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ONSOZ

Bu calisma, Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Balikgilik
Teknolojisi Miihendisligi Anabilim Dali’nda doktora tezi olarak hazirlanmistir ve
2003K120750 kodlu proje ile Devlet Planlama Teskilati tarafindan desteklenmistir.

Su iiriinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde, bakteriyel hastaliklar nedeniyle gerek
maddi ve gerekse is gilicii bakimindan oldukca biiyiik oranda kayiplar meydana
gelmektedir. Bu kayiplarin 6nlenmesinde, hastaliklarin erken teshisi ve uygun tedavi 6nem
arz etmektedir. Dogu Karadeniz Bolgesi'nde su iiriinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde
bakteriyel balik hastaliklarinin tespit edilmesi, daha kisa zamanda ve hassasiyette teshisine
olanak saglanmas1 amaciyla gerceklestirilen bu ¢alismada, ayrica tespit edilen bakterilerin
antibiyotiklere kars1 direng seviyeleri de incelenmistir. Bolgede bulunan isletmelerin balik
hastaliklarina bakis1 ve genel uygulamalarina da yer verilmistir.

Doktora egitimim boyunca, tez konusunun belirlenmesinde, calismalarin
yiiriitilmesinde ve sonuclarin yorumlanmasinda yardimlarim esirgemeyen danisman
hocam sayin Dog.Dr. Ilhan ALTINOKa, laboratuar uygulamalarinda kiymetli katkilar1 ve
her konuda desteklerinden dolay1 Yrd. Dog. Dr. Erol CAPKIN, Ars. Gor. Halis BORAN ve
Ars. Gor. Serkan KORAL’a, Rize Su Uriinleri Fakiiltesi ve Siirmene Deniz Bilimleri
Fakiiltesi’nin tiim degerli akademik ve idari personeline tesekkiirlerimi sunarim. Doktora
yeterlilik, tez izleme ve daha bircok konuda bizlere destek olan merhum Prof. Dr. Ibrahim
OKUMUS hocamiza Allah’tan rahmet diliyorum.

Her konuda destegini hissettigim aileme ve esime siikranlarim1 sunarim.

Sevki KAYIS
Temmuz 2009
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OZET

Dogu Karadeniz Bolgesi’'nde bulunan 34 farkli alabalik isletmesi, 2007 ve 2008
yillar1 arasinda bakteriyel patojenler agisindan incelenmis ve bazi etkenlerinin teshisi
amactyla ¢coklu PCR protokolii olusturulmustur. Bu amagla, toplam 558 balik 6rneklenmis
ve 40 farkli bakteri tiirii fenotipik olarak izole edilmistir. Calismada yersiniosis,
furunkulosis, vibriosis, hareketli Aeromonas septisemi, bakterial soguk su hastalifi ve
Pseudomonas enfeksiyonlar1 kaydedilmesine karsin, Yersinia ruckeri, Aeromonas
hydrophila, ve A. salmonicida salmonicida’dan kaynaklanan enfeksiyonlarin oldukga
yogun oldugu belirlenmistir. Pseudomonas putida, Flavobacterium psychrophilum ve P.
luteola kaynakli enfeksiyonlara ise nadir olarak rastlanmistir. Tiir cesitliligine bakildiginda
bakterilerin Ilkbahar ve Yaz mevsimlerinde yogunluk gosterdigi belirlenmistir.
Bakterilerin %50 den daha fazla bir kisminin ampisilin, sepholatin, eritromisin, neomisin,
sulfamethokzasol ve tetrasiklin’e karsi direncli oldugu gozlemlenirken, en etkin
antibiyotiklerin oksolinik asit ve florfenikol oldugu belirlenmistir.

Bakteriyel balik patojenleri arasinda Onemli yeri olan Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium salmoninarum ve
Yersinia ruckeri’nin ayn1 anda teshisine olanak saglayacak c¢oklu PCR potokolii
olusturulmustur. Bu ¢oklu PCR ptorokolii baliklarda meydana gelen dogal enfeksiyonlarin
teshisinde basariyla kullanilmistir. Fenotipik karakterlerin kullanimina dayali metotlarla
karsilastirildiginda olusturulan PCR protokoliiniin daha hassas olmasi bu metodun

geleneksel teshis metotlarina alternatif olabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Alabalik, bakteri, mevsimsel dagilim, hastalik, PCR



SUMMARY

Bacterial fish diseases in some of the trout farms in Trabzon and Rize and

identification of some of their agents by multiplex PCR

Thirty four freshwater trout farms, in The Eastern Black Sea Region of Turkey were
surveyed seasonally for bacterial pathogens and diseases between 2007 and 2008. And also
a multiplex polymerase chain reaction (PCR) method was designed for five pathogens. A
total of 558 fish were examined and 40 bacterial isolates were identified phenotypically.
Yersiniosis, furunculosis, vibriosis, motile Aeromonas septicemia, bacterial cold water
disease, and Pseudomonad infection were recorded. Infections caused by Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, A. salmonicida salmonicida, occurred most frequently, but only
one and two outbreak of Pseudomonas putida, Flavobacterium psychrophilum and P.
luteola infection were recorded, respectively. Most of the bacteria were isolated in spring
and summer. Numbers of isolated bacteria were reduced in fall and winter. The disc
susceptibility pattern was fairly consistent regardless of geographic areas or year of
isolation. Fifty percent or more bacteria were resistant to ampicillin, cephalothin,
erythromycin, neomycin, sulfamethoxazole, and tetracycline. The most effective
antibiotics were oxolinic acid and florefenicol.

A multiplex polymerase chain reaction (PCR) method was designed for the
simultaneous detection of the five major fish pathogens, Aeromonas hydrophila,
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium
salmoninarum, and Yersinia ruckeri. The multiplex PCR assay was useful for the detection
of the bacteria in naturally infected fish. This assay is a sensitive and specific and
reproducible diagnostic tool for the simultaneous detection of five pathogenic bacteria that
cause disease in fish. Therefore, it could be a useful alternative to the conventional culture

based method.

Key Words: Trout, bacteria, seasonality, disease, PCR
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1.GENEL BILGILER

1.1. Giris

Su iiriinleri, zengin mineral igerigi, esansiyel aminoasitleri ve yag asitlerini ihtiva
etmesinin yaninda, kalp saglig: tizerindeki olumlu etkileri gibi insan saghigina faydali diger
ozellikleri ve gerekse lezzeti bakimindan, karasal besin kaynaklarina 6nemli bir alternatif
olarak goriilmektedir (Hossu vd., 2001; Braun, 2005). Insan gidasi olarak yararlanilmaya
calisilan su triinlerinin genel olarak avcilik yoluyla elde edilmesi, bu kaynaklarin giderek
azalmasina ve ihtiyaci karsilamayacak hale gelmesine sebep olmustur. Bu nedenle, ihtiyaci
karsilamak adma yeni avcilik politikalarinin gelistirilmesini ve su {iriinleri yetistiriciligini
on plana c¢ikarmistir (Celikkale vd., 1999; Sidhu, 2003). Su {iiriinleri yetistiriciliginin
baslangig tarihinin MO 2000°1i yillara dayandig sanilmaktadir. MO. 475 yilinda Fan Lia,
sazan yetistiriciligi ile ilgili ilk eseri yazmistir. Gergek anlamda su iiriinleri yetistiriciligi,
1930’Iu yillarda Danimarka ve diger iilkelerde alabalik yetistiriciligi ile yayginlasmis ve
1960-1970’1i yillarda salmon yetistiriciligi gelistirilmeye baslanmistir (Celikkale vd., 1999;
Hossu vd., 2001).

Su iriinleri yetistiriciligi kapsaminda; alabalik yetistiriciligi diinyanin bir¢ok
ilkesinde genis cevresel kosullar altinda yapilmaktadir. Alabaliklar genel olarak Avrupa
kokenli [Alp alasi (Salvelinus alpinus L. 1758), Atlantik salmonu (Salmo salar L., 1758),
Karadeniz alabaligi (Salmo trutta labrax Pallas, 1811] ve Amerika kokenli [kaynak
alabalig1 (Salvelinus fontinalis Mitchill, 1814), gokkusag alabalig1 (Oncorhynchus mykiss
Walbum, 1792), kesikbogaz alabalik (Oncorhynchus clarki Richardson, 1836)] olmak
tizere iki grupta toplanirlar (Emre ve Kiirlim, 1998). Alabaliklar minimum 5,5 mg/l
doymus oksijen gereksinimi olan, 0-25'C’de yasayabilen, yumurta inkiibasyonu icin 8-
12°C ve optimum gelisme sicakligi olarak 15-16"C deki su ortamlarini tercih eden tiirlerdir.
(Roberts ve Stepherd, 1997). TUIK (2008), verilerine gore Tiirkiye’de 58433 tonu ig
sularda, 2700 tonu denizlerde olmak iizere toplamda 61173 ton alabalik yetistiriciligi
yapilmaktadir.

Ulkemizde Dogu Karadeniz Bolgesi’ nde iiretimi yapilan alabalik tiirleri icerisinde en

yaygin tiir gokkusagi alabaligidir. Bunun yani swa kaynak alabaligi, deniz alabaligi



ve dere alabalig1 yetistiriciligi de yapilmaktadir (Seven, 2004).

Su iriinleri yetistiriciliginde uygun cevre sartlari, su kalitesi, yem temini, pazarlama
ve is glicii sorunlarimn yaninda, tiim diinyada oldugu gibi ililkemizde de tathh su ve
denizlerde yapilan kiiltiir balik¢iliginda ekonomik kayiplara neden olan en énemli sorun,
cesitli hastaliklarin varligidir (Celikkale, 1991; Toksen, 1999; Timur ve Timur, 2003).
Balik hastaliklarinin tiim diinyada su tiriinleri yetistiriciligini sinirlandiran bir faktér oldugu
ve Ozellikle kulucka isletmelerinin kdrim1 olumsuz yonde etkiledigi acik bir gercektir
(Atesoglu, 1996). Aym zamanda diinyada bir endiistri dali haline gelen akuakiiltiirde,
yetistiriciler maliyeti diislirmek i¢in birim hacimdeki suda maksimum miktarda balik
yetistirmenin yollarini aramaktadir. Bu durum dogada serbest yasamaya aligmis baliklarda
stres nedeni olmakta ve dogal ortamda yasayan baliklarda rastlanmayan kayiplarin kiiltiir
ortamindaki baliklarda meydana gelmesine sebep olmaktadir (Toksen, 1999). Tiim bu
gercekler dikkate alindiginda meydana gelebilecek olan kayiplarin engellenmesi ya da en
aza indirgenmesinde balik hastaliklarindan korunma ve hastaliklarla miicadelenin dnemi
ortaya ¢ikmaktadir. Balik hastaliklar1 ile miicadelede en Onemli husus hastaliklarin
meydana gelmesini 6nlemektir. Fakat bunun 6tesinde hastalik durumunda hastaligin dogru
teshis edilmesi ve ekonomik yonden en uygun tedavi yontemlerinin uygulanmasi kayiplari
azaltici en Onemli etkendir. Dogru teshis ve tedavi balik hastaliklarinin yayilmasini
onleyecek ve sektoriin verimliligine katki saglayacaktir (Atesoglu, 1996).

Balik saghigini etkileyen faktorler patojenik ve patojenik olmayan etkenler olmak
tizere iki ana grupta toplanmaktadir. Beslenme ve su kalitesinde meydana gelen
olumsuzluklar baliklarda cesitli hastaliklara sebep olmakta ve patojenik olmayan
hastaliklar grubunda yer almaktadir (Plumb, 1999). Baliklarda anemi, deri renginde
anormallik, ylizgeclerde erozyon, solungag, géz ve yiizgeclerde kanama, solungaclarin
solgun olmasi, viicuttaki sekil bozukluklari, uyusukluk, karacigerde renk anormallikleri ve
kanamalar gibi bir¢ok hastalik belirtileri besinsel kaynakli olabilmektedir (Lasee, 1995).
Alabaliklarda A vitamini fazlaligimin toksik etki yapabilecegi, E vitamini eksikliginin ise
solungac lamellerinin bir birine yapigsmasina neden oldugu bildirilmistir (Timur ve Timur,
2003).

Bunun yam sira cevresel faktorler yogun olarak yapilan yetistiricilikte ¢ok biiyiik
onem tasimaktadir. Iginde yasadiklari sucul ortamdaki ani degisiklikler sonucunda
baliklarda meydana gelen stresin nedeni, cogunlukla c¢evresel faktorlerin uygun

olmamasindan kaynaklanmaktadir. Suda bulunan ¢dziinmiis oksijen miktarimin farkli balik



tiirleri icin belirtilen deger araliklarinda bulunmamasi baliklar i¢in ¢esitli sorunlar meydana
getirmektedir. Alabaliklar icin sudaki erimis oksijenin optimum deger araligi 6-11 mg/l
olarak belirtilmistir. Oksijen yetersizliginde baliklarda uyusukluk, su girisinde toplanma,
su yiizeyine ani firlamalar ve biiylik baliklar dncelikli olmak iizere kitlesel ani dliimler
rapor edilmistir (Plumb, 1999). Su sicaklig, baliklarin tireme ve beslenme gibi fizyolojik
faaliyetleri lizerinde etkili olmasmnin yaninda, amonyum ve nitrit gibi maddelerin
toksisitesini etkileyen onemli cevresel kriterlerlerden biri olarak degerlendirilmektedir.
Yiiksek su sicakligimin amonyum bilesiklerinin toksik etkisini artirarak, baliklarda
kahverengi kan hastalifinin olugsmasina zemin hazirladig: belirtilmektedir (Lasee, 1995).
Isik, erimis gazlar, pH, toksik maddelerin varlifi ve askida katt madde miktar1 gibi
faktorler balik sagligini etkileyen diger onemli cevresel kriterler arasinda yer almaktadir
(Plumb, 1999).

Yapici etkenlerden kaynaklanan hastaliklar1 patojenik hastaliklar olarak adlandirilmig
ve bu etkenler viral, fungal, paraziter ve bakteriyel olmak iizere dort ana grupta
incelenmektedir (Roberts ve Stepherd, 1997). Viral hastaliklarin, cogu durumlarda, klinik
semptom gostermeden baliklarda Oliimlere sebebiyet verdigi ve bu tiir hastaliklarin
kontroliiniin sinirl oldugu ifade edilmistir (Lasee, 1995). Viral kaynakli hastaliklar olarak;
viral hemorajik septisemi (VHS), infeksiyoz pankreatik nekrozis (IPN), infeksiyoz
hematopotik nekrozis (IHN) sayilabilir (Schaperclaus, 1992). Bunlarin disinda Lasee
(1995), viral hastaliklar arasinda gen¢ salmonlarda goriilen Oncorhynchus masou virus
hastaligim, ayrica golden shiner virus ve channel catfish virus gibi hastaliklar1 da
bildirmistir. Ulkemizde ilk olarak viral hastalik etmenlerinden IPN gokkusagi
alabaliklarindan (Candan, 2002), VHS ise kalkan (Pisetta maxima) baliklarindan
(Nishizawa vd., 2006) izole edilmistir.

Su kalite kriterlerinin bozuk oldugu balik isletmelerinde, 6zellikle yumurtalarin
gbzlenme asamasinda, 6lii organik materyaller tizerinde fungal organizmalarin ¢ogaldig1 ve
Saprolegniasis, Brachiomycesis, Ichthyophonusis gibi hastaliklarin meydana geldigi
bilinmektedir (Lasee, 1995).

Su ortaminda baliklarin parazitler i¢in 6nemli bir konak¢i oldugu, baz1 parazitlerin
yasam ortami olarak hayatlarinin tiimiinde, bazilarinin da ara konakg¢i olarak baliklari
kullandigr bildirilmistir. Bu parazit-konake1 iliskisinde parazitlerin baliklarda 6nemli
ekonomik kayiplara sebep olabilecek hastaliklar1 meydana getirdigi de bilinmektedir.

Baliklarda hastalik meydana getiren bu parazitler Protozoa, Trematodes, Nematodes,



Cestodes, Crustacea ve Leches olarak alt1 ana gruba ayrilmistir (Klinger ve Floyd, 1998).
Bu parazit gruplar1 arasinda su iiriinleri yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde 6zellikle
yumurtadan ilk c¢ikis donemlerinde yogun olarak oOliimlere sebep olan parazitlerin
protozoan parazitler oldugu bildirilmistir (Pillay, 1995). Protozoan parazitlerden
Ichthyophthirius multifiliis baliklarda kisa siirede cok sayida oliimlere sebep olmaktadir
(Durborow vd., 1998). Protozoan parazitlerden Trichodina spp. stres olusturan cevre
sartlarinda su kalitesinin diisiik oldugu ortamlarda, uygun olmayan rasyonla beslenen
baliklarda sayica artmakta ve 6liim ile sonuclanacak derin solunga¢ ve deri lezyonlarina
neden olmaktadir (Kinne, 1984). Ambiphyra baliklarda yogun stok sartlarinda
solungaclardaki gaz degisimini engelleyen bir protozoan parazittir (Durborow, 2003).
Tavolga ve Nigrelli (1947), yaptiklar1 calisma sonucunda Ichthyobodo necator ile enfeste
olmus kilickuyruk (Xiphophorus helleri) ve moli (Xiphophorus maculatus) tiirlerinde
enfestasyon siddetinin %40-73 oraninda mortalite ile seyrettigini bildirmislerdir. Ege
bolgesinde 1998 yilinda bir ¢ipura isletmesinde %60’lara varan yavru ¢ipura dliimlerinin
Ichtyobodo spp.’den kaynaklandigi belirlenmistir (Toksen, 2000). Sonug olarak iilkemizde
balik parazitleri ile ilgili yapilan caligmalar degerlendirilmis ve 2008 yilina kadar rapor

edilen parazit sayis1 180 olarak bildirilmistir (Ozcelep, 2009).

