- | 737 Di Pinto et al.,
3 2004

VA-R 5-CAC AAC AGA ACT CGC GTT ACC-3

VP-F 5-GAA AGT TGA ACA TCA TCA GCA | 271 Di Pinto et al.,
CGA-3' 2004

VP-R 5-GGT CAG AAT CAA ACG CCG-3'

VC-F 5-CGG CGT GGC TGG ATA CAT TG-3' 389 Di Pinto et al.,

5-GTC ACA CTT AAA TAG TAG 2004
VC-R CGT CC-3

PCR analizi, 25 pl hacimde gergeklestirilmistir. Bu PCR karigimini
hazirlamak i¢in; 2.5 mM dNTPs (Thermo Scientific), 20 mM primer (Forward ve
Reverse), 10 x PCR Buffer ve 2 mg DNA kullanilmisgtir. PCR analizi Biorad
Thermal Cycler ile gergeklestirilmistir. PCR kosullar1 onceki g¢aligmalarda

belirtilen kosullar altinda yapilmistir (Di Pinto et al., 2004). Bu kosullar; 95°C’de
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2 dakika baslangi¢ denatiirasyonu ile baslayip, 94°C’de 30 saniye denatiirasyon,
57°C’de 30 saniye annealing ve 72°C’de 60 saniyelik uzama dongiilerinden
olusan 35 dongii ile siirdiiriiliip ardindan 72°C’de 10 dakikalik final uzama

basamagi ile analiz sonlandirilmistir.

Elde edilen PCR iiriinleri %1,5’luk agaroz jelde elektroforezde yiiriitiilmiis

ve jel goriintiileme cihazinda goriintiilenerek ve fotografi ¢ekilmistir.
3.7 Dizi Analizi ve Filogenetik Aga¢ Olusturma

PCR analiziyle ¢ogaltilan gen bolgelerinin baz dizilimini belirlemek i¢in
iriinler dizi analizini gerceklestiren yetkili firmaya iletilmistir.

Elde edilen diziler GeneBank’ta BLAST analiziyle benzer tiirlerle
karsilastirilip ve izolasyonunu yaptigimiz bakterilerin tiirli/tiirleri molekiiler
diizeyde tanimlanmustir.

L. sceleratus balon baligindan mevsimsel olarak karaciger ve gonadlardan
izole edilen bakterilerin 16S rDNA gen dizilerine gore Tamura-Nei metoduyla
(1000 bootstrap) olusturulan Neighbour Joining (NJ) agaci olusturulmustur.
Dallar iizerindeki degerler bootstrap degerlerini (%) gostermektedir. izole edilen
ornekler 1-33 arasi1 rakamlarla, Genbankasindan alinan diziler kayit numaralariyla

(Accession number) gosterilmistir.

4 BULGULAR

4.1 Balik Materyali

Calismada kullanilan baliklar Mugla-Gocek Korfezi'nden mevsimsel olarak
balik¢ilardan temin edilmistir. Elde edilen balik 6rneklerinin boy uzunluklart ve
agirlhiklar1 Tablo 4.1-4.4°de sayisal olarak; Sekil 4.1- Sekil 4.2°de karsilagtirmali

olarak grafik halinde verilmistir.
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Tablo 4.1 Sonbahar mevsiminde temin edilen Lagocephalus scleratus tiirlerinin boy ve

agirlik dlgtimleri

Kara-
.. .. Toplam | Total Gonad
Ornek  Ornek L . Standart ciger
Cinsiyet  Mevsim | Agirhk | boy Agirhg
No kodu boy (cm) Agirh
(kg) (cm) (gr) .
g1 (gr)
1 AF1 Disi Sonbahar | 1,28 45 40,5 96,61 51
2 AF?2 Disi Sonbahar | 2,14 60,4 57,6 102,03 | 110
3 A M 1 | Erkek Sonbahar | 1,6 56,5 48,5 53,23 61
4 A M 2 | Erkek Sonbahar | 0,78 43,5 41,3 13,20 21,03
Tablo 4.2 Kis mevsiminde temin edilen Lagocephalus scleratus tiirlerinin boy ve agirlik
Ol¢timleri
.. . Toplam Gonad
Ornek | Ornek 48 ) Total b¢ Standart Karaciger
Cinsiyet | Mevsim | Agirhk Agirhg
No kodu (cm) boy (cm) Agirhg (gr)
(kg) (gr)
5 W_M 1  Erkek Kis 0,85 38 44 4,55 7,40
6 W_M 1 Erkek Kis 0,93 41 47 9,16 22,43
7 W_F 1 Disi Kis 1,02 40,5 46 6,61 16,4
8 W_F 2 Disi Kis 1,39 51 47 8,92 85,02
Tablo 4.3 ilkbahar mevsiminde temin edilen Lagocephalus scleratus tiirlerinin boy ve
agirlik 6lgiimleri
. . Toplam | Total Gonad
Ornek | Ornek o ) Standart Karaciger
Cinsiyet | Mevsim Agirhk | boy Agirhg
No kodu boy (cm) Agirhg (gr)
(kg) (cm) (gr)
9 Sp_M_1 Erkek [lkbahar | 1,315 48,5 45 81 59
10 Sp_M_2  Erkek [lkbahar | 1,46 50,5 47 112 68
11 Sp_ F 1 Disi IIkbahar 1,53 51 47 64 82
12 Sp_F 2  Disi Iikbahar | 1485 51 48,5 58 96
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Tablo 4.4 Yaz mevsiminde temin edilen Lagocephalus scleratus tiirlerinin boy ve agirlik

Ol¢limleri

Topla
. . o ) P Tota Standar | Gonad @ Karacige
Orne | Ornek | Cinsiye | Mevsi | m
I boy t boy| Agirhg r Agirh@
kNo | kodu t m Agirhk
(cm) | (cm) 1(gr) | (9n)
(kg)
SuM_
13 1 Erkek | Yaz 1,57 53,5 | 50,5 88 49
SuM_ Yaz
14 ) Erkek 1,25 495 46 95 45
15 Su_F 1  Disi Yaz 2,02 52,5 50,5 63 81
1 Su_F 2 | Disi Yaz 1,9 53 50 171 109

Toplam Agirhik

Sonbahar [CELET

Disi m Erkek

Sekil 4.1 Mevsim ve cinsiyete gore baliklarin total agirliklari (g)
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Total Boy

Sonbahar ilkbahar

Disi ™ Erkek

Sekil 4.2 Mevsim ve cinsiyete gore baliklarin total boylar: (cm)

Balik boy ve agirliklart kaydedildikten sonra disekte edilen gonad ve
karacigerlerin agirliklar1 gram cinsinden kaydedilmistir (Sekil 4.3; Sekil 4.4).

Gonad Agirhigi(gr)

Sonbahar Kis ilkbahar

Disi m Erkek

Sekil 4.3 Mevsim ve cinsiyete gore baliklarin gonad agirliklari (g)
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Karaciger Agirhigi(gr)

Sonbahar Kis ilkbahar

Digi ™ Erkek

Sekil 4.4 Mevsim ve cinsiyete gore baliklarin karaciger agirliklari (g)

4.2 Bakteri izolasyonu ve Kiiltiirii

FTS igerisinden alinan APW'de inkiibe edilmis ve TCBS'ye ekilmis

orneklerin 24 saat sonraki goriintiileri Sekil 4.5-4.8’de verilmistir.
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9

Sekil 4.5 Izolasyon sonucunda elde edilen kolonilerin besiyeri iizerindeki ve gram boyama
goriintiileri (Bakteri preperatlart 100x immersiyon objektifinde goérintillenmistir) (1: Tip tir; 2:
Yaz Disi Karaciger 2; 3: Yaz Disi Gonad 1; 4: Yaz Disi Gonad 2; 5: Yaz Erkek Karaciger 1; 6:
Yaz Erkek Karaciger 2; 7: Yaz Erkek Gonad 1; 8: Yaz Erkek Gonad 2; 9: Yaz Disi Karaciger 1.)
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Sekil 4.6 izolasyon sonucunda elde edilen kolonilerin besiyeri {izerindeki ve gram boyama
goriintiileri (Bakteri preperatlar1 100x immersiyon objektifinde gériintiilenmistir) (10: ilkbahar
Erkek Karaciger 2; 11: ilkbahar Disi Karaciger 1-1; 12: Ilkbahar Disi Karaciger (MBA), 13:
[Ikbahar Disi Karaciger 1-2; 14: Ilkbahar Disi Karaciger (VAL broth); 15: {lkbahar Disi Karaciger
2-2; 16: llkbahar Disi Karaciger 1-3; 17: Ilkbahar Disi Karaciger 1-4; 18: ilkbahar Erkek
Karaciger 2; 19: Ilkbahar Erkek Gonad 1)
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Sekil 4.7 1zolasyon sonucunda elde edilen kolonilerin besiyeri iizerindeki ve gram boyama
goriintiileri (Bakteri preperatlar1 100x immersiyon objektifinde goriintiilenmistir) (20: Kis Disi
Gonad 1-2; 21: Kis Disi Gonad 1-2-2; 22: Kis Erkek Karaciger 2; 23: Kis Disi Karaciger 1; 24:
Kis Erkek Karaciger 1, 25: Kis Erkek Karaciger 2)

47



48



49



Sekil 4.8 izolasyon sonucunda elde edilen kolonilerin besiyeri iizerindeki ve gram boyama
gorintiileri (Bakteri preperatlar1 100x immersiyon objektifinde goriintiilenmistir) (26: Sonbahar
Disi Gonad 1; 27: Sonbahar Disi Karaciger 1; 28: Sonbahar Disi Gonad 2; 29: Sonbahar Disi
Karaciger 2; 30: Sonbahar Erkek Gonad 1; 31: Sonbahar Erkek Karaciger 1; 32: Sonbahar Erkek
Karaciger 2; 33: Sonbahar Erkek Gonad 2)

4.3 DNA izolasyonu ve PCR analizi sonuglari

Izole edilen bakteri DNA’larmin safliklari ve miktarlar1 NanoDrop

(ThermoFisher Scientific, USA) cihazinda belirlenmistir (Tablo 4.5.)
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Tablo 4.5 1zole edilen bakteri DNA’larinin miktar ve safliklart

Ornek # Konsantrasyon (ng/uL) 260/280
1 11,4 1,94
2 138,7 1,65
3 85,7 1,52
4 88,6 1,54
5 168,3 1,95
6 177,4 1,96
7 158,8 1,74
8 134,0 1,54
9 21,4 1,95
10 6,2 2,46
11 294.,6 1,70
12 20,1 2,18
13 1115 1,54
14 36,2 1,89
15 8,2 3,09
16 152,9 1,48
17 196,9 1,47
18 9,5 1,73
19 62,8 1,67
20 21,9 1,85
21 16,7 1,49
22 1,8 2,13
23 27,2 2,02
24 27,5 2,03
25 41,3 2,18
26 82,6 1,55
27 42,5 1,14
28 119,8 0,97
29 83,0 1,13
30 78,1 0,94
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31 51,9 1,03

32 471,2 1.47

33 166,7 1,85

PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinler agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilmiis ve jel goriintiilleme cihazinda goriintiilenerek fotograflanmistir (Sekil

4.9-4.12).

Sekil 4.9 PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforezi goriintiileri
(1: Tip tur; 2: Yaz Disi Karaciger 2; 3: Yaz Disi Gonad 1; 4: Yaz Disi Gonad 2; 5: Yaz Erkek
Karaciger 1; 6: Yaz Erkek Karaciger 2; 7: Yaz Erkek Gonad 1)
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Sekil 4.10 PCR analizi sonucunda elde edilen iiriinlerin agaroz jel elektroforezi goriintiileri
(8: Yaz Erkek Gonad 2; 9: Yaz Disi Karaciger 1; 10: Tlkbahar Erkek Karaciger 2; 11: {lkbahar Disi
Karaciger 1-1; 12: ilkbahar Disi Karaciger (MBA), 13: Ilkbahar Disi Karaciger 1-2; 14: Ilkbahar
Disi Karaciger (VAL broth); 15: ilkbahar Disi Karaciger 2-2; 16: ilkbahar Disi Karaciger 1-3; 17:
[Ikbahar Disi Karaciger 1-4; 18: {lkbahar Erkek Karaciger 2; 19: Ilkbahar Erkek Gonad 1; 20: Kis
Disi Gonad 1-2; 21: Kis Disi Gonad 1-2-2; 22: Kis Erkek Karaciger 2)

M2l 24 8025826 8270 2829 30 . 31 (:)

Sekil 4.11 PCR analizi sonucunda elde edilen iirlinlerin agaroz jel elektroforezi goriintiileri
(23: Kis Disi Karaciger 1; 24: Kis Erkek Karaciger 1, 25: Kis Erkek Karaciger 2; 26: Sonbahar
Disi Gonad 1; 27: Sonbahar Disi Karaciger 1; 28: Sonbahar Disi Gonad 2; 29: Sonbahar Disi
Karaciger 2; 30: Sonbahar Erkek Gonad 1; 31: Sonbahar Erkek Karaciger 1)
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Sekil 4.12 PCR analizi sonucunda elde edilen {iriinlerin agaroz jel elektroforezi goriintiileri

(1: Tip tiir; 32: Sonbahar Erkek Karaciger 2; 33: Sonbahar Erkek Gonad 2)

4.4 Dizi Analizi Sonuclar ve Filogenetik Aga¢ Olusturulmasi

16S rDNA bolgeleri PCR yontemiyle ¢ogaltilan 6rnekler dizi analizi igin
yetkili firmaya gonderilmis ve forward ve reverse okumalar Sequencer programi
kullanilarak birlestirilmistir. Elde edilen diziler Genbank sitesinde blast analizi

yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6 izole edilen bakterilere ait 16S rDNA dizilerinin Blast sonuglari

Ornek # Ornek Kodu Blast Sonucu

1 Tip tiir Vibrio alginolyticus

2 Yaz Disi Karaciger Vibrio harveyi

3 Yaz Disi Gonad Vibrio harveyi

4 Yaz Disi Gonad Vibrio harveyi

5 Yaz Erkek Karaciger Vibrio alginolyticus

6 Yaz Erkek Karaciger Vibrio alginolyticus

7 Yaz Erkek Gonad Dizi analizi sonucu ¢ikmadi
8 Yaz Erkek Gonad Vibrio harveyi
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9 Yaz Disi Karaciger Vibrio owensii

10 [lkbahar Erkek Karaciger Enterococcus faecalis
11 Ilkbahar Disi Karaciger Enterobacter hormaechei
12 [lkbahar Disi Karaciger Acinetobacter radioresistens
13 IIkbahar Disi Karaciger Enterococcus faecalis
14 Ilkbahar Disi Karaciger Vibrio alginolyticus

15 [lkbahar Erkek Karaciger Enterococcus faecalis
16 [Ikbahar Disi Karaciger Enterococcus faecalis
17 Ilkbahar Disi Karaciger Enterococcus faecalis
18 [lkbahar Erkek Karaciger Bacillus sp.

19 [Ikbahar Erkek Gonad Enterococcus faecalis
20 Kis Disi Gonad Acinetobacter sp.

21 Kis Disi Gonad Shewanella baltica

22 Kis Erkek Karaciger Bacillus sp.

23 Kis Disi Karaciger Pseudomonas lundensis
24 Kis Erkek Karaciger Pseudomonas lundensis
25 Kis Erkek Karaciger Pseudomonas lundensis
26 Sonbahar Disi Gonad Vibrio harveyi

27 Sonbahar Disi Karaciger Vibrio harveyi

28 Sonbahar Disi Gonad Vibrio harveyi

29 Sonbahar Disi Karaciger Vibrio harveyi

30 Sonbahar Erkek Gonad Vibrio harveyi

31 Sonbahar Erkek Karaciger Vibrio owensii

32 Sonbahar Erkek Karaciger Vibrio harveyi

33 Sonbahar Erkek Gonad Aeromonas salmonicida

Izole edilen bakterilerde agirhikli olarak Vibrio sp. tiirlerinin bulundugu

goriilmiistiir. Vibrio cinsine ait 3 tiir izole edilmis olup bu tiirlerin mevsimsel

dagilimin ilkbahar, yaz ve sonbahar aylarinda oldugu belirlenmistir (Tablo 4.7).

Yaz doneminde sadece Vibrio tiirleri izole edilmisken en yiiksek bakteri gesitliligi

sirasiyla ilkbahar ve kis aylarinda goriilmiistiir.




Tablo 4.7 izole edilen bakterilerin mevsimlere gore dagilimi

Yaz Ilkbahar Kis Sonbahar
Vibrio harveyi | Enterococcus faecalis Acinetobacter sp. Vibrio owensii
Vibrio _ ) o )

) ) Enterobacter hormaechei | Shewanella baltica Vibrio harveyi
alginolyticus
o | Acinetobacter ) Aeromonas
Vibrio owensii o Bacillus sp. o
radioresistens salmonicida

Vibrio alginolyticus

Pseudomonas lundensis

Bacillus sp.

Izole edilen bakteriler cinsiyete gore incelendiginde 3 Vibrio tiiriiniin, E.

faecalis ve P. lundensis tiirlerinin her iki cinsiyette bulundugu tespit edilmistir

(Tablo 4.8).

Tablo 4.8 izole edilen bakterilerin cinsiyete gore dagilimi

Disi

Erkek

Vibrio harveyi

Vibrio harveyi

Vibrio owensii

Vibrio owensii

Vibrio alginolyticus

Vibrio alginolyticus

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis

Pseudomonas lundensis

Pseudomonas lundensis

Acinetobacter radioresistens

Aeromonas salmonicida

Acinetobacter sp.

Bacillus sp.

Shewanella baltica

Enterobacter hormaechei

Izole edilen bakteri tiirlerinin cesitliligi organlara gére degerlendirildiginde

Iki organda ortak olan V. harveyi ve E. faecalis tiirlerinin bulundugu tespit

edilmis ve en fazla karacigerde bakteri ¢esitliliginin oldugu gézlenmistir (Tablo

4.9).
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Tablo 4.9 izole edilen bakterilerin organlara gore dagilimi

Karaciger Gonad
Vibrio harveyi Vibrio harveyi
Vibrio alginolyticus Enterococcus faecalis
Vibrio owensii Acinetobacter sp.
Enterococcus faecalis Shewanella baltica
Enterobacter hormaechei Aeromonas salmonicida

Acinetobacter radioresistens

Bacillus sp.

Pseudomonas lundensis

FElde edilen dizilerin hizalanmasinda CLC Sequence Viewer programi
kullanilmistir. Ardindan Neighbour Joining algoritmalari ile aga¢ olusturulmustur.

Agac olustururken bootstrap degeri olarak 1000 tekrar kullanilmistir

57



674 MN049757
Lﬁ"i_i:KRM?BB
323 MT510178

MH368397

372 MN960386
MN938219
618 345 MZ720802
MN326576
28
445 4 30
4 29
756 3
e
2
s97 6
D

750 26
1000 MNS581893
20

179

120

728 MN945277
m{f MN938893
673 1

KJ574263
561 MN938363
859 MT626771
1000 KY&670738
23
829 24
701 —25
000 12
MTO071626
MN252077
sez— MT604811
L—MK332363
0OK326854
0OK326856

1000

MW089169
MT457446
1000 MT516218
21

1000
s - !m:;gc?uasa

11

9
MN938234
MNS07475

Sekil 4.13 Lagocephalus sceleratus balon baligindan mevsimsel olarak karaciger ve

gonadlardan izole edilen bakterilerin 16S rDNA gen dizilerine filogenetik aga¢ olusumu.
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5 TARTISMA VE SONUC

Bu tez ¢alismasinda dort mevsim boyunca Gocek’teki balik¢ilardan bir disi
bir erkek olmak {iizere toplam 8 Ornek temin edilmistir. Gonad ve karaciger
lizerinden alinan siirintii Ornekleri, Mugla Gocek’ten dort farkli mevsimde
yakalanan L. sceleratus bireylerinin dort mevsim iki ayr1 eseyinden ve her esey
grubundan iki farkli bireyden almmistir. Diseksiyon islemi yapilmadan once
baliklarin boy, kilo ol¢iimii cm ve g cinsinden kaydedilmistir. Uygun hava
kosullarinda diseksiyon iglemi deniz lizerinde gercgeklestirilmis olup alinan
ornekler bakteriyel ozmotik degisimleri 6nlemek ve inhibisyonun Oniine
gecebilmek icin FTS igerinde laboratuvar ortamina getirilmistir.

Uygun kosullarda laboratuvara ulastirilan gonad ve karacigerlerden bakteri
izolasyonu ¢esitli besiyerleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Izole edilen
bakteriler gram boyamanin ardindan mikroskop altinda incelenmis ve ardindan
DNA izolasyonu icin Tris-EDTA (TE) tamponu igerisinde -20°C’de saklanmustir.
Ardindan bakterilerden DNA izolasyonu gergeklestirilmis, 16S rDNA bolgeleri
PCR yontemiyle ¢ogaltilmis ve hizmet alim1 yoluyla 16S rDNA bdlgelerinin baz
dizileri belirlenmistir. izole edilen 33 bakteriden 1 tanesi dizi analizinde sonug
vermemistir. Diger diziler GenBankasinda blastlandiginda 10 adet V. harveyi, 3
adet V. alginolyticus, 2 adet V. owensi, 6 adet Enterococcus faecalis, 1 adet
Acinetobacter radioresistens, 1 adet Enterobacter hormaechei, 2 adet Bacillus sp.,
1 adet Acinetobacter sp., 1 adet Aeromonas salmonicida, 1 adet Shewanella
baltica ve 3 adet dizi analizi sonucu ise Pseudomonas lundensis olarak
belirlenmistir. Bakteri dagiliminin mevsime, cinsiyete ve organa gore farklilik
gosterdigi gozlenmis ve en bol gbzlenen bakterinin V. harveyi oldugu tespit
edilmistir. V. harveyi, Vibrio cinsinden gram negatif, biyoliiminesans yapabilen,
deniz bakterisidir. V. harveyi ¢ubuk seklinde, hareketli (polar flagella yoluyla),
fakiiltatif olarak anaerobik, halofiliktir ve hem fermentatif hem de solunum
metabolizmasi i¢in yetkindir. 4°C'nin altinda biiylimez (optimum biiyiime: 30°C
ile 35°C). Ozellikle de yaz aylarinda izole ettigimiz tiirlerin baginda olmasi bu
nedenle olabilir. V. harveyi tropik deniz sularinda serbest yilizerken, deniz
hayvanlarmin bagirsak mikroflorasinda ve Gorgon mercanlar1 dahil deniz

hayvanlarinin hem birincil hem de firsatg1 patojeni olarak bulunabilir (Owens ve
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ark., 2006). Ticari olarak yetistirilen penaeid karidesleri etkileyen bir hastalik olan
parlak vibriozdan sorumludur (Austin ve ark., 2006). Ek olarak, okyanusta
seyreden gemilerden alinan 6rneklere dayanarak, V. harveyi tiiriiniin denizlerde
biyoliiminesens yaptig1 bilinmektedir. Quorum sensing metabolizmalar1 olduk¢a
gelismis oldugundan diger tiirleri baskilamaktadirlar, bu bakteriyi tiim 6rneklerde
izole etmemiz tiiriin bu 6zelliginden kaynaklanabilir.

Bunun yan sira ikincil baskin tiir Enterococcus faecalis tiiridiir. Genellikle
gastrointestinal sistemlerinde yasayan gram-pozitif, kommensal bir bakteridir
(Kenneth ve ark., 2004). Balik i¢ organ florasinin ¢ogunu olusturmaktadir.
Enterococcus cinsindeki diger tiirler gibi, E. faecalis tiirii de saglikli bireylerde
dogal olarak bulunur ve probiyotik olarak kullanilabilmektedir (Anzai ve ark.,
2000)

Uciincii siklikta yer alan tiir ise Pseudomonas lundensis tiiriidiir. P.
lundensis genellikle siit, peynir, et ve baliklarin bozulmasina neden olan gram
negatif, gubuk seklinde bir bakteridir (Anzai ve ark., 2000). Deniz gidalarindaki
en biiyiik zehirlenme etmeni bu bakteridir. Baz1 su iiriinleri gidalarinda raf émrii
caligmalarinda bu bakterinin yogunluguna bakilarak bozulma durumlar1 ve raf
omrii ¢alismalart gergeklestirilir. Ayni1 zamanda TTX tireten Pseudomonas sp. bu
grubunun da bir temsilcisidir.

Bulunan diger bir bakteri tiirli olan Vibrio ovensii; ¢ubuk sekilli, istege baglt
anaerobik gram negatif bir tiirdlir. Cano-Gomez vd nin 2009'da yaptig1 ¢calismada
TCSB agarda iiredigi gozlemlenmistir.

Yaymlanan ¢aligsmalarda hem deniz hem de toprak ortamlarindaki en 6nemli
hidrokarbon pargalayan bakteriler arasinda Acinetobacter sp. ve Bacillus sp.
tirlerinin de bulundugunu gostermektedir (Cay, H., 2017). Bunlar TTX {ireten
bakteriler olarak bilinmektedir (Magarlamov ve ark., 2017). Acinetobacter sp.
iiyelerinden bazilar1 yasadigi dogal ortam geregi farkl tuz, 1s1 ve pH sartlarina da
dayaniklidirlar (Giil-Seker, M., 2009).

Akdeniz’e Kizil Deniz’den go¢ eden; ekonomik ve ekolojik agidan zararli
olan tiirler arasinda en yaygin olami L. sceleratus tiirii olup, birgok bilimsel
calismanm konusunu olusturmustur. Ozellikle balikgilik malzemelerine zarar
vermeleri, viicutlarinda toksin bulundurmalar1 ve Akdeniz’e ¢ok iyi adapte olup

hizli gogalmalari popiilaritelerinin temelini olusturmaktadir.

60



20 g agirhgindaki erkek Swiss albino irki fareler iizerinde yapilan
calismalarda toksin diizeylerinin oldiiriicii etkileri arastirilarak tespit edilmistir.
Balon baliklarinda siklikla kullanilan bir analiz yontemi olan fare deneyleri
sonucunda elde edilen degerler Mouse Unit olarak belirtilmistir. 1 MU yaklasik
olarak 0,22 pg’a denk gelmektedir (Yasumoto ve Michishita, 1985). Fare
deneyleri ile enjeksiyon yapilan doku (Katikou ve ark., 2009; Hungerford, 2006;
Sabrah ve ark., 2006; Saoudi ve ark., 2008; Nuifiez-Vazquez ve ark., 2000; EI-
Sayed ve ark., 2003; Bragadeeswaran ve ark., 2010; Chulanetra ve ark., 2011)
ekstresi igerisindeki 1 MU (0,22 pg) ve iizerindeki toksin igerikleri tespit
edilebilmistir (Katikou ve ark., 2009; Hungerford, 2006; Sabrah ve ark., 2006;
Saoudi ve ark., 2008; Nufez-Vazquez ve ark., 2000; El-Sayed ve ark., 2003;
Bragadeeswaran ve ark., 2010; Chulanetra ve ark., 2011).

TTX konsantrasyonun dagilimi bireylere, bolgelere ve mevsime gore
degiskenlik gosterebilir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda TTX’in balon baligi
ovaryum ve akcigerlerindeki miktarlarinin diger organlara gore daha yiiksek
oldugu gosterilmistir. Disi balon baliklar1 erkeklere gére daha zehirlidir ¢linkii
ovaryumlar testislere gore daha fazla TTX igermektedir. TTX toksinini balon
baliklarinin iiretmedigi, baligin biinyesine besin zincirinden gegctigi ve bakteriler
tarafindan tretildigi bilinmektedir (Hwang ve Noguchi, 2007).

Yaptigimiz molekiiler bakteri tayinlerinde Vibrio sp., Aeromonas sp.,
Shewanella sp., Pseudomonas sp., gibi TTX {ireten bakterilere rastlanmistir. TTX
iireten bu bakterilerin en az bir tanesinin her mevsimde mutlaka bulundugu
gozlemlenmistir.

TTX son derece kuvvetli bir toksin omasina ragmen farmasétik alanda umut
vaad edici bir molekiildiir. 20. YY baslarinda Japonya'da TTX molekiiliiniin
klinik alanlarda romatizma tedavilerinde uygulandigi goriilmiistir (Noguchi ve
Arakawa, 2008). Cin Halk Cumhuriyeti’nde terminal kanser hastalarinda agri
kesici olarak medikal kullanimi s6z konusudur (Saoudi vd., 2010). TTX’in
sinirsel iletim {izerine olas1 engelleyici etkisi nedeniyle 6zellikle anestezi alaninda
yeni ilaglar igin olas1 bir kaynak olmasi durumu s6z konusudur (Schwartz vd.,
1998). Hagen vd., (2008) tarafindan yapilan ¢alismada TTX’in aneljezik
etkisinden yararlanarak orta ve ileri diizey kanserli hastalarda agrilar1 azaltmak

icin kullanilmig, kanserli hastalarda agrilar1 azalttifini tespit etmislerdir. Son
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yillarda yapilan caligmalar TTX molekiiliiniin insan sagliginda kullanilmak
tizerine Ui¢ farkli etkisi iizerine yogunlasmis durumdadir. TTX’in ileri diizey
hastalarda agr1 kesici etkisi oldugu, antitiimor etki gosterdigi ve uyusturucu
bagimhilig1 tedavisinde diger opoidlere alternatif bagimlilik yapmayan etki
mekanizmasi tizerinde g¢alisilan 6zelliklerdir (Saoudi vd., 2010; Schwartz vd.,
1998; Yu, 2008; Bragadeeswaran vd., 2010; Hagen vd., 2008).

Alegre vd.’nin 2017 yilinda yaptigi ¢alismada Bati Akdeniz'de yiiksek
miktarda TTX igeren balon baligi varligina dair potansiyel tehlikeden s6z
etmiglerdir. Denia'da yakalanan L. sceleratus tiiriniin oldukga toksik oldugu
belirlenmis ve detayl1 bir toksin profili verilmistir. Balon baliginin insan tiikketimi
icin kabul edilebilirligini degerlendirmek icin gonad dokularindaki tetrodotoksin
seviyeleri Japon kriterlerinin 10 kat tizerinde oldugu tespit edilmistir.

Chang vd. 2011 yilinda yaptig1 calismada VAL, TCSB ve TSA {izerinde
yaptig1 ¢alismalarda V. alginolyticus suslari {izerinde yuvarlak, diiz, yesil-sarimsi
koloniler {irettigini tespit etmistir.

Literatiirdeki tiim calismalarda L. sceleratus tiirii balon baliklarimin belirli
donemlerde toksik limitin iizerinde oldugu belirlenmistir. Yaptigimiz calismada
iilkemizdeki balon baliklarinin toksisitesinin yiliksek oldugu ilkbahar ve yaz
aylarinda V. alginolyticus tiirii bakteri disi ve arkek bireylerin karacigerinden izole
edilmistir.

Sabrah'in 2006 yilinda yaptig1 calismada balik biiytikliiklerinin de toksisite
miktarini etkiledigi verilmistir. Yaptigimiz calismada gorildiigii gibi mevsimlere
gore total agirliklarina ve total boylarina bakildiginda en fazla balik agirliklarin
yaz ve ilkbahar mevsimlerinde goézlemlemekteyiz. Bu durum baliklarin toksik
miktarinda artisa neden olabilmektedir. Yapilan c¢aligmalar balon baliklarinin
tokisistesinin yaklasik 1 kg’1 gectiginde arttigin1 6ncesinde ise toksisitenin ya ¢ok
az ya da hi¢ olmadigini belirtmektedir.

Calismamizda baliklarin yaz ve ilkbahar aylarinda daha agirlik ve boylarinin
daha yiiksek cikmasinin nedeni, kis ve sonbahar aylarinda daha derinlerde
bulunmalar1 ile iligkilendirilebilir. Bulundugu ortamdan kaynakli yedigi
besinlerde farkli olacagindan, viicuda giren bakterilerin TTX {ireten tiirler

olmalar1 da degiskenlik gdsterebilir.
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Mevcut tez calismasinda izole edilen bakterilerin 16S rDNA bolgeleri
cogaltilarak molekiiler tayinleri yapilmistir. Sirasiyla DNA izolasyonu, PCR
analizi ve dizi analizinden oluisan basamaklar sonucunda elde edilen gen
dizilimleri ~ GenBankasindaki  sonuglarla  karsilastirilarak  tiir  tayinleri
gerceklestirilmistir.

Bu c¢aligmalar sonucunda balon baliginda bulunan bakteri tiirleri
belirlenmis; mevsimsel ve dokular arasi farkliliklar oldugu bulunmustur. L.
sceleratus tiirliniin toksisitesinden V. alginolyticus tiiriiniin sorumlu oldugu diger
iilkelerde yapilan calismalarda gosterilmistir. Ancak iilkemiz denizlerinde ilk
olarak 2006 yilinda tespit edilen bu tiirlin toksisitesinin Akdeniz ortamina
girdikten sonra degisip degismedigi bilinmemektedir. Dogal ortami Indo-Pasifik
olan bu balik tiirliniin Kizildeniz yoluyla Akdenize geg¢mesinin toksisitesini
degistirip degistirmedigi hala bilinmemektedir. Yapilan bu c¢alismayla L.
sceleratus tiiriiniin iki organinda bulunan bakterilerin tiirleri iilkemizde ilk olarak
belirlenmistir. Sonuglara bakildiginda toksin iireten V. alginolyticus tiiriiniin
tilkemizdeki L. sceleratus tiirlerinde de bulunuyor olmasi tiiriin toksisite
kaynaginin iilkemizde de ayn1 bakteri oldugunu gostermektedir.

Farmasoétik alanda kullaniminin her gegen giin arttig1 bilinen ve ¢aligmalarin
yogunlastigr gorilen TTX’in ekonomsk Onemi de dogru orantili olarak
artmaktadir. Sentetik olarak iretilemeyen ancak 2021 yilinda sentetik olarak
iiretilse de verimliligi tartismali olan TTX’in farmasétik ¢alismalardaki kullanimi
balon baliklarindan toksinin izolasyonu seklinde gerceklesmektedir. Bu islemler
icin karaya cikarilmasi yasak olan baligin toplanma izni, baligin yakalanmasi, 6zel
kosullarda baligin transferi, toksin izolasyonu ve saflagtirilmasi gibi is giicii ve
maliyet gerektiren prosediirler gerekmektedir. Bu c¢aligmada elde ettigimiz
sonuglarin, ileride yapmay1 planladigimiz V. alginolyticus bakterisinden direkt
olarak TTX eldesi ve verimliligin genetik araglarla arttirilmasina yonelik

calismalar i¢in 6nemli bir basamak oldugunu kanisindayiz.
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OZGECMIS

Ilkokul, ortaokul ve lise 6grenimini Iskenderun'da tamamladi. 2013
yilinda kazandigi Ege Universitesi Biyoloji Béliimiinden 2018 yilinda mezun
oldu. 2018 yilinda Ege Universitesi Biyoloji Boliimii'nde yiiksek lisansa
basladi ve 2022 yilinda yiikksek lisansini tamamladi. Yiiksek Lisans egitimi
boyunca Akdeniz Koruma Dernegi'nde c¢esitli projelerde calisti. 2021 yilinda

Klinik Arastirma saha gorevlisi olarak ise basladi ve halen devam etmektedir.
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