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ONSOZz

Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastali§i, Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout Fry
Syndrome -RTFS); Flavobacterium psychrophilum baliklarda neden oldugu, 6zellikle
balik¢ilik isletmelerinin kulugkahanelerinde su sicakliginin 10 °C’nin altma distigi
durumlarda meydana gelen, septisemik karakterli, akut seyirli, epidemik ve oldurict bir
infeksiyondur. Psikrofilozis, ilk defa ABD’nin bat1 Virginia eyaletinde 1941 ve daha sonra
1945 yillarinda goriilmiistiir. Son yillarda hastalik diinyada bir¢ok iilkede goriilmektedir.
Tiirkiye’de ilk olarak 1993 yilinda yavru gokkusagi alabaliklarinda saptanmis ve daha
sonraki yillarda farkli bolgelere yayilarak balik {iretim tesislerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmustur. Enfeksiyona neden olan Flavobacterium psychrophilum
bakterisinin fenotipik ve biyokimyasal ¢zellikleri ile genotipik karakterleri ve antibiyotik
duyarliliklar1 izole edilen cografik bolgelere gore degismektedir.

Arastirmada, Kahramanmaras ilin bulunan gokkusagi alabaligi isletmelerindeki
alabaliklarda ornekler alinarak kiiltiir yontemi ile spesifik 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 molekiiler tanimlama yapildi. Béylece Flavobacterium psychrophilum’un bélgedeki
yayginhigi, Kahramanmaras ilindeki dagilimi ve kaynaklar1 tespit edildi. Ayrica
Flavobacterium psychrophilum’a karsi uygulanacak antibiyogram ile hastaligmn yayilmasi
onlenerek, sektoriin verimliligi arttirilacaktir. Bu amagla “Kahramanmaras ilindeki
gokkusagi alabahg isletmelerinde Flavobacterium psychrophilum'un konveksiyonel
Kkiiltiir ve molekiiler yontemlerle tammmlanmasi” baslikli bilimsel arastirma projesi
Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi tarafindan proje numaras1 2021/1-13 M (YLS)
ile desteklenmistir. Destekleri i¢in Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Rektorliigii

Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine tesekkiir ederiz.

Projenin baslama tarihi 25.03.2021 ve bitis tarihi 22.02.2024 tiir.

Dog. Dr. Mikail OZCAN
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Kahramanmaras ilindeki gokkusag alabahig isletmelerinde Flavobacterium

psychrophilum'un konveksiyonel kiiltiir ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi
OZET

Bu calisma ile Kahramanmaras ilinde bulunan bulunan 68 ayr1 Gokkusag: alabaligi
(Oncorhynchus  mykiss) isletmesinde yavrularda Flavobacterium psychrophilum
bakterisinin belirlenip, fenotipik ve genotipik Ozelliklerinin arastirilmasi hedeflendi. Bu
amagla, Aralik 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri arasinda alabalik isletmelerinden 5

gramdan kictk yavru ve 5 gramdan blyUk yavru 6rnekleri alindi.

Flavobacterium pyschrophilum izolasyonu igin; Cytophaga Agar (CA), Cytophaga
Broth (CB), Modified Anacker ve Ordal agar (MAOA), Modified Anacker ve Ordal Broth
(MAOB), Tryptone Yeast Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Salt Broth (TYES-B),
Enriched Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum+ Agar (EAO+FBS+A), Enriched
Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Broth (EAO+FBS+ B), Tryptone Yeast Salt
Agar + Tobramycin (TYESA+ T) Tryptone Yeast Extract Fetal Bovine Serum (TYFBS)
agarlar kullanildi. Bu besiyerleri 15 °C’de 5-7 giin sireyle etlivde inkibe edildi.

Ureyen saf sar1 renkteki kolonilere biyokimyasal tanimlama testleri ayn1 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 sekans analizi yapildi

ve analiz sonucu NCBI’daki referans bakteriye gore yorumlandi.

Sonug olarak; 12 adet Flavobacterium psychrophilum susu fenotipik ve genetipik

ozelliklerine gére tanimlama yapildi.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss, Fenotipik,
genetipik, Flavobacterium psychrophilum, BIOLOG GEN I, PZR, Sekans



Identification by convectional culture and molecular methods of Flavobacterium

psychrophilum in rainbow trout farms in Kahramanmaras province

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the phenotypic and genotypic
characteristics of Flavobacterium psychrophilum bacteria in the fry of 68 different rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss) farms in Kahramanmaras province. For this purpose, fry
smaller than 5 grams, fry larger than 5 grams, water and feed samples were taken from
trout farms between December 2022 and July 2023.

For isolation of Flavobacterium pyschrophilum; Cytophaga Agar (CA), Cytophaga
Broth (CB), Modified Anacker and Ordal agar (MAOA), Modified Anacker and Ordal
Broth (MAOB), Tryptone Yeast Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Salt Broth (TYES-
B), Enriched Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Agar (EAO+FBS+A), Enriched
Anacker And Ordal + Fetal Bovine Serum + Broth (EAO+FBS+B), Tryptone Yeast Salt
Agar + Tobramycin (TYESA+T) Tryptone Yeast Extract Fetal Bovine Serum (TYFBS)

agars were used. These media were incubated in an oven at 15 °C for 5-7 days.

The pure yellow colonies were subjected to biochemical identification tests as well
as Biolog System (The biolog GENIII micro plate) and their phenotypic characteristics
were examined. Special primers were used to confirm the strains identified with Biolog
System by Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Subsequently, all of these strains
were molecularly confirmed. Sequence analysis of the strains confirmed by PCR was
performed and the result of the analysis was interpreted according to the reference bacteria
in NCBI.

As a result; 12 Flavobacterium psychrophilum strains were identified according to

their phenotypic and genetypic characteristics.

Key Words: Rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, Phenotypic, genetypic,
Flavobacterium psychrophilum, BIOLOG GEN Ill, PCR, Sequence

Xl



1. GIRIS

Giliniimiizde balik, besin ihtiyacimizin 6nemli bir kismmni karsilamaktadir. Bu
nedenle, tiim diinyada intensif kiiltiir balik¢iligina verilen 6nem giin gegtikge artmaktadir.
Ancak gelisen intensif kiltiir balik¢iligi uygulamalariyla birlikte balik hastaliklar1 da
gittikce sorun olmaya baglamistir (Anderson, 1974).

Su triinleri yetistiriciligi tim diinyada hizli bir gelisme gostermektedir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu’nun a¢ikladigi son rakamlara gore iilkemizde 2022 yilinda, 335.003 tonu
avcilikla, 514.805 tonu yetistiricilikle olmak {izere toplam 849.808 ton su {iriinleri tiretimi
yapilmistir. Kiltiir balig1 iiretiminin = %28’ igsularda; %72’s1 ise denizlerde
gergeklestirilmistir. Yetistirilen en onemli tiirler i¢sularda 145 bin 649 ton ile alabalik;

denizlerde ise 156 bin 602 ton levrek ile 152 bin 469 ton ¢ipura olmustur (TUIK, 2022).

Kahramanmaras ilinde, su iiriinleri agisindan onem arz eden ve debisi 1000
litre/sn’nin tizerinde olan toplam 20 civarinda akarsu varligi mevcuttur. Bunlarin toplam
uzunlugu 1034 km ve toplam debisi ise 60721 litre/sn dir. Bolgede 8 adet baraj golii ve 7
adet golet mevcut olup bunlarin olusturdugu toplam yiizey alan1 18317 hektardir (Alp ve
Buytkcapar, 2006).

Bélgede balik yetistiriciligi tek bir tir {izerine olup, gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) tiretimine dayanmaktadir. Kahramanmaras i¢ sularinda iki tiir
yetistiricilik yontemi olup, bunlardan birincisi kaynak yada akarsular iizerinde kurulan
beton havuzlarda alabalik yetistiriciligi ve ikincisi ise baraj géllerinde yapilan kafeslerde

alabalik yetistiriciligidir (Alp ve Biiyiik¢apar, 2006).

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
hastaligin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Baliklarin i¢inde yasadiklar1 ortamin (tuzlu,
aci, tath su) smirli olan besleyici, fiziksel, kimyasal, biyotik ve abiyotik optimal yasam
kosullarinin olumsuz yonde degismesi bunlarin kisa siire i¢inde diizelmemesi ve devam
etmesi, 0zellikle, bir ¢ok infeksiy6z hastaligmn ¢ikmasina neden olmaktadir (Arda ve ark.,
2005).

Kiiltiir balik¢iliginda bakteriyel kokenli balik hastaliklari, isletmelerde ekonomik
kayiplara neden olan etkenlerin en Onemlilerinden birini olusturmaktadir. Hastaligin
siddeti, baligin yasina ve tiirline gore degismektedir. Buna karsin baliklardaki bir¢ok

enfeksiyonun da tedavisi basarili bir sekilde gergeklestirilmektedir. Ancak ¢evre sartlarinin
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olumsuzlugu baliklarin hastaliktan korunmasmi ve kontrol Onlemlerinin alinmasini
zorlastirmakta, hatta imkansiz hale getirebilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Buckley ve
ark., 1998).

Tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de alabalik iiretimi yapilan isletmelerde
oldukca sik rastlanan baslica patojen bakteriyel etkenler (Aeromonas spp., Pseudomonas
spp., Flexibacter spp., Vibrio spp., Yersinia spp., Renibacterium spp., Streptococcus spp.,
gibi) rapor edilmekle birlikte son yillarda Gram pozitif koklarin sporadik ve endemik
olarak yayildigi ve bunlardan alt1 farkl tiiriin (Streptococcus parauberis, Streptococcus
difficile, Streptococcus iniae, Vagococcus salmoninarum, Lactococcus piscium ve
Lactococcus garvieae) balik hastaliklari ile iliskisi oldugu belirtilmistir (Kum ve ark.,
2004; Supriyadi ve Rukyani, 1992; Egidius, 1987; Larsen ve ark., 1988; Eldar ve ark.,
1999; Dalsgaard ve Madsen 2000; Roberts, 2001; Timur ve Timur, 2003; Timur ve Korun,
2004; Aydogan, 2005; Avci ve ark., 2010).

Flavobacterium psychrophilum A.B.D.’de ilk kez 1946’de Coho salmonlardan
(Oncorhynchus kisutch) izole edilmistir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Inglis ve ark., 1993;
Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Salmo salar, Anguilla anguilla, Cyprinus carpio,
Tinca tinca gibi bir ¢ok balik tiirlinden bu patojenin izole edildigi ve 6nemli ekonomik
kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Lehmann ve ark., 1991; Bernardet, 1997).
Japonya’da da 1987°den beri dogal sularda ve Plecaglossus altivelis iiretimi yapilan
isletmelerde Flavobacterium psychrophilum ciddi sorunlar olusturmustur (Wakabayashi ve
ark., 1994; Lido ve Mizokomi, 1996). Tiirkiye’de; gokkusagi alabaligi isletmelerinde yavru
alabaliklardan Flavobakterilerin izole edildigi bildirilmis (Balta, 1997; Korun ve Timur,
2001), hatta 0.5 — 1.0 g’lik alabaliklarda yiiksek mortaliteye (% 75) neden oldugu tespit
edilmistir (Balta, 1997). Ayrica 1-5 g’lik alabalik yavrularinda mortalite % 70 iken, 10-15
g’lik yavrularda % 10 oldugu belirlenmistir (Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve
Keroualt, 1989; Austin, 1992).