1.2. Bakteriyel Balik Hastahklar:

Baliklarda patojenik olan bakterilerin, yogun balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde
biiyiikk ekonomik kayiplara neden oldugu bilinmektedir (Inglish vd., 1993; Austin ve
Austin, 2007). Su iiriinleri yetistiriciligi yapilan {initelerden izole edilen bakterilerin
bazilarimin temel hastalik etmeni olmadigi ve firsatct organizmalar olduklar1 ifade
edilmektedir (Austin ve Austin, 2007). Kiiltiir sartlarinda baliklarda hastalik meydana
getiren bakteriler dogal ortamda bulunan baliklardan izole edilebilmektedir. Ancak dogal
ortamda bulunan baliklarin stres kosullarindan uzak olmalar1 nedeniyle bu vakalarin
nadiren Oliimle sonuglandig bilinmektedir (Toronzo vd., 2005). Bakteriyel hastalik
etmenleri deniz ve tath su yetistiriciligi yapilan sistemlerde farklilik gostermektedir.
Ozellikle Pasteurella spp., Vibrio spp. ve Piscirickettsia salmonis gibi balik patojenlerinin
deniz sistemlerinde yayginligi ifade edilmektedir (Toronzo vd., 2005).

Bakteriyel patojenlerin baliklarda meydana getirdigi i¢ ve dis klinik semptomlar

baligin tiirii, yasi ve hastaligin seyri ile (akut, kronik) degismektedir. Bunun yani sira



Pasteurella spp. gibi bazi bakteriyel patojenlerden kaynaklanan hastaliklarda hicbir
semptom goriilmeden yiiksek oranda Oliimler gozlemlendigi bildirilmistir (Toronzo vd.,
2005). Bakteriyel hastaliklar baliklarda, gozlerde cift ya da tek tarafli eksoptalmia, renkte
kararma, deri lizerinde lezyonlar, yiizgeclerde erime, istahsizlik, i¢ organlarda kanama ve
biiyiime, karacigerde solgunluk gibi belirtiler gostermektedir (Toronzo vd., 2005; Lasee,
2005; Altinok vd., 2007)

Furunkulosis (Aeromanas salmonicida), vibriosis (Vibrio spp.), edwardsiellosis
(Ewardsiella spp.), yersiniosis (Yesinia ruckeri), kolumnaris (Flavobacterium columnare),
ve bakteriyel bobrek hastaligi (Renibacterium salmoninarum) gibi bakteriyel kokenli
hastaliklar tiim diinyada su tiriinleri yetistiriciligi yapan isletmelerde ciddi dliimlere sebep
olan baslica hastaliklardandir (Lasee, 1995; Timur ve Timur, 2003).

Baliklarda bakteriyel bir hastalik olan pasteurellosis, gram negatif, hareketsiz bir
bakteri olan Pasteurella piscicida tarafindan meydana getirilmektedir. Su sicakliginin
25°C’yi buldugu ve yagmur sulari ile tuzluluk oraninin azaldigi durumlarda etkisinin arttigi
bildirilmektedir. Genel belirtileri, bobrek ve dalakta kii¢iik nekroz odaklari, hemoraji ve i¢
organlarda biiyiimedir (Austin ve Austin, 2007).

Lactococcus garviae (sinonim; Enterococcus seriolicida), gram pozitif, hareketsiz,
fakiiltatif anaerobik, H,S gazi iireten bir bakteridir. Eldar vd. (1999), L. gavriae’mn
Avrupa, Asya ve Avustralya kitalarinda baliklarda patojen olarak yayilim gosterdigi ve
gokkusag1 alabaligi, kalkan ve sarikuyruk baliklarinda mortaliteye sebep oldugu
bildirilmistir (Kusuda vd., 1991; Ceschia vd., 1992; Ghittino, ve Prearo, 1992; Palacios
vd., 1993; Toranzo vd., 1994). Lactococcus garviae ile enfekte olmus baliklarda
eksoptalmia, abdomende sisme, bagirsak kisminda sar1 renkte sivi olusumu, karacigerde
solgunluk, gozde, solungacta, yiizge¢ tabaninda, i¢ organlarda ve solungagta hemorajiler
gozlemlenmistir (Austin, 1999). Enfeksiyonlarin o6zellikle su sicakliginin 16°C’nin
izerindeki sicakliklara ulastifi yaz aylarinda artig gosterdigi bilinmektedir (Vendrell,
2006).

Vibriosis bircok deniz balig tiiriinde ve tath su baliklarinda goriilmekle birlikte tuzlu
sularda yetistiriciligi yapilan baliklarin en énemli ve en iyi bilinen hastaliklarindan biri
olarak tanimlanmaktadir. Balik viicudunda alt kisimlarda ve aniis civarinda kizarik,
kabarcik ve iilserlerin olugmasiyla karakterize, bulasict bir hastaliktir. Vibrio anguillarum
basta olmak iizere, V. ordalii, V. alginolyticus, V. damsela, V. cholerae, V. vulnifucus

tirleri gram negatif ve oksidaz pozitif 6zellik gosteren hastaligin etkeni olan tiirlerdir.



Vibriosis alabalik ve sazanlar dahil hemen hemen tiim baliklarda goriilmektedir (Austin ve
Austin, 2007).

Salmonid baliklarda soguk su hastalig1 olarak bilinen enfeksiyonlarin etkeni; gram
negatif, spor olusturmayan, kapsiilsiiz, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, gliding hareketi
yapan comak seklindeki bir bakteri olan Flavobacterium psychrophilum’dur (sinonim,
Cytophaga psychrophilum) (Borg, 1960; Inglis vd., 1993). Flavobacterium psychrophilum
A.B.D.’de ilk kez 1946’da juvenil gokkusagi alabaliklarinda izole edilmistir (Inglis vd.,
1993), daha sonra 1948 yilinda Borg tarafindan juvenil coho salmonlarda (O. kisutch) izole
edilmistir. Enfekte olmus baliklarin kuyruk yiizgec sapinda ve dorsal yiizge¢ arkasinda
lezyonlar ve erimeler, baliklarin renginde kararma oldugu bildirilmistir (Inglis vd., 1993;
Austin, 1999)

Tiirkiye’de bakteriyel balik patojenleri ile ilgili yapilan calismalarda, Yesinia ruckeri,
Flavobacterium spp., Aeromanas spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp. ve son yillarda ise
streptokok enfeksiyonlar1 yaygin patojenik hastaliklar olarak rapor edilmistir (Timur ve
Timur, 1985; Karatas vd., 1995; Candan, 2000; Onalan, 2002; Kubilay ve Ulukoy, 2004;
Altinok vd., 2006; Altinok vd., 2007).

Savas vd. (2005), Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bakteriyel bobrek hastaliginin etkeni
olan R. salmoninarum’u izole ederek Tiirkiye’de izole edilen patojenler arasina dahil
etmislerdir. Ulkemizde 2006-2007 yillar1 arasinda gerceklestirilen calismalarda Dogu
Karadeniz Bolgesi’nde Pseudomonas luteola’nin baliklarda ilk defa hastalik meydana
getirdigi (Altinok vd., 2007), P. putida’mn da Japonya disinda ki baliklarda patojenitesinin
varlig tespit edilmistir (Altinok vd. 2006). Yersiniosis, frunkulosis, bakteriyel bobrek
hastaligi, hareketli aeromonas hastaliklar1 ve kolumnaris hastalig1 diinyada ve Tiirkiye’de
yaygin olarak izole edilen ve yiiksek mortaliteye sebep olan bazi Onemli bakteriyel

hastaliklardir.

1.2.2.1. Yersiniosis

Yersiniosis hastaliginin etkeni olan Yersinia ruckeri ilk olarak 1950 yilinda Amerika
Birlesik Devletleri’'nde Rucker tarafindan gokkusagi alabaliklarindan izole edilmistir
(Rucker, 1966). Gram negatif, hareketli, spor olusturmayan, oksidaz negatif, katalaz pazitif
ve flagellali olan bu bakterinin uygun olmayan su kriterleri ve asir1 stok yogunlugunun

bulundugu yetistiricilik isletmelerinde, baliklarda agiz ve dil {izerinde kanamalarla



karakterize oldugu bildirilmektedir (Lasee, 1995). Inglish vd. (1993), hastaligin
baliklarlardaki kronik seyrinde meydana gelen semptomlari, renkte kararma, uyusukluk,
deri iizerinde kanamalar ve iilserler, karaciger, pilorik seka, hava kesesi ve i¢ organlar
izerinde bulunan yaglar lizerinde kiiciik capta kanamalar seklinde ifade etmiglerdir.

Yersinia ruckeri ilk olarak gdkkusag: alabaliklarindan izole edilmistir. Ayrica, biitiin
salmonidlerde hastalik meydana getirdigi ve biiyilk ekonomik kayiplara sebep oldugu
bilinmektedir (McDaniel, 1979; Valtonen vd., 1992; Austin ve Austin, 2007). Salmonid
tirlerin disinda, kalkan (Scophthalmus maximus), sazan (Cyrinus carpio), yilan baligi
(Anguilla anguilla), mersin balig1 (Acipencer baeri) (Inglish vd., 1993) ve levrek
(Dicentrarchus labrax) gibi tiirlerde de rapor edilmistir (Savas vd., 2006). Yersiniosis
hastaligi, Avustralya, Kuzey Amerika ve Avrupa’da yaygin olarak yayilim gostermektedir
(Austin ve Austin, 2007).

Hastaligin etkeni olan Y. ruckeri Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve Tryptic Soy
Agar (TSA) gibi genel besi yerlerine aseptik ekimler sonucu 20-25°C de 48 saat siireyle
izole edilebilmektedir. Bunun yani sira hem izolasyonda hem de tanimlamada Y. ruckeri
icin segici bir besi yeri olan Shotts-Waltman Agar (SWA) yaygin olarak kullanilmaktadir
(Waltman ve Shotts, 1984; Austin ve Austin, 2007). Y. ruckeri’nin tamimlanmasinda, rutin
biyokimyasal testlerin disinda, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(Cossarini-Dunier, 1985) ve Analitical Profil Index (API) gibi ticari test kitlerinin
kullanimi da yayginlasmis durumdadir (Balta vd., 2005).

Molekiiler biyolojide meydana gelen gelismeler sonucunda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) yardimiyla bakterilerin tiir teshisinin yapilabilir hale gelmesi, balik
patojenlerinin teshisine yonelik ¢aligmalara hiz vermistir. Bu baglamda Gibello vd. (1999),
gokkusag alabaligi dokusundan, Altinok vd. (2001), yine gokkusagi alabaligimin kan
dokusundan Y. ruckeri’nin izolasyonunu PCR yontemiyle basariyla gerceklestirmislerdir.

Balik patojenlerine karsi koruma amacl as1 ¢aligmalan ilk olarak 1940’h yillarda
Duff tarafindan ele alinmistir. Daha sonralar1 Ross ve Klontz (1965), baliklarda
yersiniosise karsi fenolle inaktif hale getirilmis asiy1 oral yolla basariyla kullanmiglardir.
Giiniimiizde yersiniosise karsi enjeksiyon ve immersiyon yoluyla ticari olarak asilama
yapilabilmektedir (Bullock ve Anderson, 1984; Ellis, 1988).

Bakteriyel balik hastalilarinin tedavisine yonelik antimikrobiyal ajanlar giiniimiizde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Austin ve Austin (2007), balik patojenlerine kars1 30 farkl

antibiyotigin yaygin olarak kullanildigin1 ifade etmigslerdir. Yersiniosis hastaliginin



tedavisinde oksitetrasiklin (50-75mg/kg/CA/10giin), sulfamerazin (100-
200mg/kg/CA/10giin) ve kloramfenikol (50-70mg/kg/CA/10giin) kullanilmaktadir (Lasee,
1995).

1.2.2.2. Frunkulosis

Frunkulosis hastaliginin etkeni olan Aeromonas salmonicida salmonicida, ilk olarak
Emmerich ve Weibel tarafindan 1894 yilinda, Basillus ismi ile Almanya’da bir alabalik
isletmesinin kulugkahanesinden izole edilmistir. Bakteriye bugiin gecerli olan A.
salmonicida salmonicida ismi Griffin ve arkadaslar1 tarafindan 1953 yilinda verilmis ve
hastalik, ismini hasta baliklar tizerinde bulunan ve “furunkul” olarak isimlendirilen
kabarcik benzeri lezyonlardan almistir (Austin ve Austin, 2007).

Aeromonas salmonicida salmonicida fenotipik karakteristik olarak, gram negatif,
fakiiltatif anaerobik, rod seklinde, hareketsiz, oksidaz ve katalaz pozitif, indol, iire ve VP
negatif, jelatin pozitif, ksiloz, ramnoz ve laktoz negatif, glikoz pozitif ve tirosin ya da
fenilalanin bulunan kati besi yerlerinde kahverengi pigment olusturmasi ile karakterize
olan bir bakteridir. Baliklarda subakut ve kronik seyirde hastalik semptomlari, uyusukluk,
gozde sisme, ylizge¢c diplerinde kanamalar, burun ve anal agiklikta kanlanma, deri ve
kaslarda frunkuller, otopsi bulgular1 olarak ise karacigerde kanamalar, dalakta biiylime ve
bobrekte nekrozlar seklinde rapor edilmistir. Ozellikle geng baliklarda su sicakligmin
yiikkselmesiyle (13°C’nin iizeri), hastaligin akut seyrinde renkte koyulagsma, yiizgeg
diplerinde kanlanma ve baliklarda dikkat kaybi oldugu bildirilmistir (McCarthy ve
Roberts, 1980; Inglish vd., 1993; Lasee, 1995).

Frunkulosis, Avrupa’da ilk olarak Almanya’da kahverengi alabaliklardan (Salmo
trutta) izole edilse de, hastalik, kiiltiirii yapilan biitiin salmonid baliklar i¢in en nemli
bakteriyel hastaliklar arasinda ifade edilmektedir. Bunun yani sira, hastaligin, ozellikle
sazan (Cyprinus carpio), yllan (Anguilla anguilla) baliklar1 ve bazi yass1 deniz baliklar1
icin de 6nemli bir patojenik hastalik oldugu bildirilmistir. Frunkulosis ABD, Avusturya,
Japonya, Asya ve basta Belgika, Ingiltere ve Fransa olmak iizere Avrupa iilkelerinde de
yayilim gostermektedir (Lasee, 1995; Timur ve Timur, 2003; Austin ve Austin, 2007).

Hastalik etmeni bakteri TSA ve Brain Heart Infusion Agar (BHIA) gibi genel besi
yerlerinde izole edilebilmektedir. API test kitleri ve serolojik teshis yontemi olarak ELISA

yontemi teshis i¢in kullanilmaktadir (Austin ve Austin, 2007). Ayrica A. salmonicida



salmonicida PCR (McCormick vd., 1990), plazmit profili (Bast vd., 1988; Toranzo vd.,
1991, Sorum vd., 1993), Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Miyata vd.,
1995), Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) (Umelo ve Trust 1998) gibi cesitli
molekiiler teknikler yardimiyla teshis edilebilmektedir.

Furunkulosis hastaligina kars1 ilk ticari as1 calismalar1 1990’ yillarda
gerceklestirilmis, Ozellikle introperitonel asilamayla basarili immunitenin saglandigi
bildirilmistir (Lillehaug vd., 1992). Hastaligin tedavisinde yeme antibiyotik ilavesi
(McCarthy ve Roberts, 1980) yaninda enjeksiyon yontemiyle de (Brown ve Grant 1992)
basarili sonuglar alinabilmektedir. Kloramfenikol, furazolidon ve oksitetrasiklin
furunkulosis tedavisinde yaygin olarak kullanilan antibiyotikler olmakla birlikte, bakterinin
oksitetrasikline karsi direng gelistirdigi bildirilmistir (Tsoumas vd., 1989; Inglis vd., 1991;
Grant ve Laidler 1993).

1.2.2.3. Bakteriyel Bobrek Hastalig:

Bakteriyel bobrek hastaligi Renibacterium salmoninarum tarafindan olusturulan
bakteriyel bir hastaliktir. R. salmoninarum ilk olarak Ordal ve Earp (1956) tarafindan
tanimlanan, gram-pozitif, basil, aerobik, sitokrom oksidaz negatif, hareketsiz, sekerli besi
yerlerinde gaz iiretmeyen ve spor olusturmayan bir bakteridir. Kronik olarak 6zellikle
bobreklerde ve diger i¢ organlarda meydana gelen lezyonlarla karakterize edilmektedir
(Fryer ve Sanders, 1981, Fryer ve Lannan, 1993). Optimum iireme sicakligi 15-18°C olan
bakterinin, iireme siiresinin bir ka¢ haftayr buldugu, 37 °C’de ise iiremedigi bildirilmistir
(Sanders ve Fryer, 1980).

Hastalik ilk olarak 1930 yilinda Iskogya’da Atlantik salmonlarindan izole edilmistir
(Smith 1964). Genel olarak tiim salmonidlerde hastalik etmeni bakteri izole edilse de golge
balig1 (Thymallus thymallus) ve ayu (Plecoglossus altivelis) gibi baliklardan da izole
edilmigtir (Kettler vd., 1986). Cografik dagilim olarak bakildiginda bakteriyel bobrek
hastaligt Amerika, Kanada, Avrupa, Asya da dagilim gostermekle birlikte salmonid
tiirlerin yetistiriciliginin yapildigi hemen her yerde izole edilebilmektedir (Fryer ve Lannan
1993). Ozellikle Kuzey Amerika’da bu hastalik nedeniyle biiyiik oranda 6liimler meydana
gelmistir (Starliper vd., 1997).

Hasta baliklarda meydana gelen dis semptomlar gdzde sisme, karinda sivi birikimi,

genel olarak deride renk kaybi, yiizme bozuklugu ve anal agiklifin sismesi, otopsi
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bulgularinda ise karacigerde solgunluk, bobrekte solgunluk ve sisme aym zamanda
graniiler bir yapt olusumu olarak bildirilmistir (Bruno, 1986). Sanders vd. (1978),
hastaligin siddetinin su sicakligina bagli oldugunu, en yogun o6liimlerin 6,7-12,2°C’de
meydana geldigini bildirmislerdir. R. salmoninarum’un yayillimi horizontal ve vertikal
yollarla ger¢eklesmektedir (Allison, 1958; Fryer ve Lannan, 1993).

Renibacterium salmoninarum enfeksiyonlarimn teshisinde ilk izolasyon amaciyla
Selective Kidney Disease Medium (SKDM) yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu besi
yerinde bakterinin 3-4 haftada ¢ogaldigi bildirilmistir (Austin vd., 1983). Biyokimyasal
testler, ELISA ve PCR (OIE 2003) gibi teshis yontemleri kullanilmakla birlikte,
bakterilerin yavas iiremesi nedeniyle serolojik metodun kullanilmasi tavsiye edilmemistir.
(Bruno, 1988).

Tedavide etkin bir basar1 saglanamamasi hastalik etmenine karsi gelistirilmeye
calisilan iimmin tepkinin olusmasinda da etkili olmus fakat etkin bir as1 gelistirilememistir.
Bu nedenle hastaliktan korunmada en etkin yol olarak bulasmanin Onlenmesi tavsiye

edilmektedir (OIE, 2003).

1.2.2.4. Hareketli (Motil) Aeromonas Enfeksiyonu

Hareketli aeromonas enfeksiyonlar1 gerek yetistiriciligi yapilan tatlh su balik
tiirlerinde ve gerekse dogal alanlarda yasayan baliklarda yaygin olarak rastlanan en dnemli
enfeksiyonlar arasinda kabul edilmektedir. Hareketli aeromonas enfeksiyonlarinin etkeni
olan bakteriler Aeromonas hydrophyla, A. sobria, A. cavia ve A. veronii olarak ifade
edilmistir. Bu bakterilerin baliklarda ¢ogu durumlarda dogal olarak bulundugu stres
kosullarinda hastalik meydana getirdigi bildirilmistir. Bu bakteriler arasinda 6zellikle A.
hydrophyla baliklarda en yaygin patojen olarak rapor edilmektedir (Martinez-Murcia vd.,
1992; Lasee, 1995).

Aeromonas hydrophyla tuzluluk oram yiiksek olmayan tim sucul sistemlerde
bulunan, flagellas1 sayesinde aktif hareket edebilen gram negatif, ¢ubuk ya da ¢omak
seklinde, sitokrom oksidaz pozitif 6zellik gosteren bir bakteridir. A. hydrophyla ilk olarak
yilan baliklarindan, daha sonralar1 sazanlardan izole edilmis, bunun yami sira baliklar
disinda kurbaga ve yilanlardan da izole edildigi rapor edilmistir. A. hydrophyla’nin
diinyanin her yerinde yayginligi olan ve genis konak¢i sayisina sahip bir bakteri oldugu
bildirilmektedir (Austin ve Austin, 2007).
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Baliklarda yiizgec ve kuyruk kisminda nekrozlar ve deride mantar enfestasyonlariyla
birlikte seyreden derin iilserler, gozde sisme hastaligin dis semptomlar1 arasinda yer
alirken, dalakta biiyiime ve solgunluk, karinda s1v1 birikimi ve bobrekte biiylimeyle birlikte
nekrozlar i¢ semptomlar olarak bildirilmistir (Inglish vd., 1993; Lasee, 1995).

Hasta baliklardan TSA ve BHIA besi yerlerine yapilan ekimler yardimiyla ilk
izolasyonunun yapilabildigi bildirilmistir. Fakat motil aeromonas etkeni olan bakteriler i¢in
selektif bir besi yeri olan Rimler Shotts agar ilk izolasyon i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Shotts ve Rimler, 1973). Bu besi yerinde meydana gelen sar1 koloniler
Aeromonas tiirlerinin olusturdugu koloniler olarak ifade edilmistir. API test kitleri ve PCR
ile kolaylikla teshis yapilirken, yogun antijenik yapilar1 nedeniyle serolojik teshis
yontemleri A. hydrophila’nin teshisi icin uygun goriilmemistir (Mishra, 1998).

Aeromonas  hydrophila’min  kontroliinde  etkin  bir as1  ¢aligmasinin
gerceklestirilemedigi bildirilmistir (Austin ve Austin, 2007). Hastaligin tedavisi amaciyla
oksitetrasiklin, eritromisin, novobisin gibi gesitli antibiyotiklerin kullanildig1 bildirilmis,
fakat etkenin antibiyotiklere diren¢ kazanma ozelligi nedeniyle enlofroksasin gibi yeni

kimyasal ajanlarin kullanimi tavsiye edilmistir (Austin ve Austin, 2007).

1.2.2.5. Kolumnaris Hastaligi

Kolumnaris hastaligi ilk olarak 1922 yilinda ABD’de Bacillus columnaris tarafindan
meydana getirilen bir enfeksiyon olarak tanimlanmistir. Daha sonralar1 1974 yilinda
bakteri Flexibacter columnare ve Cytophaga columnaris olarak adlandirilmistir.
Giiniimiizde ise molekiiler caligsmalar 1s18inda yapilan arastirmalar sonucunda bakteri
Flavobacterium columnare olarak isimlendirilmistir (Bernardet vd., 1996).

Flavobacterium columnare, besi yerinde sar1 rizoid koloniler seklinde ¢ogalan, gram
negatif cubuk seklinde ve kayma hareketiyle karakterize olan bir bakteridir. Kolumnaris
hastaligit baliklarda c¢ogunlukla dig semptomlarla tanimmlanmistir. Baliklarin dig
yiizeylerinden almman kazinti Ornekleriyle hazirlanmis yas preparatlarda bakterinin
mikroskop altinda kolaylikla tanimlanabildigi bildirilmistir. Baliklarin solungag, deri ve
ylizgeglerinde kahverengi-sarimsi lezyonlar, solunga¢ flamentlerinde nekrozlar, dorsal
ylizge¢ ve kuyrukta erimeler hastalifin en onemli semptomlaridir. Bunun yam sira
enfeksiyon nedeniyle baliklarda hi¢ bir semptom goriilmeden kisa siirede Oliimlerin

gozlemlendigi bildirilmistir (Durborow vd., 1998).
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Hastalik etkeni hemen hemen biitiin alabalik tiirlerinden izole edilmesinin disinda,
kanal yayin (Ictalurus punctatus), mersin (Acipenser baeri), sazan (Cyprinus carpio) ve
japon (Carassius auratus) baliklarindan da izole edilmistir (MacFarlane vd., 1986; Brun
vd., 1991; Wakabayashi, 1993; Decostere vd., 1998; Plumb, 1999). Hastaligin olusmasinda
stres kosullarinin 6nemli oldugu vurgulanmistir. Kolunmaris hastaligi diinyanin hemen her
yerinde rapor edilmis bir hastaliktir (Wakabayashi, 1993; Plumb, 1999).

Flavobacterium columnare’nin  teshisi, icerik yoOniinden zengin olmayan
besiyerlerinde (Anacker ve Ordal, 1955) kiiltiir ortaminda izolasyonu, biyokimyasal testler
ile tanimlama ve molekiiler teshis yontemlerinin (Tiirola vd., 2002; Wiklund, 2008)
kullanimi seklinde gerceklestirilebildigi gibi, baliklarin dig yiizeylerinden alinan 6rneklerin
direk mikroskop altinda incelenmesi ile de teshis edildigi bildirilmistir.

Flavobacterium columnare igin as1 gelistirme cabalarinin giiniimiizde devam ettigi
bildirilmektedir. Hastalik etkeni bakterinin daha ¢ok baliklarin dis yiizeyinde yogunlukta
olmasi1 nedeniyle tedavide bakir siilfat (CuSO4), tuz, potasyum permanganat (KMnO4) ve
kloramin-T nin kullanildigi, bunun yan1 sira oral yolla tedavide oksitetrasiklin, oksolinik
asit ve sulfadiazin gibi antibiyotiklere yer verildigi rapor edilmistir (Wakabayashi, 1993;
Altinok ve Grizzle, 2001; Altinok, 2004).

1.2.1. Bakteriyel Hastalik Etmenlerinin Teshis Yontemleri

Bakteriyel patojenlerin teshisinde farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler

asagidaki gibi siralanabilir.

1.2.1.1. i¢ ve Dis Semptomlar

Hasta baliklarda meydana gelen i¢ ve dig semptomlar hastalik etmeni bakterilerin
teshisinde yol gosterici olarak kabul edilmektedir. Balik hareketinde meydana gelen
degisimler, renkte degisim, goz hasarlari, deride ve i¢c organlarda kanamalar, yiizge¢lerde
ve agizda erime, karinda sisme, nekroz ve ilserler, solunga¢ hasarlari, i¢ organlarda
biiyiime ya da kiiciilmeler hastaliklar icin belirleyici semptomlar olarak ifade edilmektedir.
Ancak bu semptomlar cogu hastalikta ortaya cikabilecek belirtiler oldugundan tam bir

sonuca gidilememektedir (Austin ve Austin, 2007).
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1.2.1.2. Histopatolojik Yontem

Histolojik teshis yontemi, olmek iizere olan baliklardan alinan Orneklerin fiksee
edilerek kesitlerinin alinmasi ve hematoksilen, eozin gibi uygun boyalarla boyanarak
dokulara verilen zararlarin incelenmesi seklinde gerceklestirilen bir yontemdir (Luna,
1968). Ancak daha once belirtildigi gibi hastalik etmenlerinin ¢cogunlukla dokularda ayn1
etkiyi gOstermeleri ve hiicrelerin otolize ugramalar1 her zaman kesin teshise olanak

vermemektedir. Ayrica teshis i¢in gecen siire uzun bir zaman almaktadir (Atkinson, 1992).

1.2.1.3. Serolojik Yontem

Bakterilerin serolojik teshis yontemleri antikor ve antijen iligskisine dayali bir yontem
olarak tanmmlanmaktadir. En yaygin olarak bilinen serolojik yontemler ELISA ve
Fluorescent Antibody Technigue (FAT) olarak isimlendirilen tekniklerdir. ELISA
teknikleri, antijen ve antikor saptamak i¢in tiim diinyada yaygin olarak kullanmilmaktadir.
Renibacterium salmoninarum, Yersinia ruckeri, Edwardsiella ictaluri, Vibrio vulnifucus,
Mycobacterium spp. gibi bir ¢ok balik patojeninin bu tekniklerle teshisinin miimkiin
oldugunu bildirilmisdir (Cossarini-Dunier, 1985; Hsu vd., 1991; Biosca vd., 1997). Bircok
laboratuar enfeksiyon hastaliklarin tanis1 veya endokrinoloji sahasinda kendi amaglarina
yonelik ELISA sistemleri gelistirmistir, ancak bu tekniklerin uluslararasi standardizasyonu
ve gecerliligi tam olarak gerceklesmemistir. Bu nedenle ELISA protokollerinin ve testlerde

kullanilan kimyasal maddelerin uluslararasi standardizasyonu gerekmektedir (Cirak, 1999).

1.2.1.4. Biyokimyasal Teshis Yontemleri

Tiim diinyada kullanilan en yaygin yontem olan bu teshis yontemi yeni 6lmiis ya da
O0lmekte olan baliklardan alinan Orneklerin kati besi yeri iizerinde saf kiiltiirlerinin elde
edilmesi ile gergeklestirilmektedir. Ileri asamalarda bu bakteri kiiltiirlerine biyokimyasal
testlerin uygulanmasi ile bakterinin teshisi saglanabilmektedir (Bernardet vd., 1990).
Mikroorganizmalarin cesitli karbon kaynaklarin1 (sekerler, alkoller, aminoasitler,
deterjanlar) enerji kaynagi olarak kullanmalar1 ve bu durum sonucu olusan farkliliklarin

tan1 amaciyla kullanilmasi esasina dayall bir metottur. Bu amagla 1980°li yillarda bircok
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biyokimyasal testi bir arada barindiran test panel sistemleri gelistirilmistir. Analitical Profil
Index (API), bu sistemler igerisinde en yaygm, hizli ve etkin olarak kullanilan sistemler
arasinda goriilmektedir (Amandi vd., 1982). Ancak bu sistemlerin daha cok insan
patojenleri i¢in gelistirilmis olmasi uygulamada bazi yanilmalara sebep olmaktadir.

Fenotipik teshis yontemi olarak da ifade edilen bu tani1 yonteminde bakterilerin
koloni morfolojisi, gram boyama, hareket gibi 6zelliklerinin yani sira, katalaz, oksidaz,
indol, iire, metil red, voges proskauer, eskiilin, sitrat, arjinin, ornitin, lizin, mannitol,
glikoz, sukroz, mannoz gibi testler kullanilmaktadir. Balik patojeni olan bir¢ok bakteri bu
yontemle teshis edilebilmektedir. Bazi balik patojeni bakteriler i¢cin selektif olan besi
yerleri gelistirilmistir. Bakteriyel bobrek hastaliginin etmeni Renibecterium salmoninarum
icin Selective Kidney Disease Medium (SKMD), Vibrio spp. i¢cin Thiosulphata Sitrate Bile
Salt Sucrose Agar (TCBS) bu tiir besi yerleridir (Austin ve Austin, 2007).

1.2.1.5. Molekiiler Teshis Yontemleri

Molekiiler biyolojideki gelismelerle birlikte patojenik balik hastaliklarinin teshisinde
molekiiler biyolojinin yaygin olarak kullanilmasi hastaliklarin epidemiyolojisinde ve

kontroliinde dnemli rol oynamaktadir (Prichard ve Tait, 2001; Altinok ve Kurt, 2003).

1.2.1.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA’ya bagli teshis metodu genellikle patojen tiirlere ait 6zel niikleik asit
problarmin kullanimiyla yapilmaktadir. Hedef gen miktar1 ¢ok az oldugundan patojen
teshisindeki hassasligi artirmak i¢in gen pargasinin ¢ogaltilmas1 gerekmektedir. Bu amacg
icin polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) en iyi bilinen tekniklerden birisi olup (Mullis, ve
Faloona, 1987) bir cok balik patojeni bu teknik kullanilarak teshis edilmektedir
(Cunningham, 2002; Altinok ve Kurt, 2003). Bu metot, izole edilen hedef genetik
materyalin spesifik kisa oligoniikleotid primerler ve 1s1ya dayanikli Taq polimeraz enzimi
yardimu ile in vitro kosullarda sayisal (amplifikasyonu) olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanir.
Cesitli PCR teknikleri balik patojenlerinin ve kabuklu su iiriinlerinde bulunan bir cok
patojenin teshisinde ve tiir ayriminda kullanilmaktadir (Gustafson vd., 1992; Hiney vd.,

1997; Brown vd., 1994; Aoki ve Hirono, 1995; Cascon vd., 1996; Patel vd., 1997; Bader
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ve Shotts, 1998; Marshall vd., 1998; Zlotkin vd., 1998; Osorio vd., 1999; Ripabelli vd.,
1999; Altinok vd., 2001).

1.2.1.5.2. Restriksiyon Parcacig1 Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

Son yillarda yaygin olarak kullamlan molekiiler metotlardan birisi de Restriksiyon
Parcacik Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) uygulamalaridir. Bu metot ile tiirlerin, kendilerine
has genetik Ozellikleri kullanilarak ayirimlari yapilabilmektedir. Taze, dondurulmus ve
hatta islenmis 6rneklerin hangi orijinden oldugu, morfolojik olarak birbirine ¢cok benzeyen
canlilarinin birbirlerinden farkliliklar1 tespit edilebilir. Ayrica bu yontem taksonomik
acidan yasanan sikintilarin giderilmesinde ve mutasyon tespitinde de kullanilmaktadir. Bu
amagcla organizmadan alinan doku drneginden toplam DNA izole edilir. Bu iiriiniin niikleik
asit dizilislerini taniyan DNA kesim enzimlerince ¢ok 0zel olarak kesilmesi ve olusan
DNA parcalarinin elektroforezde ayrildiktan sonra naylon veya nitroseliilloz membrana
transfer edilerek DNA proplariyla etiketlenmesi esasina dayanir. RFLP uygulamalarinda
kullanilabilecek 3000 civarinda restrtiksiyon enzimi bulunmaktadir. Bu yontem basit, hizli,
diisiik maliyetli ve giivenilirdir (Smith vd., 1990; Dudley vd., 1991; Messmer vd., 1993;
Benchimol vd., 2000; Altinok ve Kurt, 2003).

1.2.1.5.3. Cogaltilmus Parca Uzunluk Polimorfizmi (AFLP)

Cogaltilmis par¢a uzunluk polimorfizmin iiretimi, restriksiyon enzimi ile parcalara
ayrilmis DNA parcalarinin segici ¢ogaltilmasina dayanir. Bu yontemde hem kesici
enzimler hem de PCR ayni anda kullanilir. Poliakrilamid jelde analizi sonucunda bantlarin
yogunluguna bakarak bireyler ayrilabilmektedir. Minimum primer testi ile cok sayida
markir iiretmesi ve yiiksek c¢oziiniirliigii, bu teknolojiyi ¢ekici kilmaktadir. Pahali
olmasindan dolayi, bu teknolojinin otomasyonu gerekmektedir (Zabeau ve Vos, 1993;

Altinok ve Kurt, 2003).
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1.2.1.54. Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD)

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun kesfi ile DNA polimirfizm arastiran yeni markir
sistemleri ortaya koyulmustur. Williams vd. (1990), tarafindan gelistirilen RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) teknigi basit ve kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak
genomik DNA’nin rasgele bolgelerinin c¢ogaltilmasidir. Bu teknikte 6—10 niikleotid
uzunlugunda baglatict DNA’lar kullanilarak genom {iizerinde rastgele bolgelerin DNA
cogaltimi yapilir. RAPD tekni8i; cabuk sonu¢ vermesi, ucuz olmasi, az isgiicii
gerektirmesi, az miktarda ve diisiik kalitede DNA’ya ihtiyag duyulmasi bakimindan
popiiler hale gelmistir. Ayrica polimorfizm orani da ¢ok yiiksektir. Teknigin dezavantajlari
ise giivenirliligin ¢ok sinirli olmasi, tekrarlanabilirligin diisiik olmasidir (Altinok ve Kurt,

2003).

1.2.1.5.5. Coklu (Multipleks) PCR (mPCR)

Klasik PCR’nin modifikasyonuyla iki veya daha fazla farkli PCR amplifikasyonunun
ayni reaksiyonda gerceklestirilmesine dayali bir metottur. Klasik PCR ile aymi
basamaklarda gerceklesir, fakat her bir reaksiyonda coklu primer setleri kullanilir. Coklu
PCR ile daha az zamanda daha cok hedef bolge amplifikasyonu gergeklestirildiginden
kullanish bir inceleme yontemi olmakla birlikte dnemli derecede optimizasyon gerektirir.
Degisik hedeflerin ayn1 reaksiyon sartlarinda amplifikasyonunu saglamak i¢in kullanilacak
primerlerin dikkatli se¢ilmesi primerlerin baglanma 1silarinin birbirine uygun olmasi,
birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gibi bazi 6nemli sartlar saglanmalidir. Farkli
primer ¢iftlerinin en iyi konsantrasyonlarmmin secimi ve istenmeyen ¢ogalmalarin
Onlenmesi amaciyla bircok denemenin yapilmasim gerektirmektedir. Ancak istenen
sartlarin saglanmasi durumunda gerek maliyetin diisiiriilmesi ve gerekse zaman ve is giicii
kazanci nedeniyle bir ¢ok alanda cok kullamish ve giivenli bir teshis metodudur

(Chamberlain vd., 1988; Chamberlain vd., 1989).
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1.3. Bakteriyel Balik Hastaliklarimin Tedavisi

Insanlarda, evcil hayvanlarda ve baliklarda goriilen bakteriyel hastaliklarin
kontroliinde ve tedavisinde antibiyotikler yaygin olarak yer almaktadir (Walton 1992).
Hayvansal iiretimde antibiyotikler hayvanlar1 hastaliktan korumak i¢in kullanildig1 gibi et
hayvanlarinin  bliyime hizim artrmak, yem degerlendirmesini iyilestirmek ve
hastaliklardan korunmak icin diisiik oranlarda yemlere katilarak uzun siireli
kullanilmaktadir (Chopra 1994).

Antibiyotikler bakteriler tizerinde hiicre duvar1 sentezini baskilama, protein sentezi
inhibitorleri, niikleik asitlerin fonksiyonunu bozma, metabolizmay1 olumsuz etkileme gibi
etkileri olan maddelerdir. Balik yetistiriciliginde oksitetrasiklin, eritromisin, kanamisin,
furazolidon, kloramfenikol ve sulfanamidler gibi antibiyotikler kullanilmaktadir (Smith vd
1994). Antibiyotiklerin kanserojen ve alerjik etkileri, rezidii ve diren¢ olusumu gibi
sorunlart nedeniyle kullanimlarinda sinirlama yapilmaktadir. Tarim ve Koyisleri
Bakanlig’nin yaymlamis oldugu 2377/90 sayili yonetmeligin EK-2 boliimiinde
belirtildigine gore furazolidon, furaldaton, nitro-furazon, kloramfenikol, tiamfenikol,
ronidazol ve dapson gibi antibiyotikler kiiltiir balikgiliginda kullanimi yasakli maddelerdir.
Ayrica Food and Drug Administration (FDA, ABD) eritromisin, amoksisilin, neomisin ve
kanamisin gibi antibiyotiklerin kullanimini tavsiye etmemektedir. Balik hastaliklarinin
tedavisinde kullanilan antibiyotikler genellikle yeme ilave edilerek oral yolla kullanilir.

Bunun yam sira enjeksiyon ve banyo yoluyla kullanimlar1 da s6z konusudur (Yanong,

2006).

1.4. Onceki Calismalar

Balik patojenleri ile ilgili calismalar ozellikle kiiltiir balikciliginin gelisimi ve
yayginlasmasina paralel olarak yogunlagmistir. Bu baglamda gerek diinyada ve gerekse
Tiirkiye’de baliklarda patojen olan bakteriler ile ilgili bir ¢ok c¢alisma mevcut olup, bu
calismalar teshis metotlar1, tedavi yontemleri ve patojenlerin dagilimlar1 gibi alanlarda
farklilik gostermektedir (McCarthy and Roberts, 1980; Timur ve Timur, 1985; Toranzo,
1991; Karatas vd., 1995; Valtonen vd., 1992; .Candan, 2000; Savas vd., 2006; Altinok vd.,
2006; Altinok vd., 2007). Bakteriyel balik hastaliklar1 konusunu genis bir sekilde irdeleyen

ve konu ile ilgili bir ¢ok arastirmayr biinyesinde barindiran temel derleme caligmalari
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gerceklestirilmigtir (Lasee, 1995; Inglish vd., 1993; Timur ve Timur, 2003; Austin ve
Austin, 2007).

Toranzo vd. (2005), denizel sistemlerde yetistiriciligi yapilan baliklarda patojen olan
Listonella anguillarum (Vibrio anguillarum), Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Vibrio
vulnificus, Vibrio viscosus, Photobacterium damselae subsp. piscicida, Pasteurella
skyensis, Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Flexibacter maritimus, Lactococcus
garvieae (Enterococcus seriolicida), Streptococcus iniae ve Renibacterium salmoninarum
gibi bir¢ok bakterinin biyokimyasal, serolojik ve molekiiler tekniklere dayali teshis
yontemleri ile ilgili bilgi vermistir.

Calismaya konu olan Aeromonas hydrophyla, Aeromanas salmonicida,
Flavobacterium columnare, Renibacterium salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin
fenotipik 6zellikleri bir cok caligmada belirtilmistir (McCarthy ve Roberts, 1980; Fryer ve
Sanders, 1981; Carnahan vd., 1991; Inglish vd., 1993; Tiirola vd., 2002). Popovic vd.
(2007), Aeromonas hydrophila, A. salmonicida subsp. salmonicida, Edwardsiella tarda,
Photobacterium damsela, Plesiomonas shigelloides, Pseudomonas aeruginosa, P.
fluorescens/putida, Vibrio alginolyticus, V. cholerae, V. vulnificus, V. anguillarum ve
Yersinia ruckeri gibi bakteriyel balik patojenlerinin API 20E panel sistemiyle teshisini
arastirmis, Aeromonas tiirleri icin VP, arabinoz, jelatin ve lizin testlerinde yanlis sonuclar
verebildigini, ancak ozellikle Yersinia ruckeri, Edwardsiella tarda ve V. anguillarum igin
giivenli bir teshis yontemi oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak Y. ruckeri suslarinin API
20E panel test sistemleriyle yapilan tanimlamasinda Hafnia alvei ile benzer Ozellikler
gosterdigi bildirilmektedir (Santos vd., 1993).

Tiirkiye’de bakteriyel balik patojenlerinin biyokimyasal yontemlere dayali teshisine
yonelik ¢alismalar 1980’11 yillarda kiiltiir balik¢iliginin ilk yillarinda baslamis ve 6zellikle
1990 yilindan sonra su iiriinleri sektoriine paralel olarak hizli bir ivme kazanmistir. Bu
yillarda Timur ve Timur (1981), ilk olarak Tiirkiye’de Yersinia ruckeri’nin alabaliklardan
izolasyonunu gerceklestirmistir. Bunu takip eden yillarda tilkemizde Pasteurella piscicida
(Cagirgan, 1993), Aeromonas hydrophyla (Candan vd., 1994), Aeromonas salmonicida
(Timur vd., 1996), Vibriosis (Candan, 2000; Tanrikul vd., 2004), Flavobacterium
psychrophilum (Timur vd., 2004), Pseudomonas septisemisi (Akayli ve Timur, 2004),
Renibacterium salmoninarum (Savas vd., 2005), Pseudomonas putida (Altinok vd., 2006),

Pseudomonas leteola (Altinok vd., 2007) gibi bir ¢ok balik patojeni bakteri tiirli gerek
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klasik biyokimyasal teshis yontemleri ve gerekse API panel sistemleri yardimiyla izole
edilmistir.

Giiniimiizde bir¢cok bakteriyel balik patojeni besi yerlerinde kiiltiirii yapilmadan
teshis edilebilmektedir (Brauns vd., 1991). Polimeraz zincir reaksiyonu ve diger molekiiler
teknikler yardimiyla, R. salmoninarum (Brown vd., 1994); A. hydrophila (Cascon vd.,
1996); A. salmonicida (Hiney vd., 1992); Vibrio anguillarum (Hirono vd., 1996), Ph.
damsela subspecies pisicida, (Aoki vd., 1995), Y. ruckeri (Argenton vd., 1996; Gibello vd.,
1999; Altinok vd., 2000), L. garvieae (Zlotkin vd., 1998), Flavobacterium (Izumi ve
Wakabayashi, 2000) ve Mycobacterium (Patel vd., 1997) gibi bir ¢ok balik patojeni
bakterinin teshis edildigi bildirilmistir.

Son yillarda geleneksel PCR yonteminin disinda ¢oklu PCR uygulamalar1 balik
patojenlerinin teshisine yonelik c¢aligmalarda yer almistir. Gonzalez vd. (2004), denizel
sistemlerde baliklarda ciddi kayiplarin olugsmasinda etkin rolii olan bes farkli bakterinin (V.
vulnificus, Listonella anguillarum, Ph. damselae subsp. damselae, A. salmonicida subsp.
salmonicida ve V. parahaemolyticus) ¢oklu PCR yontemiyle tanimlanmasina olanak
saglayan bir protokol gelistirmislerdir. Yine Cerro vd. (2002), A. salmonicida, F.
psychrophilum ve Y. ruckeri bakterilerine ait coklu PCR protokolii ger¢eklestirmisler ve bu
protokoliin balik isletmelerinde meydana gelen enfeksiyonlarda teshis amaciyla giivenle
kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Mata vd. (2004), baliklarda goriilen kok enfeksiyonlarinin etkeni olan dort farkl
(Streptococcus iniae, Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactococcus
garvieae), Hussein ve Hatai (2006), ise ii¢ fakli (Streptococcus iniae, Streptococcus
dysgalactia ve Lactococcus garvieae) bakterinin ayni anda teshisine olanak saglayan ¢oklu
PCR protokolii gelistirmislerdir.

Ulkemizde bakteriler ile ilgili coklu PCR calismalari su iiriinlerinden daha ¢ok, insan
patojeni olan bakteri gruplarim1 ya da biiylikbag hayvanlarda hastalik yapan patojenleri
kapsayacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Hasde vd. (2002), coklu PCR yontemiyle Ankara
Garnizonu igerisinde bulunan askeri birliklere ait kuyu sularinin mikrobiyolojik analizini
gerceklestirmislerdir. ilgili ¢alismada termotoleran (toplam) koliform, Escherichia coli,
Shigella ve Salmonella bakterilerini ¢coklu PCR ydntemiyle ayn1 anda tespit etmislerdir.
Altay vd. (2008), sigirlarda patojen iki protozoan parazit olan Theileria annulata ve
Theileria buffeli’nin teshisine olanak saglayan coklu PCR protokoliinii, basariyla

uygulamislardir.
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Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisine olanak saglayan antibiyotiklerin kullanimi
olduk¢a yaygindir. Antimikrobiyal {iiriinlerin su iirlinlerinde kullanimi 1940°h yillara
dayanmaktadir. Daha sonralar1 1950 ve 1985 yillar1 arasinda gecen siirede siilfadiazin,
kloramfenikol, oksitetrasiklin, kanamisin, nifurprazin, oksolinik asit, flumeguin gibi bircok
antibiyotik bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilmistir (Austin ve Austin,
2007). Gerek Avrupa Birligi ve gerekse ABD’de bakterilerin antibiyotiklere karsi
gelistirdigi diren¢ nedeniyle antibiyotik kullanimi sinirlandirilmig, asi1 ve hastaliklarin
olusumunun engellenmesine yonelik caligmalar giindeme gelmistir.

Bu baglamda bakterilerin antibiyotiklere kars1 olusturduklar1 direncin belirlenmesine
yonelik calismalar yogunlasmistir. Kirkan vd. (2006), balik patojeni olan 39 bakteriyel
susun (Yersinia ruckeri, Enterococcus seriolicida, Aeromonas salmonicida) siprofloksasin,
trimethoprim-sulfamethaksazol, tetrasiklin ve eritromisin’e kars1 duyarliligin incelemisler
ve biitlin bakterilerin in vitro kosullarda siprofloksasine kars1 duyarli olduklarini
bildirmislerdir. Oztiirk vd. (2007), sazan baliklarindan izole ettikleri Aeromonas
hydrophyla’nin meydana getirdigi enfeksiyonunun tedavisinde bakterinin danofloksasin,
enrofloksasin, gentamisin, siprofloksasin, neomisin ve trimetoprim-siilfamethoksazol’e
karst hassas oldugunu, fakat ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit,
oksitetrasiklin ve streptomisine kars1 direncli oldugunu rapor etmistir. Yine Aeromonas
spp. iizerinde yapilan bir diger arastirmada bakterilerin ampisilin, kloramfenikol, oksasilin
ve penisilin’e kars1 direngli olduklari, fakat en yiiksek diren¢ oramnin %88,5 ile
novobiosin’e karsi olustugu bildirilmistir (Orozova vd., 2008).

Aksit ve Kum (2008), Ege Bolgesi’'nde gokkusagi alabaliklari iizerinde yaptiklari
calismada, baliklarda patojen olan A. salmonicida, L. garvieae, V. anguillarum ve Y.
ruckeri bakterilerini izole etmislerdir. Aym caligmada hastalik etkeni tiim bakterilerin
enrofloksasin, florfenikol ve siprofloksasine duyarli olduklar tespit edilmis, diger yandan
bazi etkenlerin amoksisilin, ampisilin, basitrasin, eritromisin, fusidik asit, gentamisin,
kloramfenikol, linkomisin, nalidiksik asit, neomisin, novobiosin, oksitetraiklin, sefoksitin

ve sulfametoksazol-trimetoprim’e kars1 degisen oranlarda direncli olduklar1 belirlenmistir.

1.5. Cahismanin Gerekcesi ve Amaci

Balik hastaliklarimin teshisi amaciyla biyokimyasal metotlarin kullanimi i¢in

bakterilerin besi yerlerinde cogaltilmas1 gerekmektedir. Ancak bazi durumlarda
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bakterilerin agar iizerinde kiiltiirii yapilamamakta veya kiiltiirii yapilabilen baz1 bakteriler
biyokimyasal testlerde kendisine fenotipik olarak yakin bakterilerden ayrilamamaktadir
(Shewan ve McMeekein, 1983). Bazi1 patojenik bakterilerin balik biinyesinde bulunmasina
karsilik yapilan Kkiiltiir calismalarinda izole edilememesi karsilasilan muhtemel bir
durumdur (Cornick vd., 1969; Pickup vd., 1996). Besi yerlerinde bakteri kiiltiir teknigi,
bakterilerin teshisinde uzun bir zaman dilimi almakta ve yeterince hassas olmamaktadir.
Bu durum erken teshis ve hizli sagaltim miidahalesini olanaksiz hale getirmekte ve biiyiik
sorun olusturmaktadir (Argenton vd., 1996).

Son zamanlarda molekiiler tekniklerden PCR balik patojenlerinin teshisinde
kullanilmakta hatta geleneksel PCR gelistirilerek ¢oklu PCR’a (mPCR) doniistiiriilerek,
ayn1 reaksiyonda birden fazla patojenin ya da hedef genin varligi saptanabilmektedir
(Chamberlain vd., 1988; Edwards ve Gibbs, 1994; Henegariu vd., 1997; Elnifro vd., 2000;
Call vd., 2003). Coklu PCR ile aym genetik materyal kullanilirken genel olarak masraf,
iscilik ve artirmak istenilen {driinlerin diger materyallerle kontamine olma riski
azaltilmaktadir (Burgart vd., 1992). Canlilarda veya ortamda bulunan mikroorganizmalarin
teshisinde mPCR kullanildiginda klasik PCR’a nazaran hassasligi azaldig rapor edilse de
(Becker vd., 1998), mPCR icin optimum sartlar olusturularak hassasligi artirilabilir
(Choppa vd., 1998).

Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz bir sekilde
kullanimi bir taraftan tedavide basar1 saglarken, diger taraftan enfeksiyona neden olan
bakterilerde, kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek diizeyde ve hizli bir sekilde direng
gelisimine neden olmaktadir (Mach ve Grimes 1982). Bunun sonucunda da antibiyotiklere
kars1 direngli bakteri sayisi gittikce artmakta ve bakteriyel hastaliklarin antibiyotikle
tedavisi zorlagmaktadir (Saitanu vd., 1994; Andersen ve Sandaa, 1994; Cizman, 2003).
Olusan direng sebebiyle ciftliklerde uygulanan antibiyotik tedavilerinin %32,7’si sonu¢suz
kalmakta (Ustiindag vd., 2000), antibiyotige direncli bakterilerin plazmit yoluyla direng
genini sucul ortamdaki bakterilerden insanlar1 enfekte eden bakterilere tasimasi nedeniyle
insan sagligl acisindan biiyiik riskler olusmaktadir (Sobecky vd., 1997). Tiim bu bilgiler
1s1g1nda bu calismanin amaci agagidaki gibi dzetlenebilir.

1. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan alabalik isletmelerinde patojen ve patojen

olmayan bakterileri tespit etmek ve mevsimsel dagilimlarini belirlemek.
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2. Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla, Yersinia ruckeri, Renibacterium
salmoninarum ve Flavobacterium columnare’nin kisa zamanda, daha az maliyetle ve kesin
teshisine olanak saglayacak ¢coklu PCR protokolii olusturmak.

3. Biyokimyasal yontemlerle ¢oklu PCR yontemi sonucunda elde edilen verileri
karsilastirmak.

4. Izole edilen bakterilerin bazi antibiyotiklere kars1 olusturduklar1 direng seviyelerini

tespit etmek.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Bahk Materyali ve Ornekleme

Ornekleme calismalari, 2007-2008 yillar1 arasinda Dogu Karadeniz Bolgesi’nde 39°
43'-40° 31 dogu meridyenleri ile, 41° 00'-42° 18' kuzey paralelleri arasinda yer alan
Trabzon (20 adet) ve Rize (14 adet) illerinde faaliyet gosteren alabalik ciftliklerinden her
mevsimi kapsayacak sekilde gerceklestirilmistir. Yapilan 6rneklemelerin ayrintilar1 Tablo
1’de 6zetlenmistir. Bunun yani sira hastalik durumlarinda Karadeniz Teknik Universitesi,
Stirmene Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisligi Bolimii
biinyesinde bulunan Prof. Dr. Ibrahim OKUMUS Yetistiricilik Unitesi ve Rize Universitesi
Su iiriinleri Fakiiltesi, Iyidere Arastirma Biriminden de 6rnek temin edilmistir. Ornekleme
yapilacak isletmelerin belirlenmesi asamasinda miimkiin oldugunca farkli havzalarda

bulunan isletmeler tercih edilmistir.

Tablo 1. Ornekleme takvimi. O: Ocak, S: Subat, M: Mart, N: Nisan, MA: Mayis, H:
Haziran, T: Temmuz, A: Agustos, E: Eyliil, EK: Ekim, K: Kasim, AR: Aralik

Aylar
Yil
O | S| M| N|MA|H | T | A ]| E | EK| K |AR
2007 I. ORNEKLEME
2007 II. ORNEKLEME
2008 1. ORNEKLEME

Aragtirma genelinde rutin olarak Ornekleme yapilan 34 isletmeden her bir
orneklemede 3-15 adet, 5-250 g agirhik araliginda baliklardan toplamda 558 balik
alinmistir. Orneklerin cogunlugunu, gokkusag alabaligi (540) olusturmaktadir. Bunun yani
sira kaynak (6), deniz (5) ve dere (7) alabaliklar1 da 6rneklenmistir. Ornekleme yapilirken
hastalik belirtisi olan baliklarin se¢imine dikkat edilmis ve baliklar havuzlardan kepce

yardimiyla alinmgtir.
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Isletmelerden alinan baliklarda otolizin geciktirilmesi amaciyla 6rnekler buz kaliplar
icerisinde buz ile temas etmeyecek sekilde laboratuar ortamina taginmistir. Yetistiricilik
yapilan initelerin su kriterlerini belirlemek amaci ile sicaklik, ¢dziinmiis oksijen (WTW
Oxi 330i oksijen metre) ve pH (WTW pH 330i pH metre) degerleri yerinde ol¢iilmiistiir.

Bu orneklemeler sirasinda isletmelerin balik sagligi ve muhafazasi konusuna
bakiglar1 ve bu konu ile ilgili genel uygulamalar1 hakkinda yerinde bilgi edinilmistir.

Ayrica Dogu Karadeniz Bolgesi’nden 1999-2007 yillar1 arasinda ve 2007 yilinda Bati
Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Zonguldak ilinde yetistiriciligi yapilan alabaliklardan izole
edilen, fakat tanimlanmamis, saf olarak -70°C’de muhafaza edilmis, orijinleri (hangi
isletmeden ve hangi tarihte izole edildigi) ve diger bilgileri kayit altina alinmis 30 farkl
izolat da caligmaya dahil edilmistir. Bu bakteriler, izole edildigi baliklardan doku 6rnekleri
alinmamis olmasindan dolayr ¢oklu PCR ile kiiltiir metodunun karsilastirilmasinda dikkate

alinmamustir.

2.2. Orneklerin islenmesi

Laboratuara getirilen baliklarin dig ylizeyi ortamdan kaynaklanabilecek
kontaminasyonun 6nlenmesi amaciyla %70’lik alkol ¢ozeltisiyle temizlenmistir. Bu islem
oncesinde Flavobacterium spp.’nin varligimin arastirilmasinda baliklarin derileri ve
solungaclarindan kazinti 6rnekleri alinmistir.

Baliklarin i¢ organlarindan (bobrek, karaciger ve dalak), solungaclarindan ve
derilerinden steril olarak, niitrient agar (NA), triptik soy agar (TSA), cytophaga agar, Hsu-
Shott, Ordal agar ve Selective Kidney Disease Medium (SKDM) gibi besi yerlerine 6ze
yardimiyla ekimler yapilmistir (Grizzle vd., 2003). Ekim sonuglar1 22°C’de 24 ve 48 saat
siireyle takip edilirken, Renibacterium salmoninarum igin yapilan ekimler ise 15°C’de 21
giin bekletilmistir. Besi yerlerinde izole edilen bakteriler daha sonra ¢alisilmak tizere saf
olarak %15 gliserol igeren tiipler igerisinde -70°C’de stoklanmistir. Aym baliklarin, i¢ ve
dis organlarindan olusan 0,5 g’lik karigimlar ayr1 ayr lizis tampon ¢ozeltisine konularak 5
UL proteinaz K soliisyonu eklenmis ve DNA eldesi amaciyla analiz yapilana kadar oda

sicakliginda bekletilmistir (Altinok vd., 2001).
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2.3. Elde Edilen Bakterilerin Morfolojik Karakterlerinin Belirlenmesi

Bakterilerin kat1 besi yerlerinde olusturduklar1 koloni sekli ve renk incelenmistir. Bu
amagla Vibrio spp. i¢in selektif bir besi yeri olan thiosulfat sitrat bile sucroz (TCBS),
Aeromonas spp. ve Pseudomonas spp. icin Pseudomonas — Aeromonas segici (GSP) agar,
Yersinia spp. icin Shotts-Waltman (SW) agar, ve Aeromonas salmonicida igin triptik soy
agar (TSA) besi yerleri kullanilmistir. GSP agarda sar1 renk olusturan koloniler Aeromonas
spp., mor renk veren koloniler Pseudomonas spp, SW agarda buzlu cam goriintiisii veren
beyaz renkte koloniler Yersinia ruckeri ve Ordal ve Hsu Shotts agarda sari-kahverengimsi
koloniler ise Flavobacterium spp. olarak kabul edilmis olup bu yonde biyokimyasal testler
yapilmistir. Bakterilerin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla gram boyama
yapilmistir. izolatlarin hareketli olup olmadiklarinin belirlenmesi amaciyla Glikoz Motility
Deep (GMD) besi yeri ve ayrica lam iizerinde mikroskopta inceleme gergeklestirilmistir

(Cappuccino ve Sherman, 1992; Lasee, 1995).

2.4. izolatlarin Biyokimyasal Karakterlerinin Belirlenmesi

Baliklardan izole edilen bakterilerin biyokimyasal karakterlerinin belirlenmesi
amaciyla bu izolatlara oksidaz, katalaz, oksidasyon/fermentasyon, B-galaktosidaz (ONPG),
arjinin dehidrolaz, lisin dekarboksilaz, ornitin dekarboksilaz, sitrat testi, H,S iiretimi, iire,
triptofan (TDA), indol, Voges Proskauer, jelatin, glikoz, mannitol, inositol, sorbitol,
ramnoz, sakkaroz, amigdalin, meliboz, laktoz, metil red, eskiilin, mannoz, maltoz ve
arabinoz testleri uygulanmistir (Benson, 1985).

Bu testlerin disinda baz1 bakterilerin tiir teshisi amaciyla API 20E ve API 20NE

(Biomerieux, Marcy 1'Etoile, Fransa) panel test sistemleri kullanilmistir.

2.5. Antibiyogram Testi

Alabalik ciftliklerinden izole edilen bakterilerin antibiyotiklere karsi direnclerini
belirlemek icin agar difiizyon metodu uygulanmistir. Bu amagla 9 mm c¢apimda ticari
antibiyotik diskleri [tetrasiklin 10, oksitetrasiklin 30, sephalotin 30, streptomisin 10,

sulfamethoksazol 100, oksolinik asit 2, gentamisin 10, neomisin 5, ampisilin 10,
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eritromisin 15, kanamisin 30 ve florfenikol 30 (mg/disk)] kullanilmistir (Biyoanaliz,
Ankara, Tiirkiye). Testler, Miiller Hinton agar iizerine yayilmis bakterilere antibiyotik
disklerinin yerlestirilmesi sonras1 15-20°C’de bir gece bekletilmesi ve olusan zon
caplarinin  kaydedilmesi seklinde gergeklestirilmistir (Barry ve Thornsberry, 1985).
Antibiyotiklerin zon caplariin degerlendirilmesinde hassas kabul edilen sinir degerleri,
oksitetrasiklin, gentamisin ve streptomisin i¢in 15 mm, sulfamethoksazol i¢in 16 mm,
ampisilin i¢in 17 mm, sephalotin ve kanamisin i¢in 18 mm, oksolinik asit icin 20 mm,

eritromisin ve neomisin i¢cin 23 mm olarak kabul edilmistir (NCCLS, 2002).

2.6. Coklu PCR icin DNA izolasyonu

Orneklerden toplam genomik DNA fenol-kloroform-isomil alkol yontemiyle ekstrakt
edilmigtir. Bu amagcla, lizis tamponu (200 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8,0, % 1
sodyum dodesil siilfat ve 50 mM EDTA) igeren tiiplere aktarilip ilizerine 5 pL
proteinaz-K ¢ozeltisi (20 mg/ml) ilave edilen 6rnekler 60°C’de 16 saat inkiibe edilmistir.
Daha sonra fenol-kloroform-isoamil alkol (50:49:1) karigimi kullanilarak toplam DNA
eldesi saglanmigtir. TE tampon (10 mM Tris-HCI ve 0,1 mM EDTA at pH 8,0) igerisinde
¢coziinmiis olan DNA’nin yogunlugu UV spektrofotometre (Shimatzu, 2550) kullanilarak
belirlenmistir. Yogunluklar1 100 ng/ul olacak sekilde ayarlanan DN A’lar PCR yapilana
kadar -20°C’de bekletilmistir (Altinok vd., 2001).

2.7. Coklu PCR icin Primerlerin Dizayn Edilmesi

Calismada daha 6nce R. salmoninarum, A. hydrophila, Y. ruckeri i¢in dizayn edilmis
primerler kullanilmistir. R. salmoninarum i¢in (Rs1: 5-CAA GGT GAA GGG AAT TCT
TCC ACT-3; Rs2: 5-GAC GGC AAT GTC CGT TCC CGG TTT-3), A. hydrophila icin
(AHI 5 GAA AGG TTG ATG CCT AAT ACG TA- 3; AH2: 5-CGT GCT GGC AAC
AAA GGA CAG-3) ve Y. ruckeri igin (YerF 5-GCG AGG AGG AAG GGT TAA GTG -
3 YerR 5-GAA GGC ACC AAG GCA TCT CTG-3) olacak sekilde Brown vd. (1994),
Nielsen vd. (2001), ve Altinok vd. (2001)’ne gore dizayn edilmistir.

A. salmonicida igin (ASF 5-CGT TGG ATA TGG CTC TTC CT-3; ASR 5-CTC
AAA ACG GCT GCG TA-3) primerleri Hiney vd. (1992)’den modifiye edilmistir. F.
columnare’nin tespitinde geri primer olarak (161B 5-GCA CGG AGT TAG CCG ATC-3)
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(Yeh vd., 2006) kullanilirken, ileri primer (FCF 5-AAG GCA ACG ATG GGT AG-3)
yeniden dizayn edilmistir

Bu primerler gecerliligi bilinen bakteriler kullamilarak test edildikten sonra bes
bakterinin (R. salmoninarum, A. hydrophila, Y. ruckeri, A. salmonicida, F. columnare)
varligin1 aym1 anda tespit edebilecek sekilde ¢oklu PCR protokolii olusturma amaciyla
kullanilmistir (Kurabachew vd., 2004).

2.8. Denemede Kullamlan Bakteriler ve Kiiltiirleri

Coklu PCR denemesini degerlendirmek amaciyla, pozitif kontrol olarak (1) A.
hydrophila ATCC 43874; AU9833, AU9738, AU0606, (2) A. salmonicida ATCC 49385,
GA97030, TN9716, RY0701, RB0701, (3) F. columnare NCIMB 2280, CA0402, SC0406,
AL0435, AL0601, (4) R. salmoninarum, TS0601, ve (5) Y. ruckeri ATCC 29473,
GA97016, ESCerroU0701, EL0701, TARO0501, RARDE0201, RARDE0401,
RARDEO0402, RARDE(0403, RADO0701, K15, RB0708, D24 bakterileri kullanilmistir.
Coklu PCR da kullanilan bakterilere taksonomik olarak yakin olan bakteriler ise negatif
kontrol olarak kullanilmistir. Bu bakteriler Aeromonas sobria (AL94232 ve AL9425), A.
veroni (AL0548), Bacillus cereus (ATCC 11778), Edwarsiella tarda (AUQ0338 ve
A19938), E. ictaluri (ATCC 33202, AL9549, AU9828, ve AU9738), Enterobacter faecalis
(ATCC 2942), Escherichia coli (NCTC 12900), Flavobacterium psychrophilum (FPF),
Hafnia alvei (TSURO0702), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Pseudomonas
flourescens (AU9233, AU9738, AU9833), Plesiomonas shigelloides (AL9354 ve
AL98051), Salmonella enterica (ATCC 14028), Streptococcus aureus (ATCC 25923),
Vibrio fluvialis (CECT 4217), Vibrio alginolyticus (CECT 52), V. parahaemolyticus
(CECT 511), V. mimicus (CECT 4218), ve Yersinia pestis (TAQ707) dir.

Denemede kullanilan bakteri suglari: ATCC susu, American Type Culture Collection,
Rockville, Md.; CECT susu, Colecccion Espanola de Cultivos Tipo, Universidad de
Valencia, Valencia, Spain; AL, AU, CA, GA, ve SC suslari, K. Hayden, Auburn
University Department of Fisheries and Allied Aquaculture, Auburn, AL36849, USA; FPF
suglari, T. Wiklund, Laboratory of Aquatic Pathobiology, Abo Akademi University,
BioCity, Artillerigatan 5, FIN-20520 Abo, Finland; geri kalan suslar ise Deniz Bilimleri

Fakiiltesi’nde izole edilmistir.
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Aeromonas spp. F. columnare suglari, R. salmoninarum ve Yersinia spp. suslari
sirastyla triptik soy broth (TSB); Hsu-Shotts broth, KDM2 ve TSB besiyerlerinde
cogaltilmistir. Aeromonas spp., F. columnare suslar1 ve Yersinia spp. suslar1 25°C’de iki

giin inkiibe edilirken, R. salmoninarum 15°C’de 4 hafta inkiibe edilmistir.

2.9. Coklu PCR Sartlar1 ve Goriintiileme

Istenmeyen bantlarin olusmamasi ve hedeflenen bakterilere ait genlerin
cogaltilabilmesi amaciyla kullanilan primerler i¢in uygun tutunma (annealing) sicaklig1 ve
MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu baglamda en iyi tutunma
sicakligr 59°C ve MgCl, konsantrasyonu 3 mM olarak uygulanmistir. PCR reaksiyonunda
Qiagen Molecular Biochemicals (QIAGEN Multiplex PCR kit) reaktifleri kullanilmistir.

Yiikseltgenme isleminde, 35 pL karisim i¢cinde 200 ng 6rnek DNA’s1, 17,5 pl 2X
Multiplex PCR karisim1 (3 mM MgCl2, her bir primerden 100 ng ) ve 3,5 ul 5X Q
soliisyonu olacak sekilde hazirlanmis karnisimlar kullamlmistir. Orneklerin spesifik
genlerinin ¢ogaltilmasinda Thermo Hybaid Thermal Cycler (Thermo Electron Inc.,
Waltham, USA)’dan faydalamilmistir. PCR isleminde 6rnek DNA’s1 icermeyen reaktif
kontrol ve negatif kontrol kullanilmistir. PCR isleminden sonra, drnekler etidiyum bromit
(1mg/100uL) ile 1x TBE tampon sisteminde %1,5 agaroz jel lizerinde yiiriitiilmustiir. Jel
goriintiileri jel goriintiileme sistemi (KODAK Gel Logic 200) kullanilarak kayit edilmistir.
Coklu PCR i¢in uygulanan protokol Tablo 2 de sunulmustur.

Tablo 2. Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium columnare,
Renibacterium salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ayn1 anda teshisi icin
gelistirilmis olan ¢oklu PCR protokolii

Segment
PCR Basamaklari
Sicaklik (°C) | Siire(Sn./DK.) | Tekrar miktar1 (Dongii)

Birinci denaturasyon 95 15 dk 1
Denaturasyon 94 30 sn

Yapisma (Annealing) 59 90 sn 35

Uzama (Extension) 72 60 sn

Final Uzama 72 10 dk 1
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2.10. Coklu PCR’1n Hassashi@inin Belirlenmesi

Bu amagla tanimlanmasi hedeflenen bes bakteri ayr1 ayr1 uygun besi yerlerinde
(Brain Heart Infusion Broth, Hsu-Shotts Broth, KDM2 broth) cogaltilmistir (APHA, 1998).
Saf halde cogalan bakterilerin her birinden 1 ml alinarak 5 ml’lik santrifiij tiiplerine
aktarilarak 9000°g de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte kalan siv1 kisim
uzaklastirilarak, pelet kisma 1 ml lisis s1vis1 eklenmistir.

Uygulanacak metodun balik dokularindan alinan 6rneklerde kullanilabilir oldugunun
belirlenmesi amaciyla, gokkusagi alabaligimin karacigeri homojenize edilerek 1:10
oraninda lisis sivist ile sulandirilmig ve saf bakteri kiiltiirleri ile birlestirilmistir. DNA
eldesi daha once ifade edildigi iizere fenol-kloroform-izomil alkol yontemiyle saglanmistir.

Bakterilerin hangi yogunlukta (sayilarinin belirlenmesi) olduklarini belirlemek
amaciyla saf kiiltiirlerden seri diliisyonlar hazirlanmig ve 0,1 ml olacak sekilde TSA,
KDM2 agar ve Hsu-Shotts agar iizerine ekimler yapilmistir. Ekimler sonrasinda
Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla ve Yersinia ruckeri TSA’da, F.
columnare Hsu-Shotts agarda 25°C’de iki giin inkiibe edilirken, R. salmoninarum KDM2
agarda 15°C’de 4 hafta inkiibe edilmis ve ¢ogalan koloniler kaydedilmistir (del Cerro vd.,
2002).

2.11. Coklu PCR Sonuc¢larinin Dogrulanmasi

Coklu PCR iiriinlerinin A. hydrophila, A. salmonicida, F. columnare, R.
salmoninarum ve Y. ruckeri’ye ait oldugunun dogrulanmasi amaciyla PCR iiriinleri
NucleoSpin PCR saflagtirma kiti (Macherey—Nagel) yardimiyla saflagtirilmis ve ABI
PRISM 310 (Applied Biosystems) ile sekans edilmistir.



3. BULGULAR

3.1. Su Parametreleri ve isletmelerin Genel Durumu

Ocak 2007 ve Temmuz 2008 tarihleri arasinda Trabzon ve Rize illerinde toplam 34
adet alabalik ciftligine her mevsim gidilerek, tesislerin genel durumu tespit edilmistir.
Yetistiricilik yapilan igletmelerde kullanilan sularin baz1 6zellikleri yil bazinda, minimum
ve maksimum degerler olmak iizere sicaklik 2,7-24,6°C, pH 6,68-8,23 ve ¢6ziinmiis
oksijen 4,75-13,02 mg/L olarak dl¢iilmiistiir. Su kriterlerinin mevsimsel olarak ortalama

degerleri Tablo 3’de verilmistir

Tablo 3. Su kriterlerinin mevsimsel (ortalama+SD) degerleri

Mevsim
Ilkbahar Yaz Sonbahar Kis
Sicaklik (°C) 11,414£3,66 | 17,57£4,65 | 10,34+4,44 | 7,66+1,44
Oksijen (mg/L) 8,78+1,35 | 8,99+1,44 10,51£1,78 | 10,17+0,82
pH 7,07£0,35 | 7,62+0,25 7,25+0,35 7,53+1,14

Su Kkriterleri

Sularin fiziksel Ozelliklerinin yagis rejiminden etkilendigi, yagisin bol oldugu
donemlerde askida kat1 maddelerin varliginin arttigir ve su kalitesinde diisiislerin oldugu
tespit edilmistir. Isletmelerin bircogu bu ve benzeri durumlara hazirliksiz olduklarindan bu
donemlerde su kalitesindeki degisimlere baghi zaman zaman 6liimlerin veya hastaliklarin
ortaya ciktig1 belirlenmistir.

Ornekleme yapilan isletmelerde, sektorle ilgili yetismis eleman (Su Uriinleri ve
Balik¢ilik Teknolojisi Miihendisi) eksikligi godzlemlenmis, biitiin isletmeler g6z Oniine
alindiginda sadece 4 su iiriinleri mithendisi ve 1 Bal. Tek. Miih. calistig1 tespit edilmistir.
Isletmelerin balik saghig ile ilgili fiziki ve idari tedbirler konusunda yeterli hassasiyeti
gostermedikleri gozlemlenmistir. Cogu isletmede her havuz icin ayr1 kepce ve donanim
kullanilmadigi, bir havuzdan cikan suyun diger havuzlarda tekrar kullanildigi ve bu

nedenlerle hastaliklarin isletme icerisinde kolaylikla yayildig: belirlenmistir.
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Ayrica diger isletmelere gonderilen ya da bagka isletmelerden gelen baliklarin
hastaliklardan ari olmasina dikkat edilmedigi gozlemlenmistir. Gerek akarsular iizerinde ve
gerekse baraj gollerinde kurulmus tatli su yetistiricilik iinitelerinden, denizlerde bulunan
kafes sistemlerine balik transferi nedeniyle bakteriyel patojenlerin denizel ortama tasindigi
tespit edilmistir. Isletme sahiplerinin ticari kaygilar nedeniyle hastaliklarin teshis ve
tedavisinde disa agilimda tereddiit gosterdikleri, hastalik problemlerini kendi iclerinde
¢Oziimleme yoluna gittikleri gdzlemlenmistir.

Bolgede hastaliklarin teshisine yonelik ilgili kurumlar ile (Trabzon Su Uriinleri
Arastirma Enstitiisii, KTU Deniz Bilimleri Fakiiltesi, Rize Universitesi Su iiriinleri
Fakiiltesi ve Tarmm I Miidiirliigii) isletme sahiplerinin kurum bazinda tam bir iletisgim
icinde olmadig belirlenmistir.

Tarim i1 Midiirliikleri’nin isletmeleri hastaliklardan daha ¢ok isletmelerin
projelendirilmesi ve ilag kalintilarimin (reziidii) belirlenmesi konusunda denetledigi
gozlemlenmistir. Bakteriyel hastaliklarin tedavisinde en yaygin kullanilan antibiyotik
oksitetrasiklin olarak belirlenmis, isletmelerde ilaclarin kullanimi, depolanmasi ve yasal

durumlart ile ilgili bilgi eksikligi tespit edilmistir.

3.2. Biyokimyasal Test Sonuclara Gore izole Edilen Bakteriler

Orneklerden yapilan ekimler sonucunda, besi yerlerinde morfolojik olarak farkli
bakteri kolonilerinin ¢ogaldigi gdzlemlenmistir. Saf koloniler halinde elde edilen izolatlara
biyokimyasal testler uygulanmig ve bu testlerin sonucunda bakterilerin tanimlamasi
yapilmistir. Bakterilerin ka¢ balik 6rneginden, hangi dokulardan ve hangi mevsimde izole
edildikleri Tablo 4’de verilmistir. Isletmelerden 6 bakteri cins, 34 bakteri ise tiir
seviyesinde olmak iizere toplam 40 farkli bakteri izole edilmistir. izole edilen bakteri
gruplarmdan Aeromonas spp. igerisinde en fazla Aeromonas hydrophila izole edilirken,
Aeromonas sobria sadece bir kez izole edilen tiir olmustur. Pseudomonas spp.’nin
baliklarda yaygin oldugu belirlenmis, Pseudomonas Iuteola baliklardan ilk defa,
Pseudomonas putida ise Japonya disinda ilk kez alabaliklardan izole edilmistir. Yersiniosis
hastaliginin etkeni olan Yersinia ruckeri bolgede en fazla izole edilen tiir olarak ortaya

cikmigstir.
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Tablo 4. Alabalik isletmelerinden izole edilen bakteriler. B: bobrek, D: dalak, KC:
karaciger, DE: deri, IB: Ilkbahar, Y: Yaz, K: Kis, SB: Sonbahar

izole Edilen Doku Mevsim

Bakteri Ornek D | KC| DE Y 1SBT K

Aeromonas caviae
Aeromonas hydrophila
Aeromonas salmonicida
Aeromonas sobria
Aeromonas spp.
Burkholderia cepacia
Cedecea davisae
Chromobacterium violaceum
Citrobacter freundii
Edwardsiella sp.

Eikenella corrodens
Enterobacter amnigenus
Enterobacter cloacae
Erwinia sp

Ewingella americana
Flavobacterium psycrophylum
Hafnia alvei

Mannheimia
haemolytica/Pasteurella
trehalosi

Pantoea spp.

Pasteurella pneumotropica
Photobacterium damsella
Plesiomonas shigelloides
Pseudomonas aeroginasa
Pseudomonas caryophylii
Pseudomonas dilafialdi
Pseudomonas diminuta
Pseudomonas floresans
Pseudomonas luteola
Pseudomonas solanacearum
Pseudomonas spp.
Pseudomonas putida
Salmonella sp.

Serratia liquefeciens
Shewanella putrefaciens group
Shigella sonnei
Stenotrophomonas maltophilia
Vibrio fluvialis

Weeksela virosa

Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia ruckeri
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Tiim bakterilerin genel olarak i¢c organlarda yayilim gostermelerine karsin,

Aeromonas spp. deriden de izole edilmistir. Flavobacterium psycrophylum, Shewanella
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putrefaciens ve Pseudomonas luteola ise sadece deriden izole edilmistir. Bu baglamda
Yersinia ruckeri’nin tim baliklarin bobreklerinden izole edildigi gozlemlenmistir. Ayrica
cogunlukla karacigerden ve dalaktan, deriden ise hi¢ izole edilmedigi belirlenmistir.

[zole edilen bakterilerin miktar bakimindan degisimi mevsimsel ve sicaklik degerleri
dikkate alinarak Sekil 1°’de verilmistir. Aeromonas spp. ve Pseudomonas spp.’nin hemen
her mevsimde, Yersinia ruckeri’nin ise 6zellikle sicakhigin artis gosterdigi yaz aylarinda
izole edildigi gozlemlenmistir. Daha cok deniz baliklarindan izole edilen Pasteurella
pneumotropica’nin tath su sistemlerinde her mevsim, Vibrio fluvialis’ in ise izole edildigi
baliklarin biitiin organlarinda bulundugu belirlenmistir. Vibrio fluvialis hem tatli hem de

tuzlu suda yetistiriciligi yapilan baliklardan izole edilmistir.

50 —

likbahar Yaz Sonbahar Kig

Sekil 1. Mevsim ve sicaklik degerlerine gore izole edilen toplam bakteri
sayilari, (S); izole edilen toplam bakteri sayisi

Tanmimlanan bakteriler arasinda insan gidasi olarak tiiketilen iiriinlerde istenmeyen
bakteriler grubunda yer alan Salmonella sp. gokkusag: alabaliklarinin bobrek dokusundan
izole edilmistir. Ozellikle kanal yayin baliklarinda patojen olan Edwardsiella tarda ve
Edwardsiella ictaluri tirlerinin bulundugu cinse ait olarak Edwardsiella sp. yaz
mevsiminde yine gokkusagi alabaliginin karaciger dokusundan elde edilmistir.

Orneklemeler sonucunda tammlanan bakteri tiirlerinin baliklarda meydana

getirdikleri hastalik semptomlar1 Tablo 5’de verilmistir.
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Tablo 5. Alabalik isletmelerinden izole edilen bazi bakterilerin gosterdigi hastalik

semptomlart

Bakteriler

Semptomlar

Aeromonas caviae

Renkte kararma, dorsal yiizgecte erime

Aeromonas hydrophyla

Kuyrukta erime, viicutta deformasyon

Burkholderia cepacia

Bagirsakta sari s1vi birikimi, karacigerde kiiciilme

Enterobacter aerogenes

Karacigerde petesi

Ewingella americana

Bas ve kuyruk yiizgecinde erime

Flovabacterium spp.

Bas kisimda yaralar

Pseudomonas aeruginosa

Renkte kararma ve karinda sislik

Pseudomonas caryophylii

Bagirsakta sar1 sivi

Pseudomonas floresans

Abdomende kizariklik ve yaralanma

Pseudomonas putida

Dorsal ve kuyruk yiizgecin kaybolmasi

Pseudomonas luteola

Dalakta biiyiime, karacigerde solgunluk, bagirsakta sari sivi
olusumu

Shigella sp.

Kuyrukta yaralanma, bagirsakta yangi, Pilorik ¢ekumlarda sari
s1v1 birikimi

Yersinia ruckeri

Hemoroji, dalakta biiyiime, bagirsakta sar1 s1vi birikimi, gozde
kanlanma, deride yogun hemorajiler

Daha oOnce bilinen hastalik etmenlerinin disinda Pseudomonas putida

ve

Pseudomonas luteola’nin baliklarda belirgin bir sekilde hastalik semptomlari meydana

getirdigi gozlemlenmistir.

3.3. Coklu PCR Sonuclari

Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium

salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ayn anda teshisine olanak saglayacak coklu PCR

protokolii yapilan 6n denemeler sonucunda basariyla olusturulmus ve yapilan sekans

analizi sonucunda PCR iiriinlerinin hedeflenen bakterilere ait oldugu dogrulanmuistir.

PCR sonucunda olusan iiriinlerinin biiyikligii A. hydrophila, A. salmonicida, F.

columnare, R. salmoninarum ve Y. ruckeri i¢in sirasiyla 685, 416, 204, 500 ve 589 olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 2°de sunulmustur.
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M 1 2 3 4 5 6 C

Sekil 2. Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium columnare,
Renibacterium salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ayni anda teshisi
icin gelistirilmis olan ¢oklu PCR. M: Phi X174 DNA/Haelll molekiiler
markir, 1: A. hydrophila (685 bp), 2: A. salmonicida (416); 3: F.
columnare (204 bp), 4: R. salmoninarum (500 bp), 5: Y. ruckeri (589
bp), 6: 5 patojeni iceren ¢oklu PCR; C: sadece PCR reaktiflerini igeren
negatif kontrol

Coklu PCR sonucunda Aeromonas hydrophila 43, A. salmonicida 28,
Flavobacterium columnare 8§ ve Yersinia ruckeri 55 farkli 6rnekten izole edilirken, yapilan
calismalar sonucunda hicbir 6rnekten Renibacterium salmoninarum izole edilememistir.

Bes farkli bakteriye ait biyokimyasal test yontemi ve coklu PCR yontemiyle elde
edilen bulgular Tablo 6’da Ozetlenmistir. Biyokimyasal yontemler sonucu izole edilen
Aeromonas hydrophila, A. salmonicida ve Yersinia ruckeri bakterileri ayn1 6rneklerden

coklu PCR yontemiyle de izole edilmistir.

Tablo 6. Coklu PCR (mPCR) ve biyokimyasal testler sonucunda Aeromonas
salmonicida, A. hydrophila, Yersinia ruckeri, Flavobacterium columnare ve
Renibacterium salmoninarum’ a ait bulgular

. Ornek Sayisi
Bakteriler
Coklu PCR Biyokimyasal test
Aeromonas salmonicida 28 4
Aeromonas hydrophila 43 11
Yersinia ruckeri 55 20
Flavobacterium columnare 8 -
Renibacterium salmoninarum - -
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Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium
salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ¢oklu PCR yontemiyle izole edilebilmeleri i¢in saf
kiiltiirlerinden asgari, A. hydrophila i¢in 2 CFU, A. salmonicida i¢in 1 CFU, F. columnare
icin 1 CFU, R. salmoninarum i¢in 3 CFU ve Y. ruckeri i¢in 1 CFU bulunmas1 gerektigi
belirlenmistir. Aym sekilde bakterilerin balik dokusundan izole edilebilmeleri i¢in ise bu

bakterilerden sirasiyla 4, 5, 8, 7 ve 4 CFU bulunmas1 gerektigi belirlenmistir (Sekil 3).

M 1 2 3 4 5

Sekil 3. Balik karacigerine eklenen Aeromonas hydrophila, A. salmonicida,
Flavobacterium columnare, Renibacterium salmoninarum ve Yersinia
ruckeri’nin ¢oklu PCR kosullarindaki hassasiyeti. PCR {iriinlerinin
biiyikligi A. hydrophila, A. salmonicida, F. columnare, R.
salmoninarum ve Y. ruckeri icin sirastyla 685, 416, 204, 500 ve 589,
olarak belirlenmistir. M: Phi X174 DNA/Haelll molekiiler markir, 1—
5: sirastyla 107'-107 seri diliisyonlar.

3.4. Antibiyotik Diren¢ Seviyeleri

Alabalik isletmelerinden izole edilen bakterilerin, uygulanan antibiyotiklere karsi
gostermis olduklar1 direng yilizdeleri her bir bakteri icin ayr1 ayr1 Tablo 7°de verilmistir.

Bu sonuglara gore izole edilen bakterilerin genel olarak gentamisin (R: %?20),
oksolinik asit (R: %22,78), oksitetrasiklin (R: %26,26) ve kanamisin (R: %26,92) gibi
antibiyotiklere karsi duyarli olduklari, neomisin (R: %86,67), sephalotin (R: %71,13) ve
tetrasikline (R: % 66,67) karst oldukca diren¢ kazanmis olduklar1 belirlenmistir.



37

Tablo 7. Izole edilen bakterilerin antibiyotik direngleri. AM10: Ampisilin, KF30:
Sephalotin, E15: FEritromisin, CN10: Gentamisin, K30: Kanamisin, NS35:
Neomisin, OA2: Oksolinik asit,
SMZ100: Sulfamethoksazol, TE10: Tetrasiklin, FL; Florfenikol, O: Ornek sayisi

T30: Oksitetrasiklin, S10: Streptomisin,

Bakteri

Antibiyotikler

AMI10

KF30

E15

CN10

K30

N5

0OA2

T30

SMZ100

A. caviae

A. hydrophila

A. salmonicida

— ] ] D
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p— | DN
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22,78

26,26

54,79

31,03

66,67
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Aeromonas spp. icerisinde antibiyotiklere en cok diren¢ kazanan tiir olan Aeromonas
caviae’mn, ampisilin, sepalothin ve eritromisne karst %100, gentamisin, kanamisin,
neomisin, oksitetrasiklin ve streptomisine karsi1 ise yliksek oranda direngli (R>%50) oldugu
belirlenmistir. Diger Aeromonas tiirleri icerisinde yine ampisilin ve sepalothin’e karsi
direng olustugu gézlemlenmistir.

F. psycrophylum’un kullanilan antibiyotiklere karsi fazla direngli olmadigi, biitiin
Pseudomonas tiirlerinin ise sepalothin’e karsi diren¢ kazandigi belirlenmistir. Sadece bir
baliktan izole edilen Salmonella sp.’nin sepalothin, neomisin ve streptomisin’e direngli
oldugu belirlenirken, en ¢ok izole edilen tiir olan Yersinia ruckeri’nin sepalothin disindaki
hicbir antibiyotige %50’den daha fazla diren¢ gostermedigi gozlemlenmistir.
Florfenikol’un Burkholderia cepacia digindaki biitiin bakterilere kars1 etkili oldugu tespit

edilmistir.



4. TARTISMA

4.1. Su Kriterleri

Su kalite parametreleri balik saghigini etkileyen 6nemli bir etken olarak kabul
edilmektedir. Su iriinleri yetistiriciliginde bircok patojenik hastaligin ortaya cikisinda
ozellikle su sicakliginin dogrudan etkili oldugu bildirilmistir (Plumb, 1999). Baliklarda
Flavobacterium psychrophilum’un 4-10°C araliginda, Flavobacterium columnare’nin ise
15°C’nin iizerinde enfeksiyon meydana getirdigi bildirilmektedir (Borg, 1960). Lasee
(1995), Aeromonas salmonicida’mn 13°C’nin iizerindeki su sicakliklarinda ozellikle geng
salmonlarda etkin oldugunu, Sanders vd. (1978), ise Renibacterium salmoninarum’un
meydana getirdigi bakteriyel bobrek hastaliginda hastalik siddetinin su sicakligina bagl
olarak en yogun oliimlerin 6,7-12,2°C’de meydana geldigini bildirmislerdir. Yine Bullock
ve Anderson (1984), baliklarda Yersinia ruckeri’den kaynaklanan enfeksiyonlarin
siddetinin su sicakliginin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda azaldigini ifade etmistir.

Bu calismada su sicakliginin 11,4°C oldugu ilkbahar ve 10,3°C’de oldugu sonbahar
mevsimlerinde izole edilen bakteri sayist sirasiyla 37 ve 14 olarak tespit edilmistir. Su
sicaklik degerlerinin birbirine yakin olmasina ragmen izole edilen bakteri sayisinda dnemli
bir degisim gozlemlenmektedir. Bu durum, izole edilen bakterilerin sayis1 ve ¢esitliliginin
su sicakligi ile dogrudan iliskili olmadigini gostermektedir. Ilkbahar aylarinda izole edilen
bakteri miktarindaki artigin alabaliklarda kulucka sonrasi, hastaliklar yoniinden hassas olan
yeni bireylerin isletmelerde yogun olmalar1 ve bu aylarda meydana gelen diger su kalite
degisimleri seklinde aciklanabilir. Bunun yam sira sicakligin Sonbahar mevsimine gore
nispeten diisiik oldugu kis aylarinda daha fazla sayida bakteri izole edilmistir. Bu farkin
ozellikle tiir olarak A. hydrophyla ve F. psychrophilum’dan kaynaklandigi
gozlemlenmektedir. Bolgede kis aylarinda askida kati madde miktarimin en yiiksek
seviyede oldugu bilinmektedir (Gedik vd., 2009). Su sicakligimin diisiik olmasina ragmen,
izole edilen bakteri sayisinin fazla olmasi bu sekilde izah edilebilir.

Yapilan diger c¢alismalara paralel olarak, Flavobacterium psychrophilum su
sicakliginin diisitk oldugu kis aylarinda, Yersinia ruckeri ise ¢ogunlukla su sicaklik

degerlerinin 20°C’yi buldugu yaz aylarinda izole edilmistir.
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Bunun yani1 sira Aeromonas hydrophyla’mn su sicakliginin yiikseldigi yaz aylarinda,
Pasteurella pneumotropica’min ise 20°C’nin iizerinde mortaliteye neden oldugu ifade
edilse de (Lasee, 1995; Rahman vd., 2001; Magarinos vd., 2001), yapilan saha
calismalarinda Aeromonas hydrophyla ve Pasteurella pneumotropica’mn genis su sicaklik
araliklarinda her mevsim baliklardan izole edildigi ortaya konulmustur. Baliklarda
meydana gelen Pseudomonas anguilliseptica enfeksiyonlarinin 16°C’nin altinda (Toranzo
vd. 2005) ve P. pseudoalcaligenes enfeksiyonlarinin ise 22°C’deki su sicaklik degerlerinde
(Austin ve Stobie, 1992) meydana geldigi bildirilmistir. Yapilan calismada izole edilen 8
fakli Pseudomonas tiiriiniin genis su sicaklik degerlerini kapsayan biitiin mevsimlerde izole
edildigi belirlenmistir.

Vibrionaceae grubunda yer alan Vibrio spp.’nin tuzlu sularda yetistiriciligi yapilan
baliklarda mortalite olusturdugu bildirilse de (Austin ve Austin, 2007), Kitao vd. (1983)
Vibrio anguillarum’un tatli su baliklarinda da mortaliteye sebep oldugunu rapor
etmiglerdir. Vibrio fluvialis, su sicakhigimin 14°C oldugu tath su ve 12,8°C oldugu tuzlu su
sisteminde yetistirilen alabaliklardan izole edilmistir.

Su sicakliginin diginda su iriinleri yetistiriciligi yapilan sistemlerde kullanilan suyun
oksijen ve pH degerlerinin istenilen deger araliklarinda olmayig1 baliklarda stres nedeni
olabilmektedir. Bu durumun baliklarin hastaliklara kars1 hassas hale gelmesine ve firsatgi
patojenlere fayda sagladig ifade edilmektedir (Hedrick, 1998). Coquet vd. (2002), Yersinia
ruckeri’nin gokkusagi alabaliklarinda 7,5 pH degerinde, Yildiz vd. (2005) ise baliklarda
meydan gelen Aeromonas hydrophyla enfeksiyonunun, 7,8 pH ve 6,5 mg/l oksijen
degerinde meydana getirdigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada pH degeri, Yersinia
ruckeri’nin en yogun izole edildigi yaz aylarinda 7,62 olarak kaydedilmis, A. hydrophyla
enfeksiyonlarinda ise genis mevsimsel dagilim nedeniyle bu degerler 6zellikle oksijen
acisindan farkli degerlerin elde edilmesine neden olmustur.

Su iirtinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde balik sagliginin muhafazasi oldukca
onemlidir. Bu amagcla isletmelerin kanuni mevzuata ve genel hijyen kurallarina uygun
davranmalar1 gerekmektedir (Lasee, 1995). Balik hastaliklarinin yayilmasinda balik
transferleri 6nemli rol oynamaktadir. Tarim ve Koyisleri Bakanligi balik ciftliklerinde su
triinleri saghg ile ilgili denetimlerini su {driinleri yonetmeligi EK-9°da kisaca ifade
etmektedir. Bu yonetmelige gore isletme sahiplerinin, baliklarda kullanilan ilaglarin gesit
ve dozlarmi, hastalik semptomlarim ve asilama kayitlarin1 kayit altina almalari

gerekmektedir. Ancak yapilan saha calismalarinda, bu kayitlarin biiyiik dlciide ihmal
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edildigi ve balik transferlerinde mengei belgelerinin yeterince Onemsenmedigi

belirlenmistir. Bu durum, hastaliklarin diger bolgelere yayilimina olanak saglamaktadir.

4.2. Biyokimyasal Test Sonuclari

Tim diinyada ve Avrupa’da baliklarda vibriosis, pasteurellosis, yersiniosis,
furunkulosis, kolumnaris hastali§i, mikobakterium, motile Aeromonas septisemi,
pseudomonasis, streptokokkosis gibi bakteriyel hastaliklar yaygin olarak rapor
edilmektedir (Inglish vd., 1993; Austin ve Austin, 2007). Ulkemizde 6zellikle yersiniosis,
motil Aeromonas septisemi, vibriosis, pseudomonas enfeksiyonlar1 ve son yillarda
streptokok enfeksiyonlarmin etkenleri farkli balik tiirlerinden izole edilmistir (Candan,
1993; Altinok vd., 2006; Altinok vd., 2007; Kan ve Sarieyyiipoglu, 2008; Aksit ve Kum,
2008). Bu calismada streptokok ve mikobakterium gibi bakteriyel balik patojenleri disinda
yaygin olan biitiin hastalik etmenleri rapor edilmistir. Ayrica daha 6nce baliklarda patojen
olan, fakat yaygin olarak izole edilmeyen Stenotrophomonas maltophilia, Shewanella
putrefaciens ve Eikenella corrodens gibi bakteriler de bu caligmada baliklardan izole
edilmistir (Kozinnska ve Pekala, 2004; Jeon vd., 2007).

Yaygin olarak rapor edilen patojenlerin diginda, insanlarda 6zellikle ¢ocuklarda
hastaliga sebep olan Pseudomonas putida (Bouallegue, 2004), ilk olarak iilkemizde
gokkusagr alabaliklarinda izole edilmistir. P. putida sadece Japonya’da ayu, (Plecoglossus
altivelis altivelis) ve sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) baliklarindan izole edilmis olup
diinyada yayilimi olmayan bir patojendir (Kusuda ve Toyoshima, 1976; Muroga, 1990;
Wakabayashi vd., 1996). Bu calisma P. putida’nin Japonya disinda da baliklarda
enfeksiyon meydana getirdigini ortaya koymaktadir. Benzer bir sekilde Pseudomonas
luteola’nin insanlarda patojenik ozellik gOsteren bir bakteri oldugu bildirilmis olmasina
ragmen, gerceklestirilen bu calisgmada, P. [uteola’nin baliklarda mortaliteyle sonug¢lanan
enfeksiyonlar meydana getirdigi belirlenmistir.

Bunun yaninda calisma boyunca baliklardan izole edilen Burkholderia cepacia,
Cedecea davisae, Chromobacterium violaceum, Enterobacter amnigenus, Ewingella
americana, Pasteurella pneumotropica, Pseudomonas caryophylii, Pseudomonas
dilafialdi, Pseudomonas diminuta, Pseudomonas solanacearum, Shigella sonnei ve

Weeksela viros gibi bakterilerin baliklarda patojen olup olmadigi bilinmemektedir. Bu
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bakteriler ile ilgili gelecekte yapilacak deneylerin konunun aydinlatilmasinda faydal
olacag diisiiniilmektedir.

Sucul organizmalarin gerek deniz tasimaciligi ve gerekse ticari olarak iilkeler ve
kitalar aras1 yayilimi bilinmektedir. Bu durum ayni zamanda hastaliklarin yayillimina da
sebep olmaktadir. Bakteriyel patojenlerin stoklar arasindaki yayiliminin Onlenmesi
amaciyla hastaliklardan arindirilmig sertifikali tiriinlerin kullanilmasi gerekmektedir.

Hastalik etmenlerinin teshisi hastaliklardan korunma ve tedavide oldukc¢a 6nemlidir.
Ideal kosullarda yapilan su iiriinleri yetistiriciliginde hastalik etmenlerinin varliginin tespit
edilmesinde genellikle yanlis sonuglar elde edilebilmektedir. Saglikli oldugu diisiiniilen
fakat gercekte patojenleri tasiyic1 olan baliklar popiilasyon igerisinde hastaligin
yayilmasinda ciddi riskler meydana getirebilirler. Hastaliklar stresli kosullarda, asir1 stok
yogunlugunun bulundugu ve ani degisimlerin oldugu yetistiricilik sistemlerinde meydana
gelmektedir. Bu yilizden, hastaliklarin kontrolii acisindan, tasiyici baliklardaki patojenlerin
tespiti olduk¢a dnemlidir. Yanlis yapilan teshis alinacak nlemleri ve uygulanacak tedaviyi
olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Plumb, 1999). Bu calismada bakteriyel balik
patojenlerinin tespiti amaciyla besi yerlerinde izole edilen bakterilere 28 farkli
biyokimyasal test uygulanmistir. Bu testler, elde edilen bakterilerin kesin teshisine biiyiik

oOlciide olanak saglamistir.

4.3. Coklu PCR Sonuclari

Standart bakteriyolojik testlerle karsilastirildiginda, bakterilerin izolasyonu ve
tammmlanmasinda PCR’nin ¢ok daha hizli ve kesin sonuglar verdigi bilinmektedir.
Polimeraz zincir reaksiyonu kiiltiir olusturabilen ve olusturamayan yapilardaki hiicrelerin
tespitini saglayan hassas bir metottur (Chu ve Lu, 2005). Arastirmalarda, besiyeri
kiiltiirlerine dayali yapilan bakteriyel teshislerde hassasiyetin ¢ok azaldig ve tasiyicilarda
diisik yogunlukta bulunan tiirlerin tespitinde basarisiz olunabilecegi bildirilmistir
(Marshall vd., 1999; Kong vd., 2002). Bu ¢alisma, coklu PCR teknigi ile siklikla rastlanan
bakterileri (A. hydrophila, A. salmonicida, F. columnare, R. salmoninarum, Y. ruckeri)
tagtyan baliklarin hastalik etmenlerini belirlemede énemli bir arag¢ olabilir.

Gonzales vd. (2004), baliklarda patojen olan 5 farkli bakterinin ¢oklu PCR
yontemiyle ayni anda teshisine olanak saglayan bir protokol gelistirmislerdir. Ancak bu

caligma daha ¢ok denizel ortamda yetistiriciligi yapilan baliklarda patojen olan ii¢ farkl
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Vibrio tiirli, Photobacterium damselae ve Aeromonas salmonicida bakterileri ile ilgilidir.
Yine del Cerro vd. (2002), Aeromonas salmonicida, Flavobacterium psychrophilum ve
Yersinia ruckeri bakterilerine ait coklu PCR protokoli gelistirmisler. Yapilan bu ¢alisma
ozellikle tath su balik patojenleri arasinda yer alan A. hydrophila, A. salmonicida, F.
columnare, R. salmoninarum ve Y. ruckeri ile ilgili yapilmis ilk coklu PCR protokoliidiir.
Arastirmada spesifik primerler kullanildigindan bes bakterinin hi¢ biri benzer amplifike

sonuglar vermemistir.

4.4. Coklu PCR ve Biyokimyasal Yontemin Karsilastirilmasi

Balik hastaliklarinin erken ve etkili teshisi hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde
olduk¢a onemlidir. Bu g¢aligmada, geleneksel bakteriyolojik metot ile kiyaslandiginda
coklu PCR metodunun ¢ok daha hassas oldugu ortaya konulmustur.

Balik hastaliklarinin hizli ve hassas bir sekilde tespit edilmesi isletmelerdeki
kayiplarin ve hastaliklarm yayiliminin 6nlenmesi agisindan son derece 6nemlidir. Ozellikle
ithal edilen canl su {iriinleri ile bir¢cok patojen iilkemize giris yapmaktadir. Tiirkmen ve
Alpbaz (2001), yapmis olduklar1 bir arastirmada, iilkemize 279 farkh tiir akvaryum balig1
ithalinin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica kiiltiirii yapilan baliklarin yumurtalar1 da ithal
edilmektedir. Bu iiriinlerin hastaliklar yoniinden giimriiklerde hassas ve kisa bir siirede
incelenmesi gerekmektedir. Bu nedenlerden dolay1 yapilan caligma oldukca Onemlidir.
Olusturulan bu PCR metoduyla bes farkli bakteri 1-2 giin gibi kisa bir siirede teshis
edilirken, besi yeri kiiltiirline dayali teshis yonteminde ise 4-5 giine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu metot ile hastalik semptomu gostermeyen tasiyic1 baliklardan patojen bakteriler tespit
edilebilir ve hastaliklarin yayilmasi 6nlenebilir.

Bu calisma kapsaminda coklu PCR sonucunda A. hydrophila (43), A. salmonicida
(28), F. columnare (8) ve Y. ruckeri (55) toplamda 134 ayr1 6rnekten izole edilirken, ayni
bakteriler biyokimyasal testler sonucunda ise A. hydrophila (11), A. salmonicida (4), ve Y.
ruckeri (20) olmak tizere toplamda 35 farkli drnekten izole edilmistir. Biyokimyasal testler
sonucunda izole edilen bakterilerin tamami ¢oklu PCR yonteminde de izole edilmistir.
Ayrica F. columnare’nin PCR sonucunda izole edilmesine ragmen besi yerlerinde
cogaltilamamis olmasi ¢oklu PCR metodunun biyokimyasal yontemlere goére ¢ok daha

hassas oldugunu gostermektedir.
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Bakterilerin teshisine yonelik PCR metodu her bir bakteri icin spesifik primerlerin
kullanimi ile gergeklestirilmektedir (Altinok ve Kurt, 2003). Bu caligmada uygulanan
coklu PCR, sadece A. hydrophila, A. salmonicida, F. columnare, R. salmoninarum, Y.
ruckeri bakterileri i¢in uygulanabilmektedir. Bu durum bahsi gegen bakteriler disinda diger
balik patojenleri icin de yeni PCR protokollerinin olusturulmasi gerekliligini ortaya
koymaktadir.

Hastalik etmeni olan bakterilere kars1 uygulanacak tedavide mutlaka bakterilerin besi
yerlerinde izole edilmeleri gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle PCR metoduna dayali
olarak hastalik etmeni olan bakterilerin teshis edilmesi korunma amacl ve saglik yonetimi

politikalan i¢in destekleyici 6nem arz etmektedir.

4.5. Antibiyotik Direncleri

Ampisilin, eritromisin, gentamisin, kanamisin, neomisin, oksolinik asit,
oksitetrasiklin, streptomisin Avrupa ve Tiirkiye’de yaygin olarak kullanilan
antibiyotiklerdir (Costello vd., 2001). Tetrasiklin Tiirkiye’de balik ciftliklerinde yaygin
olarak kullanilan antibiyotikler arasinda yer almasma karsin yapilan denemelerde bu
antibiyotige kars1 olusan direncin %67 oldugu tespit edilmistir. Diger yandan su iiriinleri
yetistiriciliginde son yillarda kullanimi yayginlasan florfenikole ise oldukg¢a diisiik bir
diren¢ oldugu belirlenmistir. Bahsi gecen bu iki antibiyotik Avrupa Birligi ila¢ diizenleme
konseyi (EEC) tarafindan yayinlanan 2377/90 sayili yayinda kullamimi yasak olmayan
ilaglar grubunda yer almaktadir.

Yapilan ¢alismada Aeromonas tiirlerinin oksolinik asit ve streptomisin disinda kalan
biitiin antibiyotiklere kars1 belirli oranda direng kazandig: belirlenirken, Oztiirk vd. (2007),
Aeromonas hydrophyla’nin streptomisine karsi direncli oldugunu bildirmistir. Bakterilerin
ayni antibiyotige kars1 farkli diren¢ seviyelerinin belirlenmesi, izolatlarin bolgesel farkliligi
olarak izah edilebilir.

[zole edilen bakteriler arasinda baliklarda patojen etkileri belirlenmemis olan
Burkholderia cepacia, Cedecea davisae, Chromobacterium violaceum, Ewingella
americana ve Weeksela virosa gibi bakterilerin uygulanan ¢ogu antibiyotige karsi direng
olusturmadigi gozlemlenmistir. Buna karsilik Yersinia ruckeri, Aeromonas ve
Pseudomonas tiirlerinin neredeyse biitiin antibiyotiklere kars1 farkli oranlarda direng

gostermeleri, isletmelerden izole edilme sayilar1 ile paralellik gostermektedir. Mevcut
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durum bu bakteri tiirlerinin bdlgede su iiriinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde farkli
antibiyotiklere maruz kalma ihtimalini gostermektedir.

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde baliklardan izole edilen bakteriler ve antibiyotiklere
kars1 direng seviyeleri ile ilgili calismalar yok denecek diizeydedir. Bu anlamda bolgede
yapilan caligmalar, Balta vd. (2005) ve Karatas vd. (1995) nin gokkusag: alabaliklarindan
Yersinia ruckeri ve Candan ve Kiiciiker (1994)’in somonlarda Aeromonas spp. izolasyonu
olarak gosterilebilir. Bu durum yapilan c¢aligmanin bdlge acisindan Snemini
gostermektedir.

Tiirkiye’de balik patojenleri ile ilgili yapilan calismalarda aralarinda Yersinia ruckeri,
Enterococcus seriolicida, Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla, Aeromonas
spp., L. garvieae, V. anguillarum gibi balik patojenlerinin tetrasiklin, eritromisin,
oksitetrasiklin, streptomisin ve ampisilin gibi antibiyotiklere kars1 diren¢ olusumu rapor
edilmistir (Kirkan vd., 2006; Oztiirk vd., 2007; Aksit ve Kum, 2008). Gerceklestirilen bu
calismada, bakteriler tarafindan antibiyotiklere karsi olusan diren¢ seviyelerinin
florfenikol, oksitetrasiklin, oksolinik asit, kanamisin ve gentamisin disindaki biitiin
antibiyotiklerde %50’den yiiksek olmasi, iilkemizde bakteriyel hastaliklarin tedavisinin
gelecekte bu giinden daha da zor olacagim gostermektedir. Bu nedenle bakteriyel
hastaliklarin Onlenmesinin gerekliligi ve tedavi edici yeni ajanlarin kullanimina agirlhik

verilmesi gerekliligi ortaya konulmaktadir.



5. SONUCLAR

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde Trabzon ve Rize illerinde faaliyet gosteren 34 farkh
alabalik isletmesinde, bakteriyel balik patojenlerinin belirlenmesi amaciyla mevsimsel
olarak 558 adet alabalik 6rneklemesi yapilmistir.

Balik saglig1 acisindan isletmelerin yeterince bilgi sahibi olmadiklari, su kriterlerinin
iyilestirilmesi ve ila¢ kullanimi1 gibi konularda yanlis uygulamalarin oldugu belirlenmistir.
Hastaliklarin gerek isletme biinyesinde ve gerekse diger isletmelere bulagmasi konusunda
gerekli hassasiyetin gosterilmedigi tespit edilmistir. Baliklarin tath su sistemlerinde
kulucka ve On biiyiitme donemlerini tamamladiktan sonra, denizde kafes sistemlerine
taginmasi1 sonucu patojenlerin genis olciide yayilim gosterebilecegi belirlenmistir.

[sletmelerden alinan balik numuneleri, laboratuarda klasik bakteriyolojik metotlar
kullanmlarak incelenmiglerdir. Ayrica aymi Orneklere 5 farkli bakterinin varliginin
belirlenmesi amaciyla (Aeromonas salmonicida, Aeromonas hydrophyla, Yersinia ruckeri,
Renibacterium salmoninarum ve Flavobacterium columnare) coklu polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) metodu uygulanmaistir.

Yapilan arastirmalarda biyokimyasal testler sonucunda 6rneklenen 115 baliktan 40
farkli bakteri tiirii izole edilmistir. Tanimlanan bakteriler icerisinde Yersinia ruckeri en
yaygin tiir olarak belirlenirken, Aeromonas ve Pseudomonas tiirlerinin hemen her
mevsimde isletmelerde bulundugu tespit edilmistir. Pseudomonas putida Japonya diginda
baliklardan ilk kez izole edilirken, Pseudomonas loteola’nin ise baliklarda enfeksiyon
meydana getirdigi rapor edilmistir. Genellikle denizel sistemlerde rapor edilen Pasteurella
pneumotropica tath su yetistiriciligi yapilan isletmelerden izole edilmistir. Tanimlanan
bakteriler arasinda insan gidasi olarak tiiketilen iiriinlerde istenmeyen bakteriler grubunda
yer alan Salmonella sp.’nin varlig1 dikkat cekmistir. Dogu Karadeniz Bolgesi’nde alabalik
yetistiriciligi yapan igletmelerde bulanan baliklarin bakteri ¢esitliligi, mevsimsel ve tiir

seviyesinde ayrintili olarak belirlenmistir.
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Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Flavobacterium columnare, Renibacterium
salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ayn anda teshisine olanak saglayacak coklu PCR
protokolii olusturularak, bu bakterilerin kisa zamanda hassas bir sekilde tanimlanmasina
olanak saglanmistir. Ayrica uygulanan farkli teshis metotlarinin kiyaslanmasi sonucu, PCR
metodunun daha verimli oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan orneklemelerde besi yerlerinde izole edilen bakterilerin 12 farkli antibiyotige
kars1 diren¢ seviyelerinin belirlenmesi amaciyla antibiyogram testleri uygulanmais,
bakterilerin en yiiksek direnci %86,67 ile neomisin ve %71,13 ile sephalothin’e karsi
olusturduklar1 belirlenmistir. Uygulanan antibiyotikler icerisinde florfenikol bakteriler
tarafindan en az direng gosterilen antibiyotik olmustur. Genel olarak gentamisin, oksolinik
asit, oksitetrasiklin ve kanamisin gibi antibiyotiklere kars1 da bakterilerin duyarl olduklar1

belirlenmistir.



6. ONERILER

Dogu Karadeniz Bolgesi su iiriinleri yetistiriciligi agisindan onemli bir potansiyele
sahiptir. Son yillarda bolgede denizlerde kafes balik¢iliginin yayginlagsmasi sonucu alabalik
yetistiriciliginin yan1 sira levrek yetistiriciligi de gelisim gostermektedir. Gergeklesen
yogun yetistiricilik faaliyetleri sonucunda hastaliklarin varligi tiretimi sinirlandiran en
onemli sorunlarin baginda gelmektedir. Bu baglamda, Dogu Karadeniz Bolgesi’nde yogun
bir sekilde yetistiriciligi yapilan alabaliklarin bakteriyel hastaliklarinin tespit edilmesine
yonelik olarak yapilan bu tez ¢alismasi dnemli sonuglar1 ortaya koymaktadir.

Bu sonuclar 1s1ginda, su iiriinleri yetistiriciligi yapan isletmelere, konu ile ilgili
bilimsel caligmalar yiirliten arastirmacilara ve yeni Yyasal diizenlemelere kath
saglayabilecek oneriler asagidaki gibi siralanabilir.

1. Su driinleri yetistiriciligi yapilacak isletmelerin projelendirilme asamasinda
genellikle iiretim kapasitesi ve rantabilite dikkate alinmaktadir. Bu asamada projelerin
balik sagligi muhafazasi agisindan da ele alinmas1 gerekmektedir.

2. Olusturulan ¢oklu PCR protokolii sadece Aeromonas hydrophila, A. salmonicida,
Flavobacterium columnare, Renibacterium salmoninarum ve Yersinia ruckeri’nin ayni
anda teshisine olanak saglamaktadir. Bu nedenle diger bakteriyel patojenlerin teshisine
yonelik yeni protokol ¢alismalar1 gergeklestirilmelidir.

3. Bakterilerin biyokimyasal metotlar kullanilarak teshis edilmesinde, oncelikle balik
dokularindan izole edilmesi gerekmektedir. Ancak baliklarda diisiik sayida bulunan
bakterilerin besi yerlerinde iiretilmesi her zaman miimkiin olmamaktadir. Ayrica klasik
teshis metotlar1 oldukca uzun zaman almaktadir. Bu nedenle, patojenik balik hastaliklarinin
teshisinde klasik metotlarin yani1 sira molekiiler teshis yontemlerinin de kullanimi
yayginlastirilmalidir.

4. Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan antibiyotiklere kars1 degisik
seviyelerde olusan direng, ileride bakteriyel hastaliklarin tedavisinde zorluklar
yasanacagim  gostermektedir. Hastaliklarin tedavisinde antibiyotik kullaniminda
bakterilerin tanimlanmasi, antibiyogram test sonuclarina gore ilag secimi, uygun doz ve
siire mutlaka belirlenmelidir.

5. Her seyden once hastaliklarin olusumunu 6nleyecek tedbirlere yonelmeli, asilama

ve genel hijyen tedbirleri alinarak olusabilecek kayiplar en aza indirilmelidir.
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6. Yapilan saha calismalarinda, isletmelerin ticari kaygilar1 nedeniyle Ornekleme
calismalarinda, sikintilar meydana gelmektedir. Bu nedenle isletme sahipleri konu ile ilgili
bilgilendirilmeli ve kanuni yiikiimliiliikler getirilmelidir.

7. Gergeklestirilen teshis metotlar1 ve tedaviye 1sik tutacak olan tiim bu caligmalar,
bir isletmenin yillik giderlerinin sadece %11 gibi bir maliyeti olusturmaktadir. Bu nedenle
isletmelerin saglik yonetimi acisindan bilgilendirilerek ekonomik olarak daha verimli bir

hale getirilmesi saglanmalidir.
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OZGECMIS

1976 yilinda Trabzon’un Vakfikebir Ilcesinde dogdu. ilkogrenim ve Liseyi
Besikdiizii'nde tamamladi. 1995 yilinda KTU Rize Su iiriinleri Fakiiltesini kazand1 ve 1999
yilinda bu fakiilteden mezun oldu.

2001 yili icerisinde askerlik gorevini tamamlayarak aymi yil Rize Su iiriinleri
Fakiiltesi’'nde aragtirma gorevlisi olarak calismaya bagladi. 2006 yilinda yiiksek lisans
egitimini tamamladi. Halen aymi fakiiltede arastirma gorevlisi olarak gorevine devam

etmektedir. Evli ve bir ¢ocuk babasi olup, iyi derecede ingilizce bilmektedir.



