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OZET

BORCKA BARAJ GOLUNDE KULTURU YAPILAN GOKKUSAGI
ALABALIKLARINDA (Oncorhynchus mykiss) BAKTERIYEL
HASTALIKLARIN MEVSIMSEL DAGILIMI

Bu caligmada, Borgka baraj goliindeki ylizer ag kafeslerinde tipik hastalik
stiphesi olan gokkusagi alabaliklar1 Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina getirilen
ornekler muayene edildi. Dort farkli mevsimde aylik olarak 6rneklenen hastalikli
baliklarin bobreklerinden izole edilen 44 saf bakteri izolatlar1 kullanildi. Akuakdiltiirde
yogun balik stoklamak, su kalitesinin bozulmasina bagli olarak baliklarda strese neden
olmaktadir. Mevsimsel su sicakligindaki artis ve azalis firstci patojenlerin sicaklik
stresi nedeniyle gokkusagi alabaliklarinda bakteriyel enfeksiyonlarin meydana
gelmesine neden olmaktadir. Gokkusagi alabalik ¢iftliklerinde yogun stoklama, diisiik
su kalitesi (pH, amonyak, nitrit, vs) suyun fiziksel ve kimyasal parametrelerindeki
olumsuzluklarin yan sira ani su sicakligi degisimime bagl strese kars1 % 70’e varan
toplu Gliimler nedeni ile biiylik ekonomik kayiplarin neden oldugu bakteriyel balik
patojenleri arasinda Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Yersinia
ruckeri ve Lactococcus garvieae enfeksiyonlari meydana geldigi farkli arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir. Borcka Baraj Goliindeki gokkusagi alabaliklarindaki
(Oncorhynchus mykiss) bakteriyel hastalik etkenleri mevsimsel olarak drneklenmistir.
Yapilan ekimlerden izole edilen bakteri izolatlar1 (44 adet bakteri izole edilmis) -
80°C’de stoklanmustir. Izole edilen hastalik etkenlerinin tanimlanmas: PZR methotu
ile belirlenmis ve kemoterapotik maddelere kars1 antimikrobiyel hassasiyetleri bu tez
calismasi ile tespit edilmistir. Yapilan test sonucuna gore tim izolatlarin bakteri
izolatlarin kemoterapotik maddelere karsi antimikrobiyel etkinligi disk diffiizyon
yontemi kullanilarak Miiller Hinton Agarda gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinin
sonuclarina gore en yliksek direng %86,36 eritromisinde, %81,81 Ampisilin ve
%72,27 Amoksiklinde tespit edilmistir. En diisiik direng %15,90 enrofloksasin ve
%6,82 doksisiklin oldugu belirlenmistir. Bu kemoterapotik maddelerden en etkin olani
sirastyla %86,36 doksisiklin, %56,82 flamequin ve %50 enrofloksasin oldugu
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, bakteri suslari, antibakteriyel aktivite,
identifikasyon.
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ABSTRACT

SEASONAL DISTRIBUTION OF (Oncorhynchus mykiss) BACTERIAL
DISEASES IN RAINBOW TROUT CULTURED IN BORCKA DAM LAKE

In this study, samples of rainbow trout with typical disease suspicion brought
to our Faculty Diseases Laboratory in floating net cages in Borcka Dam Lake were
examined. 44 pure bacterial isolates isolated from kidneys of diseased fish sampled
monthly in four different seasons were used. Intensive fish stocking in aquaculture
causes stress in fish due to deterioration of water quality. Increase and decrease in
seasonal water temperature causes bacterial infections in rainbow trout due to heat
stress of opportunistic pathogens. Intensive stocking in rainbow trout farms, low water
quality (pH, ammonia, nitrite, etc.), negative effects on physical and chemical
parameters of water as well as stress due to sudden water temperature changes, caused
mass mortality of up to 70% and major economic losses due to bacterial fish pathogens
such as Aeromonas hydrophila, Pseudomonas fluorescens, Yersinia ruckeri
Lactococcus garvieae and Lactococcus petauri infections have been reported by
different researchers. Bacterial disease agents in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)
in Borgka Dam Lake were sampled seasonally. Bacterial isolates (44 bacteria were
isolated) isolated from the cultures were stored at -80°C. Identification of isolated
disease agents was determined by PCR method and their antimicrobial susceptibilities
to chemotherapeutic agents were determined in this thesis study. According to the test
results, antimicrobial activity of all bacterial isolates against chemotherapeutic agents
was determined by disk diffusion method on Miiller Hinton Agar. According to the
results of this thesis study, the highest resistance was detected in 86.36%
erythromycin, 81.81% Ampicillin and 72.27% Amoxicillin. The lowest resistance was
determined as 15.90% enrofloxacin and 6.82% doxycycline. The most effective of
these chemotherapeutic agents were determined to be 86.36% doxycycline, 56.82%
flamequine and 50% enrofloxacin, respectively.

Keywords: Rainbow trout, bacterial strains, antibacterial activity, identification.
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GIRIS

Diinya niifusuna paralel olarak tilkemizdeki insan nifusunun her gecen giin
dogum artisina, ¢evre lilkelerdeki savaslara ve insan kacakeiligina bagli nedenlerle
artmasina paralel olarak gida iiretiminin yetersiz kalmasi insanoglunun ihtiyaci olan
beslenme problemlerini de beraberinde getirmektedir. insanlarin yasam igin giinliik
ithtiyaci olan proteine, karbonhidrat, yag ve vitaminlere olan ihtiyaglarin kargilanmasi
en Oonemli ihtiyaglardan biridir. Saglikli bir yasam icin insanin 6zellikle hayvansal
proteinlere ihtiyact vardir. Ulke niifusunun bitkisel ve hayvansal iiretimin yeterli
diizeyde olmamasi aksi takdirde 6nemli bir gida yetersizligi probleminin olusmasi
kagiilmazdir. Diinyanin gelismis tilkeleri niifus artisina paralel olarak ihtiya¢ duyulan
gida liretimini maksimum seviyelere c¢ikarmak i¢in klasik liretim tekniklerini terk
ederek arastirma projeleri ile gelistirilen modern tiretim teknikleri kullanilarak bitkisel
ve hayvansal tiretimi gelistirmek ve gida verimliligi artirarak igin ¢aligmalarini her
gecen giin hizli bir sekilde siirdiirmektedir. Hayvansal kokenli protein tiiketimi
gelismis ilkelerele kiyaslandiginda iilkemizde tiiketiminin yeterli diizeyin altinda
oldugu bilinmektedir. 20. yiliz yilda insanlarin sehir hayatina go¢ etmesi beslenme
aliskanlhiklarmda  degisikliklere neden olmustur. Insanoglunun  beslenme
aligkanliklarinda hayvansal iiretimin yeri olduk¢a Onemlidir. Hayvan gidalarda
biiylikbas ve kiiciikbag hayvanlar, kanatlilar ve su {iriinleri hayvanlarindan
karsilanmaktadir. Insanlarin gesitli nedenlerle koyden sehirleri gocii hayvansal
tiretimde diisiislere neden olmustur. Son yillarda hayvansal liretim daha kolay olan
kanatli kiimes hayvanlar1 ve su iirlinleri dogal kaynaklardan avlanan hayvansal
iriinlerin azalmasi nedeni ile su frlinleri kiiltiir iiretimine agirlik verilmistir.
Ulkemizde akuakiiltiirde iiretilen baliklarin basinda alabalik, levrek ve ¢ipura baliklart
gelmektedir. Ulkemizin 6zellikle Karadeniz bdlgesinde yogun olarak kiiltiirii yapilan
balik tiirii gokkusagi alabaligidir. Bu baliklarin bulundurdugu hayvansal protein grubu
ve Ozellikle essansiyel amino asitler insan besini olarak oldukga 6nemlidir. Ulkemizde,
hayvansal protein agiginin kapatilmasi i¢in insan tiikketimine sunulan baliketi besleyici
degeri yiiksek Onemli bir kaynagi olusturdugu rapor edilmistir (Dogan, 2002).
Ulkemiz iklim ve ekolojik o6zellikleri bakimindan genellikle balik iiretiminin

yapilabilmesi i¢in uygun sucul ortamlara sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica,



tilkemizde balik tretiminde 6zellikle alabalik yetistiriciligi 6nemli bir yere sahip
oldugu rapor edilmistir (Akbulut vd., 2001; Dolgun, 2015). Gokkusagi alabaligi,
Kuzey Amerika menseyli bir tiir olup, yetistiricilik acisindan havuz ve kafes gibi
ortamlara kolay uyum saglayan, suni yemlerden yararlanma oraninin gayet iyi olmasi,
suni sartlar altinda yumurta ve sperm sagim islemlerinin kolay yapilabilmesi,
dollenmis yumurtalarin kulugka siiresinin kisa olmasi, hastaliklarinin iyi bilinmesi ve
diger tiirlere nazaran hastaliklara kars1 daha dayanikli olmasi gibi birgok 6zellikleri
nedeniyle tilkemiz su iriinleri yetistiricileri tarafindan tercih edilen bir tiir oldugu
bildirilmistir (Y1ilmaz, 2011).

Tirkiye’de son yillarda klasik balik iiretiminin terk edilerek modern tiretim
tekniklerinin devreye girmesiyle yetistiriciligi yapilan ilk balik tiirii gokkusagi
alabaligidir. Ankara iiniversitesi, Ziraat Fakiiltesi ve Tarim ve K&y Isleri Bakanligmin
girisimiyle ilk {iretim denemeleri Konya Konuklar Devlet Uretme Ciftliginde
gerceklestirildigi rapor edilmistir (Celikkale vd., 1999). Ulkemizde ilk 6zel alabalik
ciftligi 1968 yilinda Bilecik-Sogiit’te kuruldugu bildirilmistir (Elbek vd., 1992).

Salmonidae familyasinin bir bireyi olan alabaliklar soguk, berrak ve bol
oksijenli akarsularda yasamlarini siirdiirmekle birlikte uygun gél ve baraj gollerinde
de kiiltiir yoluyla yetistiriciligi yapilabilmektedir. Gokkusagi alabaliklari ince uzun bir
viicut yapisina sahip olan baliklarin en ayirt edici 6zelligi sirt yiizgeci ile kuyruk
ylizgeci arasinda bir adet adipoz (yag) yilizgecine bulundurugu bildirilmistir
(Celikkale, 2002). Alabaliklarin beslenme aligkanliklar1 bakimindan etgil (karnivor)
canlilar olugu ve tiirlere arasinda farkli sayida dislerinin olabilecegi rapor edilmistir
(Dolgun, 2015). Alabaliklar yasamsal dongiilerini gore hayatlarinin tamaminm i¢
sularda gecirebildigi gibi hayatlariin belli bir evresini tatli sularda, belli bir evresini
de denizel ortamlarda yasayabilen (Anadrom) olmak tizere iki farkli grubun var oldugu
literatiirde bildirilmistir (Celikkale, 2002). Alabaliklar cografik kokenlerine
bakildiginda Avrupa ve Kuzey Amerika olmak iizere de iki ayr1 gruba ayrilmis oldugu
bildirilmis ve tilkemizde ise koken olarak daha ¢ok Kuzey Amerika orjinli gokkusagi
alabaligiin kiltiiriiniin yapildigi bildirilmistir (Dolgun, 2015). Gokkusag1 alabaligi
anatomik olarak deri lizerinde sikloid ve kiigiik pul yapisina sahip oldugu bildirilmistir.
Ayrica, yiizgeglerinden dorsalde 10-12 ve analde ise 8-12 yumusak 1sina sahip oldugu

rapor edilmistir. Bu baliklarin yan yiizeylerinde gokkusagi goriiniimde bir bantin



bulunmasiyla karakterize oldugu ve bu nedenle de gokkusagi alabaligi isimi ile
adlandirildig bildirilmistir (Y1lmaz, 2011). Gokkusagi alabaliginin genel anatomik dis

goriintimii Sekil 1°de verilmistir.

Adipoz Yiizgeg

Sekil 1. Gokkusagi alabaligi (O. mykiss) nin genel goriiniimii (Anonim)(URL-2)

Su diriinleri iiretimi Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK-2022) verilerine gore
2021 yili iretiminden %6,2°lik bir artis saglayarak 849,808 tonluk bir iiretim
gerceklestirildigi bildirilmistir. Ulkemizde i¢ sularda ve denizlerde iiretimi yapilan
alabaliklarin 2022 yili bir 6nceki gore artis miktarlar1 baz alinarak hazirlanan Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1. Alabalik iiretiminin 2020-2021 yillarina ait dagilinn miktar1 (TUIK, 2022),

(URL -1)
Yetistiricilik alam Balik tiirii 2020 2021
I¢ su (Ton) Alabalik (Gokkusag1) 126.101 134.174
Deniz (Ton) Alabalik (Gokkusagi) 18.182 31.509

Karadeniz Bolgesindeki 8 farkli ilin sinirlart igerisinde baraj gollerinde
gokkusagi tiretimi yapilmaktadir. Bu isletmelere bulundugu iller iiretim yapilan baraj
golleri Artvin ilinde Borgka ve Deriner baraj golii, Bayburt ilinde Demirdzii baraj golii,
Glimiishane ilinde Kiirtiin ve Torul baraj golii, Kastamonu ilinde Germegtepe ve
Karadere baraj golii, Ordu ilinde Topgam baraj golii, Samsun ilinde Yakakent ve
Derbent baraji, Sinop ilinde, Tokat ili Almus baraj goliindeki isletmelerin sayilar1 ve

yillik iiretimleri miktarlar1 Tablo 2’de verilmistir.



Ulkemizde su diriinleri iiretimi Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK-2022)

verilerine gore 2013-2022 yillar1 arasinda en ¢ok yetistiricilik yoluyla hasat yapilan

baliklar (Bin ton) grafik olarak Sekil 2°de verilmistir.

Tablo 2. Karadeniz Bolgesindeki Baraj Gollerindeki isletmeler ve tiretim miktari

iller isletme Sayisi Yillik Uretim Miktari (Ton)
Artvin 11 5645

Bayburt 3 815

Glimiishane 28 5293

Kastamonu 9 1304

Ordu 3 647

Samsun 22 6802

Sinop 4 1400

Tokat 30 8196

Toplam 110 30102

En cok yetistiriciligi yapilan baliklar, 2013-2022

(Bin ton)
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Sekil 2. Ulkemiz sularinda 2013-2022 yillar1 arasinda en ¢ok yetistirilen balik tiirleri

Karadeniz Bolgesindeki illerde karasal gokkusag: alabalik tesislerin yani1 sira

baliklarin hizli biiyiitiilmesi i¢in kis doneminde denizlere taginmaktadir. Bu amacla

Karadeniz’de farkli illerin agiklarindaki projelendirilerek hazirlanmis yiizer ag

kafeslerde yurt disi ihracata yonelik alabalik iiretimi yapilmaktadir. Karadeniz

Bolgesindeki illerin agiklarinda konuslandirilmis gékkusagi alabaligina ait isletme

sayist ve yillik tiretim miktarlar ise Tablo 3’de gosterilmistir (Yildirnm & Cantas,

2022).



Tablo 3. Karadeniz Bolgesindeki illerde denizde gokkusagi alabalig iiretimi miktar

Iller Isletme Sayisi Yillik Uretim Miktar1 (Ton)
Artvin 8 95500

Ordu 10 4869

Rize 3 2850

Samsun 8 10384

Sinop 32 37830

Trabzon 18 25890

Toplam 69 177325

Artvin Il Borgka baraj goliinde kurulu 11 adet farkl1 isletmenin konumlanmis
oldugu goriilmektedir. Bu isletmelerden 7 adeti Kuzuoglu AS isletmesine ait olup,
Ardesom AS, Aydersom AS, Ayder Su Uriinleri ve Onder Alabalik isletmeleri
mevcuttur. Bu baraj goliinde en biiyiik kapasite ve yillik iiretim miktar1 Kuzuoglu AS
isletmesine aittir. Bu ¢alismanin yapilmis oldugu Kuzuoglu AS ait 7 isletmenin proje

kapasiteleri ve yillik tiretim miktarlari Tablo 3’de verilmistir.

Tablo 4. Bor¢ka Baraj Goliinde isletme sayisi ve yillik tiretim miktari

Kuzuoglu AS Proje Kapasitesi (Ton)  Yilhk Uretim Miktar1 (Ton)
Kuzuoglu Su Uriinleri 500 480
Kuzuoglu Et-Balik 950 925
Kuzuoglu Balikcilik 950 915
ABU Su Uriinleri 250 240
Laviya 500 450
Seabreeze 245 235
Selazur 500 500
Diger isletmeler Proje Kapasitesi (Ton)  Yilhk Uretim Miktar: (Ton)
Artvin Balikeilik I 8%G250*TD< 220
Ayder Yem 500 350
ARDESOM 500 450
AYDERSOM 500 390
TOPLAM 5645 5155

Akuakiiltirde yetistiriciligi yapilan baliklarda hastalik etkeni olarak 1990
yilina kadar olan zaman zarfinda toplam 15-20 bakteri tiirliniin varligindan
bahsedildigi rapor edilmistir (Munro, 1982). Balik hastaliklar1 iizerine yapilan son
aragtirmalar ile bu sayr her gecen giin artis gostermekte oldugu ve hastalik
vakalarindan tiir bazinda 70 civarinda patojen olan hastalik etkeninin izole edildigi
bildirilmistir (Woo vd., 2003).



Diinyamizin farkli ana kitalarinda degisik cografik Ozellikler gosteren
bolgelerinde yapilan arastirmalarda gokkusagi alabaliklarindaki hastalik vakalarindan
Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp., Streptococcus spp., Flexibacter spp.,
Yersinia spp. gibi bakteriyel hastalik etkenleri izole edilerek tanimlanmistir. Bu
hastalik vakalarindan &zellikle Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri, Vibrio
anguillarum ve Lactococcus garvieae gibi hastalik etkenlerinin énemli ekonomik
kayiplara yol agtig1 farkli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Akinbowale vd.,
2006; Avci vd., 2010; 2014; Burka vd., 1997; Cagirgan, 2004; Kum vd., 2004; Balta
vd., 2010; Balta vd., 2019; Schmidt vd., 2000; Tanrikul, 2007). Bu tez ¢alismasinin
yapildigt Dogu Karadeniz Bolgesindeki yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabalik
isletmelerin kuluckahanelerinde, karasal havuzlarinda, baraj gollerinde, goletlerde ve
denizel ortamdaki kafeslerdeki baliklardan bugiine kadar degisik cinslere ait bakteriyel
balik patojenlerine ait tiir diizeyinde tanimlama yapilmistir. Kiiresel 1sinmaya baglh
olarak mevsimsel olarak meydana gelen ani su sicakligi degisimlerinin bolgemizdeki
isletmelerde tiretimi yapilan alabaliklarda strese neden oldugu ve baliklarin immun
sistemi tizerine baski yaparak hastaliklarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir (Dengiz Balta,
2010; Dengiz Balta vd. 2017). Baliklarda immun sistemi baskilayan degisik stres
faktorleri nedeni ile olusan biyokimyasal degisimler nedeniyle zaman zaman
baliklarda bakteriyel hastalik etkenleri sebebiyle toplu dlimlerin vuku buldugu ve
oldukga biiyiik ekonomik zararlarin olusabildigi tespit edilmistir. Kiiltiir balik¢iliginda
siirdiiriilebilir bir iiretim icin balik stoklama miktarina dikkat edilmesi gerektigi, su
kalitesinde olusabilecek olumsuzluklarin giderilmesi, baliklarda hastalik olusturacak
patojenlerin erken teshis edilmesi, antibiyogram testlerinin yapilarak ucuz ve etkili
kemoterapotigin erken uygulanmasi tedavi sansini artiracagi ve ekonomik kayiplarin
onemli Ol¢iide azaltacagi farkli ¢alismalarda belirtilmistir (Balta vd., 2016; 2017,
2019’a; 2019b; Balta vd., 2016; Balta, 2016; 2020).



1. GENEL BiLGILER

Akuatik ortamda yasayan canlilarin hayat dongiilerini diiziin bir sekilde
siirdiirmeleri balik, ¢cevre ve patojen olabilecek etkenlere baghidir. Akua kiiltiirde
olusabilecek kimyasal maddelere bagl toksinlere bagli zehirlenmeler olabilecegi gibi
suda yasayan canlilarin (6zellikle alglerin) asir1 ¢ogalmalarina bagli olarak meydana
gelen kimyasal toksinler veya otrifikasyona bagli olumsuzluklar nedeni ile de toplu
Olimlerin zaman zaman ortaya c¢iktig1 goriilebilmektedir. Baliklarin yemlerinde
bulunmas1 gerekli olan maddelerin rasyonun hazirlanmasi esnasinda yanlis
hesaplanmasi veya eksik ilave edilmeside baliklarda bazi gelisme bozukluklarin ortaya
¢ikmasina neden olabilmektedir. Akarsu havzalarindaki su iriinleri iiretiminin yogun
bir sekilde yapildig: isletmelerde genellikle en 6nemli kayiplarinin baliklarda hastalik
olusturan patojen hastalik etkeni olan organizmalar tarafindan meydana geldigi ve
toplu oOliimler yiiziinden 6nemli ekonomik kayiplarin ortaya ¢iktigi bildirilmistir
(Roberts vd., 2001).

Balik hastaliklarinin seyri, ¢evresel faktorlere, patojen olan etkenin hastalik
yapabilme kudretine, baligin biinyesine ve beslenme durumu gibi bir dizi karmasik
biyokimyasal olaylarin etkilendigi bir siire¢ olup 6zellikle bulasici hastalik etkenleri
su Urlinleri tretiminde Onemli Olgiide smirlayici bir etkiye meydana getirdigi
bildirilmistir (Guijarro vd., 2015).

Balik  hastaliklar,  hastaliklar1 meydana  getiren  patojen  olan
mikroorganizmalarin etiyolojilerine gore siiflandirilmastir. Akraba
mikroorganizmalar tarafindan meydana getirilen bir¢ok hastalik etkeni birbirine yakin
ozellikler tasimakta olup, bu mikroorganizmalar arasindaki farkliliklarin dogru bir
sekilde tanimlanmasi ile hastaligin tedavisinin paralellik gosterdigi bildirilmistir.
Hastalik olusturan patojenik organizmalar orjinlerine gore parazitik, bakteriyal, viral

ve fungal etkenler olarak siniflandirildig: rapor edilmistir (Roberts vd., 2001).

1.1. Literatiir Ozeti

1.2. Bakteriyel Balik Hastaliklar:
Cok kiigiik canlilar olan bakteriler uygun ortamlarda ¢ok hizli ¢ogalma

kabiliyetinin yani sira hastalik yapabilme giiciine sahip olduklari hastalik vakalarindan



¢ok fazla rastlanilan ve izole edilen mikroorganizmalardir. Bazi bakteri tiirleri
yogurtun ve ekmeyin (hamurun) mayalanmasinda, bagirsak mikroflorasinda sindirimi
diizenleyici, bazi vitaminlerin {lretilmesinde gorevli, bazilar1 da patojen
mikroorganizmalarin {iremesini durduran ve/veya dldiiren antibiyotiklerin tiretilmesi
gibi genis bir yelpazede gorevli olan insan ve hayvanlarin saglikli yasamasinda fayda
saglamanin yani sira bazi bakteri tiirleri ise insanlarda ve hayvanlarda ciddi hastaliklar
meydana getirebilen 6liimciil canlilar oldugu rapor edilmistir (Roberts vd., 2001).

Psikrofilik (soguk seven) ve bazi mezofilik bakteri tiirleri 6zellikle konakgi
olarak baliklar1 tercih etmekte ve baliklardaki hastalik vakalarinin olusmasina sebep
olduklari tespit edilmistir. insanlarda ve memeli hayvanlarda yaygin olarak bulunan
mezofilik bakteriler bakteri tiirleri konak¢ilarini 6ldiirme giiciine sahipken, baliklarda
ise birkag tiir haricindeki bakterileri ise ¢evre sartlarindaki stres faktorleri ile birlikte
virillens kazandiklar1 takdirde baliklarda hastalik olusturarak ciddi ekonomik
kayiplara neden olarak siirdiiriilebilir su iriinleri iiretimini kisitlamaktadirlar.
Baliklarda hastalik olusturan bakterileri laboratuvar ortaminda teshisi i¢in enfekte
olmus baliklarin solungaglarindaki ve deri tizerindeki iilserlerden, dalak ve bobrek gibi
i¢c organlarindan uygun kati ve sivi besi yerleri kullanilarak bakterilerin tiretilmesi ve
iireyen mikroorganizmalarin tiir diizeyinde tanimlanmasi gerektigi bildirilmistir.
Laboratuvar ortaminda {reyen bakteriler boyama metotlart kullanilarak
boyanabilecegi ve boylece 151k mikroskobu altinda daha kolaylikla incelenebilecegi
bildirilmistir (Roberts vd., 2001).

Ulkemizde kiiltiirii yapilan 6nemli bir tiir olan gdkkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss) i¢ su baliklar1 tiretiminin biiyiik bir kismini olusturmaktadir.
Akuakiiltiir tiretiminin siirdiirebilirligini kisitlayan en Onemli sorunlarin basinda
hastalik etkenlerinden 6zellikle bakteriyel hastalik etkenleri gelmektedir. Baliklarda
hastalik vakalarindan izole edilen bakteriyel hastalik etkenlerin ¢cogunlugu aerobik Gr
(-) basiller olusturmaktadir. Akuakiiltiirde tathh su ve deniz baliklarinda Kkitlesel
Olimlere neden olan bakteriyel balik hastaliklar1 6nemli ekonomik kayiplar
olusturmaktadir. Baliklarda birkag¢ bakteri tiirii hari¢ hastalik yapan bakterilerin cogu
firsatci patojenler tarafindan uygun olmayan akuatik ¢evre sartlarindaki stres faktorleri
(ani sicaklik degisimi, organik ve kimyasal kirlenme, vs) gibi yiiziinden meydana

getirmektedir (Austin ve Austin, 1999; 2007; Buller, 2004). Hastalik vakalarindaki



balik Oliimlerinin nedeni enfekte baliklarin dokulardan mikroorganizmanin saf
kiltiirler halinde izolasyonu ve izole edilen bu izolatlarin identifikasyonu ile yapildigi
rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1999; 2007). Ayrica, bu firsatc1 bakteri
patojenlerinin suyun normal mikrobiyal fauna ve florasinda, deniz ve tathh su
baliklarinin bagirsak floralarinda, deri ve solungac yiizeylerinde normal olarak
bulunabilen predominant hastalik etkenleri oldugu ¢esitli kaynaklarda bildirilmistir
(Austin ve Austin, 2007; Austin ve AlZahrani, 2006; Kili¢ vd., 2007). Bu firsatg1
patojen etkenler, Gram negatif, hareketli, katalaz ve oksidaz testlerinde pozitif, O/F
glukoz testinde oksidatif reaksiyon veren bakteriler oldugu tespit edilmistir (Austin ve
Al-Zahrani, 2006; Kilig vd., 2007). Baliklarda goriilen Pseudomonad
enfeksiyonlarinin baslica etkeni olarak onceleri Pseudomonas anguilliseptica, P.
fluorescens ve P. chlorapsis rapor edilirken (Austin ve Austin, 1999; Frerichs ve
Roberts, 1989), son yillarda yapilan arastirmalarda farkli balik tiirlerinden ve diger su
canlilarindan P. pseudomallei, P. putrefaciens, P. stutzeri, P. putida ve P.
pseudoalcaligenes tiirlerinin izole edildigi de rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2007;
Buller, 2004). Ulkemizdeki kiiltiirii yapilan alabaliklardan bugiine kadar yapilan
calismalarda gesitli arastiricilar tarafindan Pseudomonas cinsi  bakterilerden
Pseudomonas sp. (Kili¢ vd., 2007; Mefut vd., 2007; Aydin, vd., 2005). P. fluorescens
(Akayl ve Timur, 2004, Ozer vd., 2008), P. putida (Altmok vd., 2006; Ozer vd., 2008;
Kayis vd., 2009), P. luteola (Altinok vd., 2007; Kayis vd., 2009), P. aeruginosa ve P.
oruzihabitans (Ozer vd., 2008) izole edildigi rapor edilmistir. Gokkusag1 alabalig
kiiltiir balik¢iliginda motil Aeromonas enfeksiyonlarina siklikla karsilasilmaktadir.
Motil Aeromonas enfeksiyonlar1 baliklarin yogun stoklamasina ve suyun organik
yiikiindeki artiga bagl olarak %98’e varan 6liim nedeni ile biiyiik ekonomik kayiplara
neden oldugu ve tatli su baliklarinda hemorajik septisemi ile seyreden enfeksiyonlara
neden oldugu bildirilmistir (Munro, 1982; Diker, 1999). Baliklarda enfeksiyona neden
olan firsatc1 patojenlerin organik atiklarla kirlenmis sularda bol miktarda bulundugu
bildirilmistir. Ayrica, Aeromonas cinsine ait bu firsat¢1 patojenlerin tuzlu sularda dahil
her tiirlii su kaynaklarinda bulundugu bildirilmektedir (Mascher, 1990; Diler ve
Altun,1994). Japonya’da 1974 yilinda sarikuyruk baliklarinda Lactococcus garvieae
epizootiklerinin yiiksek miktarda oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Austin ve

Austin, 1999; Kusuda vd., 1991; Kusuda ve Salati, 1999). Diinyanin degisik cografik



bolgelerindeki tathi su baliklarinda ve deniz balik tiirlerinde Lactococcocus garvieae
(=Synonim Enterecoccus seriolicida)’nin hastalik olusturdugu bildirilmistir (Austin
ve Austin, 1999; Chen, vd., 2001; Eldar ve Ghittino, 1999; Kusuda vd., 1991; Muzquiz
vd., 1999, Schmidt vd., 2001). ispanya, italya, Portekiz, Ingiltere, Fransa, Avustralya,
Giiney Afrika ve Asya iilkelerindeki gokkusagi alabalik ¢iftliklerinde kok hastaliginin
etkeni olan L. garvieae 'nin enfeksiyonu meydana getirmis oldugu birgok arastirmaci
tarafindan rapor edilmistir (Carson vd., 1993; Chang vd., 2002; Eldar ve Ghittino,
1999; Eldar vd., 1999; Ravelo vd., 2001). Ayrica, kok hastalik etkenin zoonos (insana
bulasabildigi) oldugu ve insanlardaki hastalik vakalarindan izole edildigi de
bildirilmistir (Mofredj vd., 2000; James vd., 2000; Vela vd., 2000, Yiu vd., 2007
Zlotkin vd., 1998). Onceden Streptococcus garvieae olarak tanimlanan L. garvieae,
orjinelinde Ingilteredeki mastitisli ineklerin meme enfeksiyonlarindan ilk kez izole
edilmistir (Collins vd., 1983). L. garvieae ile enfekte ¢ig balik eti tiiketilmesiyle
insanlarda sporadik vakalara rastlandig1 bildirilmistir (Wang vd., 2007). Ulkemizin
Ege bolgesindeki gokkusagi alabalik isletmelerinde 2001 yilinda Streptococcozis
enfeksiyonlar1 ortaya ¢ikarak yiiksek mortaliteye neden oldugu bildirilmistir (Altun
vd., 2004; Cagirgan ve Tanrikul, 1997; Diler vd., 2002). Ulkemizde gokkusag: alabalik
isletmelerinde son yillarda ortaya ¢ikan L. garvieae’nin etkeni oldugu streptococcosis
enfeksiyonlar1 hizli bir yayilim gdstermekte, toplu o6liimler olugsmakta ve biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Ulkemizde bu giine kadar; Kubilay ve ark.,
(Kubilay v., 2005)’1 Lactococcus garvieae suslarinda antimikrobiyal duyarliliklarinin
belirlenmesi, Tiire, (Tiire, 2012) PFGE metodu kullanilarak Lactococcus garvieae’nin
genetik ¢esitliliginin ve yayilimimin belirlenmesi, Oztiirk ve ark, (Oztiirk vd., 2013)
Tiirkiye’nin orta Karadeniz bolgesindeki gokkusagi alabaliklart (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum, 1792)’nda laktokokkozis ve Lactococcus garvieae etkeninin
antimikrobiyal duyarliligi, Cagirgan (Cagirgan, 2004) Tiirkiye’den izole edilen
Lactococcus garvieae’larin biyotiplendirilmesi, Konya Bdlgesindeki gokkusa
alaballgt (Onchyrnus mykiss) ciftliklerinden Lactococcus garvieae izolasyonu,
identifikasyonu ve fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesi, patojen mikroorganizmalarin
tespiti ve antibiyotik duyarlilik diizeylerinin belirlenmesi (Aksit ve Kum, 2008) gibi

aragtirmalar yapildig: bildirilmistir. Hastalik etkenlerinin antibiyotiklere kars1 hizli bir
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sekilde diren¢ kazanmasi ve tedavide basarisizliklara neden olmasi nedeni ile yeni
bilimsel ¢alismalarin yapilmasini zorunlu hale getirmektedir.

Gokkusagr alabaligr farkli boydaki baliklarda stres faktorlerine bagl olarak
meydana gelen hastalik vakalarinda toplu Oliimler yiiziinden biiyiikk ekonomik
kayiplara neden olan Gram negatif bakteriyel balik patojenlerinden biri olan Y. ruckeri
tarafindan meydana getirildigi bildirilmis ve antibiyogram test sonucglarina gore farkl
antibiyotikler farkli diizeylerde direnc sekillendigi rapor edilmistir (Cagirgan &
Tanrikul, 1998; Balta vd., 2010; 2016). Kiiltiir balik¢iliginda, hastaliklarin tedavisinde
gelisi giizel antibiyotik kullanimi bazi problemleri beraberinde getirmektedir.
Antibiyotikler, uygun siire ve dozda kullanilmadig1 takdirde bakterilerde bu
antibiyotiklere karst gegici (biyokimyasal) ve kalict (genetik) direng
sekillenebilmektedir. Bu durum ise daha sonraki hastalik vakalarinda meydana gelen
ayni enfeksiyonun sagiltiminda basarisizliga ve antibiyotik kalintis1 gibi problemlere
neden oldugu rapor edilmistir (Cagirgan & Tanrikul, 1998; Balta, 1999; Balta &
Cagirgan, 2007; Balta & Cagirgan, 2010; Balta, 2016; Balta & Dengiz Balta, 2019;
Onuk vd., 2015; 2017; Duman vd., 2017; Dingtlirk & Tanrikul, 2021). Bakteriyel
hastaliklarin tedavisinde antibiyogram testi yapildiktan sonra kemoterapotik
maddelerin kullanimi1 6nerilmelidir. Hastalik vakalarinda baliklarin erken muayene
edilmesi ve hastalik etkeninin erken teshis edilmesi, uygun tedavi yapilmasi i¢in
antibiyogram testin yapilmasi basari sansini artiracaktir. Tedavi igin gerekli dnlemler
alinmaz ise uygun kemoterapotikler kullanilmazsa biiyiik ekonomik kayiplarin ortaya
¢ikmasi kacinilmaz olacaktir. Baliklarda hastalik olugturmasi yani sira toprakta, dogal
su kaynaklarinda, kontamine et, siit ve market baliklar1 gibi gidalarda bulunmasi
nedeniyle bu iirlinlerin insanlarda tarafindan tiiketilmesi ile 6zellikle direng genlerinin
insan patojenlerine plazmit araciliyla aktarilmasina ve 6zellikle firsatci patojen olan P.
aeruginosa‘nin hasta insanlarda kemik, goz, kulak, kistik fibroza ve deri
enfeksiyonlarina neden olmasi nedeniyle oldukca 6nemli bir patojendir.

Ulkemizde 1970’1i yillarda gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss),
karasal tabanli isletmelerde {iretilirken, 1990’11 yillardan sonra 6zellikle Karadeniz’de
ve baraj gollerinde yiizer ag kafeslerde yetistirilen bir balik tiiriidiir. Ulkemizde kiiltiirii
yapilan gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) hastalik meydana getiren

onemli balik patojenleri arasinda Aeromonas, Pseudomonas, Yersinia, Citrobacter,
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Vibrio, Flavobacterium ve Lactococcus cinslerine ait bakteriyel etkenler cesitli
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Balta vd., 2016; Balta ve Dengiz Balta,
2017; Duman vd., 2017). Hastaliklarin tedavisi amaci ile gelisi gilizel antibiyotik
kullanimi antibiyotiklere kars1 direng gelistirmesi sonucu lireticilerin ciddi ekonomik
kayiplara maruz kaldigi, alabaligin dogal bagirsak florasinda bulunup antibiyotik
kullanimu ile direngli hale gelen Staphylococcus aureus ve Lactococcus garvieae gibi
bakterilerin olusturduklar1 enterotoksinler ile insanlarda 6nemli zoonoz hastalik
problemlerine neden oldugu bildirilmektedir. Ayrica, balik bagirsak mikroflorasinda
bulunan bakterilerin bobrekler ve dalak gibi organlara ve oradan da kas dokusuna
gecerek enzimatik etkiler ile et kalitesini bozulmasina neden oldugu bildirilmistir.
Gokkusagt baliginin siirdiiriilebilir {iretimini sinirlayan en énemli sorunlar; su kalite
kriterleri ve patojenik hastalik etkenlerin oldugu bildirilmistir. Bu baglamda, su
kalitesindeki olumsuz degisimlere bagli olarak bakteriyel hastalik riski genellikle
rapor edilmistir (Austin ve Austin, 2012; Timur ve Timur, 2003). Kiiltiir deniz
baliklarinda bakterilerin sebep oldugu balik patojenlerinden birinin Vibrio cinsine ait
Vibrio anguillarum oldugu bildirilmistir. Yilan baliklarindaki bir epizootiden ilk kez
hastalik etkeni olarak izole edilen etken Bacterium anguilarum olarak tanimlanmustir.
Baltik denizindeki hastalikli yilan baliklarindan izole edilen etken Vibrio anguillarum
olarak isimlendirilmistir (Austin ve Austin, 1987). Aragtirmacilar, V. anguillarum’un
taksonomisi, klasifikasyonu ve karakterizasyonu iizerine bir¢cok calisma yapmis,
Vibrio tiirlerinin ilgili bakteriler arasindaki filogenetik iliskilerini belirlemek igin 5S
rRNA gen sekanslarinin kullanimi ile Vibrio cinsinin Listonella cinsine transfer
edilmesi gerektigi, Vibrio anguillarum isminin Listonella anguillarum olarak
kullanilmas1 gerektigi onerilmistir (MacDonell ve Colwell, 1985). V. anguillarum
(Listonella anguillarum) Vibrionaceae familyasi, Proteobacteria grubu, Gamma
altboliimii altinda smiflandirilan bir bakteri olarak kabul edilmis ve Listonella
anguillarum isminin arastirmacilar tarafindan yaygin olarak kullanilmamasi nedeniyle
giiniimiizde hala Vibrio anguillarum olarak yaygin bir sekilde kullanildig:
bildirilmistir (Austin ve Austin, 1999). Vibrio izolatlarin1 isimlendirmede
serotiplendirme tiir ayrimi i¢in en giivenilir alternatif araclardan biri oldugu
bildirilmektedir. Deniz suyundan ve hastalikli baliklardan izole edilen V.

anguillarum’a ait toplam 23 O-serotipi oldugu bildirilmistir (Grisez ve Oliever, 1995;
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Kitao vd., 1983; Pedersen vd., 1999; Serensen & Larsen, 1986). Diinyada O1, O2 ve
O3 serotiplerin baliklarda 6liimlerden sorumlu oldugu, fakat O1 ve O2’nin ise en
viriilent serotipler oldugu rapor edilmistir (Pedersen vd., 1999). Levrek baliklarinda
serotip Ol, alabaliklarda ise Serotip Ol ve O2’nin 6liimlerden sorumlu oldugu
bildirilmistir (Toranzo ve Barja, 1990; Toranzo vd., 1997). Ulkemizde, hastalikli
gokkusag1 alabaligindan izole edilen V. anguillarum suslarinin serotip O1 oldugu
bildirilmistir (Tanrikul, 2007; Tanrikul & Gultepe, 2011).

Baliklarda hastalik olusturan kok enfeksiyonlarmi Lactococcus cinsine ait 7
tiirlinlin mevcut oldugu Tablo 2’de verilmistir. Bu tilirler arasinda baliklarda
Laktokokkozis hastalik etkeni olarak tanimlanan tek tiiriin Lactococcus garvieae
oldugu bildirilmistir (Cai vd., 2011). Genetik ¢aligmalar sonucunda elde edilen ve gen
banka yiiklenmis Lactococcus garvieae genomik verilerinin analiz edildigi bir
calismada ortalama niikleotid kimlik degerlerinin sonuclarina gére dort farkli grubun
veya alt grubun oldugu rapor edilmistir (Kumru, 2021). Son arastirmalar tabloda
mevcut olmayan Lactococcus petauri’nin de baliklarda hastalik yaptigi farklh
calismalarda bildirilmistir (Altinok vd., 2022; Saticioglu vd., 2023).

Tablo 5. Kok hastalik etkenlerinin taksonomik olarak siniflandiriimas: (URL-3)

Alem : Bacteria
Alt Alem: Posibacteria
Sube : Firmicutes

Smif  :Bacilli
Takim : Lactobacillales
Aile : Streptococcaceae

Genus : Lactococcus

Tiir: Lactococcus chungangensis
Tiir: Lactococcus fujiensis

Tiir: Lactococcus garvieae

Alt Tiir: Lactococcus lactis cremoris
Alt Tiir: Lactococcus lactis hordniae
Alt Tir: Lactococcus lactis lactis
Alt Tiir: Lactococcus lactis tructae

Tiir: Lactococcus lactis

Tir: Lactococcus piscium
Tir: Lactococcus plantarum
Tur: Lactococcus raffinolactis

Tiirkiye’de ilk defa Ege Bolgesindeki bir gokkusagi alabaligi isletmesinde
2001 yilinda hastalik vakasindan Lactococcus garvieae’nin varligi rapor edilmistir
(Diler vd., 2002). Hastalik 6zellikle su sicakliginin 18-24°C’ye ulastigi yaz aylarinda

%60-80’ler diizeyinde Oliimler meydana getirdigi ve Onemli ekonomik kayiplara
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https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956097
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956114
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956133
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956239
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=956535
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962800
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962797
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962795
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969505
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969508
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969506
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=969507
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962799
https://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=962796

neden oldugu rapor edilmistir (Balta vd., 2019; Eldar vd., 1999; Diler vd., 2002,).
Ayrica, son arastirmalar kok hastaligi etkeni olarak Lactococcus petauri’de farkli
aragtirmacilar tarafindan tespit edilmistir (Altinak vd., 2022; Saticioglu vd., 2023)

Yapilan caligmalarda hastalikli baliklarin yem almadiklari, sersem bir sekilde
su yiizeyinde durduklari, yiizmede anormallik, goziin korneasinda konjesyon,
solunga¢ lamellerinde kanama, yiizgeglerin tabaninda, burun etrafinda, goziin
cevresinde ve cene altinda noktasal kanamalar, dalak, bobrek, ve karaciger tizerinde
nokta vari kanamalar, dalagin biiyiimiis oldugu, hava kesesinin siskin ve yangili
oldugu, bagirsagin sulu ve sarimsi bir digk ile gergin oldugu bildirilmistir (Balta vd.,
2019; Durmaz vd, 2015).

Sekil 3. Kanli agarda kok hastalik etkeni Lactococcus spp.’nin goriiniimi

Ulkemizde kiiltiir balikgiligi yapilan isletmelerde genellikle gokkusagi
alabaligi tretimi yapilmaktadir. Dogu Karadeniz Bolgesindeki Borgka Baraj
Goliindeki farkli zamanlarda ¢ok sayida gokkusagi alabaligi ciftliginde ortaya ¢ikan
hastalik vakalarindan fakiiltemiz hastalik laboratuvarina getirilen 6rnekler arasindan
kok hastalik etkeni tespit edilerek bu tez ¢alismasinda kullanilmigtir. Kok hastaliginin
etkeni oldugu diisiliniilen Lactococcus spp. suslart ozellikle akarsuyun sicakliginin
arttigt yaz mevsiminde Kitlesel 6liimlere neden oldugu tespit edilmistir. Hastalik
vakalarindan tipik hastalik belirtisi gosteren baliklarin bobrek ve dalak gibi i¢
organlarinda mikroskobik olarak goriilen bakterileri iiretmek icin TSA ve TSB’a
ekimler yapilmigtir. Ekim yapilan besi yerleri 20°C’deki sogutmali inkiibatdrde

inkiibasyona birakilmigtir. TSA besi vasatlarinda saf olarak tireyen koloniler %5
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koyuni ilaveli kanli agara ekilmistir. Kok izolatlarinin kanli agarda hemoliz olusturup
olusturmadigi kontrol edilmistir. Kanli agardaki saf kiiltiirden biyokimyasal testleri
yapilmak {izere api 20 strep test Kitlerine gecilmistir. Api 20 strep test sonuglari

bulgular kisminda Tablo 11°de verilmistir.
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2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Materyal

2.1.1. Bahk Numunelerinin Toplanmasi

Dogu Karadeniz Bolgesindeki Artvin iline baglh Borgka baraj golii iizerinde
kurulmus Kuzuoglu AS. ait 7 farkli gokkusagi alabalik isletmesinden 2022-2023
yillar1 arasinda bir y1l boyunca her ay 6rnekleme yapilmistir. Barajda isletmeye ait
farkl1 noktalarda kurulu ciftlikler tekne yardimi ile gezilere hastalik semptomu
gosteren baliklar toplanip strofor kopiiklerde buz ile uygun sartlarda laboratuvara
getirilmistir.

Balik 6rneklemesi yapilirken hastalik vakalarinda 6len baliklarin ile benzer
belirtileri gosteren heniiz 6lmemis baliklarin toplanip ve uygun prosediire gore
laboratuvara sevk edilmesine dikkat edilmesine 6zen gosterilmistir. Her 6rnekleme
esnasinda en az 10’ar adet balik 6rneklenmesi i¢in hastalik ¢ikan havuzlardaki hastalik
belirtisi gosteren tercihen halsiz, istahsiz, renkte kararma, gozlerde tek veya cift tarafli
ekzofthalmus belirtileri olan ve 6lmek iizere olan gokkusagi alabaliklari segilerek
laboratuvara gonderilmesi gerektigi iireticiye bildirilmistir. Tez ¢alismasi siiresince
her ay iki 6rnekleme gergeklestirilmistir. Tez ¢aligmasi siiresince 24 kez drneklenme
yapilmis ve her seferinde bir isletmeden 3 kafesten 30 adet balik toplam 210 adet
hastalikli balik numunesi kontrol edilmistir. Her bir kafesten yapilan ekimlerden
iireyen bakteri izolatlarina bir numara verilmistir. Hastalik baliklarin muayeneleri
sonunda gozlemlenen dis ve i¢ belirtiler kaydedilmistir. Tespit edilen hastalik

semptomlar1 bulgular kisminda verilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. Bakteriyel Patojenlerin izolasyonu

Fakiiltemiz Hastaliklar Laboratuvarina getirilen hastalikli  gokkusagi
alabaliklar1 solungaglarindan ve deriden alinan kazint1 6rnekleri ile bagirsak igerikleri
151k mikroskop altinda muayene edilmistir. Tipik hastalik semptomlar1 gosteren

baliklarin otopsisi yapilarak i¢ organlarin genel goriiniimleri kaydedilmistir
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Dis bakida tipik hastalik semptomlar1 gosteren baliklarin i¢ organlari1 cerrahi
bir makas ile agilarak alevde steril edilmis 6ze yardimi ile bobrek ve dalaktan alinan
ornekler lam tizerine yerlestirilmis bir lop steril fizyolojik tuzlu su (FTS; %085 lik
NaCl) ile karistirilmigtir. Hazirlanan preparat 151k mikroskopunda 40°lik objektif
altinda bakterilernin varligi incelenmistir. Mikroskop sahasinda farkli sekillerde
hareketli veya hareketsiz bakterilerin varligi goriilmistiir. Her bir preparat fikse
edilmek amacryla ti¢ kez alevden gegilerek lama tespit edilmistir. Sogutulan preparat
Gram boyama prosediiriine uygun bir sekilde boyanmis alan iizerine 1 damla
immersiyon yagi damlatilarak mikroskobun 100’liik objektifte muayene edilmistir.
Immersiyon objektifle incelenen bakterilerin morfolojik 6zelliklerine gore bakterilerin
mor veya pembe renkte goriilenler izolatlar kayit edilmistir. Bakteri gozlenen balik
orneklerinin bobrek ve dalaklarindan uygun besi yerlerine ekim yapilmistir. Ozellikle
tipik hastalik semptomu gosteren baliklarin bobrek ve dalak gibi organlardan Tryptone
Soy Agar (TSA) ve Broth (TSB), Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Broht (BHIB)
gibi genel besi yerlerine alev ile steril edilmis 6ze yardimi ile ekim yapilmustir. Ekilen
besi yerleri 20+2°C’ye ayarlanmis olan sogutmali inkiibatore bakterinin tiremesi i¢in
en fazla 7 giin kadar bekletilmistir. Besi yerleri her giin iremenin olup olmadigi
kontrol edilmistir. TSA ve BHIA’da tireyen bakteri kolonileri mikroskopta hareketli
olup olmadig1 incelenmistir. Isik mikroskopunda hareket muayenesi yapmak iizere
hazirlanan preparat muayene sonrast havada kurutulmustur. Gram boyama yapmak
i¢in alevden gegirilerek lama tespit edilmistir. Boyama islemi sonrasi lam iizerine
immersiyon yagi dokiilerek Gram boyama sonuglari kayit edilmistir. TSA’da iireyen
saf bakteri kolonilerinden alinan 6rnekler ile %3 H202 dokiilii lam iizerinde katalaz
testi ve ayirag dokiilmiis siizme kagitinda oksidaz testi yapilmustir. Saf olarak Triptik
Soy Bbroth ve Agarada iireyen bakteriler saflagtirildiktan sonra %20 gliserol igeren
ependorf tliplere aktarilip homojenize edilerek daha sonra ¢alisilmak iizere -80°C’deki
derin dondurucuda stoklanmustir. Yapilan bu kontroller sonucunda bakteri izolatlarinin
her biri i¢in ayr1 kod verilerek stoklanmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda toplam 44
adet izolat bu tez ¢aligmasinda kullanilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan izolatlara
ait bilgiler; 6rneklemenin yapildigi baraj (sehir), 6rnekleme tarihi, ekim yapilan organ

ve bakteri izolatlarina ait verilen kod numaralar1 Tablo 6’da verilmistir.
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Tablo 6. Gokkusagi alabliklarindan izole edilen bakterilerin kokenlerine ait bilgiler

No izolat kodu Kafes No Organ Ciftlik Konumu Tarihi

1 KOO01 SDK2 Bobrek Artvin / Borgka 26.06.2022
2 K002 CK13 Bobrek Artvin / Borgka 26.06.2022
3 KOO03 LBK2 Bobrek Artvin / Borgka 26.06.2022
4 KO04 YAK9 Bobrek Artvin / Borgka 04.07.2022
5 KO05 EK5 Bobrek Artvin / Borgka 26.07.2022
6 KOO06 DK2 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
7 KOO07 EK4 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
8 KOO08 EK1 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
9 KO09 EK17 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
10 KO10 HK12 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
11 KO13 GK7 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
12 KO14 BK2 Bobrek Artvin / Borgka 22.08.2022
13 KO15 LBK5 Bobrek Artvin / Borgka 13.09.2022
14 KO18 HK2 Bobrek Artvin / Borgka 13.09.2022
15 K022 EK18 Bobrek Artvin / Borgka 13.09.2022
16 K023 EK12 Bobrek Artvin / Borgka 13.09.2022
17 K024 GK8 Bobrek Artvin / Borgka 31.09.2022
18 KO27 HK9 Bobrek Artvin / Borgka 03.10.2022
19 K030 HK3 Bobrek Artvin / Borgka 03.10.2022
20 K032 HK2 Bobrek Artvin / Borgka 03.10.2022
21 KO35 HK3 Bobrek Artvin / Borgka 12.11.2022
22 KO45 HK3 Bobrek Artvin / Borgka 12.11.2022
23 KO46 AK3 Bobrek Artvin / Borgka 12.11.2022
24 K048 CK15 Bobrek Artvin / Borgkaa 13.12.2022
25 KO50 GK3 Bobrek Artvin / Borgka 13.12.2022
26 KO51 AK3 Bobrek Artvin / Borgka 13.12.2022
27 KO52 EK5 Bobrek Artvin / Borgka 08.01.2023
28 KO53 EK12 Bobrek Artvin / Borgka 08.01.2023
29 KO61 GK8 Bobrek Artvin / Borgka 16.01.2023
30 K062 AK3 Bobrek Artvin / Borgka 16.01.2023
31 KO64 CK17 Bobrek Artvin / Borgka 08.02.2023
32 KO69 AK3 Bobrek Artvin / Borgka 08.02.2023
33 KO70 AKO9 Bobrek Artvin / Borgka 08.02.2023
34 KO71 GK2 Bobrek Artvin / Borgka 14.03.2023
35 KO72 GK3 Bobrek Artvin / Bor¢ka 14.03.2023
36 KO74 SCK10 Bobrek Artvin / Borgka 14.03.2023
37 KO80 CK17 Bobrek Artvin / Borgka 11.04.2024
38 K081 GK2 Bobrek Artvin / Borgka 11.04.2024
39 K082 DK2 Bobrek Artvin / Borgka 11.04.2024
40 K083 YAK2 Bobrek Artvin / Borgka 18.04.2023
41 K084 YBK2 Bobrek Artvin / Borgka 18.04.2023
42 KO88 YAK1 Bobrek Artvin / Borgka 06.05.2023
43 K089 SDK5 Bobrek Artvin / Borgka 18.05.2024
44 K090 SDK12 Bobrek Artvin / Borgka 18.05.2024

Tipik hastalik belirtileri gosteren gokkusagi alabaligindan TSA’da saf olarak
iireyen kolonilerden hareket muayenesi, Gram boyama testi, katalaz ve oksidaz testleri
yapilmistir. Saf kolonilerden alinan bakter izolatlar1 TSB’e ekilerek iiretilmis ve tez
calismasinda kullanilmak iizere %20 gliserol ilave edilmis 1,5’ luk eppendorf tiiplere 1
ml hacimde aktarilip stoklanmistir. Bakteri ve gliserol vorteks yardimiyla hizli bir

sekilde homojenlik saglanmistir. Her bir eppendorf tiip iizerine izolat kodu yazilarak
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etiketlenmis ve bilgisayarda gerekli bilgiler islenmitir. Etiketlenen eppendorf tiipleri -

80°C’deki derin dondurucuda stoklanmustir.

2.2.2. Geleneksel Identifikasyon Testler

2.2.2.1. Hareket Muayenesi

Gokkusagr alabaliklarin hastalik vakalarindan tipik hastalik semptomlar:
gosteren baliklarin bobreklerinden TSA besi yerlerindeki 24 saatlik kiiltiirlerinde
20°C’de sogutmali etiivde saf olarak izole edilmistir. Bu bakterilerin hareketli olup
olmadig1 kontrol etmek igin %0,85’lik FTS’den %70’lik alkolle temizlenmis lama bir
0ze yardimu ile bir lup ilave edilmistir. Steril bir 6ze ile TSA’da saf olarak liremis
kolonilerin birinden bakteri 6rnegi alinip lamdaki fizyolojik tuzlu su ile hafif bir
bulaniklik saglanmistir. Hazirlanan preperat 151tk mikroskobu sehpasina yerlestirilip
yeri belirlemek i¢in 4’liik ve 10’luk objektifler kullandiktan sonra 40°lik objektif
yardimu ile alan biiyiitiilerek bakterilerin hareketli olup olmadigina bakilmistir. Ayrica,
stipheli durumlarda sogutmali etiivde TSB besi yerine ekilen bakteri 6rnekleri temiz
lam tizerinde saatlik olarak steril 6ze direkt bir lup alinarak 40’lik objektifte kontrol

edilerek bakteri izolatlarinin hareketli olup olmadigi tespit edilmistir.

2.2.2.2. Katalaz Testi

Katalaz testi mikroorganizmalarin katalaz enzimine sahip olup olmadiginm
belirlemek i¢in yapilmistir. Besi yerinde saf olarak ¢ogaltilan bakteri kolonilerden
pasteur cam pipeti yardimi ile alinan bakteri 6rnegi %70’lik alkolle temizlenmis bir
lama damlatilan %3 ‘liik hidrojen peroksit (H20-) ile karistirilarak siispanse edilmistir.
Karistirma esnasinda oksijen gazinin serbest kalmasi nedeni ile olusan kabarciklarin
ortaya ¢ikmasi bakteri 6rneklerinin katalaz enzimine sahip oldugunu géstermistir. Bu
testin sonucunda gaz kabarciklart olusturanlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Gaz
kabarcig1 olusturmayan bakteri izolatlarinin katalaz test sonuglari ise negatif olarak
kayit edilmistir. Bu ¢alismada bakterilere yapilan katalaz test 6rneklerin test sonuglari

bulgura boliimiinde Tablo 5’de verilmistir.
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2.2.2.3. Oksidaz Testi

Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan oksidaz testi énemli bir kriterdir.
Bakterilerin bazilar1 tarafindan sentezlenebilen sitokrom oksidaz enziminin
aktivitesinin varligini belirlemek igin kullanilan bir testtir. Bakteri izolatlarina ait
orneklerin TSA’daki 12 saatlik taze ve saf kolonilerden steril pasteur cam pipeti
yardimi ile alinmustir. Oksidaz ayraci damlatilmis kurutma kagidigina pasteur cam
pipeti siiriilerek mor rengin ilk 5-10 saniye i¢inde meydana gelip gelmedigi
gozlemlenmistir. Siire sonunda olusan koyu mavi renk pozitif, test sonucunda geg
olusan mavi renk veya renk olusturmayan izolatlar ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan bakteri izolatlarinin oksidaz enzimine

sahip olup olmadina ait test sonuglari1 bulgular kismindaki Tablo 5’e kayit edilmistir.

2.2.2.4. Gram Boyama

Bakteriler hiicre duvarinin anatomik yapisindaki lipitlerin yapilarina gére gram
boyama sonunda mor veya pembe renklere boya almaktadirlar. TSA’da liremiz 24
saatlik kiiltiirlerden Gram boyama islemi sonunda bakterilerin iki gruba ayrildig: tespit
edilmistir. Boyama sonunda mikroskopun immersiyon objektifi kullanilarak (X100)
yapilan muayenede mavi-mor renge olarak goriilen bakterilerin Gram pozitif, boyama
islemi sonunda mikroskobik bakida kirmizi-pembe renge boyanmis olarak goériinen
bakteriler ise Gram negatif bakteriler oldugu kayit edilmistir.

Calismada kullanilan sogutmali etiivde TSA’da 12-24 saatte tiretilmis bakteri
izolatlarin saf kolonilerin birinden steril 6ze yardimu ile alinmistir. Alinan bu 6rnekler
onceden %70’lik alkol ile temizlenmis bir lama {izerine ilave edilmis %0,85lik bir lup
fizyolojik tuzlu su hafif bir bulaniklik olusturulmak iizere karistirilmistir. Hazirlanan
preparat oda sicakliginda veya 37°C’deki etiivde bekletilerek kurutulmustur. Sonra
kurutulmus preparatlar tiip alevinden ti¢ kez gegirilerek fiziksel fiksasyon islemi
gerceklestirilmigtir. Alevde tespit edilen preparatlar sogumasi igin bekletildikten sonra
ilk dnce kristal viyole soliisyonu damlatilarak bir dakika bekletilmistir. Preparat saf
suyla gecirilmistir. Iyot ¢dzeltisi preparat iizerine dokiilerek ile kaplanmis ve bir
dakika sonra saf su ile durulanmistir. Dekolorizasyon islemi i¢in %96lik etil alkol ile
preparat lizerine dokiilerek 10-15 saniye beklenmis ve tekrar nazikge saf sudan

gecirilmistir. En sonunda preparat safarin veya sulu fuksin soliisyonu ile 1 dakika
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stiresince boyanmistir. Boya saf sudan gegirilerek uzaklastirilmistir. Preparatlar oda
veya 37°C’deki etiivde kurulduktan sonra preparattaki boyanmis alan tizerine bir iki
damla immersiyon yagi damlattirilarak 151k mikroskobunun 100‘likk objektifinde
incelenmistir. Boyama sonrasi 1sitk mikroskobundaki boyali alandaki bakterilerin
sekillerine ve renklerine ait bilgiler katit edilmis ve bulgular boliimiindeki Tablo 5’de

verilmistir.

l / B Kristal Viyolet

,/ / B Lugol
[] Alkol
/ Sulu Fuksin
' r
4
: ) Gram Pozitif
- .. Gram Negatif
LY Ad
ov
Kristal Viyole (Mor Boya) € Lugol Uygulamasi © Alkol Uygulamasi © SuluFuksin veya Safranin
° Uygulamasi (Mordang (Dekolor?zasyon) (Pembe Kirmizi Boya) Uygulamasi

Sekil 4. Bakteri izolatlarinin Gram boyama islemine ait basamaklar: (Anonim)
(URL-4).

2.2.3. identifikasyonunda Kullamlan Biyokimyasal Testler

2.2.3.1. Triple Sugar Iron Agar

Hastalikli gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bakteriler tanimlanmasinda
kullanilacak biyokimyasal testlerden tiglii seker testi triple sugar iron agar (TSI,
Merck) yapilmistir. TSI agar besi yerinin iizerinde bildirilen prosediire gore hassas
terazide gerekli miktarda tartilan besi yeri 100 ml saf su i¢inde kaynatilarak eritilen
besi yeri 50°C’ye kadar 1litilan besi yerinin pH’s1 7,4+0,2’e ayarlanmistir. Besi yeri
burgu kapakli cam tiiplere 10 ml olacak sekilde cam pipet yardimu ile ilave edilerek
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan steril edilen TSI agar tiipleri yari yatirilarak dip
ve ylizey kismi esit olacak sekilde bir egim verilerek donmasi saglanmistir. Bu besi
yerlerin tizerine tarih yazilarak +4°C’deki buzdolabinda 1 ay kadar tez ¢alismasinda

kullanmak i¢in stoklanmustir.
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Triple sugar iron agar 6,5 gr
Saf su 100 ml
pH 7.4 40,2

2.2.3.2. Eskiilin Agar

[zole edilen bakteriler tanimlanmasinda kullanilmak i¢in eskulin agar (Biolab)
kutusunun iizerinde bildirilen prosediire gore hassas terazide tartilan eskiilin agar besi
ortamindan gerekli miktarda tartilarak 100 ml saf su igine ilave edilmistir. pH’y1
ayarlamak i¢in kaynatilarak eritilen ve 50°C’e ilitilan besi yerinin pH’s1 7,2+0,2’¢
Hanna marka pH metre ile ayarlanmustir. Besi yeri sogutulmadan hizlica 5 ml olacak
sekilde steril cam pipet yardimu ile burgu kapakli cam tiiplere ilave edilmistir. Bu besi
yerleri trans marka otoklav yardimu ile bir atmosfer basingda 121°C’de 20 dakikalik
bir zaman zarfinda sterilasyonu gerceklestirilmistir. Besi yerleri otoklavdan
¢ikartildiktan sonra yar1 yatik bir sekilde dondurulmustur. Katilastiktan sonra eskulin
agarlar gerekli bilgileri tizerine yazilmis ve buzdolabinda (+4°C) tez ¢alismasinda

kullanilmak tizere bir ay kadar saklanmustir.

Eskiilin agar 3,50r
Distile su 100 mi
pH 7,2+0,2

2.2.3.3. Simmon Sitrat Agar

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan simon sitrat agar (Himedia)
kutusunun tizerinde bildirilen prosediire gore hassas terazide tartilan gerekli miktar
100 ml’e saf suya ilave edilerek kaynatilmistir. Hazirlanan besi yeri 50°C’e kadar
iliklastirildiktan sonra pH 7,4+0,2’¢ ayarlanip sogumadan hemen cam pipet yardimiyla
burgu kapakli tiiplere 10 ml miktarinda ilave edildikten sonra trans marka otoklavda
121°C’de, bir atmosfer basingda ve su buhari yardimiyla 20 dakikalik bir zaman
zarfinda sterilasyonu saglanmistir. Besi yerleri otoklavdan ¢ikarilip yari yatik bir
sekilde katilasmasi igin birakilmistir. Bu besi yerleri buzdolabinda (+4°C) tez

caligmasinda kullanilmak {izere en fazla bir aylik zaman zarfinda saklanmistir.
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Simon sitrat agar 2,428 gr
Distile su 100 ml
pH 7,2+0,2

2.2.3.4. MR-VP Medium

Bakterilerin tamimlanmasinda kullanilacak olan MR-VP broth (Himedia)
kutusunun iizerinde bildirilen prosediire uygun bir sekilde hassas terazide tartilan
gerekli miktar1 erlendeki 100 ml’e saf suya ilave edilip ¢alkalanarak homojen olarak
eritilmistir. Hazirlanan besi yerinin pH 6,9+0,2°¢ ayarlandiktan hemen sonra cam pipet
yardimiyla burgu kapakl tiiplere 10 ml miktarinda ilave edilmistir. Trans marka
otoklavda 121°C’de, bir atmosfer basingda ve su buhari yardimiyla 20 dakika
stiresince steril edilmistir. MR-VP besi yerleri iizerine gerekli bilgiler yazildiktan
sonra en fazla bir aylik zaman zarfinda tazeli korunmasi amaciyla +4°C’deki

buzdolabinda saklanmuistir.

MR-VP medium 1,7gr
Distile su 100 ml
pH 6,9+0,2

2.2.3.5. Ure Testi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan {ire agar base (Himedia)
kutusunun tizerindeki prosediire gére hassas terazide tartilan gerekli miktar iire agar
base ve 95 ml distile su i¢inde eritilmek igin kaynatilmis ve 50°C’ye kadar
sogutulduktan sonra pH 6,8+0,2’e Hanna marka pH metre ile ayarlanmstir. Besi yeri
115°C’e ayarlanmis otoklavda 20 dakika siirede sterilasyonu gergeklestirilmistir.
Erlen mayerdeki besi yeri su sicakligi 50°C’e ayarlanmig calkalamali benmaride
ihiklastirildiktan sonra tip iki flow (iifler) kabinin altinda %40’lik steril iire
¢ozeltisinden 5 ml ilave edilmesi saglanmistir. Elle c¢alkalanip homojen olmasi
saglandiktan sonra besi yeri onceden otoklavda steril edilmis 20 ml cam pipet
yardimiyla 10 ml olacak sekilde tiiplere boliinmistiir. Besi yeri yar1 yatik olacak
sekilde diiz masa tizerine dizilerek tiiplerin katilagmasi saglanmistir. Bu besi yerlerinin
tizerine gerekli bilgiler yazilmig ve daha sonra tez ¢alismasinda kullanilmak tizere

buzdolabinda (+4°C) bir aylik zaman zarfinfda stoklanmugtir.
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Ure agar base 2,50r
Distile su 95 ml
pH 6,8+0,2

2.2.3.6. Jelatin Hidrolizasyon Besiyeri

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan jelatin agar kutusunun
tizerindeki prosediire gore hassas terazide tartilan gerekli miktarda jelatin, beef extract
ve pepton 100 ml saf suya katilarak besiyeri kaynatilmistir. Besi yeri 50°C’e kadar
iliklkastirildiktan sonra pH 7,2+0,2°e¢ Hanna marka pH metre ile ayarlanmistir.
Hazirlanan jelatin agar 20 ml’lik cam pipet yardimiyla 20 ml’lik burgu kapakl
sigselerin herbirine 10 ml miktarinda ilave edilmistir. Besi yeri trans marta otoklav
yardimiyla 121°C’de, bir atmosfer basincta ve su buhar1 yardimi ile 20 dakika siire ile
steril edilmistir. Jelatin agar biyokimyasal testler yapilana kadar en fazla +4°C’deki

buzdolabinda bir ay siire zarfinda stoklanmustir.

Jelatin 12 gr
Beef extract 1or
Pepton 1lor
Distile su 100 ml
pH 7,2+0,2

2.2.3.7. indol Besiyeri

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan indol besi ortami kutusunun
tizerindeki prosediire gore hassas terazide tartilan gerekli miktardaki pepton manyetik
karistiric1 lizerine yerlestirilen 100 ml saf su ile pepton manyetik bar yardimiyla
karistirilip homojen bir hale gelmesi saglanmistir. Besi yerinin pH’s1 7,2+0,2’e
ayarlanmak i¢in Hanna marka pH metre kullanilmistir. Erlen mayerdeki indol broth
20 ml’lik cam pipet yardimi ile 10 ml’lik burgu kapakli tiiplerin herbirine 5 ml
miktarinda dagitilmistir. Indol brothlar otoklavda 121°C’de, bir atmosfer basingta ve
su buhar1 yardimi ile 20 dakikada steril edilmistir. Besi yerleri otoklavdan gikartilip
oda sicakliginda sogutulduktan sonra bioyokimyasal testlerde tez c¢alismasinda
kullanilmak iizere buzdolabinda (+4°C) bir ay gibi bir siier zarfinda taze olarak

saklanmistir.
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Pepton lor
Distile su 100 ml
pH 7,2+0,2

2.2.3.8. Nitrat Besiyeri

Hassas terazide tartilan beef extract, pepton ve KNO3 icinde manyetik bar
bulunan 250 mI’lik erlen mayer manyetik karistirici {izerine yerlestirilmistir. Besi yeri
manyetik bar ile homojen karistirilmi saglanmigtir. Nitrat brothun Hanna marka pH
metre ile 7,0+0,2’e ayarlanmistir. Nitrat broth 20 ml’lik cam pipet yardimiyla 10 mli
miktarinda burgu kapakli tiiplere aktarilmistir. Besi yerleri trans marka otoklav ile
121°C’de, bir atmosfer basingta ve su buhari yardimi ile 20 dakikada steril edilmistir.
Besi yerleri +4°C’deki buzdolabinda biyokimyasal testler yapilana kadar bir ay

siiresince stoklanmustir.

2.2.3.9. O/F Basal Medium

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan indol besi ortami kutusunun
tizerindeki prosediire gore hassas terazide tartilan gerekli miktardaki O/F basal
medium (Himedia) saf suda ilave edilmistir. O/F medium 1sitmali menyatik
karistiricida 1s1 ve bar yardimi ile homojen hale getirilmistir. O/F medium 50°C
sogutulup pH 6,8+0,2’¢ Hanna marka pH metre ile ayarlanmistir. O/F medium trans
marka otoklav ile 121°C’de, bir atmosfer basingta ve su buhar ile 20 dakika siiresince
steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan ve 50°C’ye kadar sogutulan O/F medium
enjektore takilan 0,22 pm mebran filitreden gegirilerek 6nceden steril edilmis %10’ luk
glikozdan iifler kabin altinda 10 ml ilave edilmistir. Erlendeki O/F medium elle
calkalanip homojen olmsi saglanmistir. O/F medium sogumadan steril 10 ml’lik
tiiplerin her birine 5 ml miktarda steril uglu otomatik pipet ile tifler kabin altinda taksim
edilmistir. Kontaminasyon olup olmadigini1 kontrol etmek icin 24 saat siire zarfinda
tifler kabinde bekletilmistir. O/F medium besi yerleri biyokimyasal testlerde yapilana

kadar bir ay siiresince +4°C’deki buzdolabinda tutulmustur.

O/F Basal medium 0,94 gr
Distile su 90 ml
pH 6,8+0,2
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2.2.3.10. L-Arjinine

Hassas terazide tartilan decarboxylase broth base (himedia) ve L-arjinine
(himedia) i¢cinde manyetik bar bulunan erlen mayerdeki 100 ml saf suya aktarilmistir.
Isiticili manyetik karigtiricida karigtirilip homojen olmasi saglanmistir. Besi yerinin
pH’s1 6,0+0,2’e Hanna marka pH metre ile ayarlanmistir. Besi yerleri 20 ml’lik cam
pipet ile 5 mI’lik burgu kapakli siselerin herbirine 2 ml miktarinda bolinmiistiir. Besi
yerleri 121°C’deki otoklavda bir atmosfer basinc altinda su buhart yardimi ile 20
dakikada steril edilmistir. Besi yerleri biyokimyasal testlerde yapilana kadar taze

kalmasi i¢in +4°C’deki buzdolabinda bir ay siiresince bekletilmistir.

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Arjinine lgr

Distile su 100 ml
pH 6,8+0,2

2.2.3.11. L-Lysine Hydroclorid Testi

Hassas terazide tartilan decarboxylase broth base (himedia) ve L-Lysine
hydrocloride (Himedia) iginde manyetik bar bulunan erlen mayerdeki 100 ml saf su
icine aktarilmistir. Isiticili manyetik karistirict yardimiyla ile karistirilip homojen
olmasi saglanmistir. Besi yerinin pH’s1 6,0£0,2’¢ Hanna marka pH metre ile
ayarlanmistir. Besi yerleri 20 ml’lik cam pipet ile 5 ml’lik burgu kapakli siselerin
herbirine 2 ml miktarinda boliinmiistiirr. Besi yerleri 121°C’deki otoklavda bir
atmosfer basinc altinda su buhar1 yardimi ile 20 dakikada steril edilmistir. Besi yerleri
biyokimyasal testlerde yapilana kadar taze kalmasi i¢in +4°C’deki buzdolabinda bir

ay siiresince bekletilmistir.

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Lysine hydrocloride 1gr

Distile su 100 ml
pH 6,8+0,2

2.2.3.12. L-Ornithine Monohydroclorid Testi
Hassas terazide tartilan decarboxylase broth base (himedia) ve L-Lysine
hydrocloride (Himedia) erlendeki 100 ml saf su igine dokiilmiistiir. Isiticili manyetik

26



karistiricitda manyetik bar yardimi ile karistirilaip homojen olmasi saglanmistir. Besi
yerinin pH’s1 6,0+0,2’e Hanna marka pH metre ile ayarlanmistir. Besi yerleri 5 ml’lik
otomatik pipet ile 5 ml’lik burgu kapakli siselerin herbirine 2,5 ml olgiilerek
dagitilmistir. Besi yerleri 121°C’deki otoklavda bir atmosfer basinc altinda su buhari
yardim ile 20 dakikada steril edilmistir. Besi yerleri biyokimyasal testlerde yapilana

kadar taze kalmasi i¢in +4°C’deki buzdolabinda bir ay siiresince bekletilmistir.

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Ornithine monohydrocloride lgr

Distile su 100 ml
pH 6,8+0,2

2.2.3.13. %0 Tuzda Ureme Testi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan tuza duyarlilik testleri i¢in tuz
icermeyen peptunlu besi yerine tuz eklenmemistir. Bu amagla hazirlanan besi yerine
sadece saf suya pepton ilave edilmis ve karistirilarak homojen hale getirilmistir. Besi
yerinin pH’s1 7,2+0,2’e Hanna marka pH metre kulanilarak ayarlanmistir. Daha sonra
5 ml’lik otomatik pipet ile tiiplerin herbirine 2 ml miktarda dagitilmistir. Bu besi
yerleri 121°C sicakliktaki otoklavda 1 atmosfer basinc altinda su buhar1 yardimai ile 20
dakikada steril edilmistir. Tuz icermeyen bu besi yeri biyokimyasal testler yapilana

kadar en fazla bir aylik bir siire zarfinda +4°C’deki buzdolabinda saklanmuistir.

Pepton lor
Deistile su 100ml
pH 7,240,2

2.2.3.14. %1 Tuzda Ureme Testi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan tuz dayaniklilik testleri igin
peptunlu besi yerine farkli konsantrasyonlarda tuz eklenmistir. Bu amacla 1 gr tuz
(NaCl) ve 1 gr pepton hassas terazide tartilip 100 ml suya ilave edilmis ve karistirilarak
homojen hale getirilmistir. Besi yerinin pH’s1 7,2+0,2’¢ Hanna marka pH metre
kulanilarak ayarlanmistir. Daha sonra 5 ml’lik otomatik pipet ile tiiplerin herbirine 2
ml miktarda dagitilmistir. Bu besi yerleri 121°C sicakliktaki otoklavda 1 atmosfer

basinc altinda su buhari yardimu ile 20 dakikada steril edilmistir. Tuz testleri yapilana
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kadar bu besi yeri en fazla bir aylik bir siire zarfinda +4°C’deki buzdolabinda

saklanmustir.

NaCl lgr
Pepton lor
Distile su 100 ml
pH 7,2+0,2

2.2.3.15. %6°lik Tuzda Ureme Testi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilacak olan %6°lik tuz dayaniklilik testleri
i¢cin peptunlu besi yeri hazirlanmistir. Bu amagla 6 gr tuz (NaCl) ve 1 gr pepton hassas
terazide tartilip 100 ml suya ilave edilmistir. Besi yerinin homojen karisimi
saglandiktan sonra pH’s1 7,2+0,2’e Hanna marka pH metre kulanilarak ayarlanmstir.
Daha sonra 5 ml’lik otomatik pipet ile tliplerin herbirine 2 ml olacak sekilde
boliinmiistiir. Bu besi yerleri 121°C sicakliktaki otoklavda 1 atmosfer basinc altinda
su buhar1 yardimu ile 20 dakikada steril edilmistir. Tuz testleri yapilana kadar bu besi

yeri en fazla bir aylik bir siire zarfinda +4°C’deki buzdolabinda saklanmustir.

NaCl 1gr
Pepton 1lor
Distile su 100 ml
pH 7,240,2

Kasik methot kullanilarak bakterilerin tanimlanmas amaciyla yapilacak
biyokimyasal testlerdin sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in farkli besi ortamlarinda
inkiibe edilen bakteri izolatlarin meydana getirdigi kimyasal tepkimelerin tespit
edilmesi igin farkli kimyasal maddele kullanilarak hazirlamis ayiraglarin ihtiyag
duyulmaktadir. Bu ayiraglarin hazirlanma teknikleri asagida sirasiyla ayrinli bir

sekilde sunulmustur.
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2.2.4. Biyokimyasal Teslerin Ayraglar

2.2.4.1. Kovacs Ayraci

Indol besi yerlerine yapilan inokiilasyondan sonra iiremenin ikinci giiniinde
kovacs (Himedia) ayiract her bir tiipe 0,5 ml miktarinda ilave edilerek kimyasal
tepkimenin sonucu kaydedilmistir. indol tiipiiniin {ist kisminda meydana gelen pembe
(kirmizi/mor) bir renk halkasinin olusmasi bakterinin besi yerinin birlesiminde
bulunan triptofan’1 indole doniistirmiisoldugu i¢in testin sonucunu pozitif olarak kayit
edilmistir. Eger iki dakika igerisinde kirmizi/mor renk olusmaz ve sadece agik sari bir

halkanin varlig1 durumunda ise testin sonucu negatif olarak degerlendirilmistir.

2.2.4.2. Metil Red (MR) Ayraci

Besi yerinin bilesiminde bulunan glikoz sekeri besiyerine inokiile edilen
bakteriler tarafindan fermentatif metabolizma sonucu kullanilmasina bagli olarak
organik asitlerin olustugunu ve pH'da bir diisiisiin olusup olusmadigini belirlemek igin
yapilmaktadir. MR-VP besi yerlerine bakteri inokiilasyonundan sonraki ikinci
giinlinde iiremenin oldugu tiiplerin her birinden 1 ml bos bir tiipe aktarilmistir ve
tiiplerin igine 6-7 damla metil red ayiraci ilave edilmistir. Tiplerde kirmiz1 bir rengin
olusmas1 durumunda testin sonucunun pozitif olarak kabul edilmistir. Tiiplerde kirmizi
bir rengin meydana gelmemesi durumunda ise testin sonucunun negatif olarak kayit

edilmistir.

2.2.4.3. Voges Proskauer (VP) Ayraci

Bakterilerin  identifikasyonunda mikroorganizmalarin bazilart  glikozu
fermentasyonla pargalayarak acetylmethylcarbinol'u (acetoin) ortaya ¢ikarma
yetenegine sahip olup olmadiginin belirlenilmesinde kullanilan bir testdir. MR-VP
besi yerine bakteri inokiilasyonun sonra tiremenin ikinci giintinde MR testi i¢in alinan
her bir 1 ml’nin diginda kalan tiip tizerine VP ayracinin (%5 alfa-naftol) soliisyonundan
0,6 ml ve %40’lik KOH ¢o6zeltsinden 0,2 ml ilave edilmistir. Tiipler 20 dakika
sliresince iyice ¢alkalandiktan sonra kirmizi bir halkanin meydana gelmesi durumunda
test soucunun pozitif reaksiyon olarak kabul edilmistir. Kirmizi bir halkanin

olusmamasi1 durumunda test sonucu negatif bir reaksiyon olarak kayit edilmistir.
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2.2.4.4. Nitrat Ayraci

Mikroorganizmalarin idendifikasyonunda bakterilerin besi ortamindaki
nitratlar1 ayristirabilme yeteneginin olup olmadigini belirlemek ic¢in kullanilmistir.
Nitrat besi yerine bakteri inokiilasyonundan sonraki ikinci giiniinde tiremenin oldugu
her bir tiipe once Nitrat-A soliisyonundan (alfa naftilamin %0,5) sonra Nitrat-B
soliisyonundan (sulfanilik asit %0,8) pes pese her bir tiipiin i¢ine 0,5 ml otomatik pipet
yardimiyla eklenmistir. Eger besi yerine inokiile edilen bakterler tarafindan nitrat
nitrite indirgenir ise meydana gelen pembe-kirmiz renk pozitif bir tepkime olarak
kabul edilmistir. Renk olusmamasi ise nitratin nitrite indirgenemedigini gostermis ve

test sonucu ise negatif olarak kayit edilmistir.

2.2.4.5. Katalaz Ayraci

Hi¢ kullanilmamis bir lam {izerine %3’lik hidrojen peroksit (%3H202)
soliisyonu damlatilmistir. Alevden gegirilerek steril edilen pasteur pipeti yardimu ile
TSA besi yerindeki saf bakteri kolonilerinin birinden alinan bakteri &rnegi lam
tizerinde bulunan hidrojen peroksit karistirilma esnasinda kopiik seklinde oksijen
gazinin agiga ¢ikitigi goriilmesi testin sonucu pozitif olarak kabul edilmistir. Gaz
kabarciklarinin goriilmemesi durumunda ise test sonucunun negatif olarak kayit

edilmistir.

2.2.4.6. Oksidaz Ayiraci

Hazir olarak satin alinmis olan oksidaz ayraci (bioMerieux) kurutma kagidi
tizerine damlatilmistir. TSA’da tireyen saf bakteri kolonilerinden steril pasteur pipeti
ile alinan bakteri 6rnekleri oksidaz ayiract damlatilmis kurutma kagitina siiriilerek 5-
10 saniyede meydana gelen mor renk degisimine gore testin sonucu pozitif reaksiyon
olarak kay1t edilmistir. 10 saniyeden sonra olusan renk degisimi veya renk degisiminin

olmadig1 durumlar ise negatif deger olarak kayit edilmistir.
2.2.5. Bakteri izolatlarin Genomik DNA’larin Elde Edilmesi

Gokkusagi alabalikgi ciftliklerindeki hastalikli baliklarin i¢ organlarindan izole
edilen bakteri izolatlarnin DNA’sin1 ¢ikartmak igin 44 adet izolatin TSA besi
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yerlerindeki saf kolonilerden steril 5 ml TSB’¢ inokiilasyonu gergeklestirilmistir. TSB
besi yerleri 20+1°C’deki sogutmali etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmustir.

Pelet hiicrelerin elde edilmesi i¢cin TSB’de tireyen bakteriler 1,5 ml eppendorf
tiiplere aktarilmistir. Eppendorf tiipler 16000 x g’de 3 dakikada santrafiij edilerek
bakterilerin ¢oktiiriilmesi saglanmis ve sivi kisim atilarak pelet hiicreleri elde
edilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanarak bakterilerin tamami ¢oktiiriiliistiir. Boylece,
pelet hiicreler elde edilmistir. Bakteri izolatlarin kaynatma yontemi ile DNA’s1 elde
edilememistir. Bakteriler ait genomik DNA’lar1 elde etmek i¢in hazir kit satin
alinmistir. Bu amacla Promega firmasina ait mini genomik DNA saflastirma kiti
kullanilmustir. Bakteri DNA’lar1 Promega marka genomik DNA saflastirma Kiti
prosediiriindeki talimata uygun olarak elde edilmistir. Bu islem i¢in bakterilerin Gram

boyama testi sonuglarina gore hareket edilmistir.

2.2.5.1. Gr (+) ve Gr (-) Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

Pelet Hiicreleri
Eppendorf tiiplere 1 ml gece kiltiiriinii 13.000-16.000 x g'de 2 dakika boyunca
santrifiijlenerek ¢oktiirtilmiistiir.

Siipernatant1 atilmistir. Eppendorf tliplerin dip kisminda pelet kisim kalmistir.

A. Gram Pozitif Bakteriler I¢in
1. Gr (+) bakteri hiicreleri 480ul 50mM EDTA igerisinde pipet yardimiyla homojen
hale getirilmistir.
2. Litik enzimler her bir 6rnek i¢in eppendorf tliplere 120 pl eklelenerek nazikce
karistirilmastir.
3. Eppendorf tiipler 37°C'deki etiivde 50 dakika inkiibe edilmistir.
4. Eppendorf tiipler 16.000 x g'de 2 dakika santrifiij edilmistir ve siipernatanti
uzaklastirilmistir.

5. Sonra bakteri hiicrelerini par¢alama'ya adim 1’e (asagida) gecilmistir.
B. Gram Negatif Bakteriler I¢in

Adim 1, bakteri hiicrelerin par¢alamasi (asagidaki gibi) gergeklestirilmistir.

Hiicrelerin Lizis
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1. Eppendorf tiiplerdeki pellet tizerine 600 pl Cekirdek Lizis Soliisyonu eklenmistir.
Karistirmak i¢in yavasca pipetlenmistir.
2. Thermo Shaker marka ¢alkalamali inkiibatérde 80°C'deki eppendorf tiipler 5 dakika
inkiibe edilmistir ve ardindan oda sicakligina sogutulmustur.
3. Eppendorf tiiplere 3ul RNaz ¢ozeltisi eklenmistir. Karigtirilmig, Eppendorf tiipler
37°C'deki 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan oda sicakligina sogutulmustur.
Protein Cokelmesi
4. Eppendorf tiiplere 200ul protein ¢oktiirme soliisyonu ekleyimistir. Tiipler 20 sn
vortekslenmistir.
5. Tiipler buz i¢inde 5 dakika inkiibe edilmistir.
6. Eppendorf tiipler 16.000 x g'de 3 dakika boyunca santrifiijlemistir (DNA s1v1
kisimda).
DNA Coktiiriilmesi ve Rehidrasyonu
7. Siipernatant, 600ul oda sicakliginda izopropanol igeren temiz bir tiipe aktarilmis ve
Karigtirilmastir.
8. Yukaridaki pelet hiicrelerinde oldugu gibi santrifiijlenmis ve siipernatanti
bosaltilmistir.
9. Eppendorf tiiplere oda sicakliginda %70’lik etanol 600 pl eklenmis ve
Karistirilmistir.
10. Eppendorf tiipler 16.000 x g'de 2 dakika boyunca santrifiijlenmistir.
11. Etanolii aspire edilmis ve pelet 37 °C’de 15 dakika boyunca etiivde kurutulmustur.
12. Eppendorf tiiplerdeki DNA pelletine 100ul rehidrasyon soliisyonunda ilave edilmis
ve 1 saat boyunca 65°C'deki etiivde tutularak ¢ozdiiriilmiistiir.
Eppendorf tliplerdeki DNA oOrnekleri PZR testinde kullanilmak iizere -20

°C’deki derin dondurucuda stoklanmustir.

2.2.6. PZR’la Bakteri izolatlarinin Dogrulanmasi

izole edilen 44 adet bakteri izolatlarinin tanimlanmasinda 16S rRNA geninden
yararlanilmigtir. Promega marka kitin kilavuzuna uygun olarak hazirlanan DNA
ekstrakte. PZR ig¢in ileri ve geri evrensel bakteriyel primerler 27F (50-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-30) ve 1492R (50-GGTTACCTTGTTACGACTT-
30) kullanilmistir (Monciardini vd., 2002). PCR i¢in toplam 50 pul son hacim karigimi
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bir ortamda hazirlanmistir. Karisimin igerigi; 31,5 pl deionize saf su igine, 10X
standart taq reaction buffer (Biolabs) 5 ul, 25 mg MgCl:z (Biolabs) 4 ul, dNTP 4 pl,
evrensel primerlerden 27F 1 ul ve 1492R 1 ul, Taqg DNA polimerase (Biolabs) 0,5 pul
ve bakterinin genomik DNA’sindan 5 1 ul ilave edilerek son hacim toplami 50 pl
ayarlanmistir. BIO-RAD T100 Thermal Cycler cihazi amplifikasyon igin
kullanilmistir. Reaksiyon standart kosullar1 denatiirasyon, tavlama, uzama ve son
uzama islemleri takip edilmistir.

Bakteri izolatlarin DNA’s1 molekiiler tanimlamada oligonukleotid primerleri
ile 27-F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") ve 1492-R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3") spesifik olan iiniversal primerler kullanilmistir
(Monciardini vd., 2002). PZR tetsti sonunda agaroz jelde 1100 bp biiyiikliigiinde
tirtiniin goriilmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmistir. PZR testinde kullanilan
kimyasallarin adi ve konsantrasyonlarin miktarlari1 Tablo 7°de verilmistir. Primerlerin
erime sicakliginin (Tm) 6nceden yapilan benzer ¢alismalar degerlendirilmis ve erime
sicakligr 53°C olarak belirlenmistir. PZR testinde uygulanan dongii kosullar1 Tablo

8’de gosterilmistir.

Tablo 7. PZR testinde kullanilan kimyasallar ve konsantrasyon miktarlari

Kimyasallar Konsantasyon 16S rRNA
10X Go Taq Buffer Sul
MgCl, 25 mM 4 ul
dNTP karigimi 10 mM 4 ul
Primer R 10 pmol 1ul
Primer F 10 pmol 1pul
Total DNA 50 (ng/ml) Sl
Taq DNA Polimeraz 5 (U/ul) 0,5 ul
ddH:0 29,5 ul
Toplam 50 pl

Tablo 8. PZR testinde tiniversal primerlerin dongii kosullar

PZR Basamaklari Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3dk 1
Ayrilma 94 1,50 dk

Yapisma 48,5 1dk 36
Uzama 72 1,50 dk

Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 0
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PZR iirlinleri goriintiillemek i¢in %1’lik agaroz jel agar mikro dalga firinda 2
dakika kaynatilip 50°C’de 1liklastirildiktan sonra 5 pl etidiyum bromit ilade edilmistir.
Kiivete dokiiliip taraklar yerlestirilmis ve donmasi saglanmistir. PZR iiriiniinden alinan
6 ul DNA ile 3 pl boya otomatik pipet yardimi ile karisrilip agaroz jel elektroforezi
deki kuyucuklara ytiklenmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra elektirik akimi agilarak
30 dakika siire ile DNA’lar yiiriitiilmistiir. Yatay agaroz jel elektroforezde yiiriitiilen
PZR iirlinii UV lambalarina sahip transilliiminatdr yardimi ile DNA bantlarinin varligi

goriintiilenmistir.

2.2.7. Api 20 Strep Testinin Kullamlabilirligi

Tez galismasinda kullanmak i¢in -80°C saklanan bakteri izolatlar1 derin
dondurucudan ¢ikartilip triptik soy agarda yeniden tretilmistir. Saf olarak TSA’da
tireyen 24 saatlik izolatlarin kolonilerine hareketsiz, gram (+), katalaz (-) ve oksidaz (-
) olan bakteri izolatlar1 %5 koyun kan igeren kanli agara (KA) ekilmistir. Izolat
numaralar1 kanl agarin {izerine yazilmistir. EKilen kanli agarlar 25+1°C’de sogutmali
inkubatdrde inkiibasyona birakilmistir. KA’da saf olarak tireyen bakteri kolonilerin 48
saat sonunda hemoliz olusturup olusturmadigi kontrol edilmistir. Kok olarak izole
edilen bakterilerin biyokimyasal testleri api 20 strep test (BioMérieux, Fransa) Kitleri
kullanilarak yapilmistir. Api 20 strep test Kiti kullanim klavuzunda belirtildigi sekilde
bakleri izolatlarindan hazirlanan siispansiyon otamatik pipet yardimi ile kuyucuklara
inokiile edilmistir. Inokiile edilen api 20 strep test kitleri 25+1°C’lik sogutmali
inkiibatore yerlestirilmistir. Api 20 strep test kitleri farkli saatlerde kontrol edilmis ve
kuyucuklarda olusan renk degisimi gozle kontrol edilerek negatif ve pozitif sonuglar
kaydedilmistir. Test kuyucuklarin bazilarina gerekli ayiraglar 24 saat sonunda etiivden
cikartilip kuyucuklarin ilgili kuyucuguna birer damla olarak damlatilmistir.
Biyokimyasal reaksiyonlar 10 dakika beklenildikten sonra renk degisimine gore
pozitif veya negatif olarak kaydedilmistir. Api 20 strep testindeki seker testleri 48 saat
sonra olusanan sar1 renge donmiis olanlar pozitif (+) veya kirmizi renkte kalanlar ise
negatif (-) olarak degerlendirilmistir. TSA’daki izolatlardan hazirlanan
siispansiyonlarin API 20 strep test kitine inokiilesiyondan hemen sonra cekilen ilk

goriintii Sekil 5’de verilmistir.
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GLYG

Sekll 5. Api 20 strep test kitinde kok izolatinin inkiibasyondan sonraki ilk gortiiniimii

2.2.8. Antibiyogram Testi

Bu calismada Borgka baraj goliindeki hastalik vakalarindan Fakiiltemizin
Hastalik Laboratuvarina getirilen gékkusagi alabaliklarin bobreklerinden triptik soy
agara (TSA) ekim yapilmistir. Hastalik vakalarindaki oOliimleri durdurmak ve
baliklarin tedavilerinin yapilabilmesinde kullanilacak kemoterapotik maddelerin
belirlenmesi i¢in TSA’da saf olarak izole edilen 44 adet izolatin her birine igin ayri
ayr1 anti-biyogram testi yapilmistir. Izolatlarm TSA’daki 12 saatlik taze kiiltiirlerinden
0ze yardimiyla birka¢ saf koloniden alinan bakteri FTS (%0,85 NaCl) igceren 3 ml
tiiplere ilave edilmis ve McFarland No: 0,5 bulanikligina homojen gelene kadar
vortekslenmistir. Onceden otoklavda sterilize edilmis ve steril plastik petrilere
dokiilerek +4°C’de tutulan Mueller hinton agar (MHA) buzdolabindan ¢ikartilip
36°C’deki etiivde 20 dakika nemi alindiktan sonra McFarland No: 0,5 bulanikligina
ayarlanmig bakteri slispansiyondan 200 ul dokiiliip cam baget ile MHA besi yeri
yiizeyine kuruyana kadar yayilmistir (Onalan vd., 2020).

Bioanalyse marka 8 diskli antibiyotik dispanseri (disk dagitict) yardimiyla
MHA iizerine antibiyotik diskleri dagitilmistir. Inokiilasyon sonrast MHA besi yerleri
22+2°C’de 18 saat liremeye birakilmistir. Kemoterapide kullanilacak antibiyotik
disklerin MHA besinde meydana getirmis oldugu zon ¢aplar1 dijital bir kumpas
yardimiyla olgiilerek zon ¢aplar1 kaydedilmistir. Antibiyogram test sonucunda 6l¢iiliip
kayit edilen veriler Tablo 9’daki verilen standart inkiibasyon zon ¢aplar araliklarina
gore karsilastirilarak degerlendirilmistir. Antibiyogram test sonucu izolatlarinin
antibiyogram testi duyarlilik profillerine ait veriler bulgular boliimiinde Tablo 6’da
sunulmustur. Antimikrobiyet test sonucu bakteri izolatlarinin tedavisinde kullanilacak
olan kimyasal maddelerin etkili olup olmadigina ait bilgiler Tablo 13°de verilmistir.

Tez ¢alimasinda kullanilan bakteri izolatlar1 National Committee for Clinical
Laboratory (1997) tarif ettigi standart disk difiizyon yontem kullanilarak

antimikrobiyel etkinligi test edilmis ve test sonuglar1 degerlendirilmistir. Tez
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calismasinda antimikrobiyel testleri igin, ampisilin (10ug), amoksiklin(10ug),
eritromisin(15ug), enrofloksasin (5 ug), florfenikol (30 pg), oksitetrasiklin (30ug),
oksolinik (2pg), trimetoprim-sulfametoksazol (25ug), trimetoprim-sulfadiazine (30

ug) gibi antibiyotik diskleri kullanilmistir.

Tablo 9. Antibiyotik disklerin konsantrasyonlari ve zon ¢api sinir deger araliklari

Standart inhibisyon Zon Cap1 (mm)

Antimikrobiyel ajanlar Disk Konsantrasyonu
OH H Referanslar

Ampisilin AM 10 pg <13 14-16 =17 NCCLS, 1997
Amoksisilin AX 10 pg <13 14-17 =18 NCCLS, 1997
Doksisiklin DO 30 g <10 11-13 >14 NCLSI, 2013
Enrofloksasin ENR 5 ug <16 17-20  >21 NCCLS, 1997
Eritromisin E 15 g <13 14-22  >23 NCCLS, 1997
Florfenikol FFC 30 pg <14 15-18 =19 NCCLS, 1997
Flumequin FLM 30 pg <10 11-12 =13 NCCLS, 1997
Oksitetrasiklin T30 pg <14 15-18  >19 NCCLS, 1997
Trimethoprim+Siilfafadiazine TS 30 pg <12 13-16 =17 NCCLS, 1997
Trimethoprim+Sulfamethaksazol =~ SXT 25 pg <10 11-15 =16 NCCLS, 1997

D: Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
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3. BULGULAR

3.1. Hastalikh Gokkusag1 Alabah@indaki Klinik Bulgular

Hastaliga yakalanan baliklarda tipik hastalik belirtisi olarak istahsizlik, bas,
g0z ve ylizgeg tabanlarinda kanama, ekzoftalmus (tek veya cift tarafli), semptomlar
gosterdigi tespit edilmistir. Hastalikli gokkusagi alabaliklarin su yiizeyinde halsiz bir
sekilde yiizdiikleri, havuzun durgun kismina toplandiklar1 ve suyun havuzdan g¢iktigi
yere yigilmis olduklart gozlenmistir. Hastalikli baliklarin otopsisinde i¢ organlarin
kanamali oldugu, karacigerin solgun oldugu, vakalrin ¢ogunda karaciger {izerinde,
plorik ¢ekumlarda ve hava keseside yaygin bir sekilde noktasal kanamalarin mevcut
oldugu tespit edilmistir. Bagirsaklarin gergin oldugu, bagirsak iceriginin beyaz veya
bazen sarimsi bir sivinin bulundugu goriilmiistiir. Baz1 vakalarda tiim bagirsagin
yaygin bir sekilde kanamalli oldugu tespit edilmistir. Kok hastaligina yakalanmig
gokkusag1 alabaliginin dis goriinimii Sekil 6°da ve otopsi goriinimii iseSekil 7°de

sunulmustur.

-~

Sekil 6. Gokkusagi alabaliginda kok hastaliginin tipik dis semptomlar: (Orijinal)
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Sekil 7. Gokkusagi alabaliginda i¢ organlardaki kok hastaliginin belirtileri (Orijinal)

3.2. Geleneksel Idendifikasyon Test Sonuglar

Bu tez ¢alismasinda Borgka baraj goliindeki gokkusag: alabalik isletmelerden
fakiiltemiz laboratuvara gonderilen balik 6rneklerinin bobreklerinden izole edilen 44
adet bakteri izolatt kullanmilmistir. Hastalik vakalarindan izole edilen bakterin
tanimlanmasinda ilk Once hareket muayenesi, Gram boyama, katalaz ve oksidaz
testleri yapilmistur. Bu bakteri izolatlarina geleneksel klask fiziksel ve biyokimyasal
testler yapilmigtitir. Tez ¢alismasinda kullanilan bakteri izolatlarinin ait fiziksel ve

biyokimyasal testler sonuglar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. Bakteri izolatlarina ait fiziksel ve biyokimyasal test sonuglari

Baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina verilen kod numarasi

Karakter

KO-14

Sekli
Hareket
Gram
Katalaz
Oksidaz
OF

H-S
indol - - - - - - - - - - - - -
Lysin
Ornitin
Avrjinin
Nitrat
MR testi
VP testi
SS testi
Eskulin
Hemoliz
%0 NaCl
%I1NaCl
%6NaCl
+20°C
+25°C
+36°C

+ + . x|Ko-01
v+ + x|K0o-02
+ + + x| ko-03
+ + . x|Ko-04
+ ++ x| ko-05
+ + 1+ x| ko-06
v+ x| ko-07
+ ++ x| ko-08
+ + x| KOO9
+ ++ x|ko-10
v+ x| Ko-11
v+ x|ko-12
¢+ + 0 ®x|Ko-13

-n
T
n

o+ o+
o+ o+
o4 o+
o4 o+
o4+ o+
o o+
o+ o+
o4+ o+
o4+ o+
o+ o+
o4 o+
o+ o+
o4+

+ R +
+ R +
+ R +
+ 2 +
+ R +
+ 2 +
+ 2 +
+ R +
+ R +
+ R +
+ 2 +
+ R +
+ R +

+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
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Tablo 10. (Devami). Bakteri izolatlarina ait fiziksel ve biyokimyasal test sonuglari

Karakter

Baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina verilen kod numarasi

KO-28

Sekli
Hareket
Gram
Katalaz
Oksidaz

OF

H2S
Indol
Lysin
Ornitin
Arjinin
Nitrat
MR testi
VP testi
SS testi
Eskulin
Hemoliz
%0 NaCl
%I1NaCl
%6NaCl
+20°C
+25°C
+36°C

X| KO-15

+

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

X| KO-16

Vo4

+ 2 + +

+ + + +

x| KO-17

Vo4

+ 2 + +

+ + + +

~| KO-18

Vo4 o

+ + +

+ 4+ + +

~| KO-19

+

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

X| KO-20

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

X| KO-21

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

~| KO-22

o4 1

+ 2 + +

+ 4+ + +

~] KO-23

+

o4 1

+ e + +

+ 4+ + +

~| KO-24

+

o4 1

+ e + +

+ 4+ + +

~] KO-25

+

Vo4 o

+ 2 + +

+ 4+ + +

~] KO-26

+

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

x| KO-27

Vo4 o

+ 2 + +

+ + + +

Karakter

Baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina verilen kod numarasi

<t
[92]

KO-35

KO-36

KO37

KO-38

KO-39

KO-40

KO-41

KO-42

KO-43

KO-44

Sekli
Hareket
Gram
Katalaz
Oksidaz

OF

H.S
indol
Lysin
Ornitin
Avrjinin
Nitrat
MR testi
VP testi
SS testi
Eskulin
Hemoliz
%0 NaCl
%I1NaCl
%6NaCl
+20°C
+25°C
+36°C

~| KO-29

+

4o

+ 2 + +

+ 4+ + 4+

~| KO-30

+

4o

+ 2 + +

+ 4+ + 4+

A1 KO-31
A1 KO-32

+

[ S ) 1

+ 2 + +

+ 4+ 4+ +

+

o4

+ 2 + +

+ + + +

A KO-33

+

[

+ 2 + +

+ + + +

©]
X
K

+

o4 1

+ e + +

+ 4+ + 4+

[ ] 1

+ 2 + +

+ 4+ + 4+

o4+

+ 2 + +

+ + + +

[

+ 2 + +

+ + + +

[

+ 2 + +

+ 4+ + 4+

[ ] 1

+ 2 + +

+ 4+ + 4+

o4

+ 2 + +

+ 4+ 4+ +

o4

+ 2 + +

+ 4+ 4+ +
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3.3. Api 20 Strep Test Sonuglari

Bu tez ¢alismasinda PZR testi ile dogrulanmis olan 18 adet Lactococcus sp.
tespit edilmistir. Api 20 strep testi yapilan izolatlarin biyokimyasal test sonuglari
asagida ayritili olarak verilmistir. Voges Proskuer (VVP) izolatlarin hepsinde pozitif
reaksinon meydana getirmistir. Hippurat hidroliz (HIP) KO-09, KO-18 ve KO-19 nolu
izolatlarda negatif iken diger izolatlarin hepsinde pozitif olarak belirlenmistir. Eskulin
hidroliz (ESC) ve Pirrolidonil arilamidaz (PYRA) test sonuglarinin biitiin izolatlarda
pozitif oldugu tespit edilmistir. a-Galaktosidaz (-GAL) KO-13, KO-18 ve KO-19 nolu
izolatlarda pozitif reaksiyon olusturmasina karsin diger 15 izolatin ise negatif oldugu
belirlenmistir. izolatlarin hepsinde B-Glukuronidaz (B-GUR) test sonuglarinin negatif
oldugu tespit edilmistir. -Galaktosidaz (B-GAL) ve Alkalin fosfataz (PAL) testlerinde
KO-09, KO-13, KO-18 ve KO-19 nolu izolatlarin test sonuglarinin pozitif olmasina
karsin diger 14 adet izolatin negatif sonus verdigi belirlenmistir. Losin arilamidaz
(LAP) izolatlarin hepsinin pozitif oldugu belirlenmistir. Arjinin dihidrolaz (ADH),
Riboz (RIB) ve Mannitol (MAN)tiim izolatlarda pozitif olmasina karsin Arabinoz
(ARA) ve Inulin (INU) biitiin izolatlarin negatif oldugu tespit edilmistir. Sorbitol
(SOR) KO-13 ve KO-21 kodlu izolat 6rneklerinde pozitif diger 16 adet izolatin ise
negatif reaksiyon verdigi belirlenmistir. Laktoz (LAC) KO-03, KO-13, KO-18, KO-
19, KO-21, KO-22, KO-25 ve KO-26 kodlu izolat ornekleri pozitif iken diger
izolatlarin ise negatif oldugu belirlenmistir. Trehaloz (TRE) ve Amigdalin tim
izolatlarin pozitif reaksiyon verdigi tespit edilmistir. Rafinoz (RAF) KO-03, KO-04,
KO-13, KO-18, KO-19 ve KO-21 nolu izolatlarin pozitif reaksiyon vermesine karsin
diger izolatlarin ise negatif oldugu tespit edilmistir. Glikojen (GLYG) KO-04 nolu
izolatin pozitif reaksiyon verirken diger 17 adet izolatin ise negatif oldugu
belirlenmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan kok izolatlarin hepsi alfa hemoliz meydana
getirdigi tespit edilmistir. Hastalikli alabaliklarin dalak ve bobrek gibi i¢ organlarindan
tiretilen bakteri izolatlar1 genelde 7143111 ve 7143511 profili olusturdugu tespit
edilmistir. Referans izolat olarak kullanilan L. garvieae (ATCC43921) ile yapilan api
20 strep test kitindeki kuyucuklara ayiraglar ilave edilmeden 6nceki ve ilave edildikten
15 dakika sonraki biyokimyasal testlerin sonuglari Sekil 9°da verilmistir. Bakteri
izolatlarin api 20 strep test kiti kuyucuklarina ilavesine ait ilk goriintii Sekil 10°da

verilmistir. Tez ¢alismada testi yapilan kok izolatlarina ait api 20 strep testinin (24
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saat) sonra ayiraglar dok dokiildiikten ve en az 10 dakika beklendikten sonraki olusan

goriintiilerin bazilar1 Sekil 11°de sunulmustur.

- V dln

é@"ﬁﬁﬁ“ﬁﬁm;ﬁ“

v oW

Sekil 8. L. garvieae referans izolatina (ATCC43921) ait API 20 Strep testinde
ayiraclar dokiilmeden onceki ve dokiildiikten sonraki biyokimyasal testlerin
sonuglart (Orijinal)

gorunti

Sekil 10. Api 20 sterp kitine ayiraglarin ilavesinden 10 dakika sonraki goriintii
(Orijinal)
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Tablo 11. Kok izolatlarin Api 20 strep kitindeki biyokimyasal test sonuglari

L. garvieae izolatlarinin API 20 strep test sonuglari

Izolatin
odi 2298252223053 3528248% 3
T w x PR Padcx s dF = Z (_DI T
KO-01 + + + + - - - - + 4+ + - + - - + - - 4+ - q
KO-02 + + + + - - - - + 4+ + - + - - + - - 4+ - q
KO-03 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - 4+ + - + + - 0
KO-04 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - - 4+ - + + + 0
KO-05 + + + + - - - -+ 4+ + -+ - -+ - -4+ a
KO-06 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - - 4+ - - 4+ - 0
KO-07 + + + + - - - -+ 4+ + -+ - -+ - -+ -0
KO-08 + + + + - - - -+ 4+ + -+ - -+ - -+ -0
KO-09 + -+ + - - 4+ 4+ + 4+ + - + - -+ - - 4+ - 0
KO-13 + + + + + - + 4+ + 4+ + - + + 4+ + - + + - 0
KO-18 + -+ + + -+ 4+ + 4+ + -+ - 4+ + - o+ + - 0
KO-19 + - + + + - + 4+ + 4+ + - + - 4+ + - o+ + - 0
KO-20 + + + + - - - -+ 4+ + - o+ - -+ -+ o+ - 0
KO-21 + + + + - - - -+ 4+ + - + + 4+ + -+ + - 0
KO-22 + + + + - - - -+ 4+ + - + - 4+ + - -+ - q
KO-25 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - 4+ + - - + - q
KO-26 + + + + - - - - 4+ 4+ + - + - 4+ + - - + - 0
KO-33 + + + + - - - -+ 4+ + - 4+ - -+ - -+ - g
Ref. + + + + - - - - 4+ 4+ + - 4+ - - 4+ - 4+ + -

VP: Voges Proskuer, HP: Hippurat hidroliz, ESC: Eskulin hidroliz, PYRA: Pirrolidonil arilamidaz, a-GAL: o-
Galaktosidaz, B-GUR: B-Glukuronidaz, f-GAL: B Galaktosidaz, PAL: Alkalin fosfataz, LAP: Losin arilamidaz,
ADH: Arjinin dihidrolaz, RiB: Riboz, ARA: Arabinoz, MAN: Mannitol, SOR: Sorbitol, LAC: Laktoz, TRE:
Trehaloz, INU: Inulin, RAF: Rafinoz, AMD: Amigdalin ve GLYG: Glikojen.

3.4. PZR Uriinlerin Sekans Analiz Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilmak iizer bakteri izolatlarinin kit yardimi1
ile ¢cikartilan DNA’lar1 PZR testi ile elde edilen PZR firiinler hizmet alim1 yolu ile
okutumak {izere sekan analizine i¢in Solver ArGe sirketine gonderilmistir. Gonderilen
PZR firiinlerinin tek tarafli okuma sonuglar1t GenBank Nucleotide BLAST sisteminden
karsilastirilarak bakterilerin identifikasyonlar1 gergeklestirilmistir. PZR {iriinlerinin
GenBank Nucleotide BLAST sisteminde elde edilen benzerlik indeksleri ve

idendifikasyon ait isimler Tablo 12’de verilmistir.
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Tablo 12. GenBank veri sisteminde PZR trtinlerin benzerlik oranlarinin

karsilsatirilmasi

No Tamimlanan izolat ismi GenBank Kayit No  Benzerlik (%0)
K001 Lactococcus garvieae MT573633.1 %99,34
Lactococcus petauri CP045924.1 %99,33
KO02 Enterococcus sp. LC484773.1 %83,96
Enterococcus casseliflavus MH899230.1 %83,96
KOO03 Lactococcus garvieae MT597623.1 %98,91
Lactococcus petauri 0K326448.1 %99,01
KO04 Lactococcus garvieae MT573780.1 %99,24
Lactococcus petauri CP146746.1 %99,12
KO05 Lactococcus garvieae MT597623.1 %98,08
Lactococcus petauri CP045924.1 %98,16
KOO06 Lactococcus garvieae MT573633.1 %96,99
Lactococcus petauri CP146746.1 %96,78
KOO07 Lactococcus garvieae MT573633.1 %96,06
Lactococcus petauri CP045924.1 %96,13
KOO08 Lactococcus garvieae MT573706.1 %98,94
Lactococcus petauri CP146746.1 %99,06
KO09 Lactococcus garvieae MT573780.1 %97,84
KO13 Carnobacterium maltaromaticum MT631976.1 %99,01
Carnobacterium maltaromaticum HE999757.2 %99,34
KO14 Delftia tsuruhatensis KF358269.1 %98,18
K015 Enterococcus hermanniensis 00Q569416.1 %97,75
Enterococcus pallens 0OP358133.1 %97,75
Enterococcus pseudoavium MT597577.1 %96,20
K024 Lactococcus garvieae MT573633.1 %97,54
Lactococcus petauri CP146746.1 %97,63
KO27 Lactococcus garvieae MT597623.1 %97,04
Lactococcus petauri CP045924.1 %96,84
KO30 Lactococcus garvieae MT573633.1 %98,61
Lactococcus petauri 0K326376.1 %98,61
K032 Lactococcus lactis subsp. lactis HMO004215.1 %98,90
Lactococcus lactis MT573832.1 %98,90
KO45 Lactococcus garviea_e MZ514086.1 %98,91
Lactococcus petauri 0K326448.1 %98,80
Pseudomonas fragi AB685653.1 %98,78
K046 Pseudomonas lundensis PP725226.1 %98,36
Pseudomonas psychrophila LC508012.1 %98,56
Chryseobacterium sp. HM629415.1 %98,07
K048 Kaistella carnis CP034159.1 %97,75
Kaistella polysaccharea CP084528.1 %96,30
KO50 Lactococcus garvieae MT573633.1 %96,98
Lactococcus petauri CP045924.1 %96,97
KO51 Lactococcus garvieae MW785581.1 %98,37
Lactococcus petauri CP045924.1 %98,47
KO52 Pseudomonas fragi PP725232.1 %98,50
Pseudomonas psychrophila JQ782901.1 %98,18
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Tablo 12. (Devami). GenBank veri sisteminde PZR iiriinlerin benzerlik oranlarinin

karsilsatirilmasi

No Tanimlanan Izolat ismi GenBank Kayit No  Benzerlik (%)
KO53 Pseudomonas fragi _ PP725234.1 %98,06
Pseudomonas psychrophila MT555373.1 %98,16
KO61 Carnobacterium maltaromaticum KT351715.1 %98,72
Carnobacterium maltaromaticum MW555186.1 %98,92
KO62 Pseudomonas fluorescens ON597452.1 %99,03
Pseudomonas canadensis PQ061494.1 %99,13
KO64 Pseudomonas putida MT790733.1 %98,49
Pseudomonas laurentiana MT626819.1 %98,48
Aeromonas rivipollensis ON479621.1 %98,29
K069 Aeromonas hydrophila ON337505.1 %97,97
Aeromonas media JQ781548.1 %98,37
KOT70 Lactococcus garviea_e MT573633.1 %97,31
Lactococcus petauri CP045924.1 %97,31
KOT71 Aeromonas salmonicida subsp. achromogenes KF413416.1 %97,84
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida CP048223.1 %97,94
KO72 Yersinia ruckeri CP163503.1 %98,71
Aeromonas media MK656372.1 %96,30
KO74 Aeromonas rivipollensis CP027856.1 %96,02
Aeromonas hydrophila ON337505.1 %96,02
KO80 Klebsi_ella pneumonia MZ389250.1 %98,38
Klebsiella aerogenes CP048598.1 %98,28
K083 Aeromonas sobria KF554426.1 %98,92
K084 Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida JX164203.1 %98,94
K088 Aeromonas veroni? MN582973.1 %98,92
Aeromonas hydrophila KC202281.1 %98,92
KO89 Citrobacter werkma|_1ii MN611471.1 %88,24
Enterobacter asburia OK271409.1 %90,18
Citrobacter werkmanii MN611471.1 %91,47
K090 Enterobacter asburia 0OK271409.1 %90,55
Citrobacter tructae MN093886.1 %86,63

Tez ¢aligmasinda sekans analizine gonderilen PZR iirlinlerinin tek tarafli
okuma sonuglarina gore, KO01, KO03, KO04, KO05, KO06, KO07 KO08, KO24,
K027, KO30, KO45, KO50, KO51 ve KO70 Lactococcus garvieae veya Lactococcus
petauri KOO9 Lactococcus garvieae oldugu tespit edilmistir. KO02 Enterococcus sp.
veya Enterococcus casseliflavus oldugu, KO15 Enterococcus hermanniensis, E.
pallens veya E. pseudoavium, KO89 ve KO90 izolatinin Enterobacter asburia
olabilecegi, KO89 Citrobacter werkmanii ve KO90 Citrobacter werkmanii veya
Citrobacter tructae benzer oldugu, KO13 ve KO61 Carnobacterium maltaromaticum,
K014 Delftia tsuruhatensis, KO32 Lactococcus lactis subsp. lactis veya Lactococcus
lactis oldugu, KO46 Pseudomonas fragi, Pseudomonas lundensis veya Pseudomonas
psychrophila, KO52 ve KO53 Pseudomonas fragi veya Pseudomonas psychrophila,

K062 Pseudomonas fluorescens veya Pseudomonas Canadensis, KO64 Pseudomonas

44



putida veya Pseudomonas laurentiana, KO48 Chryseobacterium sp. Kaistella carnis
veya Kaistella polysaccharea, KO69, Ko74 Aeromonas rivipollensis, Aeromonas
hydrophila veya Aeromonas media, KO71 ve KO84 Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes ve Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, KO72 Yersinia ruckeri,
KO80 Klebsiella pneumonia veya Klebsiella aerogenes, KO83 Aeromonas sobria,
KO88 Aeromonas veronii ve Aeromonas hydrophila oldugu belirlenmistir. KO10,
KO18, KO22, KO23, KO35, KO73 KO74 KO81 ve KOS82 izolatlarinin triinleri
okunmadig1 ve bu durum DNA’larin saf olarak izole edilemis olduguna baglanmistir.

Bakteri izolatlarindan KO13 GenBankta Carnobacterium maltaromaticum
olarak tespit edilmistir. ABD, Virginia eyaletindeki ticari bir su iirlinleri yetistirme
tesisinden 6lmekte olan gokkusagi alabaligi Oncorhynchus mykiss'in arka bobreginden
ve derisinden elde edilen bakteri olan Carnobacterium maltaromaticum, ABD'de ve
diinya genelinde somon baliklarinda yeni ortaya ¢ikan bir patojen olarak kabul edildigi
rapor edilmistir (Smith vd., 2023). Pasifik Kuzeybatisi'ndan Laurentian Biiyiik Goller
havzasinda Gram pozitif atipik laktobasil tarafindan yapilan enfeksiyonlarin dogal ve
kiiltiirti yapilan Oncorhynchus spp. ana¢ baliklarindaki bazi 6liimlerle iliskili olan
hastalik etkeninin Carnobacterium cinsine ait oldugu rapor edilmistir. Bakteriyolojik
olarak incelenen 1564 gokkusagi ve Celikbas gokkusagi alabaligi (O. mykiss), coho
somonu (O. kisutch) ve Chinook somonu (O. tshawytscha) arasindan, 51 enfekte
baligin bobreklerinden, dalagindan, yiizme kesesinden ve/veya dis lilserasyonlarindan
57 Carnobacterium spp. Izolati elde edilmistir. Fenotipik ve biyokimyasal
karakterizasyon, kismi 16S rDNA dizilimi ve 30 temsili izolatin filogenetik analizleri
29'unun Carnobacterium maltaromaticum ve 1'inin C. divergens olarak tanimladigi
bildirilmistir. C. maltaromaticum enfeksiyonlari, psodokidney hastaligina 6zgi
belirtilerle iligkilendirildigi, ancak zaman zaman nefrokalsinozisin karakteristik
ozelligi olan biiyiik histopatolojik degisiklikleri gosteren baliklarda da gézlemlendigi
rapor edilmistir. C. maltaromaticum enfeksiyonlariin Biiyiik Goller havzasinda
yasayan Oncorhynchus spp.nin hem vahsi hem de ¢iftlik yumurtlama
popiilasyonlarinda yaygin oldugu bulunsa da enfeksiyonun yaygimlig: balik cinsine ve
tiirline, cinsiyete ve zamana gore onemli 6lciide degistigi tespit edilmistir (Loch vd.,

2011)
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Bakteri izolatlarindan KO14 GenBankta Delftia tsuruhatensis olarak tespit
edilmistir. Delftia tsuruhatensis, Comamonadaceae familyasindan Gram negatif,
cubuk seklinde, katalaz ve oksidaz pozitif, hareketli bir bakteridir. ilk olarak 2003
yilinda Japonya'daki bir atik su aritma tesisinden izole edilmistir. D. tsuruhatensis
firsatg1 bir patojen oldugu bildirilmis ve tiim insan enfeksiyonlar1 saglik hizmetleriyle
iliskili oldugu rapor edilmistir (Ranc vd. 2018). Delftia tsuruhatensis suslar1 ilk kez
camurdan izole edildigi, su sistemlerinde, balik bagirsaklarinda ve firsat¢i bir insan
patojeni olarak ilole edildigi rapor edilmistir (Chaires vd., 2022).

Bakteri izolatlarindan KO15 Enterococcus hermanniensis, Enterococcus
pseudoavium veya Enterococcus pallens olarak tespit edilmistir. Enterococcus
hermanniensis, kopek bademciklerinden izole edilen bir mikroaerofil, Gram pozitif,
kok seklindeki bakteridir (Koort vd., 2004). Enterococcus pseudoavium, sigir
mastitisinden izole edilen mikroaerofil bir hayvan patojenidir (Collins vd., 1989).
Enterococcus pallens, Enterococcus cinsinin dort sar1 pigmentli iiyesinden biridir.
Insan patojeni olarak izole edildigi bildirilmistir (Lévesque, vd., 2016). Ulkemizde
hastalikli gokkusagi alabaliklarda izole edilen E. faecalis ve E. faecium bakterilerin
ticari yem kaynakli oldugu rapor edilmistir (Kumru vd., 2024).

Pseudomonas fragi’nin vahsi tip suslar1 floresansiz ve hareketsiz oldugu
bildirimesine ragmen floresan olan atipik P. fragi suslarn ¢ig siitten ve bozulmus
baliklardan izole edilmistir. Bununla birlikte, su ana kadar incelenen P. fragi suslarinin
bliyiik cogunlugu kameili oldugu, ancak bu kamgili suslarin hareketliligi kolayca tespit
edilemedigi bildirilmistir (Liao, 2006). Ulkemizdeki gokkusag1 alabalig ¢iftliklerinde
yapilan arazi c¢aligmalardan izole edilen 90 adet Pseudomonas susundan 4’{iniin
Pseudomonas fragi susu oldugu bildirmistir (Duman vd., 2021). Ayn ¢alismada bir
susun Pseudomonas lundensis olarak izole edildigi rapor edilmistir. Iran'in
kuzeyindeki bir gokkusagi alabaligi ciftliginde 2017 sonbaharinda bir hastalik
vakasindan izole edilen Pseudomonas psychrophilais'in baliklarda hastaligin yeni bir
etiyolojik etkeni olduguna dair diinyadaki ilk rapor olarak sunulmustur. (Haghighi,
2021). Hastalikl1 gokkusagi alabaliklarin (45-107 gr) istahsiz, uyusuk ve haftalik 6liim
orani %10 oldugu rapor edilmistir. Baliklarda koyu pigmentasyon, ekzoftalmi,
ylizgeclerin tabaninda kanama ve doku hasar1 gibi dis belirtilerin yani sira dalakta

biiylime, solugun karaciger ve sarimsi siviyla dolu bagirsak gibi i¢ belirtilerin varlig
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bildirilmistir (Haghighi, 2021). Baliklarda hastaliga neden olan Pseudomonad
enfeksiyonlarinin baslica etkeni Pseudomonas anguilliseptica, P. fluorescens ve P.
chlorapsis olarak ilkdnce rapor edilirken (Austin ve Austin, 1999), daha sonraki
arastirmalarda farkli balik tiirlerinden ve diger su canlilarindan P. pseudomallei, P.
putrefaciens, P. stutzeri, P. putida ve P. pseudoalcaligenes tiirlerinin izole edildigi
bildirilmistir (Buller, 2004). Ulkemizdeki kiiltiirii yapilan alabaliklardan bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda gesitli arastiricilar tarafindan Pseudomonas cinsi bakterilerden
Pseudomonas sp. (Kilic vd., 207, Aydn vd., 2005). P. fluorescens (Akayli ve Timur,
2004; Ozer vd., 2008), P. putida (Altinok vd., 2006; Kayis vd., 2009), P. luteola
(Altinok vd., 2007; Kayis vd., 2009), P. aeruginosa ve P. oruzihabitans (Ozer vd.,
2008) etkenlerinin izole edildigi bildirilmistir.

Bakteri izolatlarindan KO-24 izolat gen banktaki HM629415.1 nolu izolata
%98,07 oraninda Chryseobacterium sp. benzerlik gosterdig tespit edilmistir.
Chryseobacterium spp. (Flavobacteriaceaec familyasi) Avrupa, Asya ve Kuzey
Amerika'da 2016-2017 yillarinda ortaya ¢ikan hastalik vakalarinda balik patojeni
olarak rapor edilmistir. Farkli tatli su sistemlerinden kiiltiire alinmis hastalikli
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), yesil mersin balhigi (Acipenser
medirostris), beyaz mersin bahig (A. transmontanus), mavi ram ¢ikliti
(Mikrogeophagus ramirezi) ve Chinook somonu (O. tshawytscha) arka bobreginden
veya dalagindan hastalik etkeni olarak izolati elde edildigi bildirilmistir (Loch ve
Faisal, 2015; Sebastido vd., 2019). Genellikle gida bozulma bakterisi olarak bilinen
Chryseobacterium balustinum’un patojenik 6zelliklerini yeniden degerlendirmeyi
amaglamigtir. Kore Cumbhuriyeti’nin Jeonbuk eyaletindeki bir gdkkusagi alabalig
ciftliginde kitlesel 6limler gozlenmis. Kore’de gokkusagi alabaligi oliimleri veya
enfeksiyonlar1 hakkinda diger iilkelere goére daha az calisma bildirilmistir. Bu
caligmalar arasinda birkag¢ hastalik vakasinin Chryseobacterium enfeksiyonu olarak
bildirmistir. Dizileme analizi, bu bakterinin Chryseobacterium balustinum ile
yakindan iligkili oldugunu (%99,24) ortaya koymustur. API testi, dizileme ve
filogenetik analiz dahil olmak iizere bakteriyel tanimlama denemeleri, 24 izolatin C.
balustinum oldugunu rapor edilmistir (Jung vd., 2022). Chryseobacterium shigense,
Mayis 2008 ile Haziran 2009 arasinda bir balik ¢iftliginde meydana gelen farkli

hastalik donemlerindeki hasta gokkusagi alabaliklarinin karacigerinden, bobreginden

47



ve solungaglarindan izole edildi. Izolatlarin kimligi 16 S rRNA gen dizilimi ve
fenotipik karakterizasyonla dogrulandigi bildirilmistir (Zamora vd., 2012). Ulkemizde
yapilan bir arastirmada ise yem aliminda giigliik ¢eken, renkte kararma, gozlerde
ekzoftalmus ve sirt yiizgecinde ilser belirtileri gosteren 1-4 gram agirhigindaki
gokkusagi alabalig1 yavrularinda izole edilen oniki adet bakterinin Chryseobacterium
piscicola rapor edilmistir (Saticioglu vd., 2020).

Bakteri izolatlarindan KO48 Kaistella carnis %97,75 ve Kaistella
polysaccharea %96,30 oranlarinda benzerlik gosterse de literatiirde bu etkenlerin
baliklarda hastalik yaptigina dair herhangi bir rapora rastlanmamustir.

Bu tez ¢alismasinda PZR triinlerinin dizi analizi okuma sonuclar1 GenBank
verileri ile karsilastirildiginda baliklarda motil Aeromonas hastalifinin etkeni olan
Aeromonas hydrophila ve A. media KO69 ve KO74 izolatlar1 benzerlik gostermistir.
KO83 izolatt Aeromonas sobria’a benzerlik gosterirken KOS88 izolat1 ise Aeromonas
hydrophila ve 4. veronii’e benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Bakteri izolatlarindan
KO71 baliklarda hastalik olusturan non-motil Aeromonas hastaligin etkeni olan A.
salmonicida subsp. achromogenes ve A. salmonicida subsp. salmonicida’a, KO84
izolati ise A. salmonicida subsp. salmonicida’a benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan bu tez calismasinin sonuglarina gore “Bor¢ka Baraj Goliinde Kiiltiirii
Yapilan Gokkusagr Alabaliklarinda Goriilen Bakteriyel Hastaliklarin Mevsimsel
Dagilim1” incelendiginde hastalik etkenlerine ait veriler Tablo 13’de verilmistir.

Calismanin sonuglarina gére Haziran, Kok ve Enterokok enfeksiyonu, Temuz
Kok enfeksiyonu, Agustos ayinda Kok, Karnobacter ve Delftia yaygin oldugu tespit
edilmistir. Eyliil ayinda Enterokok enfeksiyonu, Ekim ayinda Kok enfeksiyonu, Kasim
ayinda Laktokozis, Kok enfeksiyonu ve Pseudomonas enfeksiyonu yaygin oldugu
belirlenmistir. Kis aylarindan Aralik’da Chryseobacterium ve kok enfeksiyonu,
Ogakta Pseudomonas ve Carnobakterium enfeksiyonu, Subat’ta Aeromonas ve Kok
envfeksiyonuna goriilmiistiir. Ilkbahar aylarindan Mart’ta non-motil Aeromonas,
Yersiniozis ve Motil Aeromonas enfeksiyonu, Nisan’da Klebsiella, Non motil ve motil
Aeromonas enseksiyonu, Mayis ayinda motil Aeromonas, Citrobacter ve Enterokok

enfeksiyonlart meydana geldigi tespit edilmistir.
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Tablo 13. Hastalik etkenlerinin mevsimsel dagilimi

Mevsimler Aylar Hastaligin ad1 Hastalik etkenleri Prevalans
Kok Lactococcus petaurl_, 66,60%
. Lactococcus petauri
Haziran Enterococcus s
Enterokok ., 33,40%
Enterococcus casseliflavus
Yaz Temuz Kok Lactococcus petaurl_, 100%
Lactococcus petauri
Kok Lactococcus petaurl_, 71.44%
Aqustos Lactococcus petauri
g Karnobacter Carnobacterium maltaromaticum %14.28
Delftia Delftia tsuruhatensis %14.28
Enterococcus hermanniensis
Eyliil Enterokok Enterococcus pallens 100%
Enterococcus pseudoavium
Ekim Kok Lactococcus garwea_e 100%
Lactococcus petauri
Sonbahar Lactokok Lactococcus lactis subsp. lactis 33,30%
Lactococcus lactis
Kok Lactococcus garvieae 33.40%
Kasim Lactococcus petauri
Pseudomonas fragi
Pseudomonas Pseudomonas lundensis 33,30%
Pseudomonas psychrophila
Chryseobacterium Chryseobacterium sp. %33.3
. Kaistella carnis
0,
Aralik Kzt Kaistella polysaccharea %333
Kok Lactococcus garvneag %33.4
Lactococcus petauri
Pseudomonas fragi
Pseudomonas Pseudomonas psychrophila 7504
Ogak Pseudomonas fluorescens
Kis Pseudomonas Canadensis
Carnobacterium Carnobacterium maltaromaticum 25%
P mon i
Pseudomonas seudomonas putlo!a 33,30%
Pseudomonas laurentiana
Aeromonas rivipollensis
Subat Aeromonas Aeromonas hydrophila 33,40%
Aeromonas media
Kok Lactococcus garvieae 33.30%
Lactococcus petauri
Aeromonas A salmonlc.lqla subsp. achromqge?nes 33.30%
A. salmonicida subsp. salmonicida
Yersiniozis Yersinia ruckeri 33,40%
Mart .
Aeromonas media
Motil Aeromonas Aeromonas rivipollensis 33,30%
Aeromonas hydrophila
_ Klebsiella Kleb5|_ella pneumonia 33.30%
Ilkbahar Nisan Klebsiella aerogenes
Motil Aeromonas Aeromonas sobria 33,40%
Aeromonas A. salmonicida subsp. salmonicida 33,30%
Motil Aeromonas Aeromonas veronl! 33,40%
Aeromonas hydrophila
Mayis Citrobacter Cltr_obacter werkmanii 33.30%
Citrobacter tructae
Enterobacter Enterobacter asburia 33,30%
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3.5. Antibiyogram Test Sonuclari

Borcka Baraj Goliindekl isletmlerden izole edilen hastalik vakalardaki
gokkusagi alabaliklarindan izole edilen bakteri izolatlarina uygulanan disk diffiizyon
yontemi ile yapilan antimikrobiyel hassasiyet test sonuglarina gore; tiim bakteri
izolatlarimin eritromisine %386,36, ampisiline %81,81, amoksisilinin  %72,27,
florfenikolun 9%54,55, oksitetrasiklin %47,73, trimethoprim+sulfamethaksazole
%47,73 ve trimethoprim+sulfadiazine kars1 %38,64 direng gdsterdigi tespit edilmistir.
Buna karsin doksisiklinin  %86,36, flumequine 56,82, enrofloksasine %50,
trimethoprim+sulfadiazine %50, trimethoprim+sulfamethaksazole %43,18 oraninda
etkili oldugu belirlenmistir.

Hastalik vakalarindan izole edilen bakteri izolatlarina yapilan antimikrobiyel
test sonuglarina ait besiyeri Sekil 11°de ve antibiyotik diskleri etrafinda olusan zon
caplarinin dijital kumpas ile olgtimii Sekil 12°de gosterilmistir. Antimikrobiyel
hassasiyet testinde en yiiksek orta hassasiyet enrofloksasinde 9%34,10 ve
oksitetrasiklinde %25 oraninda oldugu oOl¢lilmiistiir. Disk diflizyon test sonucunda
Olciilen zon caplarmin degerlendirilmesi sonucu bakteri izolatlarina ait hassasiyet
profilleri Tablo 13’de verilmistir. Disk difiizyon testi sonuglarma gore bakteri
izolatlarinin antibiyotiklere karsi 6l¢giilen direng ve duyarlilik oranlar1 hesaplanarak

grafik olarak Sekil 13°de gosterilmistir.

Sekil 11. Disk difflizyon yonteminde antimikrobiyel test sonuglari (Orijinal)
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Sekil 12. Dijital kumpas ile zon ¢aplarmin dlgiilmesi (Orijinal)

Tablo 14. Bakteri izolatlarina ait kemoterapotiklerin antimikrobiyel hassasiyet
profilleri
Antibiyotik Diskleri

i "2 2z = 3 5 2 2 5 3 @2
: 2 2 8 ¢ g & 8 g g &
3 = % § & & g 3 F£ g ¢
KO-01 D D H H D D H H H D
KO-02 D D H H D D H H H OH
KO-03 D D H H D D H OH H OH
KO-04 D D H H D H OH OH H H
KO-05 D D H H D D D D D
KO-06 H H H H H H H D H H
KO-07 D D H D OH OH D OH H H
KO-08 D D OH D D D D D D D
KO-09 D D H D D D D D D
KO-10 H H H D OH OH D H D D
KO-11 D H D D D D D D D D
KO-12 D D H H D H H H OH H
KO-13 D D OH D D D D OH D D
KO-14 D D D D D D D D D D
KO-15 H H H OH H H OH OH D
KO-16 D D H H D D H OH OH D

AM: Ampisilin, AX: Amoksisilin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, FFC: Florfenikol, FLM:
Flumequin, T: Oksitetrasiklin, TS: Trimethoprim+Siilfatadiazine, STX: Trimethoprim+Sulfamethaksazol, D:
Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
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Tablo 14.(Devami). Bakteri izolatlarina ait kemoterapotiklerin antimikrobiyel
hassasiyet profilleri

Antibiyotik Diskleri
E C ) ) c £ E ® c
Y/ = 3 3 3 b 3 = &b g 3
5 = = 2 ) - g g > S Q
£ s 5 g £ T ¢ 2 £ 2 =
KO-17 D D H H D D H D D D
KO-18 D D H H D D H D D D
KO-19 H H H OH OH OH D D D D
KO-20 D OH H H D D H OH H OH
KO-21 H H H OH OH OH D H D D
KO-22 D D H H D H H OH H H
KO-23 D D H H D OH H H H H
KO-24 D D H OH D D H D D D
KO-25 D D H OH D D H D D D
KO-26 D D H H D D H H H H
KO-27 D D H OH D D OH D OH H
KO-28 H H H H D H H OH D D
KO-29 D D H H D D OH D H H
KO-30 D D H H D D H OH D D
KO-31 D D H OH D D H OH H H
KO-32 D D H H D D H D H H
KO-32 D D H H D D H D H H
KO-33 D D H OH D H OH D H H
KO-34 D D OH OH D H OH D H H
KO-35 D D H OH D H D H H H
KO-36 D D H H D H H H H H
KO-37 D D H H D H H H H H
KO-38 D D H H D H H D H H
KO-39 H H H OH D OH H D OH D
KO-40 D D H H D D D OH H OH
KO-41 D D D OH D D OH D D D
KO-42 H OH H OH D H H H H H
KO-43 D D H OH D OH H D H H
KO-44 D D H OH D D H D D D

AM: Ampisilin, AX: Amoksisilin, DO: Doksisiklin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, FFC: Florfenikol, FLM:
Flumequin, T: Oksitetrasiklin, TS: Trimethoprim+Siilfafadiazine, STX: Trimethoprim+Sulfamethaksazol, D:
Direngli, OH: Orta Hassas, H: Hassas.
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Test edilen kemoterapotik maddeler

Sekil 13. Hastalik vakalarindan izole edilen bakterilerin kemoterapotik maddelere
kars1 olusturdugu toplam diren¢ miktarlari (%) (Orijinal)
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4. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

4.1. Sonug¢ ve Tartisma

Borgka Baraj Goliinde kiilttiirii yapilan gékkusagi alabaligi isletmelerinde
Ozellikle su sicakliginin 15-22°C ulastigi yaz mevsiminde kafeslerdeki hastalik
olgularindan izole edilen L. garvieae’nin daha ¢ok porsiyonluk ve {izeri baliklarda
siddetli oliimlere (%60-80) ve ciddi ekonomik kayiplara neden oldugu daha onceki
calismalarda bildirilmistir (Balta ve Dengiz Balta, 2019; Eldar vd., 1999, Diler vd.,
2002).

Borgka Baraj Golii kafeslerindeki hastalikli baliklarda genellikle ilk fark edilen
hastaligin tipik semptomlar1 olan; baliklarda durgunluk, istahsizlik, yiizme
bozukluklari, tek veya cift tarafli ekzoftalmus, ylizge¢ tabanlarinda, burun ve goz
cevresi ile ¢ene altinda hemorolojiler oldugu tespit edilmistir. Hastalikli baliklara
yapilan i¢ muayenelerde ise bobrek, karaciger ve dalakta nokta vari hemorojiler
mevcut, splenomegali (dalak biiylimesi), hava kesesinin gergin ve iizerinin kanamali
oldugu; bagirsaklarin sar1 renkte ve sivi kivamda bir igerikle dolu oldugu goriilmiistiir.
Bu semptomlar daha o©nceki c¢alismalarda bildirilen semptomlara benzerkik
gostermistir (Balta vd., 2019; Durmaz vd., 2015).

Fakiiltemizin Hastalik Laboratuvarina Dogu Karadeniz Bolgesindeki Artvin
[llinin Brogka Ilgesinde bulunan Borcka Baraj Géliinde Kuzuoglu AS ait 7 farkh
gokkusagi alabalik giftliklerinden degisik tarihlerde hastalik belirtileri olan (istahsiz,
deride siyahlagsma, yiizme bozuklugu olan, gozde tek veya ¢ift tarafli ekzolftmus olan)
hastalik vakalarindan balik 6rnekleri gonderilmistir. Baliklarda tipik hastalik belirtisi
olanlar secilerek bobrek ve dalaklarindan izole edilen 44 adet bakteri izolatlarina
geleneksel testler, kok olanlara api 20 srep testi ve tiim izolatlara PZR testi
uygulayarak tiir diizeyinde tanimlanmaya g¢alisilmistir. Api 20 strep test sonuglarini
karsilastirmak i¢in bir adet referans susu (ATCC43921) kullanilmistir. Api 20 strep
testine gore test edilen izolatlarin ¢gogunlugu 7143111 ve 7143511 profili gosterdigi
belirlenmistir. Bakteri izolatlarinin 25°C’deki api 20 strep profili 7143551, 7143153,
5173111, 7373751, 5373551, 7143751, 5354571 ve 5355571 olarak tespit edilmistir.
Referans susun ise api 20 strep testinde 7143151 profili gostermis oldugu tespit
edilmistir. Halbuki, api web sisteminde referans susun (ATCC43921) api 20 strep test
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profili degerlendiginde Lactococcus lactis ssp. lactis’e %82,7 ve Enterococcus
faecium’a %9,8 oraninda benzerlik gosterdigi belirlenmistir. Refarans sus ile sadece
birebir uyusan bir izolatin (D-372) oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligma sonucunda
ortaya konulan API 20 strep test sonuglarinin api profili internet ortamindan api wep
sisteminden karsilastirilarak belirlenmistir. Izolatlara ait api profili ve benzerlik oram
ylizde olarak Tablo 13’de verilmistir.

Bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan biyokimyasal testler organizmanin
fizyolojik profili tizerine oldukca 6nemli bilgiler sunmasina karsin mikroorganizmay1
tiir seviyesinde tanimlamada yeterli olmadig1 tespit edilmistir. Bu ¢alisma referans
susun bile Lactococcus garvieae olarak API 20 strep testi ile dogru tanimlanmadigini
ve APl web sisteminde Lactococcus lactis ssp. lactis’e %82,7 ve Enterococcus
faecium’a %9,8 oraninda benzerlik gostermesi ile hatali sonu¢ vermistir. Bu nedenle
bu sistemlerle tanimlamanin dogru yapilamayacagi kanisina varilmistir. Bu da bize
dogru tamimlamanin yapilabilmesi i¢in genetik diizeyde ¢alismanin yapilmasi
gerektigini gdstermektedir.

Genetik ¢aligmalar sonucunda gen banka yiiklenmis Lactococcus garvieae
genomik verilerinin analiz edildigi bir calismada ortalama niikleotid kimlik
degerlerine dayandirilmig dort farkli grup veya alt grubun varhigini bildirmistir

(Kumru, 2021).

Tablo 15. Api 20 strep test kitinde kok izolatalrinin api wep sistemindeki

benzerlikleri
izolatlar API profili Benzerlik yiizdesi
KO-01 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-02 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-03 7143551 %62,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %22 Enterococcus faecalis
KO-04 7143153 %84,6 Lactococcus lactis ssp. lactis %10,1 Enterococcus faecium
KO-05 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-06 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-07 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-08 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-09 5173111 %67,3 Lactococcus lactis ssp. lactis %27,9 Enterococcus faecalis
KO-13 7373751 %74,4 Enterococcus faecium %14,2 Streptococcus uberis
KO-18 5373551 %94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
KO-19 5373551 9%94,9 Enterococcus faecium %4,1 Lactococcus lactis ssp. lactis
KO-20 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis %9,8 Enterococcus faecium
KO-21 7143751 %92 Enterococcus faecalis %5,8 Streptococcus uberis
KO-22 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
KO-25 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
KO-26 7143511 %59,9 Enterococcus faecalis %35 Lactococcus lactis ssp. lactis
KO-33 7143111 % 67,2 Lactococcus lactis ssp lactis %327,9 Enterococcus faecalis
Ref. 7143151 %82,7 Lactococcus lactis ssp. lactis %9,8 Enterococcus faecium
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L. garvieae’nin fenotipik, serotipik ve genotipik farkliliklarinin belirlenmesi
amaciyla gercgeklestirilen c¢alismada Tirkiye’nin muhtelif bolgelerinden farkh
zamanlarda izole edilmis 22 farkli L. garvieae izolatinin fenotipik olarak 3 farkl profil
olusturduklari (Sekil 14) API Rapid ID 32 Strep ile belirtilmistir (Onalan vd., 2016).

Borgka Baraj Golii tizerinde kurulu Deriner Baraj Goliinde “Deriner Baraj
Goliinde Balik Faunasinin Bakteriyel ve Paraziter Patojenler Agisindan Arastirilmasi”
Yiiksek Lisans Tez ¢alismasindan elde edilen Aeromonas hydrophila, A. media, A.
salmonicida, A. sobria, Carnobacterium maltaromaticum ve Pseudomonas
fluorescens bakterilerin varligi benzerlik gostermis, fakat Yersina ruckeri ve
Lactococcus garvieae etkeninin izole edilemedigi bildirilmistir (Diizgiin, 2015). Bu
tez calismasinda Lactococcus garvieae ve Yersina ruckeri izole edildigi tespit
edilmigtir. “Kiirtiin Baraj Goli'nde Bakteriyel ve Paraziter Balik Patojenlerinin
Aragtirilmas1” isimli baska bir Yiksek Lisans Tez c¢alismasinda Aeromonas
hydrophila, A. media, A. salmonicida, A. sobria, Carnobacterium maltaromaticum,
Citrobacter sp., Pseudomonas sp., P. fluorescens ve Yersina ruckeri bakterileri
benzerlik gostermistir (Bingdl, 2018). Bu g¢alismada diger iki yiiksek lisans tez
calismasindan farkli olarak Enterococcus sp., Lactococcus garvieae ve Lactococcus
petauri cinsi bakteriler izole edilmistir.

Gokkusagr alabaliklarindan elde edilen izolatlarin antimikrobiyal ajanlara
diren¢ ve hassasiyetlerini belirlemek i¢in yapilan test sonucuna gore tiim izolatlarin
izolatlarma kars1 ampisiline %81,81, amoksisilinin 72,27, eritromisine 86,36 ve
florfenikolun %54,55, oksitetrasiklin ve tribressen %47,73 direngli oldugu tespit
edilmistir. Doksisiklinin  %86,36, flumequin 56,82, enrofloksasin %50 ve
Trimethoprim+Siilfafadiazine tesirli oldugu tespit edilmistir.

Borgka Barag Goliindeki bu isletmelerde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklar
intraperitonal yolla tiglii (Lactococcus garvieae+Yersinia ruckeri+Vibrio anguillarum)
yag bazli karma as1 ile agilanmasina karsin yinede hastalik etkenlerin ortaya ¢iktigi
gozlenmistir. Bu tez ¢alismasi sonuglarina gore dnemli balik patojenlerin varliginin

yani sira insan patojeni olan bazi farkli bakteriyel ajanlarin tespit edilmistir.
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4.2. Oneriler

Tez ¢alismasi sonucunda insan patojeni olan bakteriler ilk kez baliklardan izole
edilmistir. Yeni tespit edilen insan kaynakli bu hastalik etkeni bakterilerin baliklarda
patojen olup olmadig1 aragtirmalidir. Bu patojenlerin zoonos olup olmadigi
arastirilmalidir. Bu hastalik etkenlerinin yeni yapilacak calismalar ile takip edilip yeni
enfeksiyonlarin meydana gelip gelmeyecegi takip edilmelidir. Bakterilerin birgok
hastalik etkenlerine kars1 direngli bakteriler oldugundan hastaliklarla miicadelede as1
kullaniminin 6n plana ¢ikarilmasi gerektigi diisiiniilmiistir.

Stirdiiriilebilir gokkusagi alabaligi yetistiriciligi i¢in yeni as1 ¢alismalarin
yapilmasi gerektedir. Yem Kalitesinin artirilmali ve yemlere immun sistemi
destekleyen vitaminlerin ilave edilmelidir.

Hastalik etkeni olan bakteriyel patojenlerin sinirlandirilmasi igin farklh
bolgelerden yeni balik nakilleri onlenmelidir.

Gokkusag alabaliklardan izole edilen bakteriler antibiyogram test sonuglarina
gore bakterilere direngin yiiksek oldugu belirlenmistir. Bu nedenle kulugkahanelerden
baraj goliine gelecek olan baliklarin patojen yoniinden kontamine olmamasi 6nemlidir.
Balik nakillerinin dikkatli yapilmasi ve kontaminasyon yollarinin iyi denetlenmesi
baraj goliinde siirderiilebilir iiretimi i¢in gereklidir.

Bu tez caligmasi bakteriyel ballik patojenleri yoniinden calilismig¢ olup, viral
ve paraziter patojen enfeksiyonlarin arastirilmasi gergeklestirilmelidir.

Bakterilerin tiir tanimlamasinda en fazla kullanilan yo6ntemlerin basinda
geleneksel biyokimyasal ve fiziksel testler gelmektedir. Geleneksel biyokimyasal
testlerin yani1 sira APl hizli test Kitleri de kullanilmakta olup hatali tanimlamalara
neden olmaktadir. PZR test sonuglarina gore yapilan molekiiler diizeyde yapilan
analizlerde de yanlis isimlendirilmer mevcuttur. Bu nedenle moliikiiler ¢alismalarin
tiim genom diizeyinde gerceklestirilmesi gerektigi diistiniilmiistiir.

Balik {tretim ciftliklerinde ekonomik kayiplarin basinda hastalik etkenleri
gelmektedir. Balik 6liimlerine neden olan etkenlerin hizli ve dogru tanimlanmasinin
yani sira dogru tedavinin yapilmasi siirdiiriilebilir tiretimi desteklenmesi acisindan

onemlidir.
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Tedavide kullanilacak antibiyotiklerin gelisi gilizel kullanilmasi bakteriyel
patojenlere karsi antibiyotiklere direng olusturmasi ve etkisini azaltilmasinin 6niine
gegilebilir.

Baliklarda antibiyotik kullaniimi sikligi balik etinde antibiyotik kalintis
(rezidii) problemlerini Onlemek i¢in as1 kullanimi ve gelistirme calismalarinin
desteklenmesi 6nemlidir.

Ila¢ kullanmimi balik patojenlerinde direng sekillenmesine neden oldugu gibi
ayni zaman da akuatik ortamdadaki bakteriler transfer edilebilir genlerle
aktirilabilmektedir. Bu da baraj gollerinde iretimin  siirdiiriilebilirligini
engellemektedir. Akuatik ordamda HzS iireten bakterilerin ortama hakim olmasi su
kalitesinin bozulmasindan kagiilmalidir. Bu problemler géz oniine alinarak yeni
bilimsel caligmalarin yapilarak baraj gollerinde {tretimin stirdiiriilebilir olmasi

desteklenmelidir.
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