Psikrofiloz (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkiil hastaligi, Rainbow Trout Fry
Syndrome-RTFS);  Flavobacterium  psychrophilum’un neden oldugu, 6zellikle
kulugkahanelerde su sicakliginin 10°C’nin altma diistiigli durumlarda meydana gelen,
septisemik karakterli, akut seyirli, epidemik ve oldlricu bir enfeksiyondur. Bu nedenle
isletmeler i¢in ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Psikrofilozis, Tiirkiye’de ilk olarak
1993 yilinda yavru gokkusagi alabaliklarinda saptanmig ve daha sonraki yillarda farkli

cografik bolgelere yayilarak balik iiretim tesislerinde ciddi ekonomik kayiplara neden
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olmustur. Simdiye kadar iilkemizde bu hastalik subat-haziran aylarinda yaygin halde
goriilmiis, yavru alabaliklarin 6nemli bir bakteriyel hastaligi haline gelmistir (Bernardet ve
Keroualt, 1989; Austin, 1992; Lumsden ve ark., 1996; Diler ve ark., 2003; Ispir ve ark.,
2004; Arda ve ark., 2005).

Psikrofiloz etkeni olan Flavobacterium psychrophilum kiiltiirii yapilan salmonid
turlerden Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fortinalis, Salmo namaycush
(Shotts ve Starliper, 1999; Ekman, 2003; Nematollahi ve ark., 2003; Cipriano ve Holt,
2005) ile Anguilla anguilla, Cyprinus carpio, Tinca tinca gibi salmonid olmayan turlerden
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, o6zellikle kulugkahane sicakhiginin 10°C’nin altina distigi
durumlarda, yavru alabaliklarin dorsal ve kavdal ylizgec¢lerinde, viicut yilizeyinde cesitli
biiyiiklikklerde lezyonlar ile, deride kanama ve ekzoftalmus goriiliir. Ayrica, solungag ve
karacigerde solgunluk, karinda siskinlik, bagirsagin sar1 bir icerik ile kapli olmasi, dalak ve
karacigerde biiyiime meydana gelmesiyle karakterize olan bulasic1 ve dldiiriicii bakteriyel
bir 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 a¢tig1 gibi alabaliklarin deri, mukoza,
yiizgeg, solungag, operkulum, ovaryum sivis1 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 anag¢ baliklarin
yumurtalarina, buradan da yavru baliklara bulasabildigi bildirilmistir (Balta, 1997; Diler ve
ark., 2003). Cevresel faktorlerin (6zellikle su sicakliginin diismesi, kalitesi diisiik sular,
balik populasyonundaki artig, kotii bakim-besleme gibi) degismesiyle etkenin virulensi
artmakta ve enfeksiyona neden olmaktadir. Etken temas ve su yoluyla baliklar arasinda
hizli bir sekilde yayilarak bulagtigindan gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
isletmelerde asir1 Sliimlere ve sonucta isletmelerde onemli ekonomik kayiplara neden

olmaktadir (Cipriano ve Holt, 2005).

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasimin olmamasi ve bakteriyel bir
hastalik olmasi nedeniyle antibiyotik ile sagaltimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak kiiltiir

balik¢iliginda yaygin olarak goriilen bakteriyel hastaliklarin tam1 ve sagaltiminda etken
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izolasyonu ve identifikasyonu yapilmadan, bilingsiz ve yaygmn bir sekilde antibiyotik
kullanimi, direngli suslarin gelismesine neden olmakta ve sonugta hastaliklarin
sagaltiminda giicliiklerle karsilasilmaktadir (Faruk, 2000; Midtlyyng, 2002; Cipriano ve
Holt, 2005).

Alabalik isletmelerinde 6nemli ekonomik zararlara neden olan Flavobacterium

psychrophilum’un retilmesi zor ve fazla zaman almaktadir (Delen, 2007).

Flavobacterium psychrophilum’un fenotipik (organizmanin genotipinin dis

cevreyle beraber olusturdugu morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik 6zellikler) 6zelliklerinin

belirlenmesinde genellikle mikrobiyolojik testler kullanilmaktadir (Arda, 2000; Austin ve
Austin, 1987; Bernardet ve Kerouault, 1989; Bernardet ve ark., 1996).

Fenotipik yontem genetik 6zellikleri yansitir ve genellikle spesifiktir. Belli bir
fenotipik Ozellik patojen bir etkenden ender bulunuyorsa tek basina bu etkenin yayilma
yolu hakkinda fikir verebilir. Ancak her zaman goriilebilen fenotipik 6zelliklere sahip olan
etkenler s6z konusu ise alt tiplendirme yapilmalidir (Swaminathan ve Matar, 1993; Arda,

1995; 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
kaynagi kullanim deneylerine ve 23 kimyasal duyarlilik deneylerine dayanir. Biolog
Mikrobiyal tanimlama sistemi (Mikro Istasyon Kimligi Sistemi) ¢cok yonlii bir sistemdir.
Mikrobiyolojinin ¢ok genis bir alaninda ¢evresel ve patojenik organizmalarin
identifikasyonunda ve karakter 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilir (Singh ve ark.,

2011; Bochner, 1989a ve 1989b).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu-PZR (Polymerase Chain Reaction - PCR); kisa bir
stire i¢inde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak amaciyla hedeflenen niikleik
asit dizisinin (DNA) biyokimyasal olarak ¢ogalmasimi saglayan bir yontemdir (Saiki ve
ark., 1988; Mullis, 1990; Bej ve ark., 1991; Taylor, 1993). Bu yodntemde; hedef
organizmadan elde edilen DNA’nin bir pargasi ¢ogaltilarak tespit edilebilecek seviyeye
getirilmektedir. PZR, halen mevcut kultir tekniklerine gore 12-24 saat gibi kisa siirede
sonu¢ vermektedir. Bu teknik hastalik teshisinde dogrudan uygulamaya sahip oldugu gibi
ayni zamanda nedeni bilinmeyen hastaliklarda, epidemiyoloji sahasinda patojen etkenin
tanilanmasi ve mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda da kullanilmaktadir (Marx, 1988;

Coote, 1990; Quirke, 1992; Arda, 1995; Ari1, 1999).
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1980°1i yillardan beri 16S rRNA gen sekansi bakterilerin siniflandirilmasida ve
genotipik analizleri i¢in 6nemli bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. rRNA mutasyonlardan en
az etkilenen genetik materyaldir. 16S rRNA’nin birka¢ bolgesi tiim bakterilerde ¢ok iyi
korunmustur. Bu korunmus bdlgelerden secilen primerler tim bakterilerde 16S rRNA
amplifikasyonunu saglar ve bunlara {liniversal 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 proje ile, Kahramanmaras il’indeki Gokkusagi Alabaligi Isletmelerinde
baliklarda siklikla rastlanan Psikrofiloz (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkiil hastaligi,
Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS) hastaligina neden olan Flavobacterium
psychrophilum’un izolasyonu, biyokimyasal testler ve Biolog Systemi (The biolog GENIII
micro plate) ile fenotipik identifikasyon, PCR (Polymerase Chain Reaction) ve Sekans

analizi ile genotipik tanimlama yapildi.



2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Calisma alam

Bu c¢aligma Kahramanmarag ili Kilavuzlu Baraj Goli'nde 18 adet isletmeden
olusmaktadir. Bu c¢alismada kullanilacak alabalik 6rneklerinin toplandigi isletmelerin

bulundugu Kilavuzlu Baraj Golii’niin lokasyonu Sekil 2.1.’de gosterildi.

. -
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Sekil 2.1. Alabalik Orneklerinin toplandigi isletmelerinin bulundugu Kilavuzlu Baraj

Go6li’niin lokasyonu

2.1.2. Bahk materyali

Balik 6rnekleri Aralik 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri arasinda 68 farkl isletmeden
toplam 1.088 adet yavru Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) alindi.

2.1.3. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonunda kullanilan besiyerleri

Flavobacterium pyschrophilum izolasyonu i¢in Cytophaga Agar (CA), Cytophaga
Broth (Siv1 besiyeri) (CB), Modified (Modifiye) Anacker ve Ordal Agar (MAOA),
Modified Anacker ve Ordal Broth (MAOB), Tryptone (Tripton) Yeast Extract (Maya 6z()
Salt (Tuz) Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-B), Enriched

(Zenginlestirilmig) Anacker ve Ordal + Fetal Bovine (Sigir Fetlis) Serum + Agar



(EAO+FBS+A), Enriched Anacker

ve Ordal

+ Fetal Bovine Serum + Broth

(EAO+FBS+B), Tryptone Yeast Extract Salt Agar + Tobramycin (TYES-A+T) Tryptone
Yeast Extract Fetal Bovine Serum Agar (TYFBS-A) spesifik besiyerleri (Cizelge 2.1)
kullanild1 (Pacha, 1968; Daskalov ve ark., 1999; Austin ve Austin, 1999; Madetoja ve
Wiklund, 2002; Starliper ve ark., 2007; Kumagai ve ark., 2004; Toshio ve ark., 2006;
Stenholm ve ark., 2008; Holt ve ark., 1993; Holt, 1987; Vastos ve ark., 2003).

Cizelge 2.1. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu i¢in hazirlanan besiyerleri

CYTOPHAGA AGAR
Tryptone: 0,5 g

Yeast extract: 0,59
Beef extract: 0,2 ¢
Sodyum asetat: 0,2 g
Agar: 9 g

Distile su: 1000 ml

CYTOPHAGA BROTH
Tryptone: 0,5 ¢

Yeast extract: 0,59

Beef extract: 0,2 ¢
Sodyum asetat: 0,2 g
Distile su: 1000 ml

MODIFIED ANACKER VE ORDAL
AGAR (MAOA)

Tryptone: 0,59
Yeast extract: 0,5 g
Beef extract: 0,2 g
Sodyum asetat: 0,2 g
Agar: 10-12 g
Distile su: 1000 ml

MODIFIED ANACKER
BROHT (MAOB)

VE ORDAL

Tryptone: 0,5 g
Yeast extract: 0,5 g
Beef extract: 0,2 ¢
Sodyum asetat: 0,2 g
Distile su: 1000 ml

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT
AGAR (TYES-A)

Tryptone: 4 g

Yeast extract: 0,4 g
MgS04.7H20: 0,5 g
CaCl2.2H20: 0,5 ¢
Agar: 119

Distile su: 1000 ml

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT
BROTH (TYES-B)

Tryptone: 4 g

Yeast extract: 0,4 g
MgS04.7H20: 0,5 g
CaCl2.2H20: 0,5 ¢
Distile su: 1000 ml
pH: 7,2




pH: 7,2

ENRICHED ANACKER AND ORDAL +
FETAL BOVINE SERUM+ AGAR
(EAO+FBS AGAR)

Tryptone: 5 ¢

Yeast extract: 0,59

Beef extract: 0,5 g
MgS0O4.7H20: 0,59
Sodyum asetat: 0.2 ¢

Fetal Bovine Serum: 50 ml
Agar: 10 g

Distile su: 1000 ml

ENRICHED ANACKER AND ORDAL +
FETAL BOVINE SERUM (EAO+FBS
BROTH)

Tryptone: 5 g

Yeast extract: 0,59

Beef extract: 0,59
MgSQO4.7H20: 0,59
Sodyum asetat: 0,2 g

Fetal Bovine Serum: 50 ml

Distile su: 1000 ml

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT
AGAR+ TOBRAMYCIN (TYESA+ T)

Tryptone: 4 g

Yeast extract: 0,4 ¢
MgS04.7H20: 0,5 ¢
CaCl2.2H20: 0,59
Agar: 119
Tobramycin: 5 pg/ml

TRYPTONE YEAST EXTRACT
FETAL BOVINE SERUM (TYFBS)
AGAR

Tryptone: 0,5 g
Yeast Extract: 0,2 ¢
Agar: 20 g

FBS:50 ml

Distile su: 1000 ml

o pH: 7,2
Distile su: 1000 ml
pH: 7.2
2.1.4. Flavobacterium psychrophilum’un identifikasyonunda kullamilan
besiyerleri

2.1.4.1. Cytophaga Broth

Cytophaga broth (siv1 besiyeri) hazirlanmasinda; 0,5 g tripton, 0,5 g yeast extract,

0,2 g beef (sigir eti) extract, 0,2 g sodyum asetat ve 1000 ml distile su (pH 7,2-7,4)
kullanildi. Karigim hazirlandiktan sonra tiiplere 4’er ml aktarildi ve 121 °C’de 15 dakika
sureyle otoklavda sterilize edildi (Kusuda, 1982; Wiklund ve ark., 1994; Soltani ve ve ark.,
1995; Daskalov ve ark., 1999; Dalsgaard ve Madsen, 2000; Nematollahi ve ark., 2003;
Cipriano ve Holt, 2005).



2.1.4.2. Tryptone Yeast Extract Salts Broth (TYES-B)

Tryptone yeast extract salts sivi besiyerinin hazirlanmasinda; 4 g tryptone, 0,4 g
yeast extract, 0,5 g MgS04.7H20, 0,5 g CaCl>.2H,O ve 1000 ml distile su (pH 7.2)
kullanildi. Karisim igerisindeki maddeler eriyene kadar 45-50 °C’ye ayarli benmariye
(Calkalamal1 su banyosuna) birakildi. Kapali deney tiiplerine 5 ml miktarinda paylastirildi
ve 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Holt ve ark., 1993).

2.1.4.3. Nitrat Broth

Nitrat broth’un hazirlanmasinda; 3,0 g beef (et) ekstrakt, 5,0 g pepton, 1,0 g
potasyum nitrat ve 1000 ml distile su kullanildi. Karigim hazirlandiktan sonra igerisindeki
maddeler eriyene kadar 45-50 °C’ye ayarli benmariye birakildi. Kapali deney tiiplerine
5’er ml aktarildi ve 121 °C’de 15 dakika slreyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan,
1995).

2.1.4.4. Oksidasyon- Fermentasyon Besiyeri (O/F)

Karigimdan 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 streyle
otoklavda sterilize edildi (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. Metil Kirmizis1 - Voges Proskauer (MR-VP)

Metil Kirmizis1 - Voges Proskauer (MR-VP) karigimindan 17 g tartilarak 1000 ml
distile su ilave edilerek eriyene kadar 45-50 °C’ye ayarli benmariye birakildi. Tiiplere bu

karigimdan 4’er ml aktarildiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize

edildi (Arda, 2000).
2.1.4.7. Kongo Kirmizis1 (Galaktozamin Glikan)

Hazirlanacak Cytophaga agar besiyeri icersine % 0,003 kongo kirmizisi ilave
edildi. Karigim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi
ve 45-50 °C’ye ayarli benmaride sogutuldu. Daha sonra steril petri kaplarma dokiilerek

hazirland1 (Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).



2.1.4.8. Simmons Sitrat Yatik Agar

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

2.1.4.9. Tryptic Soy Agar (TSA)

Tryptic Soy Agar karisimmdan 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 kaplarmna dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.4.10. Tryptic Soy Broth (TSB)

Tryptic Soy Broth karigimmdan 30 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).

2.1.4.11. Plate Count Agar (PCA)

Plate Count Agar karisimindan 22,5 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 hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.4.12. Mueller-Hinton Agar (MHA)

Mueller-Hinton Agar karisimmdan 34 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).

2.1.4.13. Kanh Agar

Kanli 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. Yaklagik 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra % 5 steril defibrine koyun kani
eklendi ve steril petri kaplarma dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

2.1.4.14. MacConkey Agar (MCA)

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

2.1.4.15. NaCl iceren TYES

Hazirlanan TYES agar besiyeri igersine sirasiyla % 0, % 0,5, % 1,5 ve % 3 NaCl
ilave edilerek eriyene kadar benmaride bekletildi. Daha sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle
otoklavda sterilize edildi ve steril petri kaplarma dokiilerek hazirlandi (Bilgehan, 1995;
Lorenzen ve ark., 1997; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005).

2.1.4.16. Triple Sugar Iron Agar (TSIA)

Hazir TSIA besiyerinde yeteri miktarda tartilip distile su ile sulandirildi ve Eriyene
kadar su banyosunda bekletildi. Kapakli deney tiiplerine 5 ml miktarinda paylastirildi ve
121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Cowan, 1974; Arda, 2000).

2.1.4.17. 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).

2.1.4.18. Eskulin 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
tplerine 5 ml miktarinda paylastirildi ve 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize
edildi (Arda, 2000).

2.1.4.19. 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).

2.1.4.20. 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 siireyle
otoklavda sterilize edildi (URL-1).
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2.1.4.21. Kazein hidrolizi

TYES agara % 2 siit tozu ilave edilerek hazirland1.
2.1.4.22. Tween 20 ve 80 Hidrolizi

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

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

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

hazir olarak alindi ve kullanildi.
2.1.5. Kimyasallar ve Ayiraclar
2.1.5.1. % 20 Potasyum Hidroksit
Potasyum Hidroksit (KOH) 20 g,
Distile su 100 ml ilave edilerek hazirlanir.
2.1.5.2. Hidrojen Peroksit (% 3’liik)
H202 3 ml,
Distile su 100 ml ilave edilerek hazirlanir.
2.1.5.3. Gram Boyama Ayiraclarn
a) Kristal viole erigi
b) Lugol erigi
c) % 96’lik etil alkol
d) Sulu fuksin erigi
2.1.5.4. Kovaks Indol Ayirac
[soamylalkol 15 ml,
p-dimethylaminobenzaldehit 1 g,
konsantre HCI 5 ml,

p-dimethylaminobenzaldehit isoamylalkol icinde 50-55 °C’lik su banyosunda
eritildi ve sogutuldu. Asit ilave edildi (Cowan, 1974).
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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 icin % 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 tamamlandi.

Stok lugol solusyonu 1 ml,

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 kirmizisi etil alkolde eritildikten sonra iizerine distile

su eklendi (Bilgehan, 1995).
2.1.5.9. Fenol Kirmizis1 Ayiraci (% 0,2’lik)

Bir havanda 0,2 g fenol kirmizisi tizerine 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 sulfanilik asit,

100 ml N asetik asit ilave edilerek hazirland.
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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 (NH4C20.)

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

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

Bir behere 1 litre saf su konularak kaynatildi. Daha sonra 0,395 g KMnO4 ilave
edilerek, iyice karistirildi ve ¢oziindiiriildii 15 dakika stireyle kaynatildi. Agz1 kapatilarak
sogumaya brrakildi. Sogumus ¢ozelti cam pamugundan siiziildii. Bu ¢6zelti bir balon

jojede kaynatilip sogutulmus su ile 1 litreye tamamlandi.
2.1.5.14. 1/3 Seyreltilmis Siilfirik Asit (H2SO.)
Bir hacim H2SO4 3 hacim safsu eklenerek hazirland.
2.1.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) isleminde Kullanilan Ayiraclar
2.1.6.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullamilan Ayiraglar
2.1.6.1.1. Proteinase K Soltsyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO)
Mililitresinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi.
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/I

Chloroform 480 ml/I
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Isoamyl alcohol 20 ml/I
pH (20 °C) 7,6-8,0
Bu karisimdan her bir 6rnek i¢in 600 pl miktarinda kullanild1.

2.1.6.1.4. Natriumacetat Kristalle

DNA’nin presipitasyonu amaci ile siispansiyona 0,1 voliim (3M) miktarinda ilave
edildi.
2.1.6.1.5. Absolute Ethanol

DNA’nin belirli ekstraksiyon agamalarinda kullanilmak tzere % 95, % 90 ve % 70

oranlarinda hazirland.
2.1.6.2. DNA izolasyon kit kimyasallari

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 olusmaktadir.

Tissue & Bacterial
DNA Purification Kit
cat. no£3ss1
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Sekil 2.2. DNA izolasyon Kiti Sekil 2.3. Lyse BG buffer  Sekil 2.4. Lysozyme (BL)
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' 2 mL at 5 pg/vb
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Sekil 2.5. RNase A

Sekil 2.6. Proteinase K Sekil2.7.Sol T
buffer

Sekil 2.8. Wash TX1

Sekil 2.9. Wash TX2

2.1.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizinde Kullanilan Ayiraclar

2.1.6.3.1. 10x PZR Buffer (MBI Fermentas)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25 °C),

200 mM (NH4)2SOs,
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% 0,1 Tween 20,

Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanilda.
2.1.6.3.2. MgCl, (MBI Fermentas)

MgCl (25 mM), her PZR numunesi i¢in 5 pl miktarinda kullanild.
2.1.6.3.3. dNTP 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 tim primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
firmasindan temin edildi (Cizelge 2.2). Primerler her PZR numunesi igin ortalama 25-50

pmol olacak sekilde sulandirildi.

Cizelge 2.2. Calismada kullanilan primerler

Bakteri tiru Primerler

Flavobacterium PSY1 190-206 (GTT GGC ATC AAC ACACT)
PSY2 1278-1262 (CGATCC TAC TTG CGT AG)

Flavobacterium psychrophilum GYRA-FP1F (5’-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3’)
GYRA-FPIR (5’-CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3’)

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,
EDTA 4,6 g,

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

ayarlandi. Elektroforez soliisyonu olarak 1/5 oraninda sulandirilarak kullanildi.
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2.1.7.2. Agarose LE, (Promega, Madison)

PZR iirtinlerinin g6zlenmesi i¢in hazirlanan agaroz jeli 1x TBE ile % 1,5 oraninda

hazirlandi.
2.1.7.3.100 bp DNA Ladder (50png/100ul; MBI Fermentas)

DNA Ladder 1/6 oraninda sulandirildi ve agaroz jel kuyucuguna 5 ul yiiklendi.
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 friini icin 5 pl
kullanildi.

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

2.1.8. Antibiyotik Duyarhhk Testleri

Calisma kapsaminda kullanilan antibiyotik tani disklerinin isimleri ve miktarlar

asagidaki cizelge 2.3’de verildi.

Cizelge 2.3 Antibiyotik disklerin isimleri, miktarlar1 ve standart zon g¢aplari (Anonim,

2000; Anonim, 2001)

Antibakteriyel ilaglar ~ve disk Direngli < Orta derece Duyarli >
icerikleri (ug /U) mm (R) duyarli mm (I) mm (S)
Gentamisin (CN) (10 pg) 12 13-14 15
Amoxicillin (AX) (25 pg) 8 9-10 11
ér(r)u;l;s)isilin/Klavulanik asit (AMC) 14 1519 20
Amikasin (AK) (30 pug) 14 15-16 17
Ampisilin (AMP) (10 pg) 13 14-16 17
Kloramfenikol (C)(30 ug) 12 13-17 18
Ceftriaxone (CAZ) (30 ug) 2 3 4
Cefazolin (C2)(30 pg) 14 15-17 18
Cefoperazone (CEP)(75 ug) 15 16-20 21
Imipenem (IiPM) (10 units) 13 14-15 16
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Eritromisin (E) (15 ug) 13 14-22 23

Enoxacin (EN) (10 pg) 14 15-17 18
Clarithromycin (CLR) (15 pg) 13 14-17 18
Ciprofloxacin (CIP) (5 pug) 15 16-20 21
Nitrofurantoin (F/M) (300 pg) 14 15-16 17
Stlphamethoxazole (SMZ) (100 pg) 10 11-15 16
Penisilin (P) (10 Unite) 14 - 15
Oksitetrasiklin (OT) (30 ug) 14 15-18 19
Piperacillin (PIL) (100 ug) 17 18-20 21
Furazolidone (FP) (100 ug) 10 11-12 13
Bacitracin (B) (30 ug) 8 9-12 13
Optochin (OP) (30 pg) 5 6-14 15
Bactrim (BC) (1,25ug+23,7 Q) 19 20-28 29
Enrofloksasin (ENR) (5 pg) 15 16-20 21
Florfenikol (FFC) (30 pg) 14 15-18 19
Streptomisin (S) (10 pg) 11 12-14 15
Neomisin (N) (30 ug) 12 13-16 17
Klindamisin (CC) (2 pg) 15 16-18 19
Ofloksasin (OFX) (5 pg) 12 13-15 16
Vankomisin (VA) (30 pg) 14 15-16 17
Tobramisin (NN) (10 pg) 12 13-14 15
Cefoxitin (FOX) (30ug) 14 15-17 18
Nalidixic Acid (NA) (3 Oug) 13 14-18 19
Netilmicin (NET) (30 pg) 12 13-14 15
Aztreonam (ATM) (30 pg) 15 16-21 22
Linkomisin (LC) (10 pg) 9 10-11 12
Trimetoprim (TMP) (5pg) 20 21-28 29

2.1.9. Referans Kultir

Isletmelerden izole edilen Flavobacterium psychrophilum siipheli izolatlarin

fenotipik Ozelliklerinin belirlenmesi; Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tekniginin
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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.

2.1.10. Kullamlan Diger Malzemeler

Yavru Uretimi yapan 68 farkl isletmede Besin keseli yavru ve yavrularm kulugka
dolabinda, kulugka teknesinde ve havuzlardan alinmasi i¢in 10—40 cm yaricapl kepgeler;
yavrularin taginmasmda kullanilan 10-20 litre’lik plastik posetlerden yararlanildi. Besin
keseli yavru ve 5 g’dan kiigiik yavrularin ezilmesi i¢in kullanilan steril 6rnek poseti ve
Stomacher homojenizatdrden (Bagmixer) (Sekil 2.10) faydalanildi.

Sekil 2.10. Stomacher homojenizator

Otopsi isleminde kullanilan malzemeler; eldiven, biylk ve kiicik diz diseksiyon

makaslari, bistiiri, pensler, biiyiite¢ olugsmaktadir.

Laboratuvarda; spor, bek alevi, 6ze degisik ebatlarda petri kutulari, pipet, beher
glass, balon, meziir, lam ve lamel, piset, spin kolon tipi (Sekil 2.11), zirkonyum
boncuklari, gibi cam metal ve plastik malzemelerden yararlanildi. PZR sikluslar1 igin

gerekli sicaklik ve zamanin programlanabildigi 1sitma bloklarina sahip DNA Thermocycler
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(termal cevirici-PZR- cihazi) (Thermo scientific) (Sekil 2.12), agaroz jel hazirlamada
kullanilan mikrodalga firm (Argelik MD574) (Sekil 2.13) elektroforez ve giic kaynagi
(Thermo scientific) (Sekil 2.14), ultraviyole transilliminator (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
(Nive OTO12) (Sekil 2.19), Laminer flow kabin (Nive 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), Buzdolabi (Vestel) Kuru Hava Sterilizatérii (Binder FD 115),
Hassa terazi (Shinko Denshi HJ-1200CE), Distile su cihaz1 (NUve-NS 108), Vortex cihazi
(Dragon LAB MX F), Isiticith Manyetik Karistiricr (SCI FINETECH), Mcfarland
Densitometre (DEN 1 MOD BS101040), Bakteri koloni sayim makinasi (JK-CC 90407)
Elektrikli pipet (JOANLAB), Masa Tipi pH Metre (WTW 3210 SET) ve Otomatik
mikropipet seti (Thermo Scientific) kulanildi.

Sekil 2.11. Spin kolon tlpu Sekil 2.12. Thermocycler (PZR cihaz1)
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Sekil 2.14. Elektroforez ve gii¢c kaynagi

Sekil 2.15. Ultraviyole transilliminator Sekil 2.16. Dijital bakteriyolojik su banyosu
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Sekil 2.17. -26 derin dondurucu

Sekil 2.19. Otoklav
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Sekil 2.18. Sogutmal1 etiiv

Sekil 2.20. Laminer flow kabin
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Sekil 2.21. Ultralow temperature-86 freezer  Sekil 2.22. Sogutmali santrifiij

Sekil 2.23. Otomatik buz makinast Sekil 2.24. Spekrofotometre
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Sekil 2.25. Trinokuler biyolojik laboratuvar Sekil 2.26. Eppendorf Santrifilj

arastirma mikroskobu

2.2. Metot
2.2.1. Baliklarin toplanmasi ve tasinmasi

Kahramanmaras ilinde bulunan 68 adet Gokkusagi alabaligi isletmelerine 30
glnluk periyotlar halinde 8 ay boyunca devami gidildi. Her gidiste isletmelerdeki baliklar
hastaliklar yoniinden canli muayeneleri yapild1. isletme sahibinden gerekli hastalik bilgileri
(anamnez) alindi. Hastalik belirtisi olan baliklar 6rnekleme i¢in segildi ve baliklar
havuzlardan kepge yardimiyla alindi. Isletmelerden alinan hastalik siiphesi olan baliklar
icerisinde hava bulunan balik tasima posetleriyle canli olarak Kahramanmaras Siitcii Imam

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarma getirildi.
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2.2.2. Baliklarda otopsi

Hastalik siiphesiyle labaratuvara getirilen baliklar dis muayeneden gegirildi.
Baliklarm 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 yapildi.

2.2.3. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu

Alabalik isletmelerinden Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu igin;
alabalikta direkt alinan 5 gramdan kiigiik yavru 6rneklerinden elde edilen homojenizatlar
1/10’1uk 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. Ayni diliisyonlardan 0,5 ml alinarak CB, TYES-
B, MAOB, EAO+FBS+B, TYES + TOBRAMYCIN+ BROTH ‘a ilave edildi. Bes
gramdan biiylik yavrularin da aseptik kosullar altinda abdominal ensizyon yapilarak
karaciger, dalak, bobrek ve bagirsaklarindan ayni besiyerlerine ekimler yapildi. Yem ve su
orneklerinden de yine ayni kat1 ve sivi besiyerlerine ekimler yapildi. Biitlin ekim yapilan
besiyerleri 15 °C’de 5-7 giin siireyle sogutmali etiivde inkiibasyona birakildi (Pacha, 1968;
Daskalov ve ark., 1999; Austin ve Austin, 1999; Madetoja ve Wiklund, 2002; Starliper ve
ark., 2007; Kumagai ve ark., 2004; Toshio ve ark., 2006; Holt ve ark., 1993; Vastos ve
ark., 2003).

2.2.4. Flavobacterium psychrophilum’un KUltUr ile identifikasyonu

CA, TYES-A, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + TOBRAMY CIN+A besiyerlerinde
ireyen sari renkteki kolonilerden alt kiiltiir elde etmek i¢in TYES-A ve EAO+FBS+A
besiyerlerine ekimler yapildi. Bu kolonilerden gram boyanma yapilarak etkenin boyama
ozelligi ve kiiltiirtin saflig1 kontrol edildi. Gram negatif ve ¢comak sekilli baktarilerden
oncelikle katalaz ve fleksirubin pigment testleri yapildi. Bu testlerden katalaz yar1 pozitif
ve fleksirubin pigment oranj (portakal renginde) renk gosteren bakterilere; sitokrom
oksidaz, metil red (MR), voges proskauer (VP), oksidasyon-fermentasyon (O/F), nitrat,
kongo kirmuzisi, sitrat, indol, ortho-nitrophenyl-beta-d-galactosidase = (ONPG),
dekarboksilase (OD), (reaz, hidrojen silfir (H.S) testleri ile karbonhidratlarin

fermentasyonu, jelatin, hemoliz, nisasta, eskiiliin, kazein, tween 20 ve tween 80 hidrolizi
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gibi biyokimyasal testleri uygulandi ve hareket muayenesi yapildi (Bilgehan 1995;

Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).
2.2.4.1. Gram boyama

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyeri Uzerinde iireyen sar1 renkteki herbir koloniden
preparatlar hazirlanarak gram boyama yapildi ve mikroskop altinda bakterilerin gram

boyama 6zelliklerine bakild1 (Cowan, 1974; Bilgehan, 1995).
2.2.4.2. Katalaz testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak, temiz bir
lamm iizerine konuldu. Uzerine 1-2 damla % 30’luk hidrojen peroksit (H20,) damlatilip
bir svap cubugu ile karistirildi. Lam {izerinde oksijen acia ¢ikisma bagli olarak gaz
olusturan bakterilerin katalaz testi pozitif olarak degerlendirildi. Katalaz negatif

bakterilerde ise herhangi bir gaz olusumu gozlenmedi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).
2.2.4.3. 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 bakild.
Turuncu-kahverengi renk olusumu, fleksirubin pigment iiretiminin pozitif oldugunu

gosterdi (Lorenzen, 1994; Lorenzen ve ark., 1997).
2.2.4.4. Oksidaz (Sitokrom Oksidaz) testi

Seritler halinde kesilmis steril kurutma kagid1 iizerine oksidaz ayiraci damlatilarak
emdirildi. Steril bir 6ze yardimiyla TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinden alinan
stipheli Flavobacterium psychrophilum kolonileri bu serit iizerine siiriildii. Bir dakika
icinde mor renk gorulmesi halinde oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Cowan, 1974;
Bilgehan, 1995).

2.2.4.5. Kongo kirmizis1 (Galaktozamin Glikan) testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda almarak, icerisinde
% 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).

27



2.2.4.6. Indol testi ve hareket muayenesi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerdenn steril igne uglu bir 6ze yardimiyla bolca almip Siilfiir-indole-
Motility (SIM) besiyerine ekim yapilarak, 15 °C’de 5—7 gun sireyle inkibe edildi. Bu
kiiltiir {izerine 0.5 ml’lik kovacs ayiraci ilave edildi. Iki dakika igerisinde besiyeri iizerinde
olusan kirmizi halka pozitif, sarimsi1 halka ise negatif indol reaksiyonu olarak
degerlendirildi. Ayrica besiyerinde batirma hatt1 boyunca sinirli bir tireme olusursa hareket
negatif, besiyerinde homojen bir bulaniklik meydana gelirse hareket pozitif olarak

degerlendirildi.
2.2.4.7. Metil red (MR) - Voges proskauer (VP) testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde ireyen 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 alinarak iizerine 4-5 damla metil red soliisyonundan damlatild:.
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 c¢ozeltisinden 1 ml ilave edilerek 2-5 dakika igerisinde pembe renk olusumu Voges
Proskauer (VP) testi pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).

2.2.4.8. Nitrat reduksiyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip 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).
2.2.4.9. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinarak, 2
tlipte bulunan Hugh ve Leifson besiyerine dik bir sekilde ekim yapildi. Tiiplerden birisine
Iem kalinlikta olacak bigciminde sivi steril parafin ilave edildi. Diger tiipe ise herhangi bir
islem uygulanmadi. Tiiplerin agz1 iyice kapatilarak 15 “C’de 5-7 glin sureyle inkube edildi.

Parafinli tiipte sar1 renk olusumu fermentasyon pozitif, parafinsiz tiipte sar1 renk olusumu
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ise oksidasyon pozitif, her iki tiipte de sar1 renk olusmasi oksidasyon/fermentasyon pozitif

olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).
2.2.4.10. Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase (ONPG) testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda almarak, ONPG
broth’a ekildikten sonra 15 °C’de 5-7 giin siireyle inkubasyona birakildi. Bu kulturler
santrifuje edilerek tist kisim atildi. Bakteri tortusuna 0.25 ml fizyolojik su ilave edilerek
homojen bir siispansiyon hazirlandi. Buna bir damla toluene konularak iyice calkaland:.
Tip 15 °C de 5-10 dakika benmariye birakildi. Sonra, buna 0.25 ml ONPG solusyonu
katild1 ve tekrar benmaride 20 dakika siireyle bekletildi. Tiiplerde sar1 rengin meydana

gelmesi ONPG pozitif ve renksiz olmasi da negatif olarak degerlendirildi (Arda, 2000).
2.2.4.11. Dekarboksilase testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde (reyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda almarak, Miller
besiyerine ekilerek 15 °C‘de 5-7 gln sureyle inklbe edildi. Kultirler her giin muayene
edildi. Besiyeri, mor bir renk almasi pozitif, sar1 renk olusmasi ise negatif olarak

degerlendirildi (Arda, 2000).
2.2.4.12. Jelatin hidrolizasyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kultirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, % 4 jelatin
iceren TYES besiyerine ekim yapilarak 15 “C’de 5-7 gln sireyle inkibe edildi. Bu
besiyerinde ureyen kolonilerin Gzerine amonyum sulfat ¢dzeltisi dokuldi. Jelatini hidrolize
eden kolonilerin etrafinda acik-seffatf bir zon olusumu, pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Bilgehan, 1995; ince 2010).
2.2.4.13. Simmons sitrat testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla bol miktarda almarak,
Simmons sitrat besiyeri bulunan tuplere dik olarak ekildi. Bu tipler 15 °C’de 5-7 giin
stireyle inkiibe edildi. Besiyerinde orijinal yesil renginin muhafaza edilmesi negatif, ekim
hatt1 boyunca iireme ile birlikte koyu mavi rengin meydana gelmesi ise pozitif reaksiyon
olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
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2.2.4.14. Ureaz testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril igne uclu bir 6ze yardimiyla bol miktarda almip, Ure
besiyeri bulunan tlplere ekilerek 15 “C’de 5-7 giin streyle inklbe edildi. Besiyeri renginin
kirmiz1 renk almasi pozitif, renk degisimi olmamasi yani sar1 renkte olmasi negatif olarak

ise degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
2.2.4.15. Hidrojen sulfir (H2S ) olusumu

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinip,
TSIA besiyeri bulunan tiplere ekilerek 15 °C’de 5-7 gun sureyle inkiibe edildi. Bu
besiyerinin ylizeyinden baslayip dibe dogru ilerleyen siyah renk olusumu H»S pozitif, siyah

rengin olusmamasi ise negatif olarak degerlendirildi.
2.2.4.16. Glukoz ve laktoz testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kdltlrlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinip,
TSIA besiyeri bulunan tuplere ekilerek 15 °C’de 5-7 gun sureyle inkibe edildi. Bu
besiyerinin dip kisminin renginin sartya donlismesi glikoz pozitif, rengini kirmizi olmasi
ise negatif; besiyerinin yatik kismmin renginin sartya doniismesi laktoz pozitif, kirmizi

rengin varlig1 ise negatif olarak degerlendirildi.
2.2.4.17. Hemoliz testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde ireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kulttrlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, igerisinde % 5
koyun kant bulunan TYES agara ekim yapilarak 15 “C’de 57 gun slreyle inkibe edildi.

Besiyerinde iireyen kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon beta hemoliz, yesil zon ise alfa

hemoliz olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
2.2.4.18. Nisasta hidrolizasyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, nisastali agara
ekim yapilarak 15 °C’de 5-7 gun sureyle inkube edildi. Besiyeri Uzerinde (reyen

kolonilere 1/5’lik lugol solusyonundan bir damla damlatildi ve 5 dakika sonra bu soliisyon
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dokiildii. Koloni etrafinda seffaf zon olusumu pozitif, koloni etrafinda zon olusmamasi ise

negatif olarak degerlendirildi (URL-1).
2.2.4.19. Eskulin hidrolizasyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, eskiilin broth’a
ekim yapilarak 15 °C’de 5-7 gun sireyle inkube edildi. Besiyerinin rengi siyah veya
kahverengine doniismiis ise eskiilin pozitif, renkte degisme olmamis ise eskiilin negatif

olarak degerlendirildi (Cowan, 1974).
2.2.4.20. Kazein hidrolizasyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, igerisinde % 10
st tozu bulunan TYES-A besiyerine ekilerek 15 °C’de 5-7 gin slreyle inkube edildi.
Ureyen kolonilerin etrafinda agik renk olusursa kazeinin hidrolizi pozitif, kolonilerin
etrafinda hafif opaklagsma goriiliirse kazein hidrolizi testi negatif olarak degerlendirildi

(Pacha, 1968; Arda, 2000).
2.2.4.21. Tween 20 ve tween 80 hidrolizasyon testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, igerisinde % 1
tween 20 ve % 1 tween 80 bulunan TYES-A besiyerlerine ekim yapilarak 15 °C’de 5-7
gun sureyle inkube edildi. Besiyerinde tremelerin gortlmesi Tween 20 ve Tween 80

hidrolizi testinin pozitif oldugunu gosterdi.
2.2.4.22. Karbonhidrat fermantasyon testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kulttrlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, i¢erisinde farkl
karbonhidratlar (arabinoz, mannitol, rafinoz, ramnoz, salisin, sorbitol, sakkaroz, trehaloz,
ksiloz) ve asitlik indikatorii bulunan besiyerlerine ekim yapilarak 15 °C’de 57 gin streyle

inkube edildi. Pembe rengin kirmiziya dondstiigii tiipler pozitif olarak degerlendirildi
(Austin ve Austin 1987; Bilgehan, 1995) .

2.2.4.23. Cesitli sicakhklarda (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 °C) ureme

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen silipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, TYES-A ve
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TYES-B besiyerlerine ekimler yapildi ve 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37 °C’lerde 5-7 giin

slireyle inkiibe edildi. Besiyerlerinde tiremenin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi.
2.2.4.24. Cesitli tuzluluk oranlarinda (% 0.0, 0.5, 1.0, 2.0) Greme

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, i¢erisinde %
0.0, 0.5, 1.0, 2.0 NaCl bulunan TYES-A ve TYES-B besiyerlerine ekim yapilarak 15
°C’de 5-7 giin siireyle inkube edildi. Besiyerlerinde iiremenin varlhigi pozitif olarak

degerlendirildi.

2.2.4.25. Tryptic soy agar, tryptic soy broth, plate count, mueller-hinton kanh ve

macconkey agarlarda treme

TYES-A ve EAO+FBS+A Dbesiyerinde treyen siipheli Flavobacterium
psychrophilum kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, Tryptic Soy
Broth, Tryptic Soy, Plate Count, Mueller-Hinton, Kanli ve Macconkey agarlara ekimler
yapilarak 15 °C’de 5-7 giin siireyle etiivde edildi. Besiyerlerinde iiremenin olusmasi

pozitif olarak degerlendirildi.
2.2.5. Biolog sistemi ile identifikasyon

Biolog Sistemi (The Biolog GEN III MicroPlate), bir mikroorganizmay:r 94
fenotipik test yoninden analiz etmektedir (Cizelge 2.4). Bunlar 71 farkli karbon
kaynaginin kullanimi ve 23 kimyasala kars1 hassasiyet (engelleyici kimyasallara
dayaniklilik) testinden olusmaktadir. Bu c¢alismada kullanilan The Biolog GEN III
MicroPlate plakalar1 (BIOLOG 21124 Cabot Blvd. Hayward, CA 94545), Gram-negatif ve
Gram-pozitif bakterilerin tiir seviyesinde tanilanmasi i¢in 94 biyokimyasal testin

kullanildig1, standart bir mikrometod sistemidir (Bochner, 1989a ve 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 c¢oOzeltisinde siispansiyon hazirlandi. Standart turbudity tiipiinde, bakteri
konsantrasyonu turbidimetre ile % 92-98 olarak ayarlandi. Yogunluklar1 ayarlandi ve
bakteriyel slispansiyonlar1 mikroplakalardaki her bir ¢ukura 100 pl konuldu ve 26 °C’de 4-
24 saat inkiibasyona birakildi (Anonim, 2008). Sonrasinda mikroplaka okuyucuda

okutulmus sistemin veri bankasi ile karsilagtirildi ve bakteri teshisi gerceklestirildi.
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Cizelge 2.4. 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 Stachyose | Positive pH 6 pH 5
Control Maltose se se 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 | DMannosami | DGalactosami | Neuramin
de ne ne ne 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 | Rifamycin | Minocycli
Mannitol Acrabitol Inositol 6-PO4 6-PO4 Acid cin SV ne
El E2 E3 E4 E5 E6 E7 ES8 E9 E10 Ell E12
Gelatin Glycyl-L- | L- L- L-Aspartic | L-Glutamic L-Histidine L- L-Serine | Lincomycin Guanidine | Niaproof 4
Proline Alanine Arginine | Acid Acid Pyroglutamic HCI
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
Galacturon | Galactoni | Gluconic | Glucuroni | de ic Acid m m
ic 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
Phenylacet Methyl Acid Acid
ic 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,LButyri | Acid
Acid c
Acid
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2.2.6. Molekiiler tanmilama

2.2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyon (PZR)’unda Flavobacterium psychrophilum’un
teyit edilmesi icin DNA izolasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyon teknigini optimize etmek amaciyla referans
Flavobacterium psychrophilum susuyla PZR’nunda denemeler yapildi. Bunun i¢in referans
sustan Tryptone Yeast Extract Salt Agara (TYES-A) yapilan ekimlerden iireyen koloniden
Oze ile ornek alinarak steril eppendorf tiip igerisindeki 300 ul distile suda iyice siispanse
edildi. Ayni tiipe 300 ul K tamponu (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0,2
Sodyum Dodesil Silfat-SDS) ve 5 ul proteinaz K ilave edildi. Bu tiipler 37 °C’de 2 saat
stireyle calkalamali benmaride tutulduktan sonra 15 dakika siireyle kaynamaya birakildi.
Kaynatma isleminden sonra siispansiyona 600 pl Tris-HCI ile satiire edilmis fenol ilave
edildi. Bu siispansiyon 5 dakika siireyle elle iyice calkalanip ve 10 dakika stireyle yiiksek
devirde (13.000 rpm) santrifije tabi tutuldu. Bu islemden sonra eppendorflarin {ist
kisminda gozle goriilebilecek bir cizgiyle ayrilmis olan {ist faz, alt faza dokunmadan bir
mikropipet vasitasiyla bagka bir eppendorfa aktarildi ve sonra sodyum asetat ve etanol ile
DNA’nmn presipitasyonu (dibe coktiirme) islemine gecildi. DNA siispansiyonuna 0.1
volim 3 M sodyum asetat ve 2.5 volim saf alkol ilave edildi. Suspansiyon iyice
karistirildiktan sonra -20 °C de bir saat bekletildi. Daha sonra siispansiyon 13.000 rpm’de
10 dakika siireyle santrifiij edilerek siipernatant (iist faz) uzaklastirildi. Tipiin dibinde
kalan kisim, 6nce 300 pl % 90°lik alkol eklenerek 13.000 rpm’de 10 dakika siireyle
santriftij edilip alkol dokiildii. Sonradan da 300 pl % 70’lik alkol ilave edilerek 13.000
rpom’de 5 dakika silireyle santrifiij yapilip, alkol dokiilerek tiipe yapisik kisim bir saat
stireyle kurumaya birakildi. Sonra bu kisim kurutulduktan sonra 50—100 pl’lik distile su ile
stispanse edildi ve Bu siispansiyondan 5 pl alimarak PZR’nunda hedef DNA olarak
kullanildi.

2.2.6.2. Kit ile kromozomal DNA izolasyonu

DNA izolasyonunda Tryptone Yeast Extract Salt Agara (TYES-A) besiyeri
ortamimnda 24°C’de 48 saatte biiyiitiilmiis bakterilerin kullanimiyla gergeklestirildi.
Kromozomal DNA izolasyonu igin Flavobacterium psychrophilum susundan Tissue and
Bacterial DNA purification kiti kullanild:.

Kiti ile DNA izolasyon icin Bakteri kolonisi 24 saat once ekilmis besiyerinde

alindi. Bu koloni icerisinde 100 pl steril saf su bulunan 1,5 ml ependof tube igerine
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karistirildi ve Uzerine 300 pul lyse BG buffer eklendi. Bu suspansiyona 50 pl tampon BL ve
2 ul RNase A eklendi ve vortex yapildi. Bu karigim 37°C'de 15 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 20 ul Proteinaz K eklendi ve 3 saniye vortekslendikten sonra
calkalamali su banyosunda 56°C'de 30 dakika inkiibe edildi. Su banyosundan alinan
orneklere 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 santrifij edildi.
Santrifiijden sonra bu karigim toplama tiipiiniin icenden bulunan DNA baglama spin
(aritma) kolon tiipiine aktarildi ve 11 000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Sivinin
tamami spin (aritma) kolonundan gegene kadar santrifiijlenme devam etti. Sivi iceren
alttaki tiip bosaltild1 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
santrifijlendi. Spin (aritma) kolonun altindaki tiipte toplanan sivi bosaltildi ve bosaltilan
tiip tekrar spin kolonun altma 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 sivi tiip atildi 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 atild1 ve
alttaki eppendorf tip -20 °C depoland:.

2.2.6.3. DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢cin PZR karisiminin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Toplam 50 ul’lik hacimde hazirlanan PZR karisiminda; 5 ul 10x PZR buffer ¢750
mM Tris-HCL, pH 8.8, 200 mM (NH4)2SO4, 0.1 % Tween - 203 , 5 pl 25 mM MgCl,,
deoksinukleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Tag DNA Polymerase enzimi (MBI,
Fermentas) ve Flavobacterium cinsi ve Flavobacterium psychrophilum tirine ait spesifik
iki tane primer ¢ifti kullanild1. Flavobacterium cinsi icin; PSY1 190-206 (GTT GGC ATC
AAC ACA CT) ve PSY2 1278-1262 (CGA TCC TAC TTG CGT AG) primer ciftinin
(Cepeda ve Santos, 2000; Wiklund ve ark., 2000; izumi ve ark., 2005; izumi ve ark., 2007)
her birinden 50 pmol ve 5 pl template (kalip) DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlar1 PZR-
Sprint thermalcycler cihazinda gergeklestirildi. PZR amplifikasyonunda 94 °C’de 15
dakikada 6n denaturasyon asamasi, PZR sikliisii 56 °C ’de 20 saniyede denaturasyon ve 72
°C’de 1 dakikada ise hibridizasyon gerceklesti. Flavobacterium psychrophilum tirQ icin;
GYRA-FPIF  (5-GAAACCGGTGCACAGAAGG-3’) ve  GYRA-FPIR  (5’-
CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3") primer ¢iftinin (Izumi ve ark., 2005; Suziki ve ark.,
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2008) her birinden 50 pmol ve 5 pl template DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlar1 PZR-
Sprint thermalcycler cihazinda gergeklestirildi. PZR amplifikasyonunda 94 °C’de 30 saniye
on denaturasyon asamasi, PZR sikliisii 51 °C ’de 90 saniye denaturasyon, 72 °C’de 2

dakika hibridizasyon gerceklestirildi.
2.2.6.4. DNA’nin jel elektroforezi

PZR’nunda amplifiye edilen DNA irlnlerinden (Baliarda ve ark., 2002), 7 ul
almip, 3 pl blue orange ylikleme soliisyonu ile karistirilarak daha 6nce hazirlanan %1,5’luk
agaroz jel lizerindeki kuyucuklara yerlestirildi. Son kuyucuga da PZR markeri birakildi.
Jel, Tris-borik asit-EDTA (TBE) buffer’r 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. Bu siire sonunda jel, ethidium bromide (0.5 pg / ml) ile oda
sicakliginda 30 dakika siire ile boyandi. Karanlik odada ultraviyole transilliminatorde
Flavobacterium psychrophilum’a 6zgii DNA bant uzunluklarmna (bp-base pair) bakilarak
polaroid kamera sistemi ile fotografi ¢ekildi (Baliarda ve ark., 2002). Metodun herhangi bir
asamasinda meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek amaciyla;
gereck DNA ekstraksiyonu asamasinda gerckse PZR’nunda pozitif Flavobacterium

psychrophilum ve negatif kontrol olarak da Esherichia coli bakterileri kullanildi.
2.2.6.5. Kapiller elektroforez DNA sekanslama

Calismada DNA gen dizi analizi igin AB3130XL16 kapiller cihazi (Hitachi,
Japonya) kullanildi. Dizi analizinde sekans islemi bir dizi basamaklardan olusmaktadir. Jel
elektroforezinde uygun bant gosteren Ornekler sekans islemi icin secilerek Exso-SAP
pirifikasyonu asagida Cizelge 2.5. ve 2.6.‘de belirtildigi sekliyle reaksiyon karisimi ve
PCR protokolii uygulandi (Cizelge 2.7).

Cizelge 2.5. ExoSAP Piirifikasyonu i¢in reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisim Miktar (ul)
PCR Urdnu 2,5

Exosap 1

Toplam miktar 3,5
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Cizelge 2.6. ExoSAP PCR protokoli

Basamak | Basamak 11 Basamak 111
37°C 80°C 4°C
30 dk 15 dk o0

ExsoSAP pirifikasyonundan sonra sekans PCR metodu uygulanarak niikleotidlerin

BigDye 3.1. ile florasan igaretlemesi yapildi.

Cizelge 2.7. Cycle Sequencing PCR reaksiyon karigimi

Reaksiyon Karisimi Miktar (ul) Miktar (ul)
PCR uruni 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 tiipiinde homojen sekilde karistirilarak
karigim ¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan PCR protokoliinii gergeklestirmek icin eppendorf
marka PCR cihazinda Cizelge 2.8.’da belirtilen dongiilere birakild.

Cizelge 2.8. 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 0:10adk 0:05dk 4:00dk 0
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Sekans dncesi tiim Orneklere Sephadex piirifikasyonu yapilarak AB3130x1 Genetic
Analyzer cihazma yliklendi. Sephadex piirifikasyonu i¢in agagidaki yontem izlendi. 1 gr
sephadex 14 ml deiyonize ultra saf su icerinde ¢Ozilerek 700 pl alici siitun igerisine
aktarildi. 4600 rpm 2.5 dk santrifiij edilerek sephadex karigimmim sivi kismi uzaklastirildi.
Elde edilen kolona Sekans PCR dUrlnleri eklenerek 4600 rpm 2.5 dk santriflij edildi.

Santriflij sonras altta kalan kisim sekans cihazina yiiklendi.
2.2.7. Antibiyogram testler

Antibiyotik duyarlilik testleri disk difiizyon yontemine gore yapildi (Bauer ve ark.,
1966; Plumb, ve Browser, 1983; Koneman ve ark., 1997; Arda, 2000; Furones 2001).
Identifiye edilen Flavobacterium psychrophilum 4 ml TYES broth bulunan tiiplere ekilerek
15 °C’de 5-7 giin siireyle etiivde inkiibe edildi. Tiiplerdeki bakteri yogunlugu 0,5
McFarland standart yogunluguna esit oluncaya kadar inkiibasyona devam edildi. Mueller-
Hinton agar besiyerine, TYES broth besiyerlerinde treyen kiltirden 0,1 ml steril pipet ile
aktarilarak steril cam bagedle yayildi. Steril bir pens yardimiyla Standart antibiyotik
diskleri esit araliklarla petrideki besiyeri {izerine yerlestirildi. Petriler 15 °C’de 5-7 giln
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda her diskin ¢evresinde bulunan inhibisyon zon
caplar1 milimetrik olarak olgiildii ve standart zon ¢aplar1 ile karsilastirildi (Anonim, 2000;

Anonim, 2001).
2.2.8. Bakteri suslarimin stoklanmasi

Bakteriler -20 °C de %]15’lik gliserol igerisine alinarak kisa siireli kullanimlar igin
sakland1i. Uzun siireli saklama ise, besiyerinde 16 saat biiyiitiillen bakterilerden 200 pl
almarak 12000 rpm (14515 g)’de 3 dakika ¢oktiiriilerek peletlerin %30 gliserol igeren LB
veya GM17 besi yerinde ¢6zdiiriip, sok sogutma ile -80°C’de saklanmasi seklinde oldu.

2.2.9. Verilerin analizi

Elde edilen sekans sonuglar1 Clone Manager 9’da diizenlenip siraya konulduktan
sonra elektronik veri tabaninda NCBI GenBank*a giris yapilarak BLAST {izerinden diger
Flavobacterium psychrophilum tiirlerinin sekanslar1 ile Kkarsilastirilarak tiir teshisi

dogruland:.
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3. BULGULAR
3.1. Cahsma alam

Kahramanmaras ilinde 6rnek alinan isletmelerden 65°1 besi isletmesi, 3’ kombine
(Yavru ve porsiyonluk) iiretim yaptig1 tespit edildi. Isletmelerin biiyiik cogunlugunun besi

isletmesi olmasi, yavru balik ihtiyaci Tiirkiye’nin farkl illerinde temin edildir.
3.2. Balik

Bakteriyolojik muayenede, 1.088 adet 5 gramdan kii¢uik yavru ve 5 gramdan blyuk
yavru Gokkusagir alabaligindan (Oncorhynchus mykiss) toplam 2.720 adet Ornek
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 16 40
2 Oncorhynchus mykiss 16 40
3 Oncorhynchus mykiss 16 40
4. Oncorhynchus mykiss 16 40
5. Oncorhynchus mykiss 16 40
6 Oncorhynchus mykiss 16 40
7 Oncorhynchus mykiss 16 40
8 Oncorhynchus mykiss 16 40
9. Oncorhynchus mykiss 16 40
10. Oncorhynchus mykiss 16 40
11. Oncorhynchus mykiss 16 40
12. Oncorhynchus mykiss 16 40
13. Oncorhynchus mykiss 16 40
14, Oncorhynchus mykiss 16 40
15. Oncorhynchus mykiss 16 40
16. Oncorhynchus mykiss 16 40
17. Oncorhynchus mykiss 16 40
18. Oncorhynchus mykiss 16 40
19. Oncorhynchus mykiss 16 40
20. Oncorhynchus mykiss 16 40
21. Oncorhynchus mykiss 16 40
22. Oncorhynchus mykiss 16 40
23. Oncorhynchus mykiss 16 40
24, Oncorhynchus mykiss 16 40
25. Oncorhynchus mykiss 16 40
26. Oncorhynchus mykiss 16 40
217. Oncorhynchus mykiss 16 40
28. Oncorhynchus mykiss 16 40
29. Oncorhynchus mykiss 16 40
30. Oncorhynchus mykiss 16 40
31. Oncorhynchus mykiss 16 40
32. Oncorhynchus mykiss 16 40
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33. Oncorhynchus mykiss 16 40

34. Oncorhynchus mykiss 16 40
35. Oncorhynchus mykiss 16 40
36. Oncorhynchus mykiss 16 40
37. Oncorhynchus mykiss 16 40
38. Oncorhynchus mykiss 16 40
39. Oncorhynchus mykiss 16 40
40. Oncorhynchus mykiss 16 40
41. Oncorhynchus mykiss 16 40
42. Oncorhynchus mykiss 16 40
43. Oncorhynchus mykiss 16 40
44, Oncorhynchus mykiss 16 40
45, Oncorhynchus mykiss 16 40
46. Oncorhynchus mykiss 16 40
47. Oncorhynchus mykiss 16 40
48. Oncorhynchus mykiss 16 40
49, Oncorhynchus mykiss 16 40
50. Oncorhynchus mykiss 16 40
51. Oncorhynchus mykiss 16 40
52. Oncorhynchus mykiss 16 40
53. Oncorhynchus mykiss 16 40
54, Oncorhynchus mykiss 16 40
55. Oncorhynchus mykiss 16 40
56. Oncorhynchus mykiss 16 40
57. Oncorhynchus mykiss 16 40
58. Oncorhynchus mykiss 16 40
59. Oncorhynchus mykiss 16 40
60. Oncorhynchus mykiss 16 40
61. Oncorhynchus mykiss 16 40
62. Oncorhynchus mykiss 16 40
63. Oncorhynchus mykiss 16 40
64. Oncorhynchus mykiss 16 40
65. Oncorhynchus mykiss 16 40
66. Oncorhynchus mykiss 16 40
67. Oncorhynchus mykiss 16 40
68. Oncorhynchus mykiss 16 40
TOPLAM 1.088 2.720
3.3.Su

Baliklarin bulundugu suyun 8-16 °C 7.01 — 7.5 pH ve 7.5 — 9 mg L-1 O> diizeyinde
oldugu tespit edildi.

3.4. Morfolojik bulgular

Kahramanmaras ilindeki balik¢ilik isletmelerinden alinan anamnezde; 6zellikle 5
gramdan kiglik yavru ve 5 gramdan biyuk yavru baliklar durgun, istahsiz veya yem
almadig1 belirlendi. Ayrica yem almaya basladiktan 20—50 giin sonra biiyiik kayiplara yol

acan Bakteriyel soguk su hastaligi semptomlarma benzer bulgular tespit edildi. Yapilan
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incelemelerde isletmede giinde 100-200 yavru alabaligmm oldigi (Sekil 3.1) saptandi.
Yaklasik 2 hafta kadar siiren bu salgindan dolay1 yavru baliklarda % 20’lik bir kayip

meydana geldi.
e e

S

~

Sekil 3.1. Isletmede goriilen toplu alabalik Sliimleri

Yavrularin bulunduklar1 havuzlarda yapilan incelemelerde hastalikli gdkkusagi
alabaliklarmin istahsiz, durgun ve su ylizeyinde yiizdiikleri, ayrica bazi baliklarin spiral
yiizme hareketleri yaptiklar1 ve denge problemi yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi
baliklarda asitese bagl olarak karin boslugunda siskinlik (Sekil 3.2), ekzoftalmus (Sekil
3.3), derinin renginde kararma (Sekil 3.4) ve birka¢ baligin sirt ve kavdal yiizgecinde
beyaz renkte lezyonlarm sekillendigi (Sekil 3.5) ve hastaligin ilerlemis oldugu baliklarda
kavdal ylizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarin (Sekil 3.6) ortaya ¢iktig1 gdzlendi.
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Sekil 3.2. Hasta alabalikda goriilen asites

Sekil 3.3. Hasta alabalikda goriilen ekzoftalmus

Sekil 3.4. Hastalikl1 alabaliklarda derinin renginden kararma
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Sekil 3.6. Hastalikl1 alabalikda kavdal ytlizgecin tahrip olmas1 ve radiuslarin ortaya ¢ikmasi

Enfekte gokkusagi alabalik yavrularmm abdominal ensizyonla i¢ organlar1 agiga
cikarildr (Sekil 3.7). Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagm biiylidiigi tespit
edildi (Sekil 3.8). Hastalikli yavru alabaliklarin karin bosluklarinda sari renkli bir sivi

birikiminin ve bagirsaklarda iltihaplarin oldugu gézlendi.
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Sekil 3.7. Hastalikl1 yavru alabaligin i¢ organlarmin ¢ikarilmasi

Sekil 3.8. Hastalikli yavru alabaliin karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin
biiylidiigii tespit edildi
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3.5. Fenotipik ve biyokimyasal bulgular
3.5.1. Klasik test bulgular

TYES-A, agara yapilan ekimler 15°C’de 5-7 giin sureyle etlivde bekletildikten
sonra ¢ogunlugu sar1 renkte olmak iizere degisik koloniler (Sekil 3.9) saptandi. Bu sar1

renkli kolonilerden TYES-A’ya ekimler yapilarak sari pigmentli saf kolonilerin (Sekil

3.10) olustugu gorulmistiir.

Sekil 3.9. TYES-A agarda ilk ekimden sonra ¢ogunlugu sar1 renkte olan karisik koloniler
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Sekil 3.10. TYES —A agarda ureyen saf koloniler

Izole edilen gram negatif comak sekilli 12 adet susun saf kiiltiirlerinden fenotipik
ve biyokimyasal 6zellikleri belirlendi (Cizelge 3.2.). Flavobacterium psychrophilum izole
edildikten sonra antibiyotige kars1 duyarliligmni 6lgebilmek i¢in Antibiyogram duyarlilik
testi uygulandi (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.2. Flavobacterium psychrophilum’un fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri

Fenotipik ve Biyokimyasal

Azellikler Izole Edilen 12 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 Zayif 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 + + + + + + + + + + + +
Glukoz - - - - - - - - - - - -
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Laktoz
Mannitol
Galaktoz
Arabinoz
Sorbitol

Lizin

Fruktoz
Inositol
Rhamnoz
Mannoz
Meliboz
Amigolalin
Sukroz

TYE agarda Greme
TYES-A’da iireme
TSA’da lireme
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 ilireme
20°C’de iireme
25°C’de iireme

+ +

+ + + +
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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 - - - -

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +
+ + +

* _ 1 Negatif Reaksiyon, +: Pozitif Reaksiyon, ONPG

. Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase, H>S: Hidrojen Sulfir, 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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Cizelge 3.3. Izole edilen Flavobacterium psychrophilum’un antibakteriyel duyarlilik

5 gramdan

Antibiyotikler kucuk Dalak Karaciger BoObrek  Bagirsak
Yavru
R I § R1 S R 1 S R 1 S R S

Gentamisin ~ (CN)
(10 ng)

Amoksisilin -~ (AX)
(25 png)

Ampisilin -~ (AMP)
(10 ug)

Eritromisin (E) (15
ug) N
Streptomisin (S) (10
ug)

Enrofloksasin

(ENR) (5 png)
Florfenikol  (FFC)

(30 ng)
Basitrasin (B) (30

ug)
Nalidiksik Asit

(NA) (30ug)
Oksitetrasiklin (OT)

(30 pg)

Neomisin (N) (30
He)

Batrim -
Trimetoprim +
Sulfametoksazol 0O 4 14 0 421 0 1 15 0 3 12 0 1 7
(BC) (1,25pg+23,7

He)

10 0 4 21 0 6 13 0 4 10 0 2 6 O 3

14 0 0 26 00 16 00 13 00 8 0 O

14 0 0 26 00 16 00 13 00 8 0 O

0O 0O 14 0 02 0 016 0 0183 0 0O 8

14 0 0 26 00 16 0 0 13 00 8 0 O

14 0 0 26 00 16 0 0 13 00 8 0 O

durumlar1
3.5.2. Biolog (The biolog GENIII micro plate) bulgular

Biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 0Ozellikleri belirlemek

amaciyla Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanildi (Cizelge 3.4.).

Cizelge 3.4. Gokkusagi alabaligindan izole edilen Flavobacterium psychrophilum’nin

Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik

ozellikleri
Biyokimyasal Kriter Izolat Biyokimyasal Kriter Izolat
reaksiyonu reaksiyonu
pH 5 +/- %8 NaCl -
pH 6 +/- %4 NaCl -
Positif Kontrol + %31 NacCl +/-
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Stachyose

D- Turanose
Sucrose
Gentiobiose
D-Cellobiose
D-Trehalose
D-Maltose

Dextrin

Negatif Kontrol
D-Serine

Fusidic Acid

%1 Sodium Lactate
| Nosine
L-Rhamnose
L-Fucose

D-Fucose

3-Methyl Glucose
D-Galactose
D-Fructose
D-Mannose
a-D-Glucose
Niaproof 4
Guanidine HCI
Lincomycin
L-Serine
L-Pyroglutamic Acid
L-Histidine
L-Glutamic Acid
L-Aspartic Acid
L-Arginine
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

Zayif +

N-Acetyl NeuraminicAcid
N-Acetyl-D-Galactosamine
N-Acetyl- B-D-Mannosa-mine
N-Acetyl-D-Glucosamine
D-Salicin

- Methyl-D-Glucoside
D-Melibiose

a-D-Lactose

D-Raffinose

Minocycline

Rifamycin SV
Troleando-mycin
D-Serine

D-Aspartic Acid
D-Fructose-6- Phosphate
D-Glucose-6- Phosphate
Glycerol

myo-inositol

D-Arabitol

D-Mannitol

D-Sorbitol

Tetrazolium Blue
Tetrazolium Violet
Vanco-mycin

D-Saccharic Acid

Quinic Acid

Mucic Acid
Glucoronamide
D-Glucoronic Acid
D-Gluconic 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

+/-

+/-
+/-
+/-
+/-
+/-

+/-
+/-
+/-
+/-

+/-
Zayif +

+/-
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Biolog’s Microbial Identification System software programi kullanilarak
bakterilerin metabolik reaksiyon profilleri elde edildi. Sistemin kutiphanesinde bulunan
metabolik profilleri bilinen izolatlarla, hasta balikta izole edilen izolatlarimizla
karsilastirildi ve 3 bakteri tiriiyle (Flavobacterium resinovorum, Chryseobacterium
scophthalmum, Flavobacterium tirrenicum, Obesum bacteria proteus biogroup 2) farkli
oranlarda benzer oldugu ve 1 bakteri tiirii ile (Flavobacterium psychrophilum) % benzer

bulunmustur (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nda izole edilen Flavobacterium

psychrophilum’nin biolog tanilama sisteminin ¢iktilari

Program MicrolLog 3/5.2.01 33
Project MLS

Fila Mame 05.01.2022.D5E
User biolog

Instrument MicroStation 2 Reader
Instrument S/N L]

Incubation Hours 20.00

Plate Mumber 1

Plate Type GEN Il

Protocol A

izolat Mo Kahramanmarag
lzole Edildigi Yer Alabalik

izole Eden Mikail OZCAN
Tanimlayan Seyfettin Calik

Tarih 05. 01.2022

Date & Time of Read

January 05 2022 9:58 AM

Biclog ID DB Biolog GEN Ill 2_&_1_08.15G

Result Species |D: Flavobacterium psychrophilum

Comment

Notice

Rank | PROB SIM DIST  Organism Type Species

1 0.142 0142 B215 GHN-Ment Flavobacterium resinovarum

2 0.122 0122 B400 GHN-Nent Chryseobacterium scophthalmum

3 0.09 0.081 B.766 GN-Nent Flavobactarium tirrencum

4 0.088 0.088 8812 GN-Nemt Obasum bacteria proteus biogroup 2

Kay: <x: positive, x: negative, <x-: mismatched positive, x+: mismatched negative, {x: borderline, -x: less than A1 wellWell
Color Values

Plate 1 2 3 4 5 6 7 8 g9 10 11 12
A 118 {144 {140 {124 {149 {158 B {123 <164 {197 {185 {117
B 114 91 {135 {137 {145 {1583 {131 B4 {154- [178 46 41
[ {125+ {157 {143 {141 76 91 101 {129 {141 {190 Eh | {172
D 7 {142 100 70 99  <167- {143 78 {148- {17 {203- {127
E {178 {126+ a5 111 {127 {143 99 108 {147 {195 {148 {148
F 78 96 91 83 85 {116 {140 {117 {131 127 <375 =374
G 94 100 107 78 {139 {130 B4 97 28 43 35 45
H {138 BA 96 101 68 {141 65 {142 61 {198 40 42
Report Date January 05 2022 10:10 AM
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3.6. Molekdler bulgular
3.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu bulgulari

Kahramanmarag balik¢ilik isletmelerinden izole ve identifikasyonu yapilan 12 adet
Flavobacterium psychrophilum sus’un DNA izolasyonu gergeklestirildi. Bu DNA’larin
PZR ile amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu PZR irilinler icerisinde 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
atmis adet susun hepsinde Flavobacterium cinsine ait PSY1 190-206, PSY2 1278-1262
primere ¢iftine gore 396 bp uzunlugunda bantlar goriildii (Sekil 3.12). Flavobacterium
psychrophilum tirine ait GYRA-FP1F, GYRA-FP1R primer ciftinde ise 1089 bp
uzunlugunda bantlar goriildii (Sekil 3.13) ve bunlarin da pozitif kontrolle ayn1 uzunluktaki
bantlar1 olusturdugu tespit edildi. Dolayisiyla izole edilen 12 siipheli susun Flavobacterium

psychrophilum’un oldugu kanitland.

M1 23 435 647 S 9101112

Sekil 3.12. Flavobacterium psychrophilum DNA’larinin, PZR’nunda analizi sonucu olusan
396 bp’lik bantlar1 gosteren agaroz jel, 1-19: Flavobacterium psychrophilum
stipheli 6rnekler; M: 100 bp’lik molekiiler marker; N: Negatif kontrol (E. coli)
(MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans sus (Flavobacterium
psychrophilum NCIMB 1947T)
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Sekil 3.13. 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 molekiiler marker;
N: Negatif kontrol (E. coli) (MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans sus
(Flavobacterium psychrophilum NCIMB 19477)

3.6.2. Sekans analizi bulgular

Flavobacterium psychrophilum suslarindan ileri okuma ile sekans analizi yapildi.
Sekan sonucu elde edilen niikleotid dizisi Sekil 3.14.’de, Flavobacterium psychrophilum
16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1)’in NCBI’dan alinan consensiis dizisi
Sekil 3.15.”de verildi.

ACTCGATGAGGCCTTCGKWCCTCAGCGTCATCATTTGTAAGKRACCTGCC
TTCGCAATTGGTRTTCAAGTAATCTCTAWGCATTTCACCGCTACACTACA
TATTCYAGTYACTTCYAMWTWAYTCAAGMCMWRCAGTATCAATGGCCGTT
CCATMGTTRAGCKATGRGMTTTCACCACTGACTTATCTGKCCGCCTACGG
ACCCTTTAAACCCAATRAWTCCGGATAACGCTTGSATCCTCCGTATTACC
GCGGCTGCTGGCACGGAGTTAGCCGATSCTTATTCTCACAGTACCGTCAA
GYTCGGTCACGACCRARKGTTTCTTCCTGTGCAAAAGMAGTTTACAATCC
ATAGGACCGTCATCCTGCACGCGGSATGGCTGGWTCAGGCTYKCGCCCAT
TGACCAATATTCCTCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCKGGTCCGTGTCTC
AGTACCAGGGGGGGGGATCTCCCTCTCAGGACCCCTACCCATCGTKGCCT
TGGKAAGCCGTTACCTTACCCAACTAKCTAATGGKGCSCATGCTCATCTT
TTACCGYKGWGAYTTTAATAKTGWGGTKGATGCCAACTCACTATACTATG
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT597623.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=W2FA567T016

AGGTATTAATCCAWATTTMTCTGGKMTATCCCTCTGWAAAAGGWAKATTG
CATACGYKTYACGCACCCGYGCCCCGGTCTCAAWMATKGMTATTCTACCC
CTCC

Sekil 3.14. Flavobacterium psychrophilum suslarindan ileri okuma ile 16S sekans

hizalamas1

National Library of Medicine

National Genter for Biotechnology Information

Nucleotide Nuckoiide v

Advancad

FASTA »

Flavobacterium psychrophilum 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

(enBank: KU212250 1
GenBank  Graphics

»KU212250.1 Flavebacterium psychrophilum 165 ribosomal RNA gene, partial sequence
AGTCOAGGGETAGAATAGCAATATTTGAGACCGOCGCACGOATRCOTAACGCGTATRCAATCTACCTTTT
ACAGAGOGATAGCCCAGAGAAATTTGOATTARTACCTCATAGTATAGTGAGTTGRCATCAACACACTATT
AT CACAACOGTAAAAGATGAGCATGCGTCCCATTAGCTAGTTOGTAAGRTAACGRCTTACCAAGGCA
ACGATOGGTARGAATCCTOAGAGRRAGATCCCCCACACTARTACTGAGACACGRACCARACTCCTACGAE
AGGCAGCAGTGAGGAATATTRATCAATGOACACAAGCCTGAACCAGCCATACCACATCAGGATGACET
CCTATGRATTGTARACTGCTTTTGCACAGRARGAAACACTCGOTCOTCACCRAGCTTRACRTACTGTGA
GAATARGGATCOGCTAACTCCATRCCAGCAGCCOCORTAATACOGARGATCCARGCRTTATCCRGAATCA
TTGGETTTAAAGGGTCCGTAGOCOGCCAGATAAGTCAGT AT GAAAGCCCATCACTCAACOATRAACEE
CCATTGATACTTTTGRCTTGAATTATTTRGAAGT AACT AGAATATATAGTGTAGCROTGAAATRLTTAG
AGATTACATRGAATACCAATTOCOAAGGCAGGTTACTACAAATTGATTRACGCTRATGRACGAAARCATG
GOTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGOTARTCCACOCCGTAAACGATOGATACTAGCTTTROGAGCAAT
(TCAGTGACTAAGCRAAAGTQATAAGTATCCCACCTORGRARTACATTCOCAAGAAT GAAACTCARA

Sekil 3.15. Flavobacterium psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence
ID: KU212250.1)’in NCBI’dan alinan consensiis dizisi
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Flavobacterium psychrophilum’un sekans piklerinin Bioedit Sequence Alignment

Editor programi kullanilarak kromatogramlar1 goriintiilendi ve tek tek kontrolleri yapildi

(Sekil 3.16.).

h

| M A A ” by L l m /\ ﬂ/\/ l m l
v ‘*é-’w'{m o H L } MY },., 11 il H

. m m 230 4 » 260 m m 20 30
TACGGACCCT T TAAACCCAAT RAWICCGGATAACGCTTESATCCTICCETAT TACCECEGCTGCTIGGCACGGAGITAGCCGATSCITATTCTCACAGTACCGTICAAG
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Sekil 3.16. Flavobacterium psychrophilum sekans kromatogrami

Sekans sonuglarit NCBI’daki referans Flavobacterium psychrophilum suslariyla
benzerlik agisindan karsilastirilmistir (Sekil 3.17). Yapilan karsilastirmada Flavobacterium
psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence ID: KU212250.1) ile en yakin benzerlik
gosterdigi belirlendi. Karsilastrmada en yiksek 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 3.18).
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National Library of Medicine
National Center for Biotechne formation

BLAST ® » blastn suite » resultsfor RID-OWPVB2VG013 Home Recent Results ~Saved Strategies Help
CEditSearch | Save Seaich  Search Summary ¥ € How toread tis report? @ BLAST Help Videos *Back to Traditional Resuls Page

Job Title Nucleotide Sequence Filter Results

RID OWPVBVGO13 Search expires on 0405 15:48 pm Dowmload All'v

Program BASTNG i Organism  only o 20wl ppear D exclude

Database 1 Seedelalsv Type common name, binomial, taxid or group name

++ Add organism

Query[D Ic|Query_7329493

Description ~ None Percent Identity Evalue Query Coverage

Moleculetype  dna o t to

Query Length 704

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m e

Graphic Summary  Alignments  Taxanomy

Sequences producing significant alignments Download *  Select columns * Show 9
] selectall 1 sequences seeces GenBank  Graphics  Distance free of results  MSA Viewer

g % O
v v v v ¥

Flavobacterium psychrophilum 16 ibosomal RNA gene parfial sequence Flavobacterium psycfrop. . 966 966 96% 00 8934% 837  KU212230.1
D Flavobacterium psychrophilum sirain 5 genome Flavobacterium psychrop... 966 5790 96% 00 80.34% 2843408 CPO102742
D Flavobacterium psychrophilum strain MH1 genome Flavobacterium psychrop... 966 5790 96% 00 80.34% 2847805 CPO10275.2
D Flavobacterium psychroghilum strain PG2, complete genome FHlavobacteriom peychrop... 966 5790 96% 00 89.34% 2050726 CRO10276.2
D Flavobacterium psychroghilum strain V30 chromosome Flavobacterium psychrop... 966 5790 98% 0.0 80.34% 2806870 CPO10277.2
D Flavobacterium psychrophium strain 3 chromasome Flavobacterium psychrop... 966 5790 96% 00 80.34% 2809502 CPO10278.2
D Flavobacierium psychrophium strain 950106-111, complete genome Flavobacterium psychrop... 966 966 96% 0.0 80.34% 2736292 CP003902.1
D Flavobacterium psychrophilum strain FPS-36-R18 chromosame Flavobacterium psychrop... 966 5790 98% 00 89.34% 2860537 CROSAT2HA
D Flavobