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ONSOZz

Diinyada balik tiretimini sinirlandiran en 6nemli faktor balik hastaliklar1 olup, iiretim
ve yetistirme tesislerinin karliligini birinci derecede etkilemektedir. Ulkemizde de entansif
balik yetistiriciliginin ilerlemesiyle birlikte hastaliklardan meydana gelen kayiplarin da
arttigl goriilmektedir. Gerek ekonomiye gerekse protein agigni kapatmadaki katkisi
nedeniyle, artan 6nemine karsin, balik hastaliklar: ile ilgili ¢aligmalar yok denecek kadar
azdir. Planlanan bu proje ile; iilkemizin dogal su kaynaklar1 yoniinden zengin ve kafes
balik¢iliginin yogun yapildig iller arasindan olan Diyarbakir ili merkezine yakin barajlarda
kurulan kafeslerde tiretim ve yetistiricilik yapilan balik¢ilik tesislerinin bakteriyel balik
hastaliklarinin proje kapsaminda arastirilmasi ile genis kapsamli kantitatif veriler bilim

diinyasma ve kamu oyuna sunulmus olacaktir.

Arastirmada, Diyarbakir {linde bulunan kafes isletmelerindeki alabaliklarda drnekler
almarak kiiltiir yontemi ile besiyerlerine ekimler yapildi. Elde edilen saf suslara
biyokimyasal testler ve Biolog Systemi (The biolog GENIII micro plate) ile fenotipik
identifikasyon, PCR (Polymerase Chain Reaction), ve Sekans Analizi ile molekiler
tanimlama yapildi. Boylece bakteriyel hastalik etkenlerinin bolgedeki yayginligi, Diyarbakir
[lin’deki dagilimi ve kaynaklar1 tespit edildi. Ayrica bakteriyel hastalik etkenlerine kars1
uygulanacak antibiyogram ile hastaligin yayilmasi Onlenerek, sektoriin verimliligi
arttirlacaktir. Bu amagla “Diyarbakir ilinde Bulunan Bazi Gokkusag Alabahg
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) Isletmelerinde Bakteriyel Hastahklarin
Arastinlmas1” baslikli bilimsel arastirma projesi Kahramanmaras Siit¢ii imam Universitesi
tarafindan proje numarasi 2018/4-10 M (YLS) ile desteklenmistir. Destekleri igin
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimine tesekkiir ederiz.

Projenin baslama tarihi 29-08-2018 ve bitis tarihi 29-12-2023’tiir.

Dog. Dr. Mikail OZCAN
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Diyarbakir ilinde Bulunan Baz1 Gokkusagi Alabahg (Oncorhynchus mykiss,
Walbaum 1792) isletmelerinde Bakteriyel Hastaliklarin Arastirilmasi

OZET

Bu calisma Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren iiretim ve yetistiricilik yapilan
balik¢ilik igletmelerdeki baliklarda siklikla rastlanan bakteriyel hastaliklar yoniinden
taranmasi hedeflendi. Bu amagla Ocak 2019 ve Ocak 2022 tarihleri arasinda 12 farkli
alabalik isletmelerinden 0,5-300 gr agirhigindaki hastalik siiphesi olan Gokkusagi alabalik
ornekleri canl olarak almip laboratuvara getirilip dis muayene yapildi. Sonrasinda goz,
karaciger, dalak, bobrek, bagirsak ve deri doku ornekleri alindi. Bakteriyel hastalik
etkenlerinin izolasyonu igin; Tryptic Soy Agar (TSA), Nutrient Broth (NB), Brain-Heart
Infusion Agar (BHIA), KF Streptococcus Agar (BASE), Yersinia Selective Agar (CIN),
Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A) ve kanli agar (KA) kullanildi. Bu besiyerleri
15-24 °C’de 24-72 saat siireyle inkiibatorde inkiibe edildi. Alabalik isletmelerinden alinan
bu orneklerden elde edilen saf suslara biyokimyasal tanimlama testleri ayni sira Biolog
Sistemi (The biolog GENIII micro plate) uygulanip fenotipik 6zellikleri incelendi. Biolog
Sistemi ile identifiye edilen suslarin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigiyle teyit
edilmesinde 6zel primer kullanildi. Takiben bu suslarin tamaminin molekiiler olarak teyit
yapildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile dogrulanan suslarin genetik 6zeliklerine
bakildi. Elde edilen bakteri 6rneklerininin sekans analizi yapildi ve analiz sonucu NCBI’daki
referans bakteriye gore yorumlandi. Sonug¢ olarak; 19 adet Yersinia ruckeri, 10 adet
Flavobacterium psychrophilum, 15 adet Vibrio anguillarum 22 adet Lactococcus garviae,

14 adet Aeromonas sobria susu fenotipik ve genetipik 6zelliklerine gore tanimlama yapildi.

Anahtar kelimeler: Gokkusag: alabaligi, Oncorhynchus mykiss, Yersinia ruckeri,
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae, Aeromonas
sobria, BIOLOG GEN llI, Fenotipik, PZR, Sekans, genetipik
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Investigation of Bacterial Diseases in Some Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss,

Walbaum 1792) Farms in Diyarbakir Province
ABSTRACT

This study aimed to screen fish in aquaculture enterprises engaged in production and
cultivation in Diyarbakir province for common bacterial diseases. For this purpose, live
Rainbow trout specimens weighing 0.5-300 grams, suspected of disease, were collected from
12 different trout farms between January 2019 and January 2022, and transported to the
laboratory for external examination. Subsequently, tissue samples were taken from the eye,
liver, spleen, kidney, intestine, and skin. For the isolation of bacterial pathogens, Tryptic Soy
Agar (TSA), Nutrient Broth (NB), Brain-Heart Infusion Agar (BHIA), KF Streptococcus
Agar (BASE), Yersinia Selective Agar (CIN), Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A),
and blood agar (BA) were used. These media were incubated at 15-24°C for 24-72 hours.
Biochemical identification tests and the Biolog System (The Biolog GENIII micro plate)
were applied to pure strains obtained from these samples to examine their phenotypic
characteristics. Special primers were used to confirm the strains identified by the Biolog
System using Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Subsequently, molecular
confirmation of all these strains was performed. The genetic characteristics of the strains
confirmed by PCR were examined. Sequence analysis of the bacterial samples obtained was
carried out, and the results were interpreted according to the reference bacteria in NCBI. As
a result, 19 strains of Yersinia ruckeri, 10 strains of Flavobacterium psychrophilum, 15
strains of Vibrio anguillarum, 22 strains of Lactococcus garvieae, and 14 strains of

Aeromonas sobria were identified based on their phenotypic and genotypic characteristics.

Key Words: Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, Phenotypic, genetypic, Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae,
Aeromonas sobria, BIOLOG GEN Ill, PCR, Sequence
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1. GIRIS

Su iiriinleri yetistiriciliginde sucul organizmalarin gelisimlerini en uygun ¢evresel
kosullar altinda, su kaynaklarinin ekolojik yapisinida bozmadan dogal ¢evrenin ve dogal av
stoklarminda kontrol altina alinarak, yetistiricilik prensiplerini de i¢ine alan genis ve dnemli

bir iiretim ve bilim alanidir. Uretim alaninda da son 60 y1l icerisinde teknolojik ve bilimsel

gelismeler su iirlinlerine 6nemli katkilar saglamistir (Bostock, 2011).

Diinya su {irtinleri iiretimine bakildiginda ¢ok biiylik artiglar gozlenmektedir. 1950
yilinda diinya su iirtinleri tiretimi 638.457 ton iken 2022 yilinda 182.777.048 tona ulagmistir.
Elde edilen verilere bakildiginda hem ekonomik agidan hem de artan diinya niifusunun besin

ihtiyaci agisindan su iiriinleri iiretimi biiyiik bir 6nem arz etmektedir (FAO, 2023).

Ulkemizde yetistiricilik i¢in uygun su kaynaklar1 bakimindan zengin bir iilkedir. Bu
kaynaklarm dogru bir sekilde kullanilmasi1 ekonomiye ve hayvansal protein ihtiyacin
karsilamaya katk1 saglayacaktir. Ulkemizde su iiriinleri {iretimi 2000 yilinda 582376 ton ve
bu tiretimin 79031 tonu yetistiricilikten elde edilirken 2022 yilinda 849.808 tondur. Bu
iiretimin 276502 tonu yetistiricilikten saglanmistir (TUIK, 2023).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), diinya genelinde ekonomik agidan
onemli balik tiirleri arasinda yer almaktadir. Gokkusagi alabaliginin kiiltiirtine ilk kez 1879
yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde baslanmistir. Daha sonralar1 ise gida, stoklama ve
sportif balikgilik amagclariyla diger iilkelere de ithal edilmistir. Ulkemizde, gdkkusagi
alabalig1 kiiltiir caligmalar1 1970'1i yillarda baslamis olup, 1980'li yillarda bu ¢aligsmalar hiz
kazanmistir (Korun 2015).

Ulkemizde alabalik tiirlerinin yetistiriciliginin tercih edilmesinin baslica nedeni, su
kaynaklarinin elverisli olmasidir. Alabalik tiirleri arasinda iilkemizde en fazla yetistiriciligi
yapilan tiir, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)'dir. Gokkusagi alabaliginin viicudu
uzun olup, swrtinda yag yiizgeci bulunmaktadir ve karmn kismi giimiisi beyaz veya sari
renktedir. Gokkusagi alabaligmin yaygin olarak iiretilmesinin nedenleri ise yiiksek
adaptasyon yetenegi, yemden yararlanma kabiliyetinin yiiksekligi, kisa kulugka donemi ve
hastaliklara kars1 dayanikliligi olarak o6zetlenebilir (Alpbaz, 2005). Ulkemizde 2022
verilerine gore deniz ve igsular toplamda 197.923 ton Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) iiretimi yapilmaktadir (TUIK, 2023).

Kiiltiir balik¢ilig1 nedeniyle ¢ok sayida baligin bir arada ve yakin temas halinde

bulunmasi, dogada (dere, gol, golet, deniz, vs) serbest yasayanlara oranla, daha fazla
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hastaligin ortaya ¢ikmasima neden olmaktadir. Baliklarm i¢inde yasadiklar1 ortamin (tuzlu,
aci, tatli su) smirli olan besleyici, fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik optimal yasam
kosullarmin olumsuz yonde degismesi bunlarin kisa siire iginde diizelmemesi ve devam
etmesi, 0zellikle, bir ¢ok infeksiyoz hastaligin ¢ikmasina neden olmaktadir (Arda ve ark.,
2005).

Baliklarda bildirilen bakteriyel patojenlerin sayica fazla olmasina ragmen, diinya
genelinde kiiltiirii yapilan balik tiirlerinde meydana gelen kayiplardan sorumlu olan
patojenlerin Aeromonas, Vibrio, Edwardsiella, Flavobacterium, Yersinia, Francisella,
Photobacterium, Piscirickettsia, Pseudomonas ve Tenacibaculum gibi Gram-negatif bakteri
turleri ile Lactococcus, Streptococcus, Mycobacterium ve Renibacterium gibi Gram-pozitif
bakteri gruplarina ait oldugu rapor edilmistir. Tath suda kiiltiirii yapilan balik tiirlerinin de
Flavobacterium, Aeromonas, Yersinia ruckeri, Renibacterium  salmoninarum,
Mycobacterium ile Streptococcus ve Lactococcus tiirleri tarafindan tehdit edildigi
bildirilmistir (Pridgeon ve Klesius 2012; Sudheesh ve ark., 2012). Ulkemizde de kiltiri
yapilan gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) farkli cografik bolgelerde
enfeksiyona neden olan bakteriyel patojenlerin izolasyonu ve teshisi ile ilgili pek ¢ok
calisma bulunmaktadir (Sarieyyiipoglu, 1984; Timur ve ark., 1996; Aydin ve ark., 1997,
Balta, 1997; Karatas Diigenci ve Candan, 1997; Diler ve ark., 1998; Diler ve ark., 2000a;
Diler ve ark., 2000b; Aydin ve ark., 2001; ispir ve ark., 2004; Altun ve ark., 2010).

Enterik Kizil Agiz Hastalig1 (Enterik Red Mouth, ERM) ya da Yersiniozis olarak
bilinen bu hastalik, ilk defa 1950'li yillarda Amerika Birlesik Devletleri'nde gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan isletmelerde yiiksek mortalite oranlariyla goriilen subakut ve
akut formda septisemik bir hastalik olarak rapor edilmistir (Bullock ve Anderson, 1984;
Busch, 1982; Frerich ve Roberts, 1989; Lucangeli ve ark., 2000; Ross ve ark., 1966). ERM
hastaligi, diinyanin bir¢ok bolgesine yayilmis durumdadir (Bullock ve ark., 1977; Roberts,
1983; Lesel ve ark., 1983; Stevenson ve Daly, 1982).

Tiirkiye’de Yersinia ruckeri’nin neden oldugu Yersiniozis 1991 yilinda gokkusagi
alabaliklarinda saptanmistir. Alabalik isletmelerinin yayginlagsmasi ile birlikte hastalik
miktar1 artmig ve ekonomik kayiplara neden olmaya baglamistir. Halen bu hastalik alabalik
isletmelerinde yaygin halde goriilmektedir ve tilkemizin en 6nemli bakteriyel hastalig1 haline
gelmistir (Cagirgan ve Yiireklitlirk, 1991; Kubilay, 1997; Kubilay ve Diler, 1999; Timur ve
Timur, 1991). Hastalik; renkte koyulagma, agizin i¢ ve disinda, operkulumda ve viicudun disg

yuzeyi ile yiizgeclerin tabaninda kanamalar, karinda siskinlik ve sivi toplanmasi, tek yada
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cift tarafli ekzoftalmus gibi belirtilerle kendini gosterir. Bu belirtilere bakarak degil,
laboratuvar caligmalar1 ile kesin teshis konabilir (Arda ve ark., 2002). Ayrica; anus
civarinda, yiizgegler ve deride erimeler, g6z ¢ukurunda ve iriste kanamalar goriiliir. Otopsi
sonucu yapilan incelemede i¢ organlarda kanamalar, karin boslugunda ve mide de sarimsi

bir siv1 goriilebilir (Diler, 2004).

Gram negatif, enterik bir bakteri olan Yersinia ruckeri, genel olarak 0,5 x 1,5 - 2 pm
boyutunda, hafif kivrik, gomak seklinde, 7 — 8 peritirik flagellaya sahip hareketli, tek tek
yada kisa zincirler olusturan kokobasil yada basil formlarinda olabilir (Ross ve ark., 1966;
Busch, 1982; Frerichs ve Roberts, 1989; Arda ve ark., 2005). Yersinia ruckeri, 15-27 °C’de
aktif hareket gosterirken, 9 °C’ deki inkubasyonda flagellalar mevcut olmasina ragmen
hareketsiz, 35 °C’ de inkiibe edildiginde ise flagella olmadigindan dolayr tamamen

hareketlerini kaybederler (O’Leary ve ark., 1979; Busch, 1982; Davies ve Frerichs, 1989).

Yersinia ruckeri’nin patojenitesi 6zellikle su sicakhigi ve balik biyiikliigiine gore
ayrica ortam sartlari, beslenme ve stres kosullar1 gibi faktorlere baglh olarak degismektedir.
Su sicakhiginin 10 °C’nin tizerinde olmasi halinde hastalik olusmaktadir, 10 °C’nin altinda
mortalitesi oldukea diisiiktiir. Asir1 yemleme, stres sartlar1 ve 7,5 cm den kii¢lik baliklarda
oliimler artmaktadir (Busch, 1982; Frerichs ve Roberts, 1989; Austin ve Austin, 1993; Arda
ve ark., 2005). Bu enfeksiyon temel olarak gen¢ gokkusagi alabaliklarinda goriilmektedir
(Bullock ve Cipriano, 1990; Horne ve Barnes, 1999).

Yersiniozis etkeni once saglikli baliklarin bagirsaklarma yerlesmektedir. Stres,
portor baliklarda re-enfeksiyonu, saglikli baliklarda ise enfeksiyon siirecini baslatmaktadir
(Busch ve Lingg, 1975; Hunter ve ark., 1980). Gerek tasiyici gerekse bagirsaklarinda
kolonize olmus halde Yersinia ruckeri bulunduran baliklarin ellenmesi, asir1 kalabalik halde
stoklanmasi, sudaki amonyak ve diger zararli maddelerin artmasi, oksijen diizeyinin

azalmasi gibi istenmeyen durumlarda enfeksiyon akut bir seyir izlemektedir (Busch, 1982).

Psikrofiloz (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkiil hastaligi, Rainbow Trout Fry
Syndrome-RTFS), etkeni olan Flavobacterium psychrophilum, ilk olarak 1946 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri'nde Coho somonlarindan (Oncorhynchus Kkisutch) izole
edilmistir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Inglis ve ark., 1993; Ekman, 2003; Cipriano ve
Holt, 2005). Bu patojenin Salmo salar, Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, Tinca tinca gibi
bir¢ok balik tiirlinden izole edildigi ve 6nemli ekonomik kayiplara neden oldugu rapor

edilmistir (Lehmann ve ark., 1991; Bernardet, 1997). Japonya’da ise 1987 yilindan beri



dogal sularda ve Plecaglossus altivelis {iiretim yapilan isletmelerde Flavobacterium
psychrophilum ciddi sorunlar teskil etmistir (Wakabayashi ve ark., 1994; Lido ve Mizokomi,
1996). Tirkiye’de, gokkusagi alabaligi {iretim tesislerinde yavru alabaliklardan
Flavobacterium tiirlerinin izole edildigi bildirilmis (Balta, 1997; Korun ve Timur, 2001,
Ozcan ve Sarieyyiipoglu, 2014 ) ve 0.5 — 1.0 gramlik alabaliklarda %75 oraninda yiiksek
mortaliteye neden oldugu tespit edilmistir (Balta, 1997). Ayrica, 1-5 gramlik alabalik
yavrularinda mortalite oran1 %70 iken, 10—15 gramlik yavrularda bu oran %10 olarak
belirlenmistir (Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve Keroualt, 1989; Austin, 1992; Ozcan
ve Sarieyyupoglu, 2013).

Flavobacterium psychrophilum’un neden oldugu, 6zellikle kulugkahanelerde su
sicakliginin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda ortaya c¢ikan, septisemik karakterde, akut
seyirli, epidemik ve dldiiriicli bir enfeksiyondur. Bu hastalik, isletmelerde 6nemli ekonomik
kayiplara yol agmaktadir. Psikrofiloz, Tiirkiye'de ilk kez 1993 yilinda yavru gokkusagi
alabaliklarinda tespit edilmis ve sonraki yillarda farkl cografi bolgelere yayilmistir. Balik
iiretim tesislerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmustur. Ulkemizde bu hastalik, subat-
haziran aylarinda yaygin olarak goriilmiis ve yavru alabaliklar i¢in 6nemli bir bakteriyel
hastalik haline gelmistir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Austin, 1992; Lumsden ve ark., 1996;
Diler ve ark., 2003; Ispir ve ark., 2004; Arda ve ark., 2005).

Flavobacterium psychrophilum, Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus
fontinalis, Salmo namaycush (Shotts ve Starliper, 1999; Ekman, 2003; Nematollahi ve ark.,
2003; Cipriano ve Holt, 2005) gibi salmonid tirlerden ve Anguilla anguilla, Cyprinus
carpio, Tinca tinca gibi salmonid olmayan tirlerden de izole edilmistir (Bernardet ve
Keroualt, 1989; Lorenzen ve ark., 1991; Austin, 1992; Holliman, 1993; Lorenzen ve ark.,
1997; Plumb, 1999; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Bu hastalikta, 6zellikle
kulugkahane sicakligmin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda, yavru alabaliklarin dorsal ve
kaudal yilizgeclerinde, viicut ylizeyinde ¢esitli biiylikliiklerde lezyonlar, deride kanama ve
ekzoftalmus goriiliir. Ayrica, solunga¢ ve karacigerde solgunluk, karmnda siskinlik,
bagirsagm sar1 bir igerik ile kaplanmasi, dalak ve karacigerde biiylime gibi belirtilerle
karakterize olan bulasic1 ve dldiiriicii bir bakteriyel hastaliktir (Kandil, 1976; Colak, 1982;
Austin ve Austin, 1987; Lorenzen ve ark., 1991; Santos ve ark., 1992; Bustos ve ark., 1995;
Balta, 1997; Cengizler, 2000; Korun ve Timur, 2001; Diler ve ark., 2003; Ekman, 2003;
Timur ve Timur, 2003; Ispir ve ark., 2004; Arda ve ark., 2005; Cipriano ve Holt, 2005).



Flavobacterium psychrophilum, hastaliga yol agtig1 gibi alabaliklarin deri, mukoza,
ylzgeg, solungag, operkulum, ovaryum sivist ve sindirim sisteminin dogal florasinda da
bulunmaktadir (Diler ve ark., 2000; Nematollahi ve ark., 2003; Arda ve ark., 2005; Kubilay
ve ark., 2009a; Kubilay ve ark., 2009b). Ayrica etkenin hasta ana¢ baliklarin yumurtalarina,
buradan da yavru baliklara bulasabildigi bildirilmistir (Balta, 1997; Diler ve ark., 2003).
Cevresel faktorlerin (Ozellikle su sicakligmin diismesi, kalitesi diisikk sular, balik
populasyonundaki artis, kotii bakim-besleme gibi) degismesiyle etkenin virulensi artmakta
ve enfeksiyona neden olmaktadir. Etken temas ve su yoluyla baliklar arasinda hizli bir
sekilde yayilarak bulastigindan gokkusagi alabalig1 yetistiriciligi yapilan isletmelerde asiri
oliimlere ve sonugcta isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Cipriano ve

Holt, 2005).

Diinya da vibriosis ile ilgili ilk rapor 1761 de bildirilmis ve bu hastalik 1907 yilinda
Bonaveri tarafindan “pestir ruba anguillarum’’olarak tanimlanmstir. L. anguillarum’un ilk
ismi ise yilan baligindan (Anguilla anguilla) izole ediligi i¢in Bacterium anguillarum olarak
bildirilmistir  (Canestrini, 1907). Daha sonra, Bacterium anguillarum yeniden
gruplandirilarak Vibrio anguillarum ismini almistir. Yine Wells ve ZoBell (1934)’de
Fundulus parvipinnis baliklarindan izole edilen Achromobacter ichtyodermis 'in ve Hoshina,
(1956)’da gokkusagi alabaliklarmin Japon tiirlerinden izole edilen ve V. piscium var.
japanicus olarak adlandirilan izolatlarin ger¢ekte V. anguillarum Tip C oldugu; Hendrie ve
ark. (1970) tarafindan Pseudomonas ichthyodermis olarak ifade edilen izolatlarmn ise V.
anguillarum Tip A oldugu bildirilmistir (ZoBell ve Upham, 1944; Hoshina, 1956; Hendrie
ve ark., 1971; Bergman, 1909; Larsen ve Jensen, 1979).

Eski ismi Vibrio anguillarum olan ve hala pek cok literatirde bu isimle anilan
Listonella anguillarum, 17 tilkede 50 farkli balik tiiriinde bildirilmisken (Austin ve Austin,
1999; Actis ve ark., 2011) genel olarak Vibrio vulnificus biyotip 2 yilan baliklarinda (Biosca
ve ark., 1996); Vibrio harveyi karideslerde (Austin ve ark., 2003); Vibrio tapetis deniz
baliklarinda (clams) (Borrego ve ark., 1996); Vibrio ordalii ise salmonidlerde (Schiewe ve

ark., 1981) salginlar olusturmaktadir.

[Ik atipik Vibrio anguillarum ise 1996°da tanilanmis (Pacha ve Kiehn, 1969), takip
eden yillarda benzer izolatlar tespit edilmis ama tanilamas1 yapilmamistir (Harrell ve ark.,
1976). Bu durum Vibrio anguillarum iizerinde bir ayrim yapilmasi fkrini giindeme
getirmistir. Boylece bakteri V. anguillarum biyotip 1 (orijinal bakteri) ve biyotip 2 (iliskili
bakteri) olarak smiflandirilmistir. 1981 sonrasi gelisen DNA metodlar1 sayesinde biyotip 1
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ve 2 arasindaki fark daha net ortaya konmus ve biyotip 2, yeni bir tiir olan Vibrio ordalii
olarak Onerilmistir. Giinlimzde bu iki tiir arasindaki farklar ayrmtili olarak c¢aligilmigtir
(Schiewe ve ark ., 1981; Schiewe ve Crosa, 1981; Kaper ve ark., 1983; Egidius ve ark .,
1986; Alsina ve ark., 1994; Tiainen ve ark ., 1997).

Tiirkiye’de 1993 yilinda ¢ipura (Sparus aurata) baliklarindan (Candan, 1993;
Cagirgan, 1993) bildirilen vibriosis daha sonra levrek (Dicentrarchus labrax) (Akan ve ark.,
1996; Cagirgan 2004; Tanrikul ve ark ., 2004; Korun ve Timur, 2008), kefal (Mugil cephlus)
(Demircan ve Candan, 2006), mercan (Pagrus pagrus) (Korun ve Gokoglu 2007) ve Atlantik
salmonu (Salmo salar L.) (Candan, 2000) gibi deniz baliklar1 ile gokkusag1 alabaliklarinda
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) (Timur ve Korun 2004; Tanrikul, 2007) rapor
edilmistir.

Vibrio anguillarum, Vibrionaceae familyasinda, Gram negatif, virgiil seklinde
cubuk sekilli bir bakteridir. Halofilik 6zellikli olup dogal kiiltiirii yapilan deniz baliklari, tath
su baliklar1 ve diger akuatik hayvanlarda vibriosis veya hemarojik septisemiye neden
olmaktadir (Rodkhuma ve ark., 2005). Vibriosis, kiiltiirii yapilan baliklarda stres sartlari
altinda 6zellikle stoklamanin yogun ve kétii su kalitesinin bir arada bulundugu durumlarda

ciddi ekonomik kayiplar olusturmaktadir (Noga, 2000; Peggy ve Francus-Floyd, 2002).

Vibrio anguillarum’ un neden oldugu vibriozis, kabaca %50’ yi asan mortalite,
zayiflik, istahsizlik, yiizeyde yiizme, deride matlik, kirmizi ve 6lii nekrotik alanlar ile yiizgeg
ve agiz ¢evresinde eritemlerin olustugu; sistemik seyrettiginde ise ekzoftalmus, kanli sivi
dolu bagirsak, hemorojik ve siskin karacigerin gozlendigi bir hastaliktir (Woo ve Bruno,

2003).

Enfeksiyon sonrasi ilk gézlenen semptom baligin dorsal bolgesinde anoroksiye
bagh kararmadir. Ilerleyen dénemde ise bas ve operkulum bolgesinde yaygm hemoraji
dikkati c¢eker. Saglikli baliklarda viicut yiizeyinde hemoraji goriilmez. Diger klinik
semptomlar icerisinde viicudun alt ve yan yiizeylerinde kirmizi noktalar, kanama ya da
iilserlesme ile sonlanan deri lezyonlari, gozlerde once opaklasma sonra iilserasyon ve
ekzoftalmus; internal olarak ascites ve bagirsaklarin viskdz bir siv1 ile sismis oldugu goriiliir.
Yine bagirsaklar hemorajiktir ve kalp liimeni siv1 ile doludur. Etkenin virulansinin ¢ok
yiiksek oldugu salgin vakalarinda ya da akut durumlarda klinik belirti gézlenmeden 6liim
sekillenebilir (Toranzo ve ark., 2005; Austin ve Austin, 2007). Dalak, bobrek ve karacigerde

hipertrofi meyana gelmesi de nonspesifik belirtiler arasindadir (Austin ve Austin, 1987).



Viseral boslukta sivi toplanmasi, korneanin opaklasmasi ve ilerleyen déonemlerde korneal

ulser sonucu goziin kaybr da miimkiindiir (Roberts, 1978).

Lactococcus garvieae isimli etkenin sebep oldugu laktokokkozis, diinyada ilk defa
1974 yilinda sarikuyruk baligindan (Seriola quinqueradiata) izole edilmistir (Kusuda ve ark.,
1991). Baliklarda neden oldugu hastalik laktokokkozis (Lactococcosis) olarak
adlandirilmistir (Austin ve Austin, 1999). Tiirkiye’de bu hastalik, ilk defa 1992 yilinda
Aydm ilinde bir isletmede tespit edilmistir (Cagiwrgan, 2007). Ege Bolgesi'ndeki bir
gokkusagi alabaligi isletmesinde 2001 yilinda biiylik mortalite oraniyla ortaya ¢ikmis ve
2006 yilinda bir¢ok ilde goriilmiistiir (Tiire ve Savas, 2010). 2008 yil1 itibariyle, tilkemizde
bir¢ok bolgeye yayilmistir (Tiire ve Altmok, 2012).

Lactococcus garvieae; basta gokkusagi alabaligi olmak {izere sarikuyruk (S.
dumerili), tilapia (Oreochromis sp.), japon yilan baligi (Anguilla japonica), dil balig:
(Paralichthys olivaceous), kefal (Mugil cephalus), kedi baligi, ¢ir¢ir baligi (Coris aygula),
kayabaligi (Sebastes schlegeli), sariagiz baligi (Seriola lalvei) ve tath su karidesi
(Macrobrachium rosenbergii) gibi ¢ok sayida akuatik organizmadan izole edilmistir
(Kusuda ve ark., 1991; Prieta ve ark., 1993; Chen ve ark., 2001; Lee ve ark., 2001; Chen ve
ark., 2002; Ravelo ve ark., 2002; Colorni ve ark., 2003; Kang ve ark., 2004; Altun ve ark.,
2004; Altun ve ark., 2007).

Bakteriyel balik patojenleri arasinda yer alan laktokokkozis Gram pozitif bakterilerin
neden oldugu hastaliklar igerisinde ekonomik kayiplara neden olan en 6nemli hastaliklardan
biridir. Laktokokkozis yaz aylarinda su sicakligi 15°C’ye ulastiginda yetistiriciligi yapilan
bircok balik tiirtinde 6zellikle gokkusagi alabaliklarinda ekonomik kayiplara neden olan

septisemik bir hastaliktir (Diler ve ark., 2002; Cagirgan, 2004).

Aeromonaslar hareketli olmalar1 nedeniyle ekosistemde siklikla rastlanan
karakteristik tatli su bakterileridir (Sahin ve ark., 2018). Aeromonas tiirleri 6zellikle organik
atiklarla kirlenmis sularda bol miktarda ve ayrica tuzlu sular dahil olmak {izere her tiirlii su
kaynaklarinda bulundugu bildirilmektedir. Baliklarda bu tiirler firsat¢1 patojen olarak
enfeksiyonlara neden olmaktadir. (Southage, 1993; Diler ve Altun, 1994; Van der Marel ve
ark., 2008; Hanson ve ark., 2019). Tath su baliklarinda Aeromonas tiirleri hemorojik
septisemi ile birlikte seyreden enfeksiyonlara sebep oldugu ifade edilmistir (Munro, 1982;
Diker, 1999).



Zimmermann tarafindan 1890 yilinda musluk suyundan izole edilen ve Bacillus
punctatus adi verilen ilk bakterinin aeromonas oldugu diisiiniilmektedir. Bundan bir y1l sonra
Sanarelli tarafindan kurbagalardan benzer bir sus izole edilmis ve Bacillus hydrophilus
olarak isimlendirilmistir (Popoff, 1984; Joseph ve ark., 1988; Joseph ve Carnahan, 1994;
Caselitz, 1996). Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin 1984 baskisina gore
Aeromonas cinsi i¢in de 4 tiirden bahsedilmektedir ve bunlarin: Aeromonas hydrophila,
Aeromonas sobria, Aeromonas caviae, Aeromonas salmonicida oldugu bildirilmektedir
(Popoff, 1984).

Aeromonadaceae ailesine ait aeromonas igindeki gram negatif, hareketli, sporsuz,
kapsulsiiz, fakultatif anaerob, asidorezistans olmayan ¢omak biciminde bir bakteri olan
Aeromonas sobria 0-42°C gibi ¢ok genis bir sicaklik araliginda olduklarindan insanlar,
baliklar ve diger cesitli hayvanlar i¢in firsat¢i patojenlerdir (Martin-Carnahan ve Joseph,
2005; Farmer 111 ve ark., 2006; Van der Marel ve ark., 2008).

Hareketli Aeromonas tiirleri, canlilar arasinda temas yoluyla bulastig1 i¢in, kiiltiir
baliklarinda enfeksiyonlarin yayilma riski daha fazladir (Arda, ve ark., 1992; Akan, 1993;
Brenda ve Roselynn, 1981; Ramon ve ark., 1980).

Boulanger ve ark. (1977), Aeromonas sobria susunu sadece saglikli baliklarda izole

ederken, Lebnac ve ark. (1981), saglikli ve 6lmek iizere olan hasta baliklardan izole etmistir.

Aeromonas sobria Diinya genelinde Avrupa, Asya, Amerika gibi bir¢ok farkli
cografyada farkli balik tiirlerinden balik patojeni olarak rapor edilmistir (Rahman ve ark.,
2002; Wahli ve ark., 2005). Ulkemizde bu bakteri ilk kez Karadeniz Bolgesi’nde iiretimi
yapilan Atlantik salmon (Salmo salar), levrek (Dicentrarchus labrax) ve cipura (Sparus
aurata) gibi diger tiirlerden de izole edildigi bildirilmistir (Karatas, 1996; Avsever ve ark.,
2012; Duman, 2017). Bu tiirler disinda yine yetistiriciligi yapilan kaynak alabaliginda
(Salvelinus fontinalis) deri lezyonlar:1 ile seyreden enfeksiyonlara neden oldugu rapor
edilmistir (Kayis ve Er, 2014).

Aeromonas sobria ile enfekte olmus baliklarin yiizgeg diplerinde, karin altinda, agiz
bdlgesinde, alt cenede, aniis etrafinda kizariklik ve hemorajik alanlar goriiliir. Viicutta cesitli
derinlikte iilseratif lezyonlar ortaya ¢ikabilir. Yiiksek 6liim oranlari ile sonuglanan cesitli

enfeksiyonlara yol acarlar (Camus ve ark., 1998; Sik ve ark., 2020).

Fenotipik yontem genetik Ozellikleri yansitir ve genellikle spesifiktir. Belli bir

fenotipik 6zellik patojen bir etkenden ender bulunuyorsa tek bagma bu etkenin yayilma yolu
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hakkinda fikir verebilir. Ancak her zaman goriilebilen fenotipik Ozelliklere sahip olan
etkenler s6z konusu ise alt tiplendirme yapilmalidir (Swaminathan ve Matar, 1993; Arda,
1994; Olive ve Bean, 1999).

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate); 94 biyokimyasal test uygulanarak
Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda kullanilir. Bu testler 71 karbon
kaynag1 kullanim deneylerine ve 23 kimyasal duyarlilik deneylerine dayanir. Biolog
Mikrobiyal tanimlama sistemi (Mikro Istasyon Kimligi Sistemi) ¢ok yonlii bir sistemdir.
Mikrobiyolojinin ¢ok genis bir alaninda ¢evresel ve patojenik organizmalarin
identifikasyonunda ve karakter 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilir (Singh ve ark.,
2011; Bochner, 1989a; Bochner, 1989b).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR (Polymerase Chain Reaction - PCR); kisa bir siire
icinde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak amaciyla hedeflenen nikleik asit
dizisinin (DNA) biyokimyasal olarak ¢ogalmasini saglayan bir yontemdir (Saiki ve ark.,
1988; Mullis, 1990; Bej ve ark., 1991; Taylor, 1993). Bu yontemde; hedef organizmadan
elde edilen DNA’nin bir pargas1 ¢ogaltilarak tespit edilebilecek seviyeye getirilmektedir.
PZR, halen mevcut kultir tekniklerine gore 1224 saat gibi kisa siirede sonug¢ vermektedir.
Bu teknik hastalik teshisinde dogrudan uygulamaya sahip oldugu gibi ayn1 zamanda nedeni
bilinmeyen hastaliklarda, epidemiyoloji sahasinda patojen etkenin tanilanmasi ve
mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda da kullanilmaktadir (Marx, 1988; Coote, 1990;

Quirke, 1992; Arda, 1995; Ari1, 1999).

1980’11 yillardan beri 16S rRNA gen sekansi1 bakterilerin smiflandirilmasinda ve
genotipik analizleri i¢in 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. rRNA mutasyonlardan en
az etkilenen genetik materyaldir. 16S rRNA’nin birka¢ bolgesi tiim bakterilerde cok iyi
korunmustur. Bu korunmus bélgelerden secilen primerler tum bakterilerde 16S rRNA
amplifikasyonunu saglar ve bunlara {iniversal primerler denir. Cogaltilan bolgeler ayni
zamanda tiir identifikasyonunu saglayan 6zgiin degisken bolgeleri de igerir. Bundan dolay1
16S rRNA gen sekansina dayali analiz yontemleri insanlarda klinik tani laboratuvarlarinda
bakteriyel izolatlarin identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir yontem halini almistir (Carlos

ve ark., 2001; Donnelly, 1986; Esteban ve ark., 2009).

16S rRNA gen bakterilerin siniflandirilmasinda ve genotipik analizleri i¢in beseri

hekimlikte kullanilmaktadir. Artik sekansa dayali molekiiler identifikasyon veteriner klinik



sahada karsilasilan bakterilerin tanilanmasinda da kullanilmaya baglanmistir (Chai ve ark.
2003).

Bu minferit proje ile, Diyarbakir ilinde bulunan Gokkusagi Alabaligi isletmelerinde
baliklarda siklikla rastlanan bakteriyel hastaliklara neden olan patojenlerin izolasyonu,
biyokimyasal testler ve Biolog Systemi (The biolog GENIII micro plate) ile fenotipik
identifikasyon, PCR (Polymerase Chain Reaction) ve Sekans Analizi ile genotipik

tanimlama yapild.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Calisma alam

Bu ¢alisma Diyarbakir ilinde bulunan 12 adet isletmeden olugmaktadir.

Sekil 2.1. Alabalik 6rneklerinin toplandigi isletmelerinin bulundugu Diyarbakir lokasyonu

2.1.2. Balik materyali

Balik 6rnekleri Ocak 2019 ve Ocak 2022 tarihleri arasinda 12 farkl isletmeden 0,5-
300 gr agirhgmdan toplam 360 adet Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) alindi.

2.1.3. Bakteri izolasyonda kullanilan besiyerleri

Bakteri izolasyonu icin icin Tryptic Soy Agar (TSA), Nutrient Broth (NB), Brain-
Heart Infusion Agar (BHIA), KF Streptococcus Agar (BASE), Yersinia Selective Agar
(CIN), Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A) ve kanli agar (KA) kullanild1 (Arda,
2000).

2.1.3.1. Tryptic Soy Agar (TSA)

Tryptic Soy Agar karisimindan 40 g tartilarak 1000 ml distile su ilave edilerek
eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda
sterilize edildi ve steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.3.2. Nutrient Broth (NB)

Nutrient Broth karisimindan 8 g tartilarak 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene
kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi
ve steril petri kaplarmma dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).
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2.1.3.3. Brain-Heart Infusion Agar (BHIA)

Brain-Heart Infusion Agar karisimindan 52 g tartilarak 1000 ml distile su ilave
edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarina dokiilerek hazirland1 (Arda, 2000).

2.1.3.4. KF Streptococcus Agar (BASE)

KF Streptococcus Agar karisgimindan 71,5 g tartilarak 1000 ml distile su ilave
edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle

otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarina dokiilerek hazirland1 (Arda, 2000).
2.1.3.5. Yersinia Selective Agar (CIN)

Yersinia Selective Agar karisimmdan 58,5 g tartilarak 1000 ml distile su ilave
edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarma dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.3.6. Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A)

Tryptone yeast extract salts kat1 besiyerinin hazirlanmasinda; 4 g tryptone, 0,4 g yeast
extract, 0,5 g MgS04.7H:0, 0,5 g CaCl,.2H.0, 11 g agar ve 1000 ml distile su (pH 7.2)
kullanildi. Karisim igerisindeki maddeler eriyene kadar 45-50°C’ye ayarli benmariye (su
banyosuna) konuldu. Kapali deney tiiplerine 5 ml miktarinda paylastirildi ve 121°C’de 15
dakika sureyle otoklavda sterilize edildi (Holt ve ark., 1993).

2.1.3.7. Kanh agar (KA)

Ticari olarak toz halinde temin edilen kanli agardan (Biomeurieux, Fransa) 40 gr
tartilarak bdistile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden sonra 45 - 50 °C'
ye kadar sogutuldu. Igerisine %5.0 (v/v) oraninda, steril sartlarda almmis koyun kani ilave

edilip karistirildiktan sonra petri kaplarma dokiilerek hazirland1 (Arda, 2000).
2.1.4. Bakteri identifikasyonunda kullanilan besiyerleri
2.1.4.1. Oksidasyon- Fermentasyon Besiyeri (O/F)

Hugh — Leifson besiyerinden 11 g tartildi ve 1000 ml distile suya karistirilarak, 45—
50 °C’deki benmariye birakildi. Daha sonra tiiplere 4’er ml aktarilarak 121 °C’de 15 dakika
sureyle otoklavda sterilize edildi (Arda, 2000).
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2.1.4.2. Metil Kirmazisi - VVoges Proskauer (MR-VP)

Metil Kirmizis1 - Voges Proskauer (MR-VP) ortamindan 17 g tartilarak 1000 ml
distile su ilave edilerek eriyene kadar 45-50°C’ye ayarli benmariye konuldu. Bu karisimdan
tiiplere 4’er ml aktarildiktan sonra 121°C’de 15 dakika slreyle otoklavda sterilize edildi
(Arda, 2000).

2.1.4.3. Simmons Sitrat Yatik Agar

Simmons Sitrat ortamidan 23 g tartilarak 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene
kadar 45-50 °C’ye ayarli benmariye konuldu. Tiplere bu karisimdan 4’er ml aktarildiktan
sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi ve otoklavdan ¢ikarildiktan
sonra tlipler 45° egimli olacak sekilde konularak sogutuldu (Arda, 2000).

2.1.4.4. MacConkey Agar (MCA)

Macconkey Agar ortamindan 51,5 g tartilarak 1000 ml distile su ilave edilerek
eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda
sterilize edildi. Yaklasik 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra steril petri kaplarina
dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.4.5. Jelatin Hidrolizi

TYES agar hazirlanirken % 4 oraninda jelatin ilave edilerek, 45-50 °C’ye ayarl
benmariden karisim homojen hale gelene kadar bekletildi ve pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandiktan

sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan 1995; Ince, 2010).
2.1.4.6. Kongo Kirmizis1 (Galaktozamin Glikan)

Hazirlanacak Cytophaga agar besiyeri i¢ersine % 0,003 kongo kirmizisi ilave edildi.
Karisim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi ve 45—
50 °C’ye ayarli benmaride sogutuldu. Daha sonra steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi

(Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).
2.1.4.7. indol Besiyeri

Indol besiyerinin hazirlanmasinda; 10 g pepton, 5 g NaCl, 1000 ml distile su ilave
edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edildi (Cowan, 1974; Arda, 2000).
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2.1.4.8. Eskilin Besiyeri

Eskiilin besiyeri hazirlanmasinda; 10 g pepton, 5 g NaCl, 1 g esciilin 0,5 g ferik sitrat
1000 distile su ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Kapakli deney tiiplerine 5
ml miktarinda paylastirildi ve 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Arda,
2000).

2.1.4.9. Nisastah Agar

Nisastali agar hazirlanmasinda; 10 g beef extract, 10 g pepton, 5 g NaCl, nisasta 10
g, 20 g agar 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra
121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarina dokiilerek
hazirlandi (Cowan, 1974; URL-1).

2.1.4.10. Jelatin Broth

Jelatin broth hazirlanmasinda; 10 g sigir ekstrakti, 10 g pepton, 5 g NaCl 1000 ml
distile su, % 10 oraninda jelatin ilave ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi.
Kapakli deney tiiplerine 5 ml miktarinda paylastirildi ve 121 °C’de 15 dakika slreyle
otoklavda sterilize edildi (URL-1).

2.1.4.11. Kazein hidrolizi

TYES agara % 2 siit tozu ilave edilerek hazirlandu.
2.1.4.12. Tween 20 ve 80 Hidrolizi

TYES agara ayr1 ayr1 % 1’lik Tween 20 ve Tween 80 ilave edilerek hazirlandi.
2.1.4.13. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

Fizyolojik tuzlu su; 8,5 g NaCl, 1000 ml distile suya eklenerek hazirlandi.
2.1.4.14. Biolog Dehydrated Growth Agar

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) Biolog Dehydrated Growth Agar

hazir olarak alind1 ve kullanild.

2.1.5. Kimyasallar ve Ayiraclar

2.1.5.1. % 20 Potasyum Hidroksit
Potasyum Hidroksit (KOH) 20 g,

Distile su 100 ml ilave edilerek hazirland:.
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2.1.5.2. Hidrojen Peroksit (% 3’liik)
H202 3 ml,
Distile su 100 ml ilave edilerek hazirland.
2.1.5.3. Gram Boyama Ayiraclan
a) Kristal viole erigi
b) Lugol erigi
¢) % 96’lik etil alkol
d) Sulu fuksin erigi
2.1.5.4. Kovaks Indol Ayirac
Isoamylalkol 15 ml,
p-dimethylaminobenzaldehit 1 g,

0,1 M konsantre HCI 5 ml,

p-dimethylaminobenzaldehit isoamylalkol icinde 50-55°C’lik su banyosunda eritildi

ve sogutuldu. Asit ilave edildi (Cowan, 1974).

2.1.5.5. Oksidaz Ayiraci

Tetramethyl-p-phenylenediamine dihidrocholoride 1 g,

Distile Su 100 ml,

Kimyasal madde distile su igerisinde eritildi. Isik almayacagi bir sise iginde ve

buzdolabinda muhafaza edildi. Otooksidasyonu gegiktirmek i¢cin % 1 askorbik asit ilave

edildi (Cowan, 1974).

2.1.5.6. Lugol Solusyonu (1/5)
Lugol (stok) solusyonu:
Iyot5 g,
K-iyodir 10 g,

Distile su 100 ml,

Iyot ve KI 10ml distile su ile havanda ezilerek eritildi. 100mL tamamland.

Stok lugol solusyonu 1 ml,
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Distile su 5 ml,

Stok lugol solusyonundan 1 ml ve 5 ml distile su ilavesiyle hazirlandi.
2.1.5.7. 400 ppm Povidin/iodin Solusyonu

% 10’luk polivinilpirolidon (Batticon)’dan 400 ppm dozunda hazirlandi.
2.1.5.8. Metil Kirmizis1 Ayiraci

Metil kirmizist ayiracinin hazirlanmasinda 0,05 g metil kirmizisi, 150 ml etil alkol
ve 100 ml distile su kullanildi. Metil kirmizist etil alkolde eritildikten sonra {izerine distile
su eklendi (Bilgehan, 1995).

2.1.5.9. Fenol Kirmizis1 Ayiraci (% 0,2°lik)

Bir havanda 0,2 g fenol kirmizisi {izerine 23,5 ml 20 normal sodyum hidroksit erigi
azar azar eklenerek eritildi. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak balon jojede

calkalandiktan sonra renkli siseler icerisinde oda 1sisinda saklandi (Bilgehan, 1995).
2.1.5.10. Nitrat A Ayiraci

1 g stlfanilik asit,

100 ml N asetik asit ilave edilerek hazirlandi.
2.1.5.11. Nitrat B Ayiraci

0,6 ml alfanaftilamin,

100 ml N asetik asit ilave edilerek hazirland1.
2.1.5.12. 1/80 Normal’lik Amonyum Oksalat (NH4C,0.)

0,4441 g Amonyum Oksalat saf suda ¢6ziindiiriildi ve saf su ile 500 ml’ye

tamamlanda.
2.1.5.13. 1/80 Normal’lik Potasyum Permanganat (KMnOg)

Bir behere 1 litre saf su konularak kaynatildi. Daha sonra 0,395 g KMnOy ilave
edilerek, iyice karistirildi ve ¢oziindiiriildii 15 dakika siireyle kaynatildi. Agz1 kapatilarak
sogumaya birakildi. Sogumus ¢6zelti cam pamugundan siiziildii. Bu ¢ozelti bir balon jojede

kaynatilip sogutulmus su ile 1 litreye tamamlandi.
2.1.5.14. 1/3 Seyreltilmis Siilfirik Asit (H2SO4)

Bir hacim H2SO4 3 hacim safsu eklenerek hazirlandi.
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2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) isleminde Kullanilan Ayiraclar

2.1.6.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullamlan Ayiraclar

2.1.6.1.1. Proteinase K Soltsyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO)
Mililitresinde 100 pg olacak sekilde hazirlandu.

2.1.6.1.2. TNES buffer tampon soliisyonu

20 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0,2 SDS, Yukaridaki maddeler
tartilip ihtiya¢ duyulan miktarda hazirlandi ve her 6rnek i¢in 300 pl kullanild:.

2.1.6.1.3. Phenol Equilibrated, Stabilized: Chloroform: Isoamyl alcohol 25:24:1
(A0889, Applichem, Darmstadt)

Phenol equilibrated, stabilized 500 ml/lI Chloroform 480 ml/I Isoamyl alcohol 20
ml/l pH (20°C) 7,6-8,0 Bu karisimdan her bir 6rnek i¢in 600 pl miktarinda kullanild.

2.1.6.1.4. Sodyum Asetat Kristalle

DNA’nm presipitasyonu amaci ile siispansiyona 0,1 voliim (3M) miktarinda ilave
edildi.
2.1.6.1.5. Absolute Ethanol (Mutlak Alkol, % 96 Etilalkol)

DNA’nin belirli ekstraksiyon agsamalarinda kullanilmak iizere % 95, % 90 ve % 70

oranlarinda hazirland1.
2.1.6.2. DNA izolasyon kit kimyasallan

Kromozomal DNA, klonlanacak genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilmak i¢in Tissue
and Bacterial DNA purification Kiti (GeneMATRIX) kullanilarak yapildi (Sekil 2.2). Bu kit
lyse BG buffer (Sekil 2.3), lysozyme (BL) (Sekil 2.4), RNase A (Sekil 2.5), Proteinase K
(Sekil 2.6), Sol T (Sekil 2.7), Wash TX1 (Sekil 2.8), Wash TX2 (Sekil 2.9) ve Elution (Sekil
2.10) den olugmaktadir.
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Sekil 2.8. Wash TX1 Sekil 2.9. Wash TX2

2.1.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizinde Kullanilan Ayiraglar
2.1.6.3.1. 10x PZR Buffer (MBI Fermentas)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25°C), 200 mM (NH4)2S04, % 0,1 Tween 20, Her PZR

numunesi i¢in 5 pl kullanildi.
2.1.6.3.2. MgCl> (MBI Fermentas)

MgClz (25 mM), her PZR numunesi i¢in 5 pl miktarinda kullanilda.
2.1.6.3.3. NTP Set (100mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP; MBI Fermentas)

Her deoksiniikleotitten esit oranda alindi ve steril distile su ile 1/20 oraninda

sulandirildi. Her PZR numunesi i¢in 4 pl kullanildi.

2.1.6.3.4. Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas)
Her PZR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pl) kullanildi.

2.1.6.3.5. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
firmasindan temin edildi (Cizelge 2.1). Primerler her PZR numunesi igin ortalama 25-50

pmol olacak sekilde sulandirildi.
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Cizelge 2.1. Caligmada kullanilan primerler

Bakteri tlri

Primerler

Yersinia ruckeri

YERS (5’- GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3)
YER10 (5> GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’)

Flavobacterium
psychrophilum

GYRA-FPIF (5-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3")
GYRA-FPIR (5-CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3")

Vibrio anguillarum

(5’-CAGGCTCGCAGTATTGTGC-3")
empAR (5’-CGTCACCAGAATTCGCATC-3") (Spesifik)

Lactococcus garviae

27F: 5>-AGAGTT TGATCM TGG CTC AG-3’

806R 5’-GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT-3’(Evrensel)

Aeromonas sobria

F (5’-TAA AGG GAA ATA ATG ACG GCG-3’)

R (5-GGC TGT AGG TAT CGG TTT TCG-3") (Spesifik)

2.1.7. Elektroforez isleminde Kullanilan Ayiraclar

2.1.7. 1. 5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soltisyonu

Tris 54,4 g,

Borik Asit 27,2 g,

EDTA46g,

Yukaridaki maddeler tartilip distile su ile 1 litre’ye tamamland1 ve pH 8,3’¢

ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi.

2.1.7.2. Agarose LE, (Promega, Madison)

PZR iiriinlerinin gézlenmesi i¢in hazirlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5 oraninda

hazirlandi.

2.1.7.3.100 bp DNA Ladder (50pg/100ul; MBI Fermentas)

DNA Ladder 1/6 oraninda sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl ytiklendi.

2.1.7.4. 6x Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (1 ml; MBI Fermentas)

Yiikleme boyasi 1/5 oraninda sulandirildi ve her 20 pl PZR {iriinii i¢in 5 pl kullanild.
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2.1.7.5. Ethidium Bromide (10 mg/ml; AppliChem GmbH, Darmstadt)

Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml alinarak distile su ile 15 ml’ye tamamlanda.

Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 pl ethidium bromide katilarak kullanild1.
2.1.8. Referans Kultur

Isletmelerden izole edilen Flavobacterium psychrophilum siipheli izolatlarin
fenotipik 0Ozelliklerinin belirlenmesi; Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniginin
herhangi bir asamasinda meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek
ve uygun DNA ekstraksiyon amaciyla Flavobacterium psychrophilum NCIMB 19477
referans susu Ispanya’da bulunan Centro de Biotecnologia Animal laboratuvarindan,
Esherichia coli ise Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim dalindan

temin edildi.
2.1.9. Kullanilan Diger Malzemeler

Yavru Uretimi yapan 3 farkli isletmede besin keseli yavru ve yavrularin kulugka
dolabinda, kulugka teknesinde ve havuzlardan alinmasi i¢in 10—40 cm yarigaph kepgeler;
yavrularm taginmasida kullanilan 10-20 litre’lik plastik posetlerden yararlanildi. Besin
keseli yavru ve 5 g’dan kiiciik yavrularin ezilmesi i¢in kullanilan steril 6rnek poseti ve

Stomacher homojenizatdrden (Bagmixer) (Sekil 2.10) faydalanildi.

Sekil 2.10. Stomacher homojenizator
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Otopsi isleminde kullanilan malzemeler; eldiven, biiyiik ve kiigiik diiz diseksiyon

makaslari, bistiiri, pensler, biiyiliteg olusmaktadir.

Laboratuvarda; spor, bek alevi, 6ze degisik ebatlarda petri kutulari, pipet, beher glass,
balon, mezir, lam ve lamel, piset, spin kolon tiipii (Sekil 2.11), zirkonyum boncuklari, gibi
cam metal ve plastik malzemelerden yararlanildi. PZR sikluslar1 i¢in gerekli sicaklik ve
zamanin programlanabildigi 1sitma bloklarina sahip DNA Thermocycler (termal gevirici-
PZR- cihaz1) (Thermo scientific) (Sekil 2.12), agaroz jel hazirlamada kullanilan mikrodalga
firm (Arcelik MD574) (Sekil 2.13) elektroforez ve giic kaynagi (Thermo scientific) (Sekil
2.14), ultraviyole transilliiminator (Thermo scientific) (Sekil 2.15), dijital bakteriyolojik su
banyosu (NUVE ST30) (Sekil 2.16), -26 derin dondurucu (Siemens GS33VVW30N) (Sekil
2.17), Sogutmali etiiv (Lovibond) (Sekil 2.18), Otoklav (Niive OTO12) (Sekil 2.19),
Laminer flow kabin (Niive LN120) (Sekil 2.20), Ultralow temperature-86 freezer (BXC-86)
(Sekil 2.21), sogutmali santrifiij (Elektromag M 4808 P) (Sekil 2.22), Otomatik buz
makinas1 (LAB312) (Sekil 2.23), Spekrofotometre (RAY LER GH UV-1601) (Sekil 2.24),
trinokiiler biyolojik laboratuvar arastirma mikroskobu (9 mp kamera +yazilim) (SOIF)
(Sekil 2.25), Eppendorf Santrifuj (Allsheng Mini- 15K) (Sekil 2.26), Binokiiler Mikroskop
(NIKON E100), Stereo Mikroskop (Olympus SZ51), Ogrenci mikroskobu (XDS-1B),
Buzdolab1 (Vestel) Kuru Hava Sterilizatorii (Binder FD 115), Hassa terazi (Shinko Denshi
HJ-1200CE), Distile su cihazi (Niive-NS 108), Vortex cihazi (Dragon LAB MX F), Isiticili
Manyetik Karistiric1 (SCI FINETECH), Mcfarland Densitometre (DEN 1 MOD BS101040),
Bakteri koloni sayim makinas1 (JK-CC 90407) Elektrikli pipet (JOANLAB), Masa Tipi pH
Metre (WTW 3210 SET) ve Otomatik mikropipet seti (Thermo Scientific) kulanildi.
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Sekil 2.12. Thermocycler (PZR cihazi)

Sekil 2.11. Spin kolon tiipi
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Sekil 2.14. Elektroforez ve gii¢ kaynagi

Sekil 2.13. Mikrodalga firin
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Sekil 2.15. Ultraviyole transilliminator Sekil 2.16. Dijital bakteriyolojik su
banyosu

Sekil 2.17. -26 derin dondurucu Sekil 2.18. Sogutmali etiiv
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Sekil 2.19. Otoklav Sekil 2.20. Laminer flow kabin
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Sekil 2.21. Ultralow temperature-86 freezer Sekil 2.22. Sogutmali santrifiij
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Sekil 2.25. Trinokuler biyolojik laboratuvar Sekil 2.26. Eppendorf Santrifiij

arastirma mikroskobu
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2.2. Metot

2.2.1. Bahiklarin toplanmasi ve tasinmasi

Diyarbakir ilindeki isletmelerinde baliklarn hastaliklar yoniinden canli muayeneleri
yapildi. Isletme sahibinden gerekli hastalik bilgileri (anamnez) alind1. Hastalik belirtisi olan
baliklar Ornekleme icin secildi ve baliklar havuzlardan kepge yardimiyla alindi
Isletmelerden alman hastalik siiphesi olan baliklarda otolizin gerceklestirilmesi amaciyla

ornekler buz ile temas etmeden buz kaliplarinda labaratuvara tasindi.
2.2.2. Baliklarda otopsi

Hastalik siiphesiyle labaratuvara getirilen baliklar dis muayeneden gegirildi.
Baliklarin viicut yiizeyi % 70’lik etil alkolle dezenfekte edildi. Laboratuvar ortaminda steril
kabinde biinzen bek alevi oniinde steril makas, pens, bistiiri kullanilarak otopsi teknigine
(Frerichs ve Millar, 1993; Colak, 1982; Timur ve Timur, 2003; Arda ve ark., 2005) gore
yapild1.

2.2.3. Mikrobiyal izolasyon

Alabalik isletmelerinden Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu icin;
alabalikta direkt alinan 5 gramdan kiigiik yavru 6rneklerinden elde edilen homojenizatlar
1/10’luk fizyolojik tuzlu suyla muamele edilerek diliisyonlar hazirlandi. Bu diliisyonlardan
0,5 ml almip CA, TYES-A, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + Tobramycin agar Uzerine
aktarilip steril bir 6ze yardimiyla yayildi. Ayni1 diliisyonlardan 0,5 ml alinarak CB, TYES-
B, MAOB, EAO+FBS+B, TYES + TOBRAMYCIN+ BROTH ‘a ilave edildi.

Balik otopsisinde; karaciger, dalak, bobrek ve bagirsaklarindan 6ze ile 6rnek alinarak
Tryptic Soy Agar (TSA), Nutrient Broth (NB), Brain-Heart Infusion Agar (BHIA), KF
Streptococcus Agar, Yersinia Selective Agar, Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A)
ve kanl1 agara ekimler yapildi. Besiyerleri 15-24°C’de 48 saat inkiibasyona birakildi.

2.2.4. Biyokimyasal identifikasyon

Tryptic Soy Agar (TSA), Nutrient Broth (NB), Brain-Heart Infusion Agar (BHIA),
KF Streptococcus Agar, Yersinia Selective Agar, Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-
A) ve kanli agara yapilan ekimlerde iiremesi tamamlanan kolonilerden subkultir elde etmek
icin Triptik Soy Agar (TSA) ve Kalp infiizyonu Agar (BHIA)’a 6ze yardimiyla tekrar ekim
yapildi. Ekimi yapilan besiyerleri 15-24°C’de 24 saat inkiibe edildi.
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2.2.4.1. Koloni morfolojisi

Triptik Soy Agar (TSA) ve Kalp infiizyonu Agar (BHIA)’da 24°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilan besiyerlerinde gelisen bakterilerin, petrilerdeki kolonilerinin

makroskobik goriiniiglerine renklerine ve sekline bakilarak degerlendirme yapildi.
2.2.4.2. Gram boyama

Elde edilen izolatlar Triptik Soy Agar (TSA) ve Kalp Infiizyonu Agar (BHIA)
ortaminda 24°C’de tiretildi. Bir 6ze yardimiyla tek diigsmiis koloni lam iizerine alind1 ve steril
su ile lam yiizeyine iyice yayildi. Lam yiizeyine iyice yayilan koloni, steril kabin igerisinde
kuruyana kadar bekletildi. Daha sonra lam alevden 3 defa gecirildi. Bakterilerin fikse
edildigi lam iizerine kristal viyole ¢ozeltisi damlatilarak 1 dakika bekletildi ve su ile
yikanarak kristal viyole uzaklastirildi. Kristal viyole ile boyanmis lama, lugol ¢ozeltisi
damlatilarak 1-2 dakika bekletildi ve sonra distile su ile lugol c¢ozeltisi yikandi. Lugal
soliisyonu uzaklastirilan lam {izerine %96°lik etil alkol damlatilarak 15-30 saniye bekletildi
ve daha sonra distile su ile yikandi. Karsit boya olarak safranin damlatildi ve 40 - 50 saniye
beklendi. Lam distile su ile yikanarak kendi halinde kurumaya birakildi. Lam {izerine
immersiyon yagi damlatilarak ve 100’lLik objektifle OLYMPUS (BX51) mikroskopta
incelendi. Boyama sonunda mor renkli bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkli

bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirildi (Lelliott ve Stead, 1987).
2.2.4.3. Potasyum hidroksit (KOH) ile gram reaksiyon testi

Lam iizerine bir damla %3’liikk potasyum hidroksit soliisyonu damlatilarak hazirlanan
besiyerlerinde liremis taze bakteri izolatlarindan 6ze yardimiyla lam tizerine alinmis ve
dairesel hareketlerle yayilarak 15-20 saniye beklenmistir. Daha sonra 6ze yukari dogru
yavasca kaldirildi ve meydana gelecek yapiskanimsi siinme durumu gozlendi. Eger siinme

0,5 cm den fazla olusursa gram negatif bakteri olarak degerlendirildi (Sands, 1990).
2.2.4.4. Oksidaz testi

Steril kurutma kagidi seritler halinde kesilip iizerine oksidaz ayiract damlatilmigtir.
Daha sonra steril bir 6ze yardimiyla besiyerlerinden alinan siipheli koloniler bu serit tizerine
stiriilmiis ve bir dakika icinde mor renk goriilmesi halinde oksidaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Cowan, 1974; Bilgehan, 1995).
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2.2.4.5. Katalaz testi

Besi yerlerinde reyen siipheli kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla 6ze ucuna
alinarak, lam tlizerine konulmus ve distile su ile iyice yayilmistir. Sonra %30’luk hidrojen
peroksit birkag damla damlatilmis ve karigtirilmistir. Oksijen agiga ¢ikmasiyla hava
kabarciklar1 olusturanlar, katalaz pozitif olarak degerlendirilmis. Negatif olan bakterilerde

ise gaz olusumu gergeklesmemistir (Arda, 2000).
2.2.4.6. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testleri

Steril igne uglu 6ze yardimiyla, besiyerlerinde iireyen siipheli kolonilerinden
almarak, 2 tiipte bulunan (Hugh ve Leifson) besiyerine dik bir sekilde ekim yapildi
Tiiplerden birine hi¢birsey konulmazken digerine 1cm kalinlikta sivi steril parafin ilave
edildi. Tiipler 24° C’de 24 saat agz1 hava almayacak sekilde inkiibasyona birakildi. Parafin
ilave edilmeyen tiipte sar1 renk olusmasi ve parafinli tiipte renk degisimi olmamasi
oksidasyon pozitif, her iki tlipte de sar1 renk olugmasi fermentasyon pozitif olarak

degerlendirildi (Arda, 2000).
2.2.4.7. indol testi

Triptofan bulunan bir besiyerinde gelistirilen bakterilerin, triptofani hidrolize
ugratarak indol olusturup olusturmadiklarini belirlemek amaciyla, hazirlanan besiyerlerinde
bulunan siipheli kolonilerin i¢inden igne uglu bir 6ze kullanilarak bir miktar koloni alind1 ve
Siilfat-indole-Motility (SIM) besiyerine ekim yapildi. Besiyeri 24°C’de 4 giin siireyle
inkiibe edildi. Bu kiiltiir {izerine 0.4 ml’lik kovacs ayiraci ilave edildi. Ug¢ dakika iginde
olusan halkalara gdre yorumlama yapildi. Uzerinde kirmizi halka olusmussa pozitif, sari-

kahverengi halka olusmussa negatif indol olarak degerlendirildi.
2.2.4.8. Hareket testi

Flagellaya sahip olan hareketli bakterilerde hareket testinde hareketin gosterilmesi
amacglanmaktadir. Igne uglu bir 6ze yardimiyla fazla miktarda koloni besiyerlerinde iireyen
kolonilerin i¢inden alind1. 20°C’de 4 giin siireyle Siilfat-indole-Motility (SIM) besiyerine
ekim yapilip inkiibasyona birakildi. Hareket pozitif olmasi, besiyerinde batirma hatti
boyunca homojen bir bulaniklik meydana gelmesiyle, hareket negatif olmasi ise sinirl bir

Ureme olugmasiyla degerlendirildi.
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2.2.4.9. Metil red (MR) - Voges proskauer (VP) testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda almarak tiiplerdeki
Clark — Lups broth’a ekim yapildi ve 15 °C’de 5-7 giin siireyle inkubasyona birakildi.
Uretilen kiiltiiriin, yaris1 almarak {izerine 45 damla metil red soliisyonundan damlatild1.
Kirmizi renk olusumu pozitif metil kirmizisi testi kabul edildi. Kiiltiiriin kalan yarisina ise 3
ml % 5’lik alfanaftol soliisyonundan ilave edilerek karistirildi. Bunun tizerine % 40°lik KOH
gozeltisinden 1 ml ilave edilerek 2-5 dakika icerisinde pembe renk olusumu Voges
Proskauer (VP) testi pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).

2.2.4.10. Nitrat rediksiyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde ireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda almip nitrat broth’a
ekilerek 15 °C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Daha sonra bu kiiltiire sirasiyla nitrat
ayrraclarindan Nitrat A ve Nitrat B damlatildi. Besiyeri renginin kirmizi renk almasi pozitif

reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
2.2.4.11. Fleksirubin pigment testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonileri, steril bir 6ze yardimiyla % 20’lik potasyum hidroksit (KOH)
cozeltisiyle emdirilmis kurutma kagitlarina temas ettirilerek renk olusumuna bakildi.

Turuncu-kahverengi renk olusumu, fleksirubin pigment tiretiminin pozitif oldugunu gosterdi

(Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).
2.2.4.12. Kongo kirmizis1 (Galaktozamin Glikan) testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak, igerisinde %
0,003’liik kongo kirmizis1 bulunan TYES-A besiyerine ekim yapildi. Ureyen kolonilerin

kirmiz1 renk almasi, pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Lorenzen, 1994, Lorenzen ve
ark., 1997).

2.2.5. Biolog sistemi ile identifikasyon

Biolog Sistemi (The Biolog GEN III MicroPlate), bir mikroorganizmay1 94 fenotipik
test yonunden analiz etmektedir (Cizelge 2.2.). Bunlar 71 farkli karbon kaynaginin kullanimi

ve 23 kimyasala kars1 hassasiyet (engelleyici kimyasallara dayaniklilik) testinden
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olusmaktadir. Bu ¢aligmada kullanilan The Biolog GEN III MicroPlate plakalar1 (BIOLOG
21124 Cabot Blvd. Hayward, CA 94545), Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin tur
seviyesinde tanilanmasi i¢in 94 biyokimyasal testin kullanildigi, standart bir mikrometod

sistemidir (Bochner, 1989a; Bochner, 1989b).

Metabolik profillerin belirlenip tanilanmada kullanma metoduna gore; tanisi
yapilacak izolatlar Triptik Soy Agar (TSA)’ a 24°C’de 48 saat inkiibe edildi. Biolog IF-A
tampon ¢ozeltisinde siispansiyon hazirlandi. Standart turbudity tiiplinde, bakteri
konsantrasyonu turbidimetre ile % 92-98 olarak ayarlandi. Yogunluklar1 ayarlandi ve
bakteriyel slispansiyonlar1 mikroplakalardaki her bir ¢cukura 100 pl konuldu ve 26 °C’de 4-
24 saat inkiibasyona birakildi (Anonim, 2008). Sonrasinda mikroplaka okuyucuda

okutulmus sistemin veri bankasi ile karsilastirildi ve bakteri teshisi gergeklestirildi.
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Cizelge 2.2. Mikroplakalarda kodlanan 94 adet karbon kaynagi1 ve kimyasal listesi (Anonim, 2008)

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 Al0 All Al2
Negative Dextrin D- DTrehalo | DCellobio | Gentiobiose | Sucrose D-Turanose Stachyos | Positive pH 6 pH 5
Control Maltose se se e Control
Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 B11 B12
D- a-D- DMelibio | B-Methyl- | D-Salicin | N-Acetyl- N-Acetyl-B- | N-Acetyl- N-Acetyl | 1% NaCl 4% NaCl | 8% NaCl
Raffinose | Lactose se DGlucosi DGlucosami | DMannosam | DGalactosam | Neuramin
de ne ine ine ic acid.
C1 C2 C3 C4 C5 C6 c7 C8 C9 C10 C11 C12
- D- D- DGalacto | 3-Methyl | D-Fucose L-Fucose L-Rhamnose | Inosine 1% Sodium Fusidic D-Serine
DGlucose | Mannose | Fructose | se Glucose Lactate Acid
D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11 D12
D-Sorbitol | D- D- Myo Glycerol D-Glucose- | D-Fructose- | D-Aspartic D-Serine | Troleandomy | Rifamyci | Minocycli
Mannitol Acrabitol Inositol 6-PO4 6-PO4 Acid cin n SV ne
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9 E10 Ell E12
Gelatin Glycyl-L- | L- L- L- L-Glutamic | L-Histidine L- L-Serine | Lincomycin Guanidin | Niaproof 4
Proline Alanine Arginine | Aspartic Acid Pyroglutamic e HCI
Acid Acid
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 F12
Pectin D- L- D- D Glucuronami | Mucic Acid | Quinic Acid DSacchar | Vancomycin | Tetrazoliu | Tetrazoliu
Galacturo | Galactoni | Gluconic | Glucuroni | de ic Acid m m
nic c Acid c Violet Blue
Acid Acid Acid
Lactone
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12
p- Methyl D-Lactic | L-Lactic | Citric a-Keto D-Malic L-Malic Acid | Bromo- Nalidixic Lithium Potassium
Hydroxy- | Pyruvate Acid Acid Acid Glutaric Acid Succinic | Acid Chloride | Tellurite
Phenylace Methyl Acid Acid
tic Ester
Acid
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12
Tween 40 | y-Amino- | a- B- a-Keto- Acetoacetic | Propionic Acetic Acid Formic Aztreonam Sodium Sodium
Butryric Hydroxy- | Hydroxy- | Butyric Acid Acid Acid Butyrate | Bromate
Acid Butyric D,LButyr | Acid
Acid ic
Acid
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2.2.6. Molekdler tanilama
2.2.6.1. Kromozomal DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda TSA besiyeri ortaminda 24°C’de 48 saatte bilylitliilmiis
bakterilerin kullanimiyla gergeklestirildi. Kromozomal DNA izolasyonu igin Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae ve

Aeromonas sobria suslarindan kromozomal DNA Kiti kullanild1.

DNA Kiti ile izolasyon igin Bakteri kolonisi 24 saat 6nce ekilmis besiyerinde alindi.
Bu koloni igerisinde 100 pl steril saf su bulunan 1,5 ml ependof tube igerine karistirildi ve
uzerine 300 pl lyse BG buffer eklendi. Bu stispansiyona 50 ul tampon BL ve 2 pl RNase A
eklendi ve vortex yapildi. Bu karisim 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
20 ul Proteinaz K eklendi ve 3 saniye vortekslendikten sonra ¢alkalamali su banyosunda
56°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Su banyosundan alinan 6rneklere 350 ul tampon Sol T
eklendi ve 3 saniye vortex yapildi ve tekrar calkalamali su banyosunda 56°C'de 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyondan sonra 6rnekler 15 saniye boyunca vortekslendi ve
12 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijden sonra bu karisim toplama
tiipliniin icenden bulunan DNA baglama spin (aritma) kolon tiipiine aktarildi ve 11 000 x
g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Stvinin tamami spin (aritma) kolonundan gecene kadar
santrifiijlenme devam etti. Siv1 igeren alttaki tiip bosaltildi ve bosaltilan tiip tekrar spin
kolonun altia yerlestirildi. Spin (aritma) kolonuna 500 ul Wash TX1 tamponu eklendi ve
11000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Spin (aritma) kolonun altindaki tiipte toplanan
sivi bosaltildi ve bosaltilan tiip tekrar spin kolonun altina yerlestirildi. Spin (aritma)
kolonuna 500 ul Wash TX2 tamponu eklendi ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca
santriftijlendi. DNA baglama spin (aritma) kolonun altindaki toplanan siv1 tiip atild1 ve yeni
eppendorf tiip takildi. Spin (aritma) kolonuna 150 pl eliisyon tamponu eklendi ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 11 000 x g'de 1 dakika santrifiij edildi. Spin
(aritma) kolonuna atildi ve alttaki eppendorf tiip -20 °C depoland:.

2.2.6.2. Kit ile kromozomal DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Tryptone Yeast Extract Salt Agara (TYES-A) besiyeri
ortamimda 24°C’de 48 saatte biiyiitilmiis bakterilerin kullanimiyla gergeklestirildi.
Kromozomal DNA izolasyonu igin Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas sobria suslarindan Tissue and Bacterial
DNA purification Kiti kullanilda.
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Kiti ile DNA izolasyon i¢in Bakteri kolonisi 24 saat dnce ekilmis besiyerinde alind1.
Bu koloni igerisinde 100 pl steril saf su bulunan 1,5 ml ependof tube igerine karistirildi ve
uzerine 300 pl lyse BG buffer eklendi. Bu stispansiyona 50 pl tampon BL ve 2 pl RNase A
eklendi ve vortex yapildi. Bu karisim 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra
20 ul Proteinaz K eklendi ve 3 saniye vortekslendikten sonra ¢alkalamali su banyosunda
56°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Su banyosundan alinan 6rneklere 350 ul tampon Sol T
eklendi ve 3 saniye vortex yapildi ve tekrar ¢alkalamali su banyosunda 56°C'de 5 dakika
inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyondan sonra 6rnekler 15 saniye boyunca vortekslendi ve
12 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Santrifiijjden sonra bu karisim toplama
tUpliniin icenden bulunan DNA baglama spin (aritma) kolon tiipiine aktarildi ve 11 000 x
g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Stvinin tamamai spin (aritma) kolonundan gecene kadar
santrifiijlenme devam etti. Sivi iceren alttaki tiip bosaltildi ve bosaltilan tiip tekrar spin
kolonun altina yerlestirildi. Spin (aritma) kolonuna 500 ul Wash TX1 tamponu eklendi ve
11 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Spin (aritma) kolonun altindaki tiipte toplanan
stvi bosaltildi ve bosaltilan tiip tekrar spin kolonun altina yerlestirildi. Spin (aritma)
kolonuna 500 ul Wash TX2 tamponu eklendi ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca
santrifiijlendi. DNA baglama spin (aritma) kolonun altindaki toplanan siv1 tiip atild1 ve yeni
eppendorf tiip takildi. Spin (aritma) kolonuna 150 pl eliisyon tamponu eklendi ve 2 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra 11 000 x g'de 1 dakika santriflij edildi. Spin
(aritma) kolonuna atildi ve alttaki eppendorf tiip -20 °C depolandi.

2.2.6.2. DNA’nin cogaltilmasi icin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Toplam 40 puL hacimde hazirlanan PCR karisiminda; 1 pL (20 pikomol) ileri primer,
1 pL (20 pikomol) geri primer, 1 uL ANTP (1 mM), 4 uL buffer (NH4) 2 SO 4 (10X), 1,6
uL MgCI2, 1uL DNA polimeraz (5 u/uL) [25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 mM EDTA, 1 mM
DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1uL kalip DNA (~400 ng/mL), 29,4 uL. dH>0 ile toplam hacim
(40 pL) tamamlanarak hazirlandi. PCR isleminde, 94°C DNA’nin denatiirasyonu, degisken
yapisma, 72°C de uzama sicakligi olarak ayarlanmigtir ve PCR 30 dongii olarak yapildi.
Koloni PCR uygulamalarinda 1. PCR dongiisiinden once 95°C’de 5 dakikalik on

denatiirasyon asamasi eklendi.
2.2.6.3. DNA’nin jel elektroforezi

PCR’de amplifiye edilen DNA {iriinlerinden, 7 pl alinip, 3 pl blue orange yiikleme

soliisyonu ile karistirilarak daha oOnce hazirlanan % 1,5’luk agaroz jel iizerindeki

34



kuyucuklara yerlestirildi. Son kuyucuga da DNA markeri birakildi. Jel, Tris-borik asit
EDTA (TBE) buffer’1 kullanilarak % 1,5 ’luk agaroz jelde 80 V ’da 1,5 saat elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dakika siireyle boyandi.
Karanlik odada ultraviyole transilliminatorde Yersinia ruckeri, Flavobacterium
psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas sobria’ya 6zgi

DNA bant uzunluklarina (bp-base pair) bakilarak polaroid kamera sistemi ile fotografi
cekildi.
2.2.6.4. Kapiller elektroforez DNA sekanslama

Calismada DNA gen dizi analizi icin AB3130XL16 kapiller cihazi1 (Hitachi,
Japonya) kullanildi. Dizi analizinde sekans islemi bir dizi basamaklardan olusmaktadir. Jel
elektroforezinde uygun bant gosteren Ornekler sekans islemi igin segilerek Exso-SAP
pirifikasyonu asagida Cizelge 2.3. ve 2.4.°de belirtildigi sekliyle reaksiyon karigimi ve PCR
protokolii uygulandi (Cizelge 2.5).

Cizelge 2.3. ExoSAP Piirifikasyonu i¢in reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul)
PCR Urdnu 2,5

Exosap 1

Toplam miktar 3,5

Cizelge 2.4. ExoSAP PCR Protokoli

Basamak | Basamak 11 Basamak 11
37°C 80°C 4°C
30 dk 15 dk 00

ExsoSAP pirifikasyonundan sonra sekans PCR metodu uygulanarak nikleotidlerin

BigDye 3.1. ile florasan isaretlemesi yapildi.
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Cizelge 2.5. Cycle Sequencing PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul) Miktar (ul)
PCR urund 3,5

Big Dye 2
Buffer(5x) 2

Steril distile su 0,5

Primer (F veya R,2 ng/ul) 2

Total Hacim 10

Yukaridaki malzemeler uygun eppendorf tiiplinde homojen sekilde karistirilarak
karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan PCR protokoliinii gerceklestirmek i¢in eppendorf
marka PCR cihazinda Cizelge 2.6.’da belirtilen dongiilere birakild.

Cizelge 2.6. Cycle Sequencing PCR Protokoli

Basamak | Basamak 11 Basamak 111
(1 defa) (25 defa) (1 defa)
96.0 °C 96.0 °C 50.0 °C 60.0 °C 4.0°C
1:00dk 0:10dk 0:05dk 4:00dk 00

Sekans oncesi tiim 6rneklere Sephadex piirifikasyonu yapilarak AB3130x1 Genetic
Analyzer cihazma yliklendi. Sephadex piirifikasyonu i¢in asagidaki yontem izlendi. 1 gr
sephadex 14 ml deiyonize ultra saf su icerinde ¢dzlilerek 700 pl alic1 siitun igerisine aktarildi.
4600 rpm 2.5 dk santrifiij edilerek sephadex karisiminin s1vi kismi uzaklastirildi. Elde edilen
kolona Sekans PCR firiinleri eklenerek 4600 rpm 2.5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonras1

altta kalan kisim sekans cihazina yiiklendi.
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2.2.7. Bakteri suslarinin stoklanmasi

Bakteriler -20 °C de %15’lik gliserol igerisine alinarak kisa siireli kullanimlar igin
saklandi. Uzun siireli saklama ise, besiyerinde 16 saat biiyiitillen bakterilerden 200 pl
alinarak 12000 rpm (14515 g)’de 3 dakika ¢oktiiriilerek peletlerin %30 gliserol iceren LB
veya GM17 besi yerinde ¢ozdiiriip, sok sogutma ile -80°C’de saklanmasi seklinde oldu.

2.2.8. Verilerin analizi

Elde edilen sekans sonuglar1 Clone Manager 9’da diizenlenip siraya konulduktan sonra
elektronik veri tabaninda NCBI GenBank*a giris yapilarak BLAST iizerinden diger Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae, ve

Aeromonas sobria tiirlerinin sekanslari ile karsilastirilarak tiir teshisi dogrulandi.
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3. BULGULAR
3.1. Cahsma alam

Diyarbakir ilinde 6rnek alinan alabalik yetistiriciligi yapan igletmelerden 12’si besi
isletmesi olarak iiretim yaptig1 tespit edildi. Isletmelerin hepsi besi isletmesi olmasi, yavru

balik ihtiyac1 Tiirkiye’nin farkl illerinde temin edilmektedir.
3.2. Bahk

Bakteriyolojik muayenede, 360 adet Gokkusagi alabaligindan (Oncorhynchus
mykiss) toplam 2.160 adet 6rnek besiyerlerine ekimler yapildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Orneklerin alindig1 isletme, balik tiirii, alindig1 ili, balik ve 6rnek sayist

Isletme No Balik Tiirii Balik Sayisi Ornek Sayisi
1. Oncorhynchus mykiss 30 180
2. Oncorhynchus mykiss 30 180
3. Oncorhynchus mykiss 30 180
4. Oncorhynchus mykiss 30 180
5. Oncorhynchus mykiss 30 180
6. Oncorhynchus mykiss 30 180
7. Oncorhynchus mykiss 30 180
8. Oncorhynchus mykiss 30 180
9. Oncorhynchus mykiss 30 180
10. Oncorhynchus mykiss 30 180
11. Oncorhynchus mykiss 30 180
12. Oncorhynchus mykiss 30 180

TOPLAM 360 2.160
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3.3. Morfolojik bulgular

Diyarbakir ilinde balik¢ilik isletmelerinden alinan anamnezde; 6zellikle 0,5-300 gr
agirhigmdaki baliklar durgun, istahsiz veya yem almadigi belirlendi. Baliklarin bulundugu

suyun 12-18 °C 7.01 — 7.9 pH ve 7.5 — 9 mg L-1 O; diizeyinde oldugu tespit edildi.
3.3.1. Kizil agiz hastahig

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren gokkusagi alabalik tesislerinden alinan numuneler
genellikle hastalik siiphesi tasiyan numunelerdir. Havalarin ismmmasi ve su sicaklarinin
artmasi ile birlikte tesislerde hastalik belirtisi gosteren numuneler arandi. Bazi tesislerde de
belirti olmadig1 halde numune alimi yapildi. Ciftliklerde; rengi koyulasan, agzin i¢ ve dis
kisimlarinda, operkulumlarda, viicudun dis yiizeyinde ve ylizgeglerin tabaninda kanamalar,
karinda siskinlik ve sar1 sivi toplanmasi, ekzoftalmus goriilen ve havuz kenarlarinda, su
ylizeyinde uyusuk ya da hareketsiz duran baliklar gozle ve elle muayene edilerek numune
olarak se¢ilmistir. Alman numuneler 5-200 arasi1 baliklardir. Hasta baliklarda klinik
belirtileri arasinda deri renginde koyulasma (Sekil 3.1) ve ekzoftalmus (Sekil 3.2), agzin i¢
ve dis kisimlarinda kizarikhik (Sekil 3.3), pelvik yiizgec tabaninda kanamalar (Sekil 3.4) I¢

organda meydana gelen petesiyal kanamalar (Sekil 3.5) goruldar.

Sekil 3.1. Yersinia ruckeri enfeksiyonlu balikta deri renginde koyulasma
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Sekil 3.2. Yersinia ruckeri enfeksiyonlu balikta gdzde tek veya ¢ift ekzoftalmus

Sekil 3.3. Yersinia ruckeri enfeksiyonlu balikta agzin i¢ ve dis kisimlarinda kizariklik
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Sekil 3.5. Yersinia ruckeri enfeksiyonlu balikta i¢ organlarda petesiyel hemorajiler
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3.3.2. Bakteriyal Soguk Su Hastahgi

Diyarbakir ilindeki balik¢ilik isletmelerinden alinan anamnezde; 6zellikle 5 gramdan
kiigiikk yavru ve 5 gramdan biiyilk yavru baliklar durgun, istahsiz veya yem almadigi
belirlendi. Ayrica yem almaya basladiktan 20—50 giin sonra biiylik kayiplara yol acan
Bakteriyel soguk su hastaligi semptomlarina benzer bulgular tespit edildi. Yapilan
incelemelerde isletmede giinde 100-200 yavru alabaligin oldigi (Sekil 3.6) saptandi.
Yaklasik 2 hafta kadar siiren bu salgindan dolay1 yavru baliklarda % 20’lik bir kayip

meydana geldi.

Sekil 3.6. Isletmede goriilen toplu alabalik liimleri

Yavrularin bulunduklar1 havuzlarda yapilan incelemelerde hastalikli gokkusagi
alabaliklarmin istahsiz, durgun ve su ylizeyinde yiizdiikleri, ayrica bazi baliklarin spiral
yiizme hareketleri yaptiklar1 ve denge problemi yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi
baliklarda asitese bagli olarak karin boslugunda siskinlik (Sekil 3.7), ekzoftalmus (Sekil 3.8),
derinin renginde kararma (Sekil 3.9) ve birkag baligin sirt ve kavdal yiizgecinde beyaz renkte
lezyonlarin sekillendigi (Sekil 3.10) ve hastaligin ilerlemis oldugu baliklarda kavdal
yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarmn (Sekil 3.11) ortaya ¢iktig1 gozlendi.
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Sekil 3.7. Hasta alabalikda goriilen asites

Sekil 3.8. Hasta alabalikda goriilen ekzoftalmus
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Sekil 3.9. Hastalikl1 alabaliklarda derinin renginden kararma

Sekil 3.10. Hastalikl1 alabaligin sirt ve kavdal yiizgecinde olusan beyaz renkteki lezyonlar




Sekil 3.11. Hastalikli alabalikda kavdal yilizgecin tahrip olmasi ve radiuslarin ortaya ¢ikmasi

Enfekte gokkusagi alabalik yavrularmin abdominal ensizyonla i¢ organlari agiga
cikarildi (Sekil 3.12). Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiylidiigii tespit edildi
(Sekil 3.13). Hastalikl1 yavru alabaliklarin karin bosluklarinda sar1 renkli bir sivi birikiminin
ve bagirsaklarda iltihaplarin oldugu gozlendi.

Sekil 3.12. Hastalikl1 yavru alabaligin i¢ organlarinin ¢ikarilmasi
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Sekil 3.13. Hastalikli yavru alabaligin karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin
bliytidiigii tespit edildi

3.3.3. Vibriozis

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren 12 ayri isletmeden alinan hastalik siipheli
numuneler ve bolgedeki balikgilik isletmelerinden alinan anamnez; baliklarin yeme karsi
isteksiz oldugu, hareketlerinde azalma ve baliklarin aglara ve havuz kenarlarina stirtiinmeleri
goriildiigii yoniindeydi. Isletmelerdeki baliklar klinik muayeneden gegirildi. Genel olarak
hasta  baliklarda  deri  renginde  koyulagmalar  (Sekil  3.14)  goraldd.
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Sekil 3.14. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta deri renginde koyulagmalar
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Vicut ylzeyi gozle ve biiyiitecle dikkatli bir sekilde incelediginde karinda su

toplanmasi (ascites) (Sekil 3.15) goruldir.

Sekil 3.15. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta ascites
Kafes yiizeyinde ylizen hasta baliklar gdzlemlendiginde dorsal ylizgecte hemoraji

(Sekil 3.16) gdze carpmaktadir.
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Sekil 3.16. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta dorsal yiizgecte hemoraji

Hasta baligin abdominal bolgesi incelendiginde ventral yiizgeg tabaninda hemoraji

(Sekil 3.17) goruldi.
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Sekil 3.17. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta ventral yiizgecte hemoraji

Baliklarin pektoral yiizgecleri incelendiginde yiizgeg¢ tabani ve etrafinda yogun bir

sekilde hemorajiler (Sekil 3.18) goraldd.

Sekil 3.18. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta pektoral yiizgecte hemoraji




Solunga¢ kapaklar1t muayene edildiginde 6zellikle kapaklarin u¢ ve alta tarafinda

yogun hemoraji (Sekil 3.19) goraldu.

Sekil 3.19. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta solunga¢ kapaklarinda hemoraji

Biiyiitegle solungag¢ kapaklarin i¢ kisimlar1 incelendiginde yogun hemoraji (Sekil

3.20) gozlemlendi.

Sekil 3.20. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta solunga¢ kapaklarmm i¢ kisminda

hemoraji
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Baliklarin viicutlarinda kirmizi noktalar, iilserlesme ile sonlanan deri lezyonlar1

(Sekil 3.21) gbze carpmaktadir.

Sekil 3.21. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta iilserlesme ile sonlanan deri lezyonlar1

Baliklarin derileri elle ile muayene edildiginde deride kan ve iltahap ile dolu derin

apse (Sekil 3.22) hissedildi.

Sekil 3.22. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta deride derin apse
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Baligin aniis bdlgesi klinik muayenesi yapildiginda aniis kanli irinli s1v1 ve antiste

etrafinda lezyonlar (Sekil 3.23) goruldi.

Sekil 3.23. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta antiste etrafinda lezyon

Hasta baliklarin derisi biiyiitecle dikkatli bir sekilde incelendiginde hemoraji olan

bolgelerde derin tlser (Sekil 3.24) meydana geldi.

Sekil 3.24. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta deride derin tilser
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Canli olarak getirilen hasta baliklar laboratuvar ortaminda aseptik kosullar altinda

lateral kesitte apse kisim kesildi. Apsenin igerisinde kan ve iltahap (Sekil 3.25) ile dolu

oldugu tespit edildi.

-y
R
3

-

o~
.
-,

Sekil 3.25. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta deride kan ve iltahap ile dolu derin apse

Hasta canli baliklar aseptik kosullar altinda otopsi uygulanarak i¢ muayene yapildi.
I¢ organlar gozle ve biiyiitecle dikkatli bir sekilde incelendi. Tiim i¢ organlarda hemoroji ve

karacigerde solgunluk (Sekil 3.26) goruld.

Sekil 3.26. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta i¢ organlarda hemoroji ve karacigerde
solgunluk
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Baliklarin mide ve bagirsaklar steril bir pens yardimiyla karin boslugunda disar1

cikarildiginda hava kesesinde hemoroji ve bobrekte kararma (Sekil 3.27), goruldu.

Sekil 3.27. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta hava kesesinde hemoroji ve bobrekte

kararma

Hasta baligin dalak incelendiginde biiylime ve kararma (Sekil 3.28) gorulda.

Sekil 3.28. Vibrio anguillarum enfeksiyonlu balikta dalakta biiyiime ve kararma
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3.3.4. Laktokokkozis

Kafes basinda yapilan gozlemlere gore baliklarda su yilizeyine yakin olarak yiizme
(Sekil 3.29.), durgunluk (Sekil 3.30.), istahsizlik ve yem aliminda azalma gibi davranigsal
bozukluklar gozlendi. Baliklarda dis klinik bulgu olarak deri renginde koyulasma (Sekil
3.31.), iki tarafli ekzoftalmus (Sekil 3.32.), karm kisminda ascites (Sekil 3.33.) gozlendi.
Otopsi yapilan baliklarda dalakta biiyiime ve renginde koyulasma (Sekil 3.34.), vicut

kasinda, pilorik sekada, viicut yaginda ve gonadlarda hemoraji (Sekil 3.35.) tespit edildi.

Sekil 3.30. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta durgunluk
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Sekil 3.31. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta deride kararma
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Sekil 3.32. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta gozde cift ekzoftalmus
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Sekil 3.33. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta ascites

Sekil 3.34. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta dalakta biiyiime siyahlagma
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Sekil 3.35. Lactococcus garviae enfeksiyonlu balikta kaslarda, hava kesesinde, gonadal

dokularda ve mide etrafinda petesiyel hemorajiler
3.3.5. Motil Aeromonas Septisemi (MAS)

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren 12 farkli isletmeden alinan hastalik siipheli
numuneler ve bolgedeki balik¢ilik igletmelerinden aliman anamnez; baliklarm yeme karsi
isteksiz oldugu, hareketlerinde azalma ve baliklarin aglara ve havuz kenarlarma siirtiinmeleri
goriildiigii yoniindeydi. Isletmelerdeki baliklar klinik muayeneden gegirildi. Genel olarak

hasta baliklarda deri renginde koyulasmalar (Sekil 3.36) gorild.

Sekil 3.36. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta deri renginde koyulagmalar

57



Viicut yiizeyi gozle ve biiyiitecle dikkatli bir sekilde incelediginde karinda su
toplanmasi (ascites) (Sekil 3.37) ve aniis bolgesinde sislik goriildi.

Sekil 3.37. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta ascites

Hasta baligin abdominal bolgesi incelendiginde pektoral yiizgec tabaninda hemoraji

(Sekil 3.38) goruldi.
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Sekil 3.38. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta pektoral ylizgecte hemoraji
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Hasta baligin kuruk bolgesi incelendiginde kavdal ylizgecin tabaninda beyaz renkte
lezyonlar (Sekil 3.39) goruldu.

Sekil 3.39. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta kavdal yiizgecin tabaninda beyaz renkte

lezyonlar

Baliklarin viicutlarinda ilserlesme ile sonlanan deri lezyonlar1 (Sekil 3.40) gbze

carpmaktadir.

Sekil 3.40. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta viicuta iilserlesme
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Canli olarak getirilen hasta baliklar laboratuvar ortaminda aseptik kosullar altinda

lateral kesitte apse kisim kesildi. Apsenin igerisinde kan ve iltahap (Sekil 3.41) ile dolu

oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.41. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta deride kan ve iltahap ile dolu derin apse

Hasta canli baliklar aseptik kosullar altinda otopsi uygulanarak i¢ muayene yapildi.
I¢ organlar gdzle ve biiyiitecle dikkatli bir sekilde incelendi. Tiim i¢ organlarda hemoroji,

karacigerde solgunluk ve dalak koyu siyah renkte (Sekil 3.42) goruld.

Sekil 3.42. Aeromonas sobria enfeksiyonlu balikta i¢ organlarda hemoroji, karacigerde

solgunluk ve dalak koyu siyah renkte
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3.4. Fenotipik ve biyokimyasal bulgular
3.4.1. Klasik test bulgular
3.4.1.1. Kizil Agiz Hastahgi

Izole edilen gram negatif ¢comak sekilli 14 adet Yersinia ruckeri susun saf
kiiltiirlerinden (Sekil 3.43.) fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.2.).

Sekil 3.43.Yersinia ruckeri'nin koloni olusturmasi
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Cizelge 3.2. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 19 Yersinia ruckeri morfolojik
ve biyokimyasal 0zellikleri
Yersinia ruckeri (n:19)
Koloni rengi Beyaz
Gram Boyama -
Sekli comak
Oksidaz -
Katalaz +
Hareket +
H.S -
Metil Red +
Voges Proskauer -
Indol -
Ureaz Olusumu -
O/F F
MacConkey Agar +
Mueller-Hinton Agar +

0°C’de ureme

5°C’de treme

15°C’de tlireme +
20°C’de lireme +
25°C’de lireme +
30°C’de iireme +
37°C’de iireme +
% 0,0 NaCl’de tireme +
% 0,5 NaCl’de ireme +
% 1,0 NaCl’de tireme +
% 2,0 NaCl’de ireme +

% 6,5 NaCl’de iireme
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3.4.1.2. Bakteriyel Soguk Su Hastalig

TYES-A, agara yapilan ekimler 15°C’de 5—7 gun sureyle ettivde bekletildikten sonra
cogunlugu sari renkte olmak iizere degisik koloniler (Sekil 3.44) saptandi. Bu sar1 renkli
kolonilerden TYES-A’ya ekimler yapilarak sari pigmentli saf kolonilerin (Sekil 3.45)

olustugu gorilmiistiir.

Sekil 3.44. TYES-A agarda ilk ekimden sonra ¢cogunlugu sar1 renkte olan karisik koloniler
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Sekil 3.45. TYES —A agarda ureyen saf koloniler

Izole edilen gram negatif gomak sekilli 10 adet susun saf kiiltiirlerinden fenotipik ve

biyokimyasal dzellikleri belirlendi (Cizelge 3.3.).




Cizelge 3.3. Flavobacterium psychrophilum’un fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri

Fenotipik ve Biyokimyasal

Azellikler Izole Edilen 10 adet Flavobacterium psychrophilum Suslar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Koloni rengi Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1 Sar1
Gram Boyama - - - - - - - - - - - -
Katalaz Zayif Zayif Zayif Zayif Zayif Zayift Zayif < Zayif Zayif Zayif Zayif @ Zayif
Oksidaz - - - - - - - - - - - -
Fleksirubin pigment + + + + + + + + + + + +
Kongo red - - - - - - - - - - - -
Hareket - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - - - -
Metil Red - - - - - - - - - - - -
Voges Proskauer - - - - - - - - - - - -
Nitrat testi - - - - - - - - - - - -
O/F -/- -/- -/+ -/- -/- -[+ -/- -/- -[+ -/- -/- -/-
ONPG - - - - - - - - - - - -
oD - - - - - - - - - - - -
Jelatin hidrolizi + + + + + + + + + + + +
Simmons sitrat - - - - - - - - - - - -
Ureaz testi - - - - . ; ; ; ] ) ] ]
H2S - - - - - - - - - - - -
Hemoliz + + + + + + + + + + + +

Nisasta hidrolizi - - - - - - - - - - . .
Eskulin hidrolizi - - - - - - - - - - . )
Kazein hidrolizi + + + + + + + + + + + +
Tween 20 hidroliz
Tween 80 hidrolizi
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Glukoz

Laktoz
Mannitol
Galaktoz
Arabinoz
Sorbitol

Lizin

Fruktoz
Inositol
Rhamnoz
Mannoz
Meliboz
Amigolalin
Sukroz

TYE agarda Greme
TYES-A’da iireme
TSA’da ilireme
TSB’da iireme
Kanh agar
MCA’da iireme
PCA’da iireme
MHA’da iireme
0°C’de iireme
5°C’de iireme
15°C’de iireme
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20°C’de iireme + + + + + + + + + + + +
25°C’de iireme - - + - - - - - - - - +
30°C’de iireme - - - - - - - - - - - -
37°C’de iireme - - - - - - - - - - - -

% 0,0 NaCl’de iireme + + + + + + + + + + + +
% 0,5 NaCl’de iireme + + + + + + + + + + + +
% 1,0 NaCl’de iireme + + + + + + + + + + + +
% 2,0 NaCl’de iireme - - - - - - - - - - . .

* . Negatif Reaksiyon, +: Pozitif Reaksiyon, ONPG: Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase, H>S: Hidrojen Sulfur, MCA:
MacConkey Agar, O/F: Oksidasyon/Fermentasyon, OD: Ornitindekarboksilaz, TSA: Tryptic Soy Agar, TSB: Tryptic Soy Broth, PCA: Plate
Count Agar, MHA: Mueller-Hinton Agar.
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3.4.1.3. Vibriozis

Izole edilen 15 adet Vibrio anguillarum susun saf kiiltiirlerinden (Sekil 3.46.)

fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.4.).

Sekil 3.46. Triptik soy agarda treyen saf Vibrio anguillarum kolonileri
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Cizelge 3.4. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 15 Vibrio anguillarum susunun

morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Vibrio anguillarum
(n:15)

Koloni rengi Sar1
Gram Boyama -
Sekli virgul bigiminde
Oksidaz +
Katalaz +
Hareket +
H.S -
Metil Red -
Voges Proskauer +
Indol +
Ureaz Olusumu -
O/F F
MacConkey Agar +
Mueller-Hinton Agar +
0°C’de Ureme -
5°C’de iireme +
15°C’de iireme +
20°C’de tlireme +
25°C’de lireme +
30°C’de iireme +
37°C’de iireme +

% 0,0 NaCl’de iireme +

% 0,5 NaCl’de ireme +

% 1,0 NaCl’de tireme +

% 2,0 NaCl’de ireme +

% 6,5 NaCl’de iireme +
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3.4.1.4. Laktokokkozis

Izole edilen gram pozitif kok sekilli 22 adet Lactococcus garviae susun saf
kiiltiirlerinden (Sekil 3.47.) fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.5.).

Sekil 3.47. Triptik soy agarda treyen saf Lactococcus garviae kolonileri
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Cizelge 3.5. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 22 Lactococcus garviae morfolojik ve

biyokimyasal 6zellikleri

Lactococcus garviae

(n:22)

Koloni rengi Beyaz
Gram Boyama +
Sekli kok
Oksidaz -
Katalaz -
Hareket -
H.S -
Metil Red +
Voges Proskauer +
Indol -
Ureaz Olusumu -
O/F F
MacConkey Agar -
Mueller-Hinton Agar +
0°C’de lireme +
5°C’de lireme +
15°C’de tlireme +
20°C’de lireme +
25°C’de lireme +
30°C’de iireme +
37°C’de iireme +
% 0,0 NaCl’de iireme +
% 0,5 NaCl’de ireme +
% 1,0 NaCl’de tireme +
% 2,0 NaCl’de ireme +
% 6,5 NaCl’de iireme +
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3.4.1.5. Motil Aeromonas Septisemi (MAS)

Izole edilen Aeromonas sobria susun14 adet saf kiiltiirlerinden (Sekil 3.48) fenotipik

ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.6.).

Sekil 3.48. Triptik soy agarda reyen saf Aeromonas sobria kolonileri

72



Cizelge 3.6. Hasta balik 6rneklerinden izole edilen 14 adet Aeromonas sobria suslarinin

morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Aeromonas sobria (n:14)

Koloni rengi Krem

Gram Boyama -

Sekli Comak
Oksidaz n
Katalaz I
Hareket +
H2S -
Metil Red -

Voges Proskauer -

Indol +

Ureaz Olusumu -

O/F ++
MacConkey Agar +
Mueller-Hinton Agar +

0°C’de ureme -

5°C’de lireme +
15°C’de tlireme +
20°C’de lireme +
25°C’de lireme +
30°C’de iireme +
37°C’de ilireme +
% 0,0 NaCl’de tireme +
% 0,5 NaCl’de iireme +
% 1,0 NaCl’de iireme +
% 2,0 NaCl’de tireme +

% 6,5 NaCl’de ireme -
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3.4.2. Biolog (The biolog GENIII micro plate) bulgular

3.4.2.1. Kizil Ag1z Hastahig

Biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 6zellikleri belirlemek amaciyla

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanildi (Cizelge 3.7.).

Cizelge 3.7. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen Yersinia ruckeri'nin Biolog Sistemi

(The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik 6zellikleri

Biyokimyasal Kriter

Izolat reaksiyonu

Biyokimyasal Kriter

Izolat reaksiyonu

(n:19) (n:19)
pH 5 - %8 NaCl -
pH 6 + %4 NaCl -
Positif Kontrol + %1 NaCl +

N-Acetyl
Stachyose i NeuraminicAcid *
N-Acetyl-D-
D- Turanose +- Galactosamine *
N-Acetyl- B-D-
Sucrose ] Mannosa-mine ¥
Gentiobiose - N-Acetyl-D- +
Glucosamine
D-Cellobiose - D-Salicin -
D-Trehalose + p-  Methyl-D- +-
Glucoside
D-Maltose + D-Melibiose -
Dextrin + a-D-Lactose -
Eg%?:(l)fl - D-Raffinose -
D-Serine - Minocycline -
Fusidic Acid - Rifamycin SV -
%1 Sodium Lactate + Troleando-mycin +
| Nosine + D-Serine -
L-Rhamnose - D-Aspartic Acid -
L -FUCOSe i D-Fructose-6- +
Phosphate
D-Glucose-6-
D-Fucose +/- Phosphate +
3-Methyl Glucose +/- Glycerol +
D-Galactose + myo-inositol -
D-Fructose + D-Arabitol +/-
D-Mannose + D-Mannitol +
a-D-Glucose + D-Sorbitol +/-
Niaproof 4 - Tetrazolium Blue +/-
Guanidine HCI +/- Tetrazolium Violet +/-
Lincomycin + Vanco-mycin +
L-Serine + D-Saccharic Acid -

74




L-Pyrogltaric Quinic Acid
L-Histidine - Mucic Acid -
L-Glutamic Acid + Glucoronamide +
L-Aspartic Acid + D-Glucoronic Acid +
L-Arginine - D-Gluconic Acid +
L-Alanine N L-Galactonic Acid +
Lactone
. D-Galacturonic
Glycyl-L-Proline + Acid +
Gelatin - Pectin -
Potassium Tellurite - Sodium Bromate -
Lithium Chloride +/- Sodium Butyrate +
Nalidixic Acid + Aztreonam -
Bromo-Succinic + Formic Acid -
Acid
L-Malic Acid + Acetic Acid +
D-Malic Acid - Propionic Acid -
a-Keto-Glutaric . .
Acid +/- Acetoacetic Acid +/-
Citric Acid +l- a-ieto- Butyric :
Acid
i . . B-  Hydroxy-D,L- i
L-Lactic Acid + Butyric Acid
D-Lactic Acid - a-Hydroxybutyric -
Methyl Ester Acid
vy-Amino-Butryric i
Methyl Pyruvate + Acid
p-Hydroxy- i i
Phenylacetic Acid Tween 40 ¥/

Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak
bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edilmistir. Sistemin kiitiiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen izolatlarla, hasta balikta izole edilen izolatlarimizla
karsilastirilmig ve 3 bakteri tiirliyle (Edwardsiella ictaluri, Leclercia adecarboxylata,
Yersinia kristensenii) farkli oranlarda benzer oldugu ve 1 bakteri tiirii ile (Yersinia ruckeri)
% benzer bulunmustur (Sekil 3.49.).
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Sekil 3.49. Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Yersinia ruckeri'nin Biolog tanilama

sisteminin ¢iktilar

Program
Project

File Mame
zer
Instrument
Instrument 5/

Incubation Hours

Plate Mumber
Plate Type
Pratacal

Oinek Mo

[zole edildigi ver

izl eden
T arirnlayan
Tarh

Crate & Time of Read

Microlog 3/5.2.01 33
MLE

23.05. 2022 D5E
biolog

MicraStation 2 Reader
0

18.00

1

GEM I

A

Balik.
Wik il DZCAN
23/06/2022

May 23 2022 318 &AM

Binlag 1D DB Biolog GEM Il 2_E_1_08.150G

Result Species |0 erzina rucken

Cornment

Motice

Rark | PROB  SIM DIST  Organism Type Species

1 0990 0GBGE 4635 GH-Ent Yersinia ruckern

2 0007 0003 7825 GH-Ent Edwardsiella ictalur

3 0003 001 8397 GM-Ent Leclercia adecarbosylata

4 0000 0000 3708 GH-Ent “ersinia kriztenzenii

Fey: <% pogitive, ® negative, <x- mismatched positive, w+ mismatched negative, §x borderline, - less than &7 wel

Wwhell Color Values

Plate 1 2 3 4 5 B 7 g 3 10 11 12
& BE {136 {150 < 1BG 29 a1 Bo{1m 80 <186 <167 - Bl
B a0 a0 ah 4 80 <216 {148 <182 <174 {137 Y 47
C ¢162 1146 <184 { N7+ 95 33 a7 79 {126 119 43 ]
D {108 <174 47 a7 {134 {119 52 a0 k| 4+ <197 40
E woinz i1A 8 113 {130 94 N <168 {123 {%w/ <172
F B4 <163 <196- <159 {143 {129 a3 a8 88 <162 <197 <198
G g2 {117 94 {149 {128- 98 43 {144 {130 43 ) 11
H {110 78 hh a7 32 {128 F2 {118 43 A3 1] 72
Report D ate May 23 2022 3:06 P
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3.4.2.2. Bakteriyel Soguk Su Hastalhig

Biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 6zellikleri belirlemek amaciyla

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanild: (Cizelge 3.8.).

Cizelge 3.8.

Gokkusagt

alabaligindan

izole edilen 10 adet

Flavobacterium

psychrophilum’nin Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi

ile diger fenotipik 6zellikleri

[zolat Izolat
Biyokimyasal Kriter reaksiyonu Biyokimyasal Kriter reaksiyonu

(n:10) (n:10)
pH 5 +/- %8 NaCl -
pH 6 +/- %4 NaCl -
Positif Kontrol + %1 NaCl +/-
Stachyose Zayif+  N-Acetyl NeuraminicAcid +/-
D- Turanose +/- N-Acetyl-D-Galactosamine -
Sucrose i N-_Acetyl- -D-Mannosa- "

mine

Gentiobiose +/- N-Acetyl-D-Glucosamine +/-
D-Cellobiose +/- D-Salicin +/-
D-Trehalose +/- - Methyl-D-Glucoside +/-
D-Maltose +/- D-Melibiose +/-
Dextrin +/- a-D-Lactose -
Negatif Kontrol - D-Raffinose -
D-Serine +/- Minocycline +/-
Fusidic Acid - Rifamycin SV +/-
%1 Sodium Lactate +/- Troleando-mycin +/-
| Nosine +/- D-Serine +/-
L-Rhamnose +/- D-Aspartic Acid -
L-Fucose - D-Fructose-6- Phosphate +/-
D-Fucose - D-Glucose-6- Phosphate Zayif +
3-Methyl Glucose - Glycerol -
D-Galactose +/- myo-inositol -
D-Fructose +/- D-Arabitol -
D-Mannose +/- D-Mannitol +/-
a-D-Glucose +/- D-Sorbitol -
Niaproof 4 +/- Tetrazolium Blue +
Guanidine HCI +/- Tetrazolium Violet +
Lincomycin +/- Vanco-mycin +/-
L-Serine +/- D-Saccharic Acid +/-
L-Pyroglutamic Acid - Quinic Acid +/-
L-Histidine - Mucic Acid +/-
L-Glutamic Acid +/- Glucoronamide +/-
L-Aspartic Acid +/- D-Glucoronic Acid -
L-Arginine - D-Gluconic Acid -
L-Alanine - L-Galactonic Acid Lactone -
Glycyl-L-Proline +/- D-Galacturonic Acid -
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Gelatin + Pectin -

Potassium Tellurite - Sodium Bromate -
Lithium Chloride - Sodium Butyrate -
Nalidixic Acid - Aztreonam +/-
Bromo-Succinic Acid - Formic Acid -
L-Malic Acid - Acetic Acid +/-
D-Malic Acid - Propionic Acid -
a-Keto-Glutaric Acid +/- Acetoacetic Acid +/-
Citric Acid +/- a-Keto- Butyric Acid -
L-Lactic Acid - - Hydroxy-D,L-Butyric Acid -
D-Lactic Acid Methyl Ester - a-Hydroxybutyric Acid -
Methyl Pyruvate - y-Amino-Butryric Acid -
%—ila/droxy-Phenylacetlc i Tween 40 ..

Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak
bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edildi. Sistemin kitiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen izolatlarla, hasta balikta izole edilen izolatlarimizla karsilastirildi
ve 3 bakteri turiyle (Flavobacterium resinovorum, Chryseobacterium scophthalmum,
Flavobacterium tirrenicum, Obesum bacteria proteus biogroup 2) farkli oranlarda benzer
oldugu ve 1 bakteri tird ile (Flavobacterium psychrophilum) % benzer bulunmustur (Sekil
3.50).
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Sekil 3.50. Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda izole edilen Flavobacterium

psychrophilum’nin biolog tanilama sisteminin ¢iktilari

Program MicroLog 3/5.2.01 33

Project MLS

File Name 05.01.2022. D5E

Usear biolog

Instrurment MicroStation 2 Reader

Instrument S/N 0

Incubation Hours 20.00

Plate Number 1

Plate Typa GEN I

Protocol A

znlat No Kahramanmarag

zole Edildigi Yer Alabalik

zole Eden Mikail OZCAN

Tanimlayan Seyfettin Callk

Tarih 05. 01.2022

Date & Time of Read January 05 2022 9:58 AM

Biolog ID DB Biolog GEN Il 2_6_1_08.15G

Result Species |D: Flavobacterium psychrophilum

Comment

Notica

Rank | PROB SIM  DIST  Organism Type Species

1 0142 0142 B215 GN-Nent Flavobacterium resinovorum

2 0122 0122 8400 GN-Ment Chryseabacterium scophthalmum

3 0091 0091 8766 GN-Nent Flavabacterium tirrenicum

4 0088 (00B8 8812 GN-Ment Obesum bacteria proteus blogroup 2

Key.  =x: positive, x: negative, <x-: mismatched positive, x+: mismalched negative, {x: borderline, -x: less than A1 wellWell
Colar Values

Plate i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 18 {144 {140 {124 ({149 {158 86 {123 <164 {197 {185 (17
B 114 o {135 (137 {145 {153 {131 &4 {154- (178 46 41
C {125+ {157 {143 41 76 81 101 {129 {141 {190 FA A b
D 7 {142 100 70 49  <167- (143 78 {148- (111 {203 (127
E {178 {126+ 95 1 {127 143 99 108 {147 {195 {148 {148
F 78 96 9 B3 85 (116 {140 (M7 {131 {127 <375 <3}
G 94 100 107 7 {138 {130 84 9 X 43 KL |
H {138 86 9 01 68 {141 65 {142 61 (158 40 42
Report Date January 05 2022 10:10 AM
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3.4.2.3. Vibriozis

Biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 6zellikleri belirlemek amaciyla

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanildi (Cizelge 3.9.).

Cizelge 3.9. Gokkusag1 Alabaliklarindan izole edilen 20 adet Vibrio anguillarum’un Biolog
Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik 6zellikleri

Biyokimyasal Kriter

izolat reaksiyonu

Biyokimyasal Kriter

Izolat reaksiyonu

(n:20) (n:20)
pH 5 - %8 NaCl +/-
pH 6 + %4 NaCl +
Positif Kontrol + %1 NaCl +

N-Acetyl
Stachyose ) NeuraminicAcid )
D- Turanose Zayif + N-Acetyl-D- +-
Galactosamine
Sucrose + N-Acetyl- p-b- -
Mannosa-mine
Gentiobiose - N-Acetyl-D- +
Glucosamine
D-Cellobiose +/- D-Salicin +/-
D-Trehalose Zayif - - Methyl-D-Glucoside +
D-Maltose + D-Melibiose -
Dextrin + a-D-Lactose -
Eg?}?ﬂ; D-Raffinose -
D-Serine +/- Minocycline -
Fusidic Acid + Rifamycin SV +
%1 Sodium Lactate + Troleando-mycin +
| Nosine + D-Serine -
L-Rhamnose - D-Aspartic Acid +/-
D-Fructose-6-
L-Fucose ) Phosphate *
D-Glucose-6-
D-Fucose +/- Phosphate +
3-Methyl Glucose - Glycerol +
D-Galactose + myo-inositol Zayif +
D-Fructose + D-Arabitol -
D-Mannose + D-Mannitol +
a-D-Glucose + D-Sorbitol +
Niaproof 4 + Tetrazolium Blue +
Guanidine HCI + Tetrazolium Violet +
Lincomycin - Vanco-mycin +
L-Serine + D-Saccharic Acid -
L-Pyroglutamic Acid - Quinic Acid +/-
L-Histidine + Mucic Acid -
L-Glutamic Acid + Glucoronamide -
L-Aspartic Acid + D-Glucoronic Acid -
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L-Arginine + D-Gluconic Acid +
L-Alanine 4 L-Galactonic Acid e
Lactone

Glycyl-L-Proline + D-Galacturonic Acid +/-
Gelatin + Pectin +
Potassium Tellurite - Sodium Bromate -
Lithium Chloride + Sodium Butyrate +/-
Nalidixic Acid - Aztreonam +/-
Bromo-Succinic Acid + Formic Acid +/-
L-Malic Acid - Acetic Acid +
D-Malic Acid + Propionic Acid -
a-Keto-Glutaric Acid +/- Acetoacetic Acid +/-
Citric Acid + a-Keto- Butyric Acid +

i . . B- Hydroxy-D,L- i
L-Lactic Acid + Butyric Acid
[E)stlze ?Ctlc Acid Methyl +/- a-Hydroxybutyric Acid Zayif +
Methyl Pyruvate + y-Amino-Butryric Acid -
p-Hydroxy- i
Phenylacetic Acid Tween 40 "

Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak

bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edilmistir. Sistemin kiitiiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen
karsilastirilmis ve 3 bakteri tiiriiyle (Vibrio metschnikovii, Vibrio aestuarianus, Vibrio

cholerae 01/0139) farkli oranlarda benzer oldugu ve 1 bakteri tiirii ile (Listonella

izolatlarla,

hasta balikta

anguillarum) % benzer bulunmustur (Sekil 3.51.).
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sisteminin ¢iktilar

Pragram

Praject

File Mame

[ger

[rstrurment
[nstrument 5/M
Incubation Haours
Flate Mumber
Flate Type
Pratacal

Sample |
Field 2
Field 3
Field 4
Field &

Date & Time of Read

Microlog 345.2.01 33
MLE

18.11.2022 2 D5E
hiolag

MicroStation 2 Reader
0

2200

1

GEM Il

A

LISKIM 3
BALIK

MIK&IL OZC4N
1812022

kasz18 2022 225 PM

Sekil 3.51. Alabaliklarindan izole edilen Vibrio (Listonella) anguillarum ’un Biolog tanilama

Biolog ID DB Biolog GEM 11 2_6 1_08.15G

Result Species |0 Ligtonella anguillarum

Comment

Matice

Rank | PROB  5SiM DIST  Organizm Type Species

1 0522 0522 7135 GH-Ment Liztanella anguillarum

Z 0134 013 7376 GM-Ment Wibrio metschiikovi

3 0111 0111 7B03  GM-Ment Vibrio aestuarianus

4 0037 0037 7776 GM-Ment Yibrio cholerae 01401239

Few:  <x positive, w negative, <x- mismatched posiive, s+ mismatched negative, {x borderline, - less than A7 well

wiell Calor Y alues

Flate 1 2 3 4 ] B 7 g g 0 11 12
i) 124 <260 <259 13+ {19 107 <256 < 280- 123 < 2R3 < 270 M
B 122128 10 <232 {146 <244 {183 126 {154 <302 <27 {189
Co (<283 <230 <226 <233 128 {19%- 125 123 <26 <289 <254 {184
D <23 <230 13 «<A7- <244 <261 <243 {149 B2 <289 < 249 45
E 28 <238 <242 < NE <252 < MB <28 130 ¢ 24R he ¢ BB 272
F <23 113 {2m- <245 T4 107 128 {199 a0 <29 < M2 < N3
G BocZ24 {204 <242 <247 {16 15 ¢ 280 < 246 43 ¢ 2R3 T
H <238 137 «<238- 101 < 244- {144 99 <280 {173 {23 {130 89
Feport D ate k.az 18 20227:45 PM
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3.4.2.4. Laktokokkozis

Biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 6zellikleri belirlemek amaciyla

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanild: (Cizelge 3.10.).

Cizelge 3.10. Gokkusagi alabaligindan izole edilen 22 adet Lactococcus garvieae 'nin Biolog

(The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik 6zellikleri

Izolat Izolat
Biyokimyasal Kriter reaksiyonu Biyokimyasal Kriter reaksiyonu
(n:22) (n:22)
pH 5 - %8 NaCl Zayif +
pH 6 + %4 NaCl +
Positif Kontrol + %1 NaCl +
N-Acetyl
Stachyose Zayif + Neuram%nicAcid i
N-Acetyl-D-
D- Turanose ¥ Galactosamine *
Sucrose Zayif + N-_Acetyl- -D-Mannosa- +
mine
Gentiobiose + N-Acetyl-D-Glucosamine +
D-Cellobiose + D-Salicin +
D-Trehalose + B- Methyl-D-Glucoside +
D-Maltose + D-Melibiose +/-
Dextrin + a-D-Lactose +/-
Negatif Kontrol - D-Raffinose +/-
D-Serine - Minocycline -
Fusidic Acid - Rifamycin SV +
%1 Sodium Lactate + Troleando-mycin -
| Nosine + D-Serine -
L-Rhamnose +/- D-Aspartic Acid -
L-Fucose +/- D-Fructose-6- Phosphate +/-
D-Fucose +/- D-Glucose-6- Phosphate +/-
3-Methyl Glucose + Glycerol +
D-Galactose + myo-inositol +/-
D-Fructose + D-Arabitol -
D-Mannose + D-Mannitol +
a-D-Glucose + D-Sorbitol +
Niaproof 4 - Tetrazolium Blue +/-
Guanidine HCI +/- Tetrazolium Violet +/-
Lincomycin +/- Vanco-mycin -
L-Serine - D-Saccharic Acid -
L-Pyroglutamic Acid - Quinic Acid -
L-Histidine - Mucic Acid +/-
L-Glutamic Acid - Glucoronamide +/-
L-Aspartic Acid - D-Glucoronic Acid +/-
L-Arginine +/- D-Gluconic Acid +
. L-Galactonic Acid
L-Alanine - -
Lactone
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Glycyl-L-Proline +/- D-Galacturonic Acid +

Gelatin - Pectin +
Potassium Tellurite + Sodium Bromate Zayif +
Lithium Chloride - Sodium Butyrate +
Nalidixic Acid + Aztreonam +
Bromo-Succinic Acid - Formic Acid -
L-Malic Acid - Acetic Acid +/-
D-Malic Acid - Propionic Acid -
a-Keto-Glutaric Acid - Acetoacetic Acid +/-
Citric Acid - a-Keto- Butyric Acid +/-
L-Lactic Acid i B- _ Hydroxy-D,L-Butyric i
Acid
D-Lactic Acid Methy! : o-Hydroxybutyric Acid +-
Methyl Pyruvate +/- y-Amino-Butryric Acid -
p-I—_lydroxy—PhenyIacetlc i Tween 40 "
Acid

Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak
bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edildi. Sistemin kitiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen izolatlarla, hasta balikta izole edilen izolatlarimizla karsilastirild1
ve 3 bakteri turuyle (Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus casseliflavus, Enterococcus
mundtii) farkli oranlarda benzer oldugu ve 1 bakteri tiirii ile (Lactococcus garvieae) %

benzer bulunmustur (Sekil 3.52).
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Sekil 3.52. Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda izole edilen Lactococcus

garvieae’nin Biolog tanilama sisteminin ¢iktilar

Program MicroLog 3/5.2.01 33

Project ML5

File Name 05.07.2022 D5E

User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader

Instrument S/MN 0

Incubation Hours 20.00

Plate Number 1

Plate Type GEN [l

Protocol A

izolat No 31

[zole Edildigi Yer Balik

izole Eden Mikail OZCAN

Tanimlayan Mustafa KUSEK

Tarih 05/07/2022

Date & Time of Read Tem 052022 9:53 AM

Biolog ID DB Biolog GEN Il 2_6_1_08.15G

Result Species ID: Lactococcus garvieae

Comment

lNotice

Rank | PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0704 0704 4236 GP-Coccus Lactococcus garvieae

2 0197 0197 4740 GP-Coccus Leuconostoc mesenteroides ss cremoris
3 0086 008 5476 GP-Coccus Enterococcus casseliflavus
4 0038 0038 6.170 GP-Coccus Enterococcus mundtii

Key.  <x positive, x negative, <x: mismatched positive, x+. mismatched negative, {x: borderline, -x: less than A1 well

Well Color Values

Plate 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 106 <228 <237 <230 <233 <232 <233- <197 <198- <254 <253 43
B {162 {120 {131 <231 <237 <234 <230 <234 107 <248 <236 <217-
C <231 <239 <232 <230 <190 {157 {141 {132 <247 <241 52 69
D <230 <243 107 {124 <219 {126 { 139 106 62 8 <247 of
E 109 { 137 114 {179 104 101 109 103 65 {116 { 198 42
F <240 <205 115 <236 {124 {122 {126 94 115 63 {168 { 159
G 66 { 119 98 98 94 114 86 95 71 <246 57 <237
H { 152 8 {119 92 {175 { 163 108 { 125 83 <252 <248 <214-
Report Date Tem 05 2022 10:09 AM
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3.4.2.5. Motil Aeromonas Septisemi (MAS)

Ayrica biyokimyasal testleri dogrulamak ve diger fenotipik Ozellikleri belirlemek

amaciyla Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanildi (Cizelge 3.11.).

Cizelge 3.11. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 14 adet Aeromonas sobria 'nin Biolog

(The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik 6zellikleri

Izolat izolat
Biyokimyasal Kriter reaksiyonu  Biyokimyasal Kriter reaksiyonu
(n:14) (n:14)

pH 5 - %8 NaCl -
pH 6 + %4 NaCl -
Positif Kontrol + %1 NaCl +

N-Acetyl
Stachyose i NeuraminicAcid i

N-Acetyl-D-
D- Turanose - Galactogamine Zayif -

N-Acetyl- B-D-Mannosa-
Sucrose Zayif - mine +/-
Gentiobiose - N-Acetyl-D-Glucosamine +
D-Cellobiose Zayif - D-Salicin +/-
D-Trehalose + - Methyl-D-Glucoside +
D-Maltose + D-Melibiose -
Dextrin + a-D-Lactose -
Negatif Kontrol - D-Raffinose -
D-Serine - Minocycline -
Fusidic Acid - Rifamycin SV +
%1 Sodium Lactate +/- Troleando-mycin +
| Nosine + D-Serine -
L-Rhamnose - D-Aspartic Acid +/-
L-Fucose - D-Fructose-6- Phosphate Zayif -
D-Fucose +/- D-Glucose-6- Phosphate +
3-Methyl Glucose - Glycerol +
D-Galactose + myo-inositol +/-
D-Fructose + D-Arabitol Zayif +
D-Mannose + D-Mannitol +
a-D-Glucose + D-Sorbitol +/-
Niaproof 4 + Tetrazolium Blue +/-
Guanidine HCI + Tetrazolium Violet +/-
Lincomycin - Vanco-mycin +
L-Serine + D-Saccharic Acid +/-
L-Pyroglutamic Acid +/- Quinic Acid +/-
L-Histidine + Mucic Acid -
L-Glutamic Acid + Glucoronamide -
L-Aspartic Acid + D-Glucoronic Acid +/-
L-Arginine + D-Gluconic Acid +
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L-Alanine

Glycyl-L-Proline
Gelatin

Potassium Tellurite
Lithium Chloride
Nalidixic Acid
Bromo-Succinic Acid
L-Malic Acid
D-Malic Acid
a-Keto-Glutaric Acid
Citric Acid

L-Lactic Acid

D-Lactic Acid Methyl
Ester

Methyl Pyruvate
p-Hydroxy-Phenylacetic
Acid

L-Galactonic Acid
Lactone

D-Galacturonic Acid
Pectin

Sodium Bromate

Sodium Butyrate
Aztreonam

Formic Acid

Acetic Acid

Propionic Acid
Acetoacetic Acid

a-Keto- Butyric Acid

B- Hydroxy-D,L-Butyric
Acid

a-Hydroxybutyric Acid
y-Amino-Butryric Acid

Tween 40

Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak Aeromonas
sobria’nin metabolik reaksiyon profilleri elde edilmistir. Sistemin kiitiiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen
karsilastirilmis ve 3 bakteri

veronii/sobria, Aeromonas jandaei) farkli oranlarda benzer oldugu ve bir bakteri tiru ile

izolatlarla,

tiriiyle (Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas

hasta baliktan

(Aeromonas sobria) % benzer bulunmustur (Sekil 3.53.).
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https://en.wikipedia.org/wiki/Aeromonas_allosaccharophila

Sekil 3.53. Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Aeromonas sobria’nin Biolog tanilama

sisteminin ¢iktilart

Program Microlog 3/5.2.01 33

Project ML5

File Name 08,09.20232.05€

User biokog

Instrument MicroStation 2 Reader
Instrument SIN 0

Incubation Hours 2200

Plate Number 1

Plate Type GEN Il

Protocol A

Sampie ID USKIM 4

Field 2 BALIK

Field 3 MIKAIL OZCAN

Field 4

Field 5 08,09.2023:

Date & Time of Read 05,092023 2:26 PM

Biolog 1D DB Biolog GEN 11l 2_6_1_08.15G
Result Species 1D: Aeromonas sobria DNA group 7
Comment

Notice

Rank | PROB SIM  DIST  Organism Type Species

1 0503 0503 7453 GN-Nent Aeromonas sobria DNA group 7

2 0.146 0146 7.563 GN-Nent Acromonas allosaccharophila

3 | 0115 0115 7.849 GN-Nent Aeromonas veroni'sobria DNA group 8
4 0.065 0065 8557 GN-Nent Aeromonas jandaei DNA group 9

Key.  <x positive, x: negalive, <x- mismalched positive, x+: mismatched negative, {x: borderling, -x: less than A1 wel

Well Color Values
Plate | 1 2 3 “ 5 6 7 8 9 10 1" 12

A 108 <253 <248 <235 109+ 81 104+ 107 104 <253 <239 35
B 112 110 117 <250 {129 <25 {136 101+ 44 <255 3 38
C (<248 <245 <239 <233 84 (161 111 106 <223 (128 38 3%
D {169 <240 <204. (136 <238 <254 31+ {146 27 <248 <262 42
E {148 <226 <241 <226 <249 <255 <234 (127 <253 43 <204 <249
Fo{146 (140 {171 <239 {120 107 54 {145 (118 <254 { 106 { 114
G 103 <225 {131 (131 {125¢( 160 67 <265 <250 43 I 4
H <236 (136 (133 (147 87 (151 100 82+ 46 42 52 46
Report Date 07,09.2023 11:28 AM
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3.5. Molekdler Bulgular
3.5.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulgular
3.5.1.1. Kiz1l Agiz Hastahgi

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren 12 farkli Gokkusagi alabaligi isletmelerinden
alinan ornekten 19 adet Yersinia ruckeri izole edildi. Bu bakterilerin DNA’lar1 PZR ile
amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu iirtinler % 1,5’luk agaroz jelde elekroforezden
gecirildi. Jel ethidium bromide ile boyanip, sonuglar ultraviyole transilluminatorde
degerlendirildi. Ondort adet susun hepsinde Yersinia ruckeri tiirtine ait YERS (5°-
GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3?) ve YERI10 (5
GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’) spesifik primer ¢ifti ile 589 bp uzunlugunda bantlar
goriildii (Sekil 3.54.). Dolayisiyla 19 adet izolatin tamaminm Yersinia ruckeri oldugu

kanitlandi.

Sekil 3.54. DNA oOrneklerinin YERS, YER10 primer c¢ifti kullanilarak PCR’de analizi
sonucu olusan Yersinia ruckeri tiiriine ait 589 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz
jel; 1-14: Isletmelerden izole edilen Yersinia ruckeri &rnekleri; M: 100 bp’lik

molekiler marker
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3.5.1.2. Bakteriyel Soguksu Hastalig

Diyarbakir balik¢ilik isletmelerinden izole ve identifikasyonu yapilan 10 adet
Flavobacterium psychrophilum sus’un DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu DNA’larm PZR
ile amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu PZR iiriinler i¢erisinde 19 tane Flavobacterium
psychrophilum,1 tane pozitif kontrol, 1 tane negatif kontrol ve 1 tane 100 bp’lik molekiiler
marker (M) % 1,5’luk agaroz jele yerlestirilip elekroforezden gegirildi. Bu agaroz jel
ethidium bromide ile boyanip, ultraviyole transilluminatérde bakildi. Yiiz atmig adet susun
hepsinde Flavobacterium cinsine ait PSY1 190-206, PSY2 1278-1262 primere ciftine gore
396 bp uzunlugunda bantlar goriildi (Sekil 3.55). Flavobacterium psychrophilum turine ait
GYRA-FP1F, GYRA-FPIR primer ¢iftinde ise 1089 bp uzunlugunda bantlar goriildii (Sekil
3.56) ve bunlarin da pozitif kontrolle ayn1 uzunluktaki bantlar1 olusturdugu tespit edildi.
Dolayisiyla izole edilen 10 siipheli susun Flavobacterium psychrophilum’un oldugu

kanitland.

M1 23 45

Sekil 3.55. Flavobacterium psychrophilum DNA’larinin, PZR’nunda analizi sonucu olusan
396 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel, 1-10: Flavobacterium psychrophilum

stipheli 6rnekler; M: 100 bp’lik molekiiler marker
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Sekil 3.56. Flavobacterium psychrophilum DNA’larinin, PZR’nda analizi sonucu olusan
1089 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel; 1-12: Flavobacterium

psychrophilum siipheli 6rnekler; M: 100 bp’lik molekiler marker
3.5.1.3. Vibriozis

Diyarbakir ilindeki Gokkusagi alabaligi isletmelerinden alinan 6rnekten 15 Vibrio
anguillarum izole edildi. Bu izolatlarin DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Bu DNA’larin
PZR ile amplifikasyonu yapilmistir. Daha sonra bu friinler % 1,5’luk agaroz jelde
elekroforezden gecirilmistir. Jel ethidium bromide ile boyanip, sonuglar ultraviyole
transilluminatorde degerlendirilmistir. Yirmi adet susun hepsinde anguillarum tlrine ait
empAF (5’-CAGGCTCGCAGTATTGTGC-3) ve empAR (5°-
CGTCACCAGAATTCGCATC-3’) primerlerle 439 bp uzunlugunda bantlar goriilmiistiir
(Sekil 3.57). Dolayisiyla 15 adet izolatin tamammin Vibrio anguillarum oldugu kanitlandi.
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Sekil 3.57. DNA o6rneklerinin, empAF, empAR primer ¢ifti kullanilarak PCR’de analizi

sonucu olugan V. anguillarum tirtne ait 439 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel;

1-20: Isletmelerden izole edilen V. anguillarum &rnekleri; M: 100 bp’lik

molekiler marker




3.5.1.4. Laktokokkozis

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren 12 farkli Gokkusagi alabaligi isletmelerinden
alinan ornekten 22 adet Lactococcus garvieae izole edildi. Bu izolatlar ile birlikte E. coli
(negatif kontrol-N)’nin DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu DNA’larin PZR ile
amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu iirinler % 1,5’luk agaroz jelde elekroforezden
gecirildi. Jel ethidium bromide ile boyanip, sonuglar ultraviyole transilluminatérde
degerlendirildi. Yirmi sekiz adet susun hepsinde Lactococcus garvieae turiine ait 27F: 5°-
AGAGTT TGATCM TGG CTC AG-3° 806R  5’-GGA CTA CHV GGG TWT CTA
AT-3" evrensel bakteriyel primer cifti ile 300 bp uzunlugunda bantlar goriildii (Sekil 3.58).

— — o ——— —— —— ——— ——

Sekil 3.58. DNA o6rneklerinin, 27F, 806R primer cifti kullanilarak PCR’de analizi sonucu
olusan Lactococcus garvieae tiiriine ait 300 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel;
1-7: Isletmelerden izole edilen Lactococcus garvieae drnekleri; M: 100 bp’lik

molekiler marker; N: Negatif kontrol (E. coli) (MBI, Fermantas)
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3.5.1.5. Motil Aeromonas Septisemi (MAS)

Diyarbakir ilinde faaliyet gosteren 12 farkli Gokkusagi alabaligi isletmelerinden
alinan 6rnekten 14 adet Aeromonas sobria izole edildi. Bu izolatlar ile birlikte Aeromonas
sobria ATCC43979 referans susu (pozitif kontrol-P) ve E. coli (negatif kontrol-N)’nin DNA
izolasyonu gerceklestirildi. Bu DNA’larin PZR ile amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu
iirtiinler % 1,5’luk agaroz jelde elekroforezden gecirildi. Jel ethidium bromide ile boyanip,
sonuclar ultraviyole transilluminatorde degerlendirildi. Yirmi adet susun hepsinde
Aeromonas sobria tiiriine ait F (5’-TAA AGG GAA ATA ATG ACG GCG-3’) ve R (5°-
GGC TGT AGG TAT CGG TTT TCG-3’) primer c¢ifti ile 249 bp uzunlugunda bantlar
goruldu (Sekil 3.59). Dolayisiyla 14 adet izolatin tamaminin Aeromonas sobria oldugu

kanitland.

Sekil 3.59. DNA o6rneklerinin, F, R primer ¢ifti kullanilarak PCR’de analizi sonucu olusan
Aeromonas sobria tiiriine ait 249 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel;, 1-7:
Isletmelerden izole edilen Aeromonas sobria drnekleri; M: 100 bp’lik molekiiler
marker; N: Negatif kontrol (E. coli) (MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol
referans sus (Aeromonas sobria ATCC43979)
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3.5.2. Sekans Analizi Bulgular

Sekans datalarinin degerlendirilmesi i¢cin ham veriler Bioedit 7.2.5 software ile
islenerek NCBI - Basic Local Alignment Search Tools (BLAST) programi kullanilarak
referans veritabanlar1 ile karsilastirildi. Tim Ornekler ¢ift yonlii ¢alisilarak konsensiis

olusturulup blastlandu.
3.5.2.1. Kiz1l Ag1z Hastahig

Yersinia ruckeri suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi. Sekansi sonucu
elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.60.’de, Yersinia ruckeri KY15 (Sequence
ID: MK548507.1)’nin NCBI’dan alinan consensiis dizisi Sekil 3.61.’de verildi.

GGTYGGGMGCYTACMMATGCAGTCGAGCGGCAGCGGAAGTAGCTTGCTAC
TTTGCCGGCGAGCGGCGGATCGGTGAGTAATGTCTGGGGATCTGCCTGAT
GGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAA
GAGCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGATG
GGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGC
TGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGAT
GCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTC
AGCGAGGAGGAAGGGTTAAGTGTTAATAGCACTGAACATTGACGTTACTC
GCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAG
GGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTT
TGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGA
AACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGLCCCCCT
GGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
GATACCCTWGWAGTCMC

Sekil 3.60. Yersinia ruckeri suslarindan ileri okuma ile 16S sekans hizalamasi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT384381.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Y0ZKMK6B016

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

Nucleotide Nuckeoide v ||
Advanced

FASTA »

Yersinia ruckeri strain KY15 163 ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MK348507.1
GenBank Graphics PopSet

»MK548587.1 Yersinia ruckeri strain KY15 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
TaaCaOCAGCTACACATGCAGTCOAGCGRCAGTORAAGTAGCTTOCTACTTTGCCGAC0AGCARCAACE
GOTEAGTAATGTCTGRGEATCTRCCTRATORAGGGRGATAACTACTGEAAACGETAGCTAATACCRCATA
ACCTCOCAAGAGCAAAGTGOGGRACCTTGORECCTCACRCCATCOGATAACCCAGATOGEATTABCTAD
TAGOTOGOGTAATGGCTCACCT AGGCGACGATCCCTAGCTROTCTGAGAGRATRACCAGCCACACTORAA
CTRAGACACOOTCCAGACTCCTACGGRARGCAGCARTGOGOAATATTGCACAATGAGCGCAAGLCTOATD
CAGCCATACCRCATATATRAAGAARGCCTTCORATTATAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAARGATTAAGT
GTTAATAGCACTGAACATTGACATTACTCGCAGAAGAARCACCOOCTAACTCCATGCCAGCAGLCRCAAT
AATACOGAGOOTGCAAGCGTTAATCORAATTACTGRACATAAAGCGCACGCAGRCGRTTTATTAAGTCAG
ATATEARATCCCCGAGCTTAACTTOERAACTECATTTEAAACTGOCAAGCTAGAGTCTTGTAGARRGNAN
TAGAATTCCAGRTATAGCOGTGAAATACATAGAGATCTROAGGAATACCGATGECAAMGGCAACCCCCTD
GACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGLATOOO0ARCAAACAGDAT TAGATACCCTRETAGTCCACACT
GTAAACGATOTCOACTTGRAGETTETACCCTTRAGRCATOOCTTCCORAGCTAACGCRTTAAGTCRACCD
CCTaaaGAGTACGACCGCAAGETTARRACTCARATRAAT TOACGOGGGCCCGCACAARCOATARAGCATS
TaaTTTAATTCOATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAACT TRGRCAGARATACCT
TaaTeCCTTCOaGAACTOTAGACAGRTRCTECATARCTGTCOTCAGCTCRTGTTATRARATATTROTT
AARTCCCOCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTATTACCAGCACGTAATGAT GRGAACTCAAGRRAGALTD
CCaaTOACAAACCOGAGGAAGGT GOGRATOACOTCAAGTCATCATGOCCCTTACGAGTAGRACTACACAC
GTACTACAATGOCAGATACAAAGT GAAGCOAACTCACCAGAGCAAGCGRACCACATARAGTCTATCATAD
TCCaEATTGOAGTCTGCAACTCRACTCCATRAAGTCAGAATCGCTAGTAATCATAGATCAGRATGCTACD
GTEAATACGTTCCCEAGCCTTGTACACACCRCCCaTCACACCATOGGAGTGOGTTACARRAGAAGTAGAT
AOCTTAACCTTCGOGAGGACACTACCATCTTGAT

Sekil 3.61. Yersinia ruckeri KY15 (Sequence ID: MK548507.1)’in NCBI’dan alinan

consensus dizisi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT384381.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Y0ZKMK6B016

Yersinia ruckeri’nin sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment Editor programi

kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi (Sekil 3.62.).

n » E] 9 2 L] n 1] % iy i m» it - m
SETYEE MG CYTAGMATG CAGTCGA6 C6 GCAGCE GAAGTAGCTIGCTACTIIGCCE GG AGCGECE A TOGETGAGTAATGICTGEEGATCIGCCIGATEGAGGGEGEATAACTACTGGAAACGETAGCTAATACCGCATAACCTCG CAAG.

B
&
#

|

Ll - AL

15 160 1 15 190 200 210 o 250 ey pa ) 20 m N 20 300
LAGAGCAAAGTGGEGGACCTTCEGGCCTCACGCCATCEGATGAACCCAGATGGGAT TAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTEAGAGGAT GACCAGCCACACTEGAACTGAGACACGGT CCAGACT!

=
g
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ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
TCGCAGAAGAAGCAC TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCE TACG GCAAGCGTTAATCEGAAT TACTG66C6 TAAAGC GCACGCAGGCGGT AAGTCAGATGT GAAATCCCCGAGC TTAACT TGGEAACTGCATTTGA:

A J‘munat;aJletllllim.&hinﬂu !




610 60 L1 m X 0 w
EAAACTGGCAAGC TAGAGTCT TG TAGAGGGEEETAGAATTCCAGETGTAGCGETGAAATGCGTAGAGATCTEGAGEAATACCEGTGECEAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTECGALAGCCGTIGGGE AGCA:

Sekil 3.62. Yersinia ruckeri sekans kromatogrami
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Sekans sonuglart NCBI’daki referans Yersinia ruckeri suslariyla benzerlik agisindan
karsilastirilmistir (Sekil 3.63). Yapilan karsilastirmada Yersinia ruckeri KY15 (Sequence
ID: MK548507.1) ile en yakin benzerlik gosterdigi izlenmistir. Karsilastirmada en yiiksek
benzerlik Yersinia ruckeri KY15 ile gézlemlenmis ve benzerlik yiizdesi 745/749(99%),
olusan gap sayis1 0/749(0%) ve toplam puan 1363 bits(738) olarak hesaplanmistir. Benzerlik

degerleri ve hizalama karsilastirmas1 verilmistir (Sekil 3.64).

National Library of Medicine
National Center for Biotechnology Information

BLAST © » blastn suite » results for RID-07M4GJJ5016 Home RecentResults Saved Strategies Help
{EditSearch | SaveSearch  Search Summary v @ How toread this report? @ BLAST Help Videos '©Back to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 07M4GJJ5016  Search expires on 03-26 15:53pm Download All v
Organism  onlytop 20wl appeer D exclude

Program BLASTN® Citation ¥

Type common name, binomial, taxid or group name

Database nt Seedetails v
+ Add organism
Query ID [c!|Query_5001347
Description ~ None Percent Identity Evalue Query Coverage
Moleculetype  dna to fo 0
QueryLength 767
Otherreports  Distance tree of results MSA viewer @ m Restt
Graphic Summary  Alignments  Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download *  Select columns ¥ Show 0
[ selectall 1 sequences selected GenBank Graphics Distance tres of results ~ MSA Viewer
Max | Total CQue
Desciption Scienh'f'EName Seore S ng vafue dent Acc'Len Accession
v v v v | v
Yersinia ruckeri strain KY15 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Yersinia ruckeri 1363 1363 97% 00 99.47% 1435  MKH48507.1
|:| Unidentified micraorganism clone oclvp18910202800 165 ribosomal RNA gene, partial sequence unidentified micr .. 1363 1363 97% 00 9947% 765 MG2714731
|:| Yersinia ruckeri strain BH1200 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Yersinia rucked 1363 1363 97% 00 99.47% 1446  KJBA044d 1
|:| Bacterium 69 oclvp189 16S ribosomal RNA gene, partial sequence bacterium 69 oc... 1363 1363 97% 0.0 9947% 765  KF1605331
I:I Yersinia ruckeri strain BY-1 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Yersinia ruckeri 1363 1363 97% 00 99.47% 1443 KF4134251
[] Yersinia ruckeri strain xb2 168 ribosomal RNA gene, partal sequence Yersinia ruckeri 1358 1358 97% 00 99.33% 1451 MGAE1405.1

Sekil 3.63. Bir adet Yersinia ruckeri sekans sonuglarmin NCBI’daki referans Yersinia

ruckeri suslartyla benzerlik agisindan karsilastirilmasi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT384381.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=Y0ZKMK6B016
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Sequence ID: MK548507.1 Length: 1435 Number of Matches: 1
See 1 more title(s) v See all Identical Proteins(IPG)

Range 1: 16 to 764 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1363 bits(738) 0.0 745/749(9%%:) 0/749(0%) Plus/Plus

Query 17  ATGCAGTCGAGCGGCAGCGGAAGTAGCTTGLTACTTTGLCOGCGAGCGGCGGATCIGATGA 76

LELELELELREREREEELEL L E e LR EEEEELEEELEEET  TTTT
Sbjct 16  ATGCAGTCGAGCGGCAGCGGAAGTAGCTTGCTACTTTGCCGGCGAGCGGCGGACGGGTGA 75

TAATG
|11
TAAT

ACTGGALACGGTAGCTAATACC 136

TAACT
||||||||||||||| ||||||||||||
TAACT

ACTEEALACGETAGCTAATACC  13E

Query 77 TCTGGGG
LI
TCTGGGE

Tr— 1

|
Sbjct 76 G

Query 137 GCATAACCTCGLAAGAGCAAAGTEGEALLACCTTCGOGCCTCACGCCATCGRATGARCCCA 196

LELELRLEELELELEREL R L L LT PRI TETTTLT
Sbjct 136 GCATAACCTCGCAAGAGCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCA 195

Query 197 GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGATCT 256

LELLLLLELRELELELELLLLLLLE L L LTI ]
Sbjct 196 GATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCT 255

Query 257  GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGOGAGRCAGCS 316

Sbjct 256 GAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 315
Query 317 GTGGGGAATATTGCACAATGGOCGCAAGCCTEATGCAGCCATGCCGLGTATGTGAAGAAG 376

Sbjct 316 GTGGGEGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGLGTGTGTGAAGAAG 375

Query 377 GCCTTCGGEGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGETTAAGTGTTAATAGCACTGAL 436

LELERELEEEELEEEREE e e e e e LR ETEI LT LT
Sbjct 376 GCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTAAGTGTTAATAGCACTGAA 435

Query 437 CATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCOTGCCAGUAGCCOGCAGTAATAC 406

ELELRLEERELEREREE R E LR ETELET LT
Sbjct 436 CATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATAC 495

Query 497 GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAA LS56

Sbjct 4956 GGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGECEGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAA 555
Query 557 GTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTOGEAACTGCATTTGAAACTGECAAGCTAGAG o168

LELELELELLEEEREREEEEE T LR EEL LT ETTELET LT
Sbjct 556 GTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAG 615

Query 6817 TCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCAGTGAAATRCGTAGAGATCTGOAGGAS 676
o it thimiti ittt
Query 677 TACCGGTGACGAAGGCGGCCCCCTGRACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGALAGCGTEGRG 736
T
Query 737  AGCAAACAGGATTAGATACCCTWGWAGTC 765

Sbjct 736 AGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC 764

Sekil 3.64. Yersinia ruckeri taksonunun hizalama (alignment) sonucu (Query: Yersinia
ruckeri, Shjct: Yersinia ruckeri KY15 (Sequence ID: MK548507.1)
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3.5.2.2. Bakteriyel Soguk Su Hastahg:

Flavobacterium psychrophilum suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi.
Sekan sonucu elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.65.’de, Flavobacterium psychrophilum
16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1)’in NCBI’dan alinan consensiis dizisi
Sekil 3.66.’de verildi.

ACTCGATGAGGCCTTCGKWCCTCAGCGTCATCATTTGTAAGKRACCTGCC
TTCGCAATTGGTRTTCAAGTAATCTCTAWGCATTTCACCGCTACACTACA
TATTCYAGTYACTTCYAMWTWAYTCAAGMCMWRCAGTATCAATGGCCGTT
CCATMGTTRAGCKATGRGMTTTCACCACTGACTTATCTGKCCGCCTACGG
ACCCTTTAAACCCAATRAWTCCGGATAACGCTTGSATCCTCCGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATSCTTATTCTCACAGTACCGTCAA
GYTCGGTCACGACCRARKGTTTCTTCCTGTGCAAAAGMAGTTTACAATCC
ATAGGACCGTCATCCTGCACGCGGSATGGCTGGWTCAGGCTYKCGCCCAT
TGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCKGGTCCGTGTCTC
AGTACCAGGGGGGGGGATCTCCCTCTCAGGACCCCTACCCATCGTKGCCT
TGGKAAGCCGTTACCTTACCCAACTAKCTAATGGKGCSCATGCTCATCTT
TTACCGYKGWGAYTTTAATAKTGWGGTKGATGCCAACTCACTATACTATG
AGGTATTAATCCAWATTTMTCTGGKMTATCCCTCTGWAAAAGGWAKATTG
CATACGYKTYACGCACCCGYGCCCCGGTCTCAAWMATKGMTATTCTACCC
CTCC

Sekil 3.65. Flavobacterium psychrophilum suslarindan ileri okuma ile 16S sckans

hizalamasi
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Flavobacterium psychrophilum 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

(enBank: KU212250 1
GenBank  Graphics

»KU212250.1 Flavebacterium psychrophilum 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
AGTCOAGGOETAGAATAGCAATATTTOAGACCAOCOCACGOATRCOTAACRCGTATRCAATCTACCTTTT
ACAGAGOGATAGCCCAGAGAAATTTGOATTARTACCTCATAGTATAGTGAGTTGRCATCAACACACTATT
AT CACAACOATAAAAGATGAGCATCRTCCCATTAGCTAGTTOATAAROTAACRRCTTACCAAGGCA
ACGATOGGTARGAATCCTOAGAGRRAGATCCCCCACACTARTACTGAGACACGRACCARACTCCTACGAE
AGGCAGCAGTGAGGAATATTRATCAATGOACACAAGCCTGAACCAGCCATACCACATCAGGATGACET
COTATGRATTGTARACTGCTTTTGCACAGRARGAAACACTCGOTCOTRACCRAGCTTRACGRTACTGTGA
GAATARGGATCOGCTAACTCCATRCCAGCAGCCOCORTAATACOGARGATCCARGCRTTATCCRGAATCA
TTGGETTTAAAGGGTCCGTAGOCOGCCAGATAAGTCAGT AT GAAAGCCCATCACTCAACOATRAACEE
CCATTGATACTTTTGRCTTGAATTATTTRGAAGT AACT AGAATATATAGTGTAGCROTGAAATRLTTAG
AGATTACATRGAATACCAATTOCOAAGGCAGGTTACTACAAATTGATTRACGCTRATGRACGAAARCATG
GOTAGCOAACAGGATTAGATACCCTGATARTCCACGCCRTARACGATGRATACTAGCTRTTROGARCAAT
(TCAGTGACTAAGCRAAAGTQATAAGTATCCCACCTORGRARTACATTCOCAAGAAT GAAACTCARA

Sekil 3.66. Flavobacterium psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence
ID: KU212250.1)’in NCBI’dan alinan consensiis dizisi

Flavobacterium psychrophilum’un sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment

Editor programi kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi

(Sekil 3.67.).
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Sekil 3.67. Flavobacterium psychrophilum sekans kromatogrami

Sekans sonuglarit NCBI’daki referans Flavobacterium psychrophilum suslariyla
benzerlik agisindan karsilastirilmistir (Sekil 3.68). Yapilan karsilastirmada Flavobacterium
psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1) ile en yakin benzerlik
gosterdigi belirlendi. Karsilastrmada en yiliksek benzerlik Flavobacterium psychrophilum
16S ribosomal RNA ile gbzlemlenmis ve benzerlik yiizdesi 700/700(100%), olusan gap
sayis1 0/700(0%) ve toplam puan 1293 bits (700) olarak hesaplandi. Benzerlik degerleri ve
hizalama karsilastirmasi verildi (Sekil 3.69).
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Sekil 3.68. Bir adet Flavobacterium psychrophilum sekans sonuglarinin NCBI’daki referans

Flavobacterium psychrophilum suslariyla benzerlik agisindan karsilastirilmasi
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& Download v GenBank Graphics

Flavobacterium psychrophilum 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: KU212250.1 Length: 837 Number of Matches: 1

Range 1: 5 to 680 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
966 bits(523) 0.0 512/685(89%) 6/685(0%) Flus/Minus

Quary 22 TCAGCGTC-ATC-ATTTGTAAGKRACCTGCCTTCGCAATTGGTRTTC-AAGTAATCTCTA 73

LECLEELE DL LT L CEEEPENEEEE LD TR L TEHTTTL
Shjct 636 TCAGCGTCAATCAATTTGT-AGTAACCTGCCTTCGCAATTGGTATTCCATGTAATCTCTA 628

Quary 79  WECATTTCACCGCTACACTACATATTCYAGTYACTTCYAMWTWAYTCAAGMCMWRCAGTA 138

Shjct 627 AGCATTTCACCGCTACACTACATATTCTAGTTACTTCCAAATAATTCAAGCCAAACAGTA 568

Quary 139 AATGGCCATTCCATMETTRAGCKATGRGMTTTCACCACTGACTTATCTGKCCGCCTAC 198

C
[|:|| ||||||||||| LEL TR L L UL LLELELE L] DL

|
AATGGCCATTCCATCATTGAGCGATGGGCTTTCACCACTRACTTATCTRGCCGCCTAC  5B8

——

Shjct 567

it
TTGGATCCTCCGT

T
ATTACCGCGGCTEC

Query 199 GG&ECETTT&A&CCC&ATRAHTCCGGAT&&CGT 258

Sbjct 5087 GGACCCTTTAAACCCAATGATTCCGGATAACGC 445

Quary 252 TGEECACGGAGTTAGCCGATSCTTATTCTCACAGTACCGTCAAGYTCGGTCACGACCRARE 318

Shjct 447 AGTTAGCCGATCCTTATTCTCACAGTACCGTCAAGCTCGGTCACGACCGAGT 388
e ||||||||||?T?TTrrr?”??TTTT?TTTTTTTTT?TET?TT?T?TTTTTT?T??STT? "
Shjct 387 TCCTGTGCARAAGCAGTTTACAATCCATAGGACCGTCATCCTGCACGCGGCATG 328

Quary 379 GCTGGWTCAGGCTYKCGCCCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCK 438

UL LETLELE LELLLELLCL LT EELL L L L L LEL LT L]
Shjct 327 GCTGGTTCAGGCTTGCGCCCATTGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCT 268

Quary 432 GGETCCGTGTCTCAGTACCAZESD ?%%%%ﬂTCTCCCTCTEAGGﬁCCCCTﬂCCC&TCGTKGC 428

|||||||||||||||||||TT LLLECRELERTEDEEEEELELETET LT 1]

Sbjct 267 GGETCCGTGTCTCAGTACCAGTGTGGRGEATCTCCCTCTCAGGACCCCTACCCATCGTTGC 208
i ittt

Sbjct 287 CTTGGTAAGCCGTTACCTTACC-AACTAGCTAATGOGACGCATGCTCATCTTTTACCGTT 149
Quary 552 GWEAYTTTAATAKTOWGGTKGATGCCAACTCACTATACTATGAGGTATTAATCCAWATTT 618

e 11 it AN
Quary 612 MTCTGGKMTATCCCTCTGHAAAAGGWAKATTGCATACGYKTYACGCACCCGYGCCCCGRT 678
ain . ORI
oy 8 gL

Sbjct 20 CTCABATATTGCTATTCTACCCCTC &
Sekil 3.69. Flavobacterium psychrophilum taksonunun hizalama (alignment) sonucu

(Query: Flavobacterium psychrophilum, Sbjct: Flavobacterium psychrophilum
16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1)
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3.5.2.3. Vibriozis

Vibrio anguillarum suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi. Sekansi sonucu
elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.70.’de, Vibrio anguillarum Ba35-E2-R3  (Sequence
ID: CP031528.1)’nin NCBI’dan alinan consensiis dizisi Sekil 3.71.’de verildi.

AAAGCCCCAGCCAAAAAAATAGGCGGTCCACAAACCTAGTCGGACTAGTA
AAGCATTGTGAGCAGCAGAGGTATCGTTGTAAAACAGGGCAAAAATGAGC
AAGCCCGAGTACCGCAACAAGCCCCTAGATATCGTCCAAGTGTACGGCAT
GCTGGGGCATGAAATTGATTCTGATGTGGTACTTGTTTTTCTTCAGTTGG
TGAAAAAGAAGCTATTACATTTGAACTTATTCGCTACCAACAACTGCCGT
AAACTTGGCCGATACCTTTCTCAGTTTGCGATACTACGACTGACATATTA
AAGACCGGTAAACCATGAAACATCTGCTGGTAACGGACTATGACTTTACC
TTTTTGGAGGGTGACGCTTTTTACCCCCTGAAAGCCTTTTTGTGTGATGC
CAATACTGCTGACGAGA

Sekil 3.70. Vibrio anguillarum suslarindan ileri okuma ile 16S sekans hizalamasi

m National Library of Medicine

MNational Cernmter for Biotechnolog)y inforrmation

MNucleotide [MNuclectide ~ ||
Advanced

FASTA -

Wibrio anguillarum strain Ba35-E2-R3 chromosome 2

SenBank: CPO31528.1
GenBank Graphics

>CP231528.1 VWibrioc anguwuillarum strain Ba325-E2-R2 chromosome 2

S G AC S T A TG T AL TC T T OO TO O CAATOGCTCOATTTEGAATTT T T TGO T TTCOT T TGO T QAT
TTAGGETOTTGE T TTATAAATGLAATCOGCTGGCCT ALACALACGEC T CAAGAGGEEAT TG T CAACSGCGTGOC
GECT T TAGTGCAAAAT TEAAGT TCAGSTG T T TAAGTG TG T T TT TTAAGT T TGG TGO TGEUGT TG TCALCCCC
TTAGCCSAGCGT TATATCAATCAGT TGGALATAATATEAATTATAAAGALLAGT TALALATCTGATAGETT
TCGATCTTCCACAATTGEAGETCEAGAT T TCAACGSALAGALATOGEALALGTEAT CGCGEETAGAGCAGT GAAT
TCTGCAGCAGTAAGACGC T TACAAC AGALLACACSAAGTT T TCCCT T TAGAATCTAATGC AGCAG T AT G
GCCoGTTTAACGC ACTCOCGC T AGALAGT TCAGCAGETCOGGCCGCTACATAALAGTAALAATTAT  TCT CALAGAGTT
SASCAAQC AoGEEAT TEATCTCTOCOOAGTAT TCOEAGGGCTTTGT TAGTGLTGTCOAGGTATLCATGT TTA
CTACATEATATCEG T AL CCCACCAT T TGGGECATT T TGGECGAAGAAGC TATTAATCTATGGACGALAGACTT
TTCTTGCTALAAT TAATAAATEGATGCTT TTGGETSAGGAGC CAGAAT GO CAGAAAT TAATTAAGGACCTTTG
TAATTTTGAAGE T AACGC ACAGGGAAT CAGGC TAC TACATCAGAT TCAAGC TTTGAATC T TACATATACT
CoasTTOQCTTGT T TOOTAAAATACACTAGAGC TGO T TACGAAGATAAGLCTT CAACTGATGATOGATTCT
ST A A GE A O D SO A CAGE T TT T TACCTAACSEAACAAGCTC TGO TATALALGC TATACALAGALLSGTT
TOOTAT TOALAGATOO TGO GAGAT TCCCTOCTAACT TATAT TATOEAAGC TOULOEATGATATATC T TACTGT
ATCOCGCAGACST TOACGATGCAGTCGACALAGETAT TC T TATCAATAGATALACT TCATTCTGALAT TACS
AGAATATEEEAATCT T T TCGTGGTAAAGAGGGETGT TGATGATACTGT TG TTGATGAAGGGETACT TG T A8
CoaaTTTOCTEAAAALAGC TAT GOEALAAGEC CAAGEAGCAGALAAT TCAATAGC AACCATOGC T TATATTT TGALT
CCTTCOTACTACTTTAGT TAATGATCT TOUGCACTATGCAGC TAGTCOOT TATGT TGEALAAACCATGACTTD
STTTTTTCOOGEEC T T T TEATGAGTCTC TGO TCGATOGGE TGO GACAAGTATAACC TAGC AACTOAGACTT
TAAGGCTTCTATC TG TAGACAATGTATTTAATCACGC TEAAGTAGAALACTTGGEAGT TAAAGEHGEATATGC
COTAATCTCTGOG T T TAT TGEAAATC TAT TCTCCACTGATAAAAT TATCATTITTCGEAGT TTALAGAC TTT.S
SCACAAASTAACAGAT TAAAAAGCCATCCGAT TOALALACACOTTTAT T TCATAAGT TATCAAGT ALGT AT
AT TACT T TTCGETAGTGTC TGATC TTTATGATGTAGAGACTCCGTCAAATGC TCALAAGET T ASC
ToAGATCTATCATCOCTOCGAGO T TOOTAAT TGAT TATAT TAGTEGEAATGALCTGATOGT T T TGO TCTAGAS
SALTATCASLACCTTAGCGCOTCGAAGE TATCCGCCCCATGALC CC PP P R PRI PSRRI PP R P PP

Sekil 3.71. Vibrio anguillarum Ba35-E2-R3 (Sequence ID: CP031528.1)’nin NCBI’dan

alman consensiis dizisi
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Vibrio anguillarum’un sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment Editor

programi kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi (Sekil
3.72)).

k] X n 0 w m ] 150 " 1w i
AMGCCC CAGCCAAAAAMT A GOIGGTC CACAAACCTAGT(G (ACTAGTAALG(AT T6TG AGCA GCAGAGGTATCGTTGTAA A ACAGG 6C AAAATEAGCAAGC CCGAGTACCGCAACAAGCC CCTAGATATC GTCCAAGT GTACGGCATGC TG GGECAT(

m 19 m m m 50 m % 240 m m ] 30 310
GA3ATTGATICTGATGIGETACTTE TTTITTICTITCAGTTGETGALA43GA36CTATIACATT TGAACT TATT CGCTACCAACAAC TGCCGTAAACT TEGCCGATACCTTICTCAG TTTGCEATACTACGACTGACATATTAAAGAC CEETAS
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310 320 330 340 350 360 370 380 380 400 410
TAAACCATGAAACATCTGCTGGTIAACGGACTATGACT ITACCTITTITGGAGGGTIGACGCT TTTTACCCCCTGAAAGCCT ITTITGT GTGATGC CAATACTGCT GACGAGA

Sekil 3.72. Vibrio anguillarum sekans kromatogrami

Sekans sonuglart NCBI’daki referans Vibrio anguillarum suslariyla benzerlik
acisindan karsilastirilmustir (Sekil 3.73). Yapilan karsilastirmada Vibrio anguillarum Ba35-
E2-R3 (Sequence ID: CP031528.1) ile en yakin benzerlik gosterdigi izlendi.
Karsilastirmada en yiiksek benzerlik Vibrio anguillarum Ba35-E2-R3 ile gdzlemlendi ve
benzerlik yiizdesi 150/166(90%), olusan gap sayis1 2/166(1%) ve toplam puan 217 bits(117)

olarak hesaplandi. Benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmasi verilmistir (Sekil 3.74).
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Sekil 3.73. Bir adet Vibrio anguillarum sekans sonuglarinin NCBI’daki referans Vibrio

anguillarum suslariyla benzerlik agisindan karsilagtirilmasi
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Sojct 390134 CCGATABACCATGATACATCTGCTGRTAACGRACTTTGACTTTACCATTAGGTAGAGTGA 399193
Query 365 CGCTTTTTACCCCCTGARAGCCTTTTTGTGTGATAC-CRATACTRC 469

Sojct 390104 CGCTTTTTACCACCTGARAGCCATTTTGTGT- TGACACAATACTGC 309238

Sekil 3.74. Vibrio anguillarum taksonunun hizalama (alignment) sonucu (Query: Vibrio
anguillarum, Sbjct:  Vibrio anguillarum Ba35-E2-R3 (Sequence
ID: CP031528.1)
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3.5.2.4. Laktokokkozis

Lactococcus garvieae suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi. Sekan
sonucu elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.75.’de, Lactococcus garvieae 1775 (Sequence
ID: MT597623.1)’in NCBI’dan alinan consensiis dizisi Sekil 3.76.’de verildi.

CWTCTCGGGKYCYWWATWMWTGCSARGTCGAGCGAWGAKKAAAGATAGCT
TGCTATTTTTATGAAGAGCGGCGAACGGGTGAGTGAGGCGTGGGAAATCT
GCCGAGTAGCGGGGGACAACGTTTGGAAACGAACGCTAATACCGCATAAC
AATGAGAATCGCATGATTCTTATTTGAAAGAAGCAATTGCTTCACTACTT
GATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAAGGACTACCAAGG
CGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATG
GGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGAT
CGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACGTTAAGTAGAGTGGAAAATTACT
TAAGTGACGGTATCTAACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGC
CGCGGTAATACGTAGGTCCMAAGCGTTGTRCGGATTTATTGGRCGTAAAG
CGAGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCA
TTGTGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAA
TTCCATGTGTAGCGGTGAAWGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGAGGCG
AAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAAMCTGAMACWGAAGGCTCGAAAAGCGTGG
GGAGCMAAAMAGGATTWARATACCCCTTRGTWGTMCACAA

Sekil 3.75. Lactococcus garvieae suslarindan ileri okuma ile 16S sekans hizalamasi
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Lactococcus garvieae strain 1775 16S ribosomal RNA gene, partial sequence

(GenBank: MT597623.1
GenBank  Graphics

sMT597623.1 Lactococcus garvieae strain 1775 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
AAGOGGOGE0CRGATRCCTAATACATGCAGTCGAGCCATATTAAAGAT AGCTTACTATTTTTATGAAGA
(GCGACOAACHOOTGARTAACGLATRARAAATCTACCRAGTAGCGOGRGACAACOTTTOGAAACOAACACT
AATACCOCAT AR AT AGAAT COCATGATTCTTATT TRARAGAAGCAATTGCTTCACTACTTGATGATC
CCGCOTTETATTAGCTAGTTGATARTOTARAGGACTACCAAGGCOATGATACATAGCCGACCTOAGAGGG
TGATCOACCACACTORGACTOAGACACGRCCCAGACTCCTACRGOAGOCAGCAGTAGGGAATCTTCAGCA
ATGA00GCAACCCTRACCAAGCAACGCCGCOTGARTOAAGAABGT TTTCROATCATAARACTCTRTTATT
AGABAAGAACGTTAARTAGAGT GOAAAATTACTTAARTGACGATATCTAACC AGAAADGRACGOCTAACT
ACATOCCAGCAGCCACOaTAATACGTAGGTCCCAAGCATTATCCOGATTTATTGAGCATARAGCGAGCAC
AGETOOTTTCTTAAGTCTRATATARAAGGCAGTGRCTCAACCATTATATRCATTAGAAACTGORAGACTT
(GAGTOCAGOAGAGGARACTGOAATTCCATOTATAGCOATRAAATOCATAGATATATOOAGGAACACCE0A
(GGCEAAAGCRGCTCTCTRACCTATAACTGACACTRARGCTCRARAGCATGOAGAGCAARCAGRATTAGAT
ACCCTOATAGTCCACRCCATARACRATRAGTRCTAGCTOTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCT
AACGCATTAAGCACTCCACCTAO0RANTACGACCACAAGAT TRAAACTCARAGGAATTGACGOOGGCCCE
(ACAAGCGATGRAGCATATOGTTTAATTCGAAGCAACOCGAAGAACCTTACCAGAT CTTRACATACTCAT
GCTATCCTTAGAGAT AAGGAGTTCCTTCROBACACORGATACAGOTROTRCATGATTATCATCAGCTCAT
GTCOTGAGATOTTOOATTAAGT CCCArAACRAGCACAACCCTTATTACTAGTTGCCATCATTAAGTTGAG
CACTCTAGTGAGACTACCAGTAATARACCORAGGAARGTAGOOAT GACT CARATCATCATGCCCCTTAT
GACCTGOACTACACACRTGCTACAATOGATRETACAACRAGTCGCCAACCCGCRARORTRIGCTAATCTC
TTAAAACCATTCTCARTTCGOATTRCAGGCTGCAACTCRCCTRCATRAAGTCGOAATCRCTAGTAATCAC
GGATCAGCACGCCOCAATRAATACRTTCCCORACCTTATACACACCGCCCOTCACACCACGAAGTTGRG
AGTACCCARAGTAGTTCCTAACCACAAGBAGGRCACTTCCTAARGEET

Sekil 3.76. Lactococcus garvieae 1775 (Sequence ID: MT597623.1)’in NCBI’dan alinan

consensus dizisi
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Lactococcus garvieae 'nin sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment Editor

programi kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi (Sekil
3.77.).
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Sekil 3.77. Lactococcus garvieae sekans kromatogrami
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Sekans sonuglar1 NCBI’daki referans Lactococcus garvieae suslariyla benzerlik
acisindan  karsilagtirilmigtir  (Sekil 3.78).  Yapilan karsilastirmada  Lactococcus
garvieae 1775 (Sequence ID: MT597623.1) ile en yakin benzerlik gosterdigi belirlendi.
Karsilastrmada en yiiksek benzerlik Lactococcus garvieae 1775 ile gozlemlenmis ve
benzerlik ylzdesi 700/700(100%), olusan gap sayis1 0/700(0%) ve toplam puan 1293 bits
(700) olarak hesaplandi. Benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmasi verildi (Sekil 3.79).

M National Library of Medicine

INational Center for Biotechnology Information

BLAST ¥ » blastn suite » results for RID-04Y4P1PP016 Home RecentResuits Saved Strategies Help
CEditSearch | SaveSearch  Search Summary v @ How to read this report? @ BLAST Help Videos )Back to Traditional Results Page
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results
RID 04YAP1PPO16 Search expires on 03-27 1526 pm Download All v
Organism onlytop 20 wil appear |:| exclude

Program BLASTN@ Citation v

Type common name, binomial, taxid or group name

Database nt  Seedetails v :
+ Add organism
Query ID [cllQuery_6631107
Description ~ None Percent |dentity Evalue Query Coverage
Molecule type  dna to to to
QueryLength 790
Otherreports  Distance tree of results MSA viewer @
Graphic Summary ~ Alignments ~ Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download *  Select columns * Show (%
U selectall 7 sequences seleted GenBank Graphics Distance iree of results ~ MSA Viewer
. o Max  Total Query E er.
Desclphon Sc\emlfeName Scare| Score | Cover yalue | Ident Acc&en Accassion
v v v v v
Lactococcus garvieae strain 1775 163 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 9747% 1450 MT597623.1
\:\ Lactococcus garvieae strain 829 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 9747% 1458  MT585526.1
[ Laclococcu garvieae strain 826 163 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 9747% 1440 MT565526.1

| Lactococeus garvieae strain 1358 168 ribosomal RNA gene  partial sequenca

Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 9747% 1445 MTA73780.1

| Lactococcus garvieae strain 1158 168 ribosomal RNA gene, pariial sequence Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 9747% 1446  MT573633.1

| Laclococeus garvieae strain 1157 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus gar... 1293 1293 94% 00 97.47% 1445 MTA73632.1

Sekil 3.78. Bir adet Lactococcus garvieae sekans sonuglarnin NCBI’daki referans

Lactococcus garvieae suslariyla benzerlik agisindan karsilagtirilmasi
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016

& Download v  GenBank Graphics

Lactococcus garvieae strain 1775 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MT597623.1 Length: 1450 Mumber of Matches: 1

Range 1:; 57 to 756 GenBank Graphics

Soare Expect Identitiss Gaps Stranc

1293 bits(700) 0.0 700/700(100%) 0/700(0%) Plus/Plus

Query 1 TATTTTTATEAAGAG  GECEAACEEETEAGTAACELATAEEAMATITACCEAGTAGIGAE 6B

LELLCERCEEEE EERE TR EEEE T ERE L EEETEEE LR it
Skjct 57  TATTTTTATGAAGAGCGGCSAACGEGTGASTAACGCGTGEEAAATCTGCCEARTAGCGEE 115

Quepy B1  GGACALCGTTTOGALACGAACGCTALTACCOCATALCAATEAGRATCGLATEATTLTTAT 128

Sbjet 117 GGACALCGTTTOGALACEAACGCTALATACCOCATALCAATCAGRATCGCATEATTLTTAT 176

Query 121 TTGALAGAAGCAATTOCTTCACTACTTAATEATCCLGCATTETATTAGCTAGTTEETAGT 188

LECCEPEREELEEL LS EEE TR R L EEE TR PR LRt
Skjct 177 TTGAAMGAASCAATTGCTTCACTACTTGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGETAGT 235

Query 181 GTAALGGACTACCALGACGATGATACATAGICGACTOAGAGEATRATCEGICACALTAE 228

Sbjet 237 GTAAAGGACTACCAAGGCGATGATACATACLCGACITOAGACSGETOATCOOICACALTAE 206

Quepy 241 GACTEAGACACGACCIAGACTCCTACGREAGECACIAGTAGEGRATITTCOOCAATOOAE 268

LELLLLERCLELELEEEE TR EEEE T EEEELLREE LI LR ELE LT LLL ]
Skjct 297 GACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGOGAGGCAGCAGTABGRAATLTTCOECAATGEGE 356

Query 381 GC CTEACCAAGlAACE i CaCETEAATHAMGAAGETTTTCAGATCATALSACTITET 368

GLAALE
, LLLTELL |
Sbjct 357 GCAACCCTGACCGAGCAACSCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAMAACTCTAT 415

Query 3681 TOTTAGAGALGLAACGTTAAGTAGACTOGRALATTALTTALGTGRACGETATITAACCAGRAL 428

Sbjet 417 TOTTAGAGALGAACGTTAAGTAGACTGRAALATTALTTAAGTGACGETATITAACLAGRL 478

Query 421 AGGGACGECTASCTACGTECCAGCAGCCACGATAATACGTAGETCOLAAGIGTTETICGE 488

LECECEREEEEE LR ELE TR EEET R TP LRt
Skjct 477 AGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGATAATACGTAGRTCCCAAGCETTGTCCGE 536

Quepy 481 ATTTATTGEGLGTALAGCGAGCGCAGGTEETTTCTTAAGTITGATOTARALGGLACTEAL S48

Sbjet 337 ATTTATTGEGLGTALAGCGAGCGCAGGTEETTTCTTAAGTITGATOTARALGGCAGTEA. 396
Query 341 TCAACCATTETOTECATTOCAAACTOGGEACACTTCAGTACASGACACGACANTECAATTL oBE
Sbject 5097 +Eﬁill&'4é+E'ééﬁT'EéL&AE4éEEAéﬁET'éﬁETEéiéEAéléﬁﬁéiéTﬁéilT'é B56
Query G681 CATGTOTAGCGGTGALLTGCGTAGATATATORAGEAACACIGGAGOIGAALGCGEITITC G648
5bject 637 l&'é+éTﬁéééE'éiﬁ4'54%Tﬁﬁi+&'ﬁ4éﬁ&ﬁé£&tﬁéléﬁﬁéélﬁﬁlﬁétﬁéé%t'é 7ld
Query G661 TEET?TE'TT?TETTTE'ETTEE'T?&&QT?ETET?E&ET Tag

Skqet 717 TOGCCTOTALCTEACACTGAGOCTCOAAAGLGTGOGGAGE 754

Sekil 3.79. Lactococcus garvieae taksonunun hizalama (alignment) sonucu (Query:
Lactococcus garvieae, Shjct: Lactococcus garvieae 1775 (Sequence ID:
MT597623.1)
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3.5.2.5. Motil Aeromonas Septisemi (MAS)

Aeromonas sobria suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi. Sekansi sonucu
elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.80.’de, Aeromonas sobria Til3 (Sequence
ID: MT384381.1)’nin NCBI’dan alinan consensiis dizisi Sekil 3.81.’de verildi.

TCGMCTGAGCGTMGTCTTTGTCATGTGCGCCTAGCACGGTATTCTAGACG
CCCTTTCCCGCTAYCCGGAATTCTACCCCCCTAAAGSTCTAGCTGAACAG
TTTTAAATGCAATTCCCAGGTTGAGCCCGGGGCTTTCACATCTAACTTAT
CCAACCGCCTGCGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTGCA
CCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCT
GCGAGTAACGTCACAGCTGACAGATATTAGCTGCCAACCTTTCCTCCTCG
CTGAAAGTGCTTTACAACCCGAAGGCCTTCTTCACACACGCGGCATGGCT
GCATCAGGGTTTCCCCCATTGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTYYYKTW
KKAGTCTGGACCGTGTCTCAGTTCCAGTGTGGCTGATCATCCTCTCAGAC
CAGCTAGGGATCGTCGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAAT
CCCACCTGGGTTCATCCAATCGCGAAAGGCCCGAAGGTCCCCTCCTTTCC
CCCGTAGGGCGTATGCGGTATTAGCAGTCGTTTCCAACTGTTATCCCCCT
CGACTGGGCAGATCCCCAAGCATTACTCACCCGTCCGCCGCTCGCCGGMA
AAAGTAGCAAGCTACTTTTCCCGCWGCCGCWCGACTTGMATGTGTWAGGC
CTGCCGCCAGCGTTCAATCTKGAGCCATGGAATCAAAMMATAT

Sekil 3.80. Aeromonas sobria suslarindan ileri okuma ile 16S sekans hizalamasi
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Aeromonas sobria strain Til3 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

GenBank: MT364361 1
Genbk - Graphics

HT384381.1 Aeromonas sobria strain Til3 165 ribosomal RA gene, partial sequence
AT T T GATCATGGCTCAGATTRAACCTAAC 60 ARG CTAACACATACAAAT (G4ACAACAGCRAGAA
AGTAGCTTGCTACTTTTRCCR0C0AGCR0CARAC AT GAT AATGC (TRAGAATC AL CCARTCRAGGE
OOATAACARTTOGAAACRACTOCTAATACCOCATALGCCCTACGERRRAAA00ARO0RACCTTCRRGECT

TTCGCGAT To0AT GAACC CAGQT GOGAT TAGCTAGTTEATAAAAT AATAACTCACC ALRACAACRATCLL
TAGCTGOTCTGAGAGGATOATCAG CACACTOGAACTRAGACACGATCCAGACTCCTACOO0AGGCARCA

QTGO GGAATAT T GCA A TG00 GAAACCTRATGCAGCCATACCCATATGTRAARAARRCCTTCRGRT
TOT ARG AT T CAGC GAGGAGGAAAG DT TG AGCTAATATCTGTCAGCTATGACATTACTCACAGAA
QA GCACCGRCT AACTCCATGCCAGCAGCCACGAT AATACRANROTOCAAGLATTAATCGAAATTACTE
Q00T AAAGCOCACOCAGGCAT TOOAT ARGTTAGATETGAAAGCCCCARACTCAACCTAAAAATTACAT
TTAAAACT QT TCAGCTAGAGTCTTGTAGAGR0RRaTAGRATT CAGGTATAGCRATGAAATACATARAGS
TCTGGAGOAATACCO0T BOC0AACRCABCCCCCTARACAAAGR TRACGCTCARATGCRAAARCETAGE
A A GOAT TAGAT AT 0T AT CACGC T ARACRATGTCRATTTORARECTATATCCTTEAR
AT GOCT TCCGGAGC T AACGCaTT ARATCRACCACCTAAAAAATACRRCCGrAAGGTTARAACTCARAT
AT T GAC GO000CC O ACAAG AT AR ATA TG TTAATTCRATACAACARAAGRACCTTALLT
QG GACATGT (T GGAATC T O AGAGATACRAGAGTCCTTCAAAATCAGAACACARGTGCTACAT
GGCT G CaTCAGCTCTGTCATRAGATATTGAGTT ARG TCCCRCAACRARCRCAACCCCTRTCCTTTETT
OO CAGCACGT AATOaT Q0GAACT CAAGG0ARACTAC R TATAAACAGAGGAARGTRAGAATAACATC
AT CATCAT GO CCTTACHGCCAGa0C TACACACATGCTACAAT6ACACATACARARRACTACAARCTA
OO GAT AQT GAGC QAT CC CAAAAAGCACATCATAGTCCAGAT CRAGTC TRCAACTCRACTCCGTRAART
GG CoCT AT AT COCAAAT CAGAATATTGC AT GAATACATTCCCRAGCCTTATACACACCRCCCE
T A CATo00AGT GO0 TTRCACC AGAAGT AGAT AGCTTAACCTTCAAGAGAACATTTACCACGRTAT
ATTCATGACTOOGOT GARGTCATAACAGATAA

Sekil 3.81. Aeromonas sobria Til3 (Sequence ID: MT384381.1)’nin NCBI’dan alinan

consensus dizisi
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Aeromonas sobria’nin sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment Editor

programi kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi (Sekil

3.82.).
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Sekil 3.82. Aeromonas sobria sekans kromatogrami
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Sekans sonuglar1 NCBI’daki referans Aeromonas sobria suslariyla benzerlik

acisindan karsilagtirilmistir (Sekil 3.83). Yapilan karsilastirmada Aeromonas sobria Til3

(Sequence ID: MT384381.1) ile en yakin benzerlik gosterdigi izlendi. Karsilastirmada en

yuksek benzerlik Aeromonas sobria Til3 ile g0zlemlendi ve benzerlik yizdesi
665/691(96%), olusan gap sayist 11/691(1%) ve toplam puan 1146 bits(620) olarak

hesaplandi. Benzerlik degerleri ve hizalama karsilastirmasi verilmistir (Sekil 3.84).

JobTile  Nucleotide Sequence Fllter Results
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Query Length 743
L e |
Other reports  Distance iree of esubs M3Aviewer @
Graphic Summary ~ Aligoments  Taxonomy
Sequencas producing signiicant allgnments Downlcad ¥ Selectcolumns ¥ Show | 110Y | §
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Sekil 3.83. Bir adet Aeromonas sobria sekans sonuglarmin NCBI’daki referans Aeromonas

sobria suslariyla benzerlik agisindan karsilastiriimasi
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Aeromonas sobria strain Til3 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
Sequence ID: MT384381.1 Length: 1503 MNumber of Matches: 1

Range 1; 4 to 690 GenBank Graphics

Soare Expect ldertii=s Eaps Sbramd

1146 bits(620) .0 665/691(96% ) 11/691({1%) Plus/Minus

Query 54  TTTC-CCGCTA-YOC-GEAATTCTA-CCCCC-CTA-AAG-STCTAGCTGAMCAGTTTTAA 185
A N LELTLEEEEEEETTTTEn

Sbjeot  EBE  TTTCALCGCTACACCTOGAATTCTALCCCOITCTACAAGALTCTAGITRAAZAGTTTTAL G351

Quepy 187 ATECAATTCOCAGETTGAGCCCAGEECTTTLACATCTAACTTATCLARCCGICTEOGTE. 164

Sbjot B3B8  ATECAATTCOCAGETTGAGCCCAGEECTTTLACATLTAACTTATCLARCCGICTEIGTE. 571
Query 167 GCTTTACGCOCAGTAATTCCGATTAACGCTTEGCACCCTCOGTATTACCGLGECTELTGE. 224

Sbjct 578 GOCTTTACGCCCAGTAATTCCGATTAACGCTTECACCCTCOGTATTACCGLGECTELTGE. 511

Query 2IV ACGCAGTTAGLCGETECTTCTTCTELGAGTAACATCACAGLTAACAGATATTAGLTGCCA 284

Sbjot 518 ACGCAGTTAGICGETECTTCTTCTELGAGTAACATCACAGITAACAGATATTAGLTGCCA 451

Quepy 287 ACCTTTCCTOLTCELTGAAAGTACTTTACAACCCCARGEILTTCTTCACALACGLGECAT 344

Sbjeot 438 ACCTTTCCTOITCELTGAAAGTACTTTACAACCCEARGEILTTCTTIACALACGLGECAT 321

Query 347 GGCTGLATCAGEETTTCCCCCATTETAGCAATATTOLCCACTOCTEGLCTYYYE THEEAGT. 484

Sbjet 398 GGCTOLATCAGOETTTCCCCCATTETAGCAATATTOLCCACTECTELITCOIGTAGRAGTE 331

Quepy 487 TEEACCGTETITCAGTTCCAGTATEOCTGATCATOLTCTCAGACCAGCTAGEEATLGTCE 464

Sbjet 338 TOGACCOTETITCAGTTCCAGTATEOCTGATCATOLTCTCAGACCASCTAGEEATIGTCE 271

Query 467 CCOTTEOTEAGCCATTACCCCACCAALTAGLTARTCCCACCTEAETTLATCCAATCGLGA

&
, LESDLLEELEEE LR e LR L EEE L L ELLELEE LI EE L] ]
Shjct 278 CCTTGETGAGCCATTACCCCACCAACTAGCTAATCCCACCTGGATTCATCCAATCGCGAA

326
211
Query  3I7  AGECCCGAAGGTCCCCTCCTTTCCLLCETAGEECETATEIGETATTAGCAGTCATTTCCA 584
5bjct 214 LEE%!!E&A%ATE%AlTEE#%TEEélEﬁ'iéﬁﬁté%&TEéééTﬁ#%LEELé%EE%%#EEL 151
Quepy 387 ACTETTATCOCCCTORACTGOGCAGATCCOCAMGCATTACTIACCOGTCOGICAITOGE. 644
Sbject 138 L é%#&'ééltt4ééqt ééﬁtuéiTEEél&ﬁﬁéLTTué#l&Eé|éTEéélEEé4|EEé a1
Quepy 647 GOHALAAGTAGCAAGITACTTTTCCOGCWGLCOCWIGACTTGMATATATWAGGCCTGCCE  Fad
Sbjct 98 éﬁtlll&ﬁliétﬁlélTﬁEl#T-EélEc'élEEETlE&El#étﬁlé#ﬁ'TﬁéEEéléEEé 32
Query  TEY CCACLOTTCAATCTEGAGCCATGEAATCALL 737

Sbjet 31 CCAGLOTTCAATCT-ZAGCCATE-A-TCAAL 4

Sekil 3.84 Sekil 3.64. Yersinia ruckeri taksonunun hizalama. Aeromonas sobria taksonunun
hizalama (alignment) sonucu (Query: Aeromonas sobria, Sbjct: Aeromonas
sobria Til3 (Sequence ID: MT384381.1)
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4. TARTISMA

Bu arastirmada; Diyarbakir ilinde Ocak 2019 ve Ocak 2022 tarihleri arasinda 12
farkli alabalik isletmelerinden 360 adet Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) hastalik
belirtisi gosteren 0,5-300 g agirliklarindaki canli baliklarin goz, karaciger, dalak, bobrek,
bagirsak ve deri dokularinda patojenlerin bilinen klasik kiltur yontemiyle izolasyonu ve
Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) ile fenotipik 0Ozelliklerine gore
identifikasyonu gergeklestirildi. Ayrica PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizi
yardimiyla molekiiler tanimlamasiin yapildi. BIOLOG GEN III otomatik tanilama sistemi,
PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizi sonuglarina gore Yersinia ruckeri,
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas

sobria oldugu belirlendi.

Yersinia ruckeri varligmin Diyarbakir bolgesindeki guiniimizdeki durumunu ortaya
koymay1 amaclayan bu ¢alismada, su 1sindikca hastaligi tasiyan baliklarda hastalik etkileri
goriilmeye baslamis, hastalikli balikla saglikli baligi morfolojik olarak aywrt etmek
kolaylagsmistir. Su sicakligmin artmasi ile birlikte hastalik tasiyan baliklarda belirtiler
artmustir. Laboratuvar ¢alismalarin da da sularm 1sinmasi ile birlikte Y.ruckeri varligi tespit
say1s1 artmustir. Ozellikle su sicakhiklarmin arttig1 Haziran, Temmuz aylarinda daha yiiksek
oranda izole edilmistir. Bu durum sicaklik artig1 ile hastaligin goriilme siklig1 arasindaki
iliskiyi desteklemektedir. Scallan (1983), yaptig1 ¢alismada, Yersinia ruckeri salglarmin

su sicakliklarinin arttig1 donemde arttigmi belirtmistir.

Alinan numunelerin birgogunda, yiizgecler, agiz, g6z, operkulum c¢evresinde
kizarikliklar, hemorojiler goriilmiistiir ve yapilan analizleri sonucunda Yersinia ruckeri
tespiti yapilmistir. Bu durum, Yersiniozis ¢esitli doku ve organlarda hemorajik zonlarin
olusmasi ile karakterize bir hastaliktir ve hastalik genel hemorojik septisemi bulgulariyla
seyreder. Ozellikle ¢ene etrafi, agiz boslugu, yiizge¢ tabanlar1 ve aniiste subkutan
hemorojiler goralir (Bullock ve Snieszko, 1975; Fuhrman ve ark., 1983) seklindeki

aciklamay1 dogrulamaktadir.

Bazi ciftliklerden morfolojik belirti gosteren numune bulunamadig: i¢in rastgele
numune alinmistir ancak analizi sonucunda Yersinia ruckeri teshis edilmistir. Bu durum,
Diler ve ark. (1998), yaptiklar1 bir ¢aligmada Fethiye bolgesindeki bazi alabalik
isletmelerinde hastaliga 6zgii klinik belirti gostermeyen baliklarin i¢ organlarindan Yersinia

ruckeri izole etmislerdir. Ayrica Kilig ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada da
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yersiniozis bakimindan herhangi bir belirti gdstermeyen baliklardan bakterinin izolasyonu

gerceklestirilmistir, seklindeki aragtirmalar1 desteklemektedir.

Yersinia ruckeri’nin neden oldugu yersiniozis gokkusagi alabaligi yetistiriciligi
yapilan tesislerde yiiksek mortalite ile seyreden ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir
hastaliktir (Austin ve Austin, 1993). Ozellikle yavru doneminde % 75’lara ulasan

mortaliteye neden olmaktadir (Tanrikul, 1994).

Hastaligin ortaya ¢ikmasinda strese neden olan ortamin organik kirliligi, 1s1, yogun
stoklama, elle temas ve oksijen yetersizligi gibi faktorlerin rolii oldugu tespit edilmistir
(Bullock ve Snieszko, 1975). Yaptigimiz arastirmada, asiri derecede suyun bulanan, su

sicaklhig1 artan, asir1 stoklanmis balik ¢iftliklerinde Yersinia ruckeri daha ¢ok izole edilmistir.

Stres sartlarina bagli olarak degismekle birlikte hastalik su 1sisinin aniden
yilikselmeye basladig1 bahar aylarinda ve geng¢ hayvanlarda genellikle perakut ve akut, su
1s1sinin diistiigli sonbahar aylarinda ve 1 yasindaki baliklarda ise kronik seyirlidir (Collins
ve ark. 1996; Willumsen, 2006). Yaptigimiz ¢alismada 6zellikle bahar doneminde Yersinia
ruckeri sebebiyle balik 6liimlerinin artmasi bu ¢alismay1 desteklemektedir. Scallan (1983),
bakteriyel salgmlarm hem su sicakliklarinin artmasi hem de su sicakliklarindaki ani

degisikliklerle baliklarin strese girmesi sonucunda meydana geldigini belirtmistir.

Austin ve Austin (1993) ve Cabello (2006), izole edilen bakteriyel etkenlerin suyun
normal mikroflorasinda bulunabilecegini ancak basta mevsimlere bagl olarak su sicaklik
degerlerinde meydana gelen ani degisiklikler ile hijyenik kusurlar, iiretim alaninda yogun
balik olmas1 ve temiz bariyerlerinin olmamasi gibi stresin artmasina yol agan durumlarda

hastaliklarin goriilme sikliginin arttigini bildirmislerdir.

Genelde bakteriyel enfeksiyon baliklarin fizyolojik olarak stresli oldugu durumlar ile
hijyen sartlarinin kotii oldugu déonemlerde meydana gelir. Asir1 stoklama, diisiik oksijen ve

kot iscilikten kaginmak enfeksiyondan korunmanin en iyi yollar1 olarak bildirilmektedir

(Aoki, 1999).

Schmidt ve ark., (2000); ¢aligmalarinda balik 6rneklerini stomacher’da homojenize
ederek bakteriyolojik ekim i¢in hazirladiklar: bildirmislerdir. Yine diger bir arastirmada
(Yildirim, 2007) ise balik materyali porselen havanda ezilerek bakteriyolojik ekimde
kullanilmistir. Daha steril olmas1 ve kisa siirede sonug¢ vermesinden dolay1 bu arastirmada
da stomacher homojenizatorii tercih edildi. Buna gore Arastirmanin yapildigi 4 isletmeden

8 ay boyunca alman toplam 1835 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla yikanmis
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yumurta, dollenmis yumurta, gozlenmis yumurta, keseli yavru, 5 gramdan kiiglik yavru ve
yem Ornekleri stomacher’da basarili bir sekilde homojen edilerek bakteriyolojik ekimde

kullanildi.

Flavobacterium psychrophilum’u izole etmek i¢in ekim yaptiklar1 Cytophaga Agar
(CA), Modifiye edilmis Anacker ve Ordal Agar (MAOA) ve Tryptone Yeast Extract Salt
Agar (TYES-A) besiyerlerini 15-20 °C’de 3-7 gin slreyle inkibe etmislerdir. Bu
besiyerlerinde ortasi kabarik, konveks ve ince yayilan kenarlara sahip, yuvarlak, sar1 renkli
koloniler iiredigi gibi, diizgiin kenarli, yuvarlak, koloniler de olustugunu ve bu kolonilerden
yapilan boyali preparatlarda 1,20-1,30 um uzunlugunda gram negatif ¢comak bicimli ve
kayarak hareket eden bakterilerin varligini belirlemislerdir (Sander ve Fryer 1988; Bernardet
ve Kerouault 1989; Crump ve ark., 2001; Wiklund ve ark., 1994; Lorenzen ve ark., 1997;
Bowser 1999; Dalsgaard ve Madsen 2000; Korun ve Timur 2001; Nematollahi ve ark., 2003;
Diler ve ark., 2003; Ispir ve ark., 2004; Cipriano ve Holt 2005). Fenotipik karekterlerini
belirlemede bu c¢aligmalardaki besiyerlerinden yararlanilarak koloni yapisi ve etken
ozellikleriyle ilgili arastiricilarin bulgular1 bir kez daha dogrulanmis oldu. Diyarbakir
ilindeki alabalik isletmelerinden izole edilen 10 adet Flavobacterium psychrophilum’un

benzer bulgulara rastlandi.

Yapilan arastirmalarda (Wiklund ve ark., 1994; Lorenzen ve Olesen, 1997; Madetoja
ve ark., 2001; Cipriano ve Holt 2005; Ekman, 2003) izole edilen Flavobacterium
psychrophilum’un olusturdugu kolonilerin sar1 renkte goriindiigii, oksidaz testinin negatif;
fleksirubin tipi pigment Uretme testinin oranj (portakal) renkte; jelatin ve kazein
hidrolizasyon testinin pozitif; Kongo kirmizisi testinin, H2S ve karbonhidratlardan asit
iiretiminin negatif oldugu bildirilmistir. Bu ¢calismada da 5 gramdan kii¢iik yavru, 5 gramdan
biiylik saglikli, hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger,
bobrek, bagirsak ve su Orneklerinden izole edilen Flavobacterium psychrophilum’un
identifikasyonunda bu ayirt edici biyokimyasal testler basarili bir sekilde uygulanip benzer

sonuclar elde edildi.

Yapilan bazi ¢alismalarda (Diler ve ark., 2003; Korun ve Timur 2001; Didinen ve
ark., 2005) oksidaz testinin negatif ve bazilarinda (Bernardet ve Kerouault 1989; Ostland ve
ark., 1997; Elsayed ve ark., 2006) da bu testin pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Bu
calismada izole edilen biitiin suslarin oksidaz negatif oldugu belirlenmistir. Bu durum F.
psychophilum suslar1 arasinda fenotipik  farkhiliklarn  goriilebilecegi  goriisiinii

desteklemektedir. F. psychophilum’un identifikasyonunda Cipriano ve Holt (2005) ile
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Didinen ve ark., (2005) O/F testinin negatif oldugunu, Ispir ve ark., (2004) ise oksidasyon
testinin negatif ve fermantasyon testinin pozitif oldugunu bildirmislerdir. Bu arastirmada da
bazi suslarda fermantasyon testi pozitif, bazilarinda da negatif oldugu saptandi.
Flavobacterium psychrophilum referans bakteri susunun ise O/F testinin negatif sonug

verdigi tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢caligmada (Lorenzen ve ark., 1997) Flavobacterium psychrophilum’un
25°C’de iiremedigi, bagka bir calismada (Bernardet ve Kerouault 1989) yine bu etkenin
25°C’de seyrek olarak tiredigi, 25°C’nin lizerinde ise tiremedigi ifade edilmistir. Bu konuda
Lorenzen ve ark., (1997) de, 25 Flavobacterium psychrophilum’un 18’inin 25°C’de seyrek
olarak tiredigini, fakat 30°C’de tiremedigini, Schmidtke ve Carson (1995) ise 20 izolattan
18’inin 25°C’de seyrek olarak tiredigini fakat 30°C’de iiremedigini bildirmislerdir. Son
olarak da Dalsgaard ve Madsen (2000) bu etkenin 5, 15, 20 ve 25°C’lerde iiredigini tespit
etmislerdir. Arastirmaya konu olan Diyarbakir’daki alabalik igsletmelerinden izole edilen 10
adet susun 5, 15 ve 20°C’lerde iiredigi ve dolayisiyla Dalsgaard ve Madsen (2000)’in
bulgulariyla kismen benzerlik gosterdigi goriildii. Yine arastirmalardaki bu suslarin 25°C ve
iizeri sicakliklarda ise iirememesi de Lorenzen ve ark., (1997)’in sonuglariyla paralellik

gostermistir.

Lorenzen ve ark., (1997), Flavobacterium psychrophilum’un % 1’lik NaCl’de
iiremesine ragmen, % 2’lik NaCl’de liremedigini, Diler ve ark., (2003) de bu etkenin %
0,5’1ik NaCl’de iiredigini, % 1’lik ve % 2’lik NaCl’de iiremedigini, yine Nematollahi ve
ark., (2003) ise Flavobacterium psychrophilum’un % 0,8-1"1ik ve % 2’lik NaCl’de iiredigini
rapor etmislerdir. Diyarbakir ilindeki alabalik iiretim isletmelerinden izole edilen
Flavobacterium psychrophilum suslar1 ile Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947T
referans susunun % 0, % 0,5 ve % 1’lik NaCl’de iiredigi, % 2’lik NaCl’de ise tiremedigi
tespit edildi. Buna gore % 2’lik ve lizeri tuzlulukta bu bakterinin iiremedigi sonucuna

varilmistir.

Cevre kosullarindaki olumsuz degisimlerle baliklarin hastalanmalarina yol agan bu
etken, su ve baliklarin ovaryum sivist ve sindirim sisteminin dogal florasinda da
bulunmaktadir (Sarieyyiipoglu, 1984; Austin ve Austin, 1987; Holt ve ark., 1993; Gonzalez
ve ark., 1999; Cengizler, 2000; Gonzalez ve ark., 2001; Nematollahi ve ark., 2003; Hatha ve
ark., 2005; Arda ve ark., 2005; Skrodenyte-Arbaciauskiene ve ark., 2006; Kubilay ve ark.,
2009a; Kubilay ve ark., 2009b). Etkenlerin hem su ve hem de balik 6rneklerinde izole

edilmis olmasi bu konuda ¢alisan arastiricilarin (Sarieyyiipoglu, 1984; Austin ve Austin,
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1987; Holt ve ark., 1993; Gonzalez ve ark., 1999; Cengizler, 2000; Gonzalez ve ark., 2001,
Nematollahi ve ark., 2003; Hatha ve ark., 2005; Arda ve ark., 2005; Skrodenyte-
Arbaciauskiene ve ark., 2006; Kubilay ve ark., 2009a; Kubilay ve ark., 2009b) sonuglariyla
paralellik g6stermektedir.

Flavobacterium psychrophilum’un neden oldugu hastalik, balik tiirlerine gore farkl
mortalite oranlar1 ile seyretmektedir. Coho Salmon (Oncorhynchus kisuch) baliklarinda bu
etkenden dolay1 % 50 oraninda mortalite goriildiimiitiir (Holt, 1987). Hastaligin gkkusag1
alabalik yavrularinda yem almaya basladiktan iki ay sonra meydana geldigi ve mortalitenin
% 75 civarinda oldugu bildirilmistir (Lorenzen ve ark., 1991; Bruno, 1992). Bu arastirmada
da isletmede yavru baliklar yem almaya basladiktan 20-50 giin sonra 6lumlerin gorilmesi,
hastaligin yavru alabaliklarin ilk aylarinda ortaya c¢ikabilecegini dogruladi. Ancak
isletmelerdeki mortalite oranlarmin isletmede % 20 diger arastiricilarin (Holt, 1987;
Lorenzen ve ark., 1991; Bruno, 1992) bildirdigi oranlardan daha diisiik oldugu goriildii. Bu
durum, isletmelerin su kaliteleri arasindaki farkliliklarla hastaligin mortalitesi arasinda bir
iligki oldugu ve su kalitesi iyi olan isletmelerde mortalitenin diisiik seyrettigi seklinde

yorumlandu.

Yapilan bazi ¢alismalarda (Austin, 1992; Bernardet ve Kerouault 1989; Bruno, 1992;
Bustos ve ark., 1995; Lorenzen ve ark., 1991; Toranzo ve Barja, 1993; Wiklund ve ark.,
1994; Didinen ve ark., 2005) hasta ve 6lmiis baliklarda; karm boslugunda siv1 birikimine
baglh olarak siskinlik, ekzoftalmus, derinin renginde koyulasma ve birka¢ baligin sirt ve
kavdal yiizgecinde beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi ve hastaligin ilerlemis
durumlarinda baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarin ortaya
ciktig1, karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiyiidiigli tespit etmislerdi.

Arastirma yapilan alabalik isletmesinde de benzer bulgulara rastlandi.

Vibrio anguillarum su sicakligindaki ani degisimlerde daha ¢ok hastalik
olusturdugunu belirtmislerdir (Cagirgan 1993; Akayli, 2001; Tanrikul ve ark., 2004;
Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008; Timur ve Korun, 2004; Tanrikul, 2007;
Aksit ve Kum 2008). Bizim ¢alismamizda da mevsim gecisinin oldugu ve su sicakligmin

degistigi Haziran ayinda izole edilmistir.

Vibriozis biitlin diinyada kiiltiir balik¢iliginda yaygin bir sekilde ortaya ¢ikmasi
nedeniyle dnemli bir problem olarak goriilmektedir (Toranzo ve Barja, 1990; Reed ve Floyd-

Francis, 2013). Bu hastalik deniz baliklari, kabuklu ve eklem bacakli su tiriinlerinin Gretimini
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smirlandirict bir bakteriyel enfeksiyondur (Cagirgan, 1993; Akayli, 2001; Tanrikul ve ark.,
2004; Timur ve Korun, 2004; Demircan ve Candan, 2006; Tanrikul, 2007; Korun ve Timur,
2008). Vibriozise neden olan baskin tirin Vibrio angiullarim oldugu kabul edilmesine
ragmen diger bazi vibrio tiirleride (V. ordalii, V. damsela, V. vulnificus, V. chlerae, V.
alginolyticus) bir¢cok deniz ve aci1 su tiirlerinde hastaliga sebep olmaktadir (Reed ve Floyd-
Francis, 2013). Gergekte, hastalik yogun yetistircilik bolgelerinde isletmeden isletmeye hizli
bir sekilde yayilmaktadir (Tanrikul, 2007). Diyarbakir’da bulunan gdkkusagi alabalik

isletmelerinde de vibriosis goriilmeye baslanmis ve hizli bir sekilde yayilim gostermistir.

Hastalik genellikle laterji, istah kaybi, suyun yiizeyine yakin bulunma veya yiizeysel
ylizme ile baslar, hemorojiler ve siskin karaciger dokusunun gelistigi, ilerlediginde deride
matlik, kirmiz1 ve 6li (nekrotik) alanlarin sekillendigi, olusan lekelerin ylizge¢ ve agiz
cevresinde yaygmlik gosterdigi dikkati ¢ceker (Arda ve ark., 2005). Bu arastirmanin yapilan

alabalik isletmelerinde de benzer bulgulara rastlanmastir.

V. anguillarum tarafindan olusturulan vibriosis, genelde yaz aylarinda, organik
madde duizeyi yiiksek, s1g ve tuzlu sularda goriiliir (Inglis ve ark., 1993; Actis ve ark., 1999;
Eguchi ve ark., 2000; Demircan ve Candan., 2006; Frans ve ark., 2011). Bu ¢alisma yaz

ayinda ve organik maddenin bol oldugu iki isletmede izole edilmistir.

Morfolojik ve nekropsi bulgularimiz daha onceki calismalarla biiyiik Olgiide
uyumludur. Aksit ve Kum (2008), V. anguillarum’u daha ¢ok mevsim gegislerinde izole
etmiglerdir. Bu durum etkenin su sicaklig1 degisimlerinde daha ¢ok hastalik olusturdugunu
akla getirmektedir. Bizim calismamizda da mevsim gegisinde hastalik gorlmiis ve

izolasyonu gergeklestirilmistir.

Bu calismadaki; bakteriyel izolatlarinin identifikasyon test sonuclar1 (Cizelge 3.5.)

Vibrio anguillarum’un 6nceki bilgileriyle uyum saglamistir (Akayli ve ark.. 2013).

Akayli ve ark. (2013), gokkusagi alabaliklarindan izole ettikleri V. anguillarum
izolatlarinda sagladiklar1 bulgular igerisinde arjinin, lizin, glukoz ve jelatin; ¢aliymamiz ile
uyumlu; arabinoz ise kismen uyumludur. Bu durum tath sularda hastalik yapan V.
anguillarum etkeninin deniz baliklarindaki etkenlerden fenotipik olarak farklilik
gosterebilecegi seklinde yorumlanabilecegi gibi, bu konuda daha kapsamli ¢aligma

yapilmasi gerekmektedir.
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Laktokokkoziste su sicakliginin 14-15°C’yi astiginda enfeksiyonun meydana geldigi
(Ghittino ve ark., 1998; Soltani ve ark., 2008) ve su sicakliginin 18°C’yi astiginda ise
mortalite oraninin arttig1 bildirilmisticr (Munday ve ark., 1993; Pereira ve ark., 2004).
Diyarbakir ilinde ozellikle yaz aylarinda su sicakligmmin en yiliksek oldugu Temmuz ve

Agustos aylarinda Lactococcus garviae izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir.

Lactococcus garvieae’nin gokkusagi alabaliklarinda olusturdugu deneysel ve dogal
enfeksiyonlarinda genel olarak klinik muayende gozlerde tek veya ¢ift tarafli ekzoftalmus,
hemoraji ve korneada opaklagsma, renkte koyulasma, yiizgec diplerinde hemoraji ve
abdomen icinde kanli sivi birikimi ve viseral organlarda yaygin hiperemi ve hemoraji
gdzlendigi gibi (Doménech ve ark., 1993; Kusuda ve Salati, 1999; Diler ve ark., 2002; Urkj,
2011). Bu calismada da benzer sekilde hasta alabaliklarda deride kararma, gozde tek veya
cift ekzoftalmus, karinda ascites, aniiste kizariklik, karaciger solgun, dalakta ve bobrekte
biiylime siyahlasma, kaslarda, hava kesesinde, gonadal dokularda ve mide etrafinda petesiyel
hemorajiler, bagirsaklar kanli ve yer yer sarimtirak renkte irinli bir eksudat goriilmiistiir. Bu

klinik bulgular farkli tilkelerde yapilan caligmalarla benzerlik gostermektedir.

Aeromonas sobria birgok canlidan ve su ortamindan izole edilebilmekte olup;
baliktan, kurbagadan ve insandan izolasyonlar1 bulunmaktadir (Popoff ve Véron, 1976).
Gokkusagi alabaliklarinda siklikla rastlanan Aeromonas sobria’nin baslica sebepleri
arasinda; alabalik ¢iftliklerinde baliklarin yogun stoklanmasi, su kalitesinin diisiik olmasi
(ph, amonyak, nitrit vs.), su sicakligina bagl ani degisimler gosterilebilir (Sahin ve ark.,
2018). Bu ¢alismamizda da orneklerini aldigimiz ¢iftliklerde yogun stoklama, diisiik su

kalitesi, su sicakligma baglh ani oldugu isletmelerde Aeromonas sobria identifiye edildi.

Aeromonas sobria enfekte baliklarda deri renginde koyulagsmalar, bobreklerde
siskinlik, i¢ organlarda hemorojiler, karinda su toplanmasi, karacigerde soluklasma, aniise
yakin bolgelerde kanli irinli sivi, dalakta hemorojiler, deride lezyonlar goriilebildigi
belirtilmistir (Janda ve Motyl 1985; Agnew ve Barnes, 2007; Janda ve Abbott, 2010; Noga,
2010; Sahin ve ark., 2018). Ayrica enfekte baliklarda iilserasyon, yilizgec ve kuyruk cliriigii,
abdominal distansiyon ve ekzoftalmus gibi ¢esitli klinik bulgular bildirilmistir (Sreedharan
ve ark., 2013). Bu arastirmanmn yapildigi alabalik isletmelerinde de benzer bulgulara

rastlandi.
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Bu caligmadaki; bakteriyel izolatlarinin identifikasyon test sonuglar1 (Cizelge 3.6.)
Aeromonas sobria’nin Onceki bilgileriyle uyum saglamistir (Koneman ve ark., 1992;

Roberts, 1993).

Akuakulturde genel olarak Aeromonas enfeksiyonlart Motil Aeromonas Septisemi
(MAS) olarak adlandirilir (Duman, 2017). Hareketli Aeromonas septisemi etkenlerinden
olan A. sobria iilkemizde ilk olarak Karadenizde yetistiriciligi yapilan Atlantik salmon
(Salmo salar), gokkusagi alabaligi, ¢ipura ve levrekten izole edilmistir (Avsever ve ark.,
2012). Farkli zaman dilimlerinde gergeklestirilen bu calismalarda biiyiik saglikli, hastaliktan
stipheli veya yeni Olmiis alabaliklarin dalak, karaciger, bobrek ve bagirsak orneklerinde
Aeromonas sobria izole edilmesi bu bolgede bulunan isletmelerde bu etkenle

kontaminasyonunun devam ettigini gosterdi.

GOkkusagi alabaliklarinda hareketli Aeromonas enfeksiyonlarina siklikla
rastlanilmasina ragmen (Abbott ve ark., 2003; Duman ve ark., 2018) klasik mikrobiyolojik
testlerin tiir ayriminda yetersiz kaldigi, atipik 6zellik gdsteren Aeromonas tiirlerinin
biyokimyasal 6zelliklerinin farklilik gosterdigi bu durumun da Aeromonas tiirlerinin
teshisini zorlastirdig1 bildirilmektedir (Janda, 2001). Bu c¢alismasinda Biyokimyasal test
sonuglarmin belirlenmesinin uzun zaman almasi nedeniyle Biolog Sistemi (The biolog
GENIII micro plate) basarili sekilde kullanildi. Aeromonas sobria’nin identifikasyonunda

giivenilir sonuglar alind.

16S rRNA’nin dizi analizi Aeromonas tiirlerinin identifikasyonunda son yirmi yilda
yaygin olarak kullanilmistir (Martinez-Murcia ve ark., 2007). Bu ¢alismada sekans analizi
ile Aeromonas sobria teshisi yapildi. Boylece korunmus gen bolgelerinin giivenilirligini

arttird1.

PZR tekniginin saf ya da karisik kiiltiirlerde bulunan az sayidaki mikroorganizmalarin
bir giin gibi kisa siirede identifiye edilmesinden sebep kiiltiir ve serolojik testlere gore daha
avantajli oldugu ifade edilmistir (Lin ve Tsen, 1996). PZR amplifikasyonunda taniy1 kolay
hale getirmektedir. Bu aragtirmada da bakterilerin yanlis pozitif reaksiyon vermesi
Aeromonas sobria nin tiir spesifik F (5’-TAA AGG GAA ATA ATG ACG GCG-3’) ve R
(5>-GGC TGT AGG TAT CGG TTT TCG-3’) iki farkli primer ¢iftinin kullanildi. Bu
calisma sonucunda elde edilen 6rneklerdeki hastalik etkeninin Aeromonas sobria oldugu,

orneklerin pozitif bant olusturmasiyla ispatlandi.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢alismada, yurdumuzda ve diinyanin bir¢ok iilkesinde gokkusag
alabaliklarinda hastalik olusturan ve biiylik ekonomik kayiplara yol agan, Kizil Agiz
Hastalig1, Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout
Fry Syndrome -RTFS), Vibriozis, Laktokokkozis, Motil Aeromonas Septisemi (MAS) nin
etkenlerinden Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum
Lactococcus garviae ve Aeromonas sobria’nin klasik kiiltiir yontemi ile izolasyonu ve
identifikasyonu yapildi. Ayrica Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) yontemi ile
bu etkenlerin 71 farkli karbon kaynagmnin kullanimi ve 23 kimyasala karsi hassasiyet
(engelleyici kimyasallara dayaniklilik) testinden olusan 94 fenotipik test yoniinden analiz
edildi. Bakteriyel hastaliklarin teshisinde hizli sonug¢ veren molekiiler bir teknik olan PCR
(Polymerase Chain Reaction) kullanilarak, molekiiler olarak Yersinia ruckeri,
Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas
sobria’nin identifikasyonu gerceklestirildi. Insanlarda klinik tam laboratuvarlarinda
bakteriyel izolatlarin identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir teknik olan 16S rRNA gen
sekansina dayali analiz yontemi Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas sobria’nin tanimlanmasmda kullanilda.
Boylece kiiltiirden tiretilmis Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio
anguillarum Lactococcus garviae ve Aeromonas sobria’nin PZR teknigi ile tanisi kisa bir
stirede yapilmas1 sonucu, zamaninda uygulanacak tedavi ile balik¢ilik isletmelerinde biiyiik

ekonomik kayiplarin oniine gecilecektir.

Hastaliktan siipheli baliklarin morfolojik 6zelliklerine bakilarak kesin ve dogru
teshisi miimkiin degildir. Bu nedenle klasik kulttr yontem, Biolog Sistemi (The biolog
GENIII micro plate), PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizleri yapilmasi

gerekmektedir.

Kiiltiir baliklar yetistiriciliginde baliklarin birbirleriyle yakin temasta bulunmalari,
sularin ¢abuk kirlenmesi ve su kalitesinin (fiziksel, kimyasal, ve mikrobiyolojik
parametrelerinin) optimal degerlerin disina ¢ikmasi gibi nedenlerle baliklar arasinda Kizil
Ag1z Hastaligi, Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul hastali§i, Rainbow
Trout Fry Syndrome -RTFS), Vibriozis, Laktokokkozis, Motil Aeromonas Septisemi
(MAS) enfeksiyonlar1 kolayca ortaya c¢ikmakta, yayilmaktadir. Bu nedenle zamaninda

gerekli koruyucu 6nlemler alinmali ve degisen yasam kosullar1 diizeltilmelidir.
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Baliklarda Stres immune (bagisiklik) sisteminin devre disi kalmasina ve baligin
Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae
ve Aeromonas sobria’ya karsi korumasiz hale gelmesine neden olmaktadir. Bu sebepten
dolay1 baliklar1 stresten uzak tutabilmek i¢in kiiltiir kosullarinin (sicaklik, 151k, oksijen, stok
yogunlugu vb) optimum olarak saglanmasi, su kalitesinin yiiksek tutulmasi, uygun yemlerin
kullanilmasi, gereksiz ila¢ ve kimyasal kullaniminin terk edilmesi ve giiriiltiiniin minimuma

indirilmesi gibi kosullara azami bir sekilde 6zen gosterilmelidir.

Kizil Agiz Hastaligi, Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul
hastaligi, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS), Vibriozis, Laktokokkozis, Motil
Aeromonas Septisemi (MAS) enfeksiyonlar1 ile miicadelede antibiyotiklerin kullanimi
oldukca yaygin kullanilan bir yontemdir. Antibiyotikler zamanla suda kirlilige balikta da
kalintilara ve antibiyotiklere direncgli mikroorganizmalarin gelismesine, sucul ¢evreye ve
insan sagligina zararli sonuglar ortaya cikarmasi nedeniyle baliklarda kullanimi tercih

edilmemelidir.

Hastaliklardan korunmada en gegerli yol, basladiktan sonra durdurmak yerine,
baslamamasi i¢in 6nlem almaktir. Bu nedenle salgin balik hastaliklar1 ile miicadelede de en

etkin yontem as1 kullanmaktir.

Diyarbakir ilinde bulunda gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinde Yersinia
ruckeri, Flavobacterium psychrophilum, Vibrio anguillarum Lactococcus garviae ve
Aeromonas sobria’a tespit edildi. Bolgede porsiyonluk balik aligverisi oldugundan dolay1
bulunan tim tesislere Kizil Agiz Hastaligi, Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi,
Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS), Vibriozis, Laktokokkozis, Motil
Aeromonas Septisemi (MAS) bulasma riski de vardir. Bu nedenle, isletmeler sterilizasyona

gerekli 6nemi vermeli mutlaka karantina havuzlar1 kullanmalidir.

Isletmeler, koruyucu olarak ve baliklarin bagisiklik sistemini artirmast icin 6zellikle
ilkbahar donemlerinde yemlere katilmak iizere Vitamin C ve Vitamin E kullanimi

konusunda bilin¢lendirilmelidir.

Calisma sonucunda hastaligin bolgede ekonomik anlamda biylk zararlar meydana
getirmedigi goriildy. Ureticilerin hastahiklara karsi ilag uygulamalari konusunda tam ve
yeterli bilgiye sahip olmamalarinin yaninda bakteriyel patojenlerin zaman iginde
antibakteriyellere kars1 farkli duyarlilik diizeyleri gelistirdikleri goz 6niinde bulundurularak

tireticilerin bilingsiz ila¢ uygulamalarindan kaginmalar1 saglanmalidir. Balik hastalik ve
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zararlilarina kars1 kullanilan her tiirlii as1, ilag, hormon, dezenfektan ve kimyasallarin satisi
kontrol altina alinmali, bilgisiz ve yetkisiz kisilerin ¢iftliklerde satis yapmalar1
engellenmelidir. Hastalik etkeni ve suslari tam olarak tespit edilmeli, rastgele ilag

kullanmaktan kag¢inilmalidir.

Guliniimiiz kiltiir balik¢iliginda zorunlu manipulasyonlar, yogun stoklama, azalan
¢cOziinmiis oksijen miktari, suda biriken balik atiklar1 ve stres olusturacak tiim kosullardan

kagmilmalidir. Isletmelerdeki yetistirme sartlar1 uygun degil ise mutlaka diizeltilmelidir.

Balik isletmeleri, hastaliklardan korunmada en gegerli yol; hastalik bagladiktan sonra
ilaglarla durdurmak yerine, hastalik ¢tkmadan 6nce gerekli koruyucu dnlemler almaktir. Bu

nedenle salgin balik hastaliklar1 ile miicadelede de en etkin yontem as1 kullanmaktir.

Isletme sahipleri ve ¢alisanlari; kiiltiirel dnlemler, dezenfekten tedbirleri, hastalik
belirtileri, numune se¢gme, numune tasima, miracaat edecegi yerler hakkinda

bilgilendirilmeli ve egitilmelidir.

Isletmelerde; dnce kiiltiirel dnlemler alinmali, as1 uygulamalar1 yapilmali, hastalik
bulagmasini 6nleyecek dezenfekten tedbirleri alinmalidir. Bunlara ragmen hastalik goriilmiis
ise Once hastalik tam olarak tespit edilmeli, antibiyotik duyarlilik testi yapilmali ve hastali§a

karsi ilagh miicadele baslatilmalidir.
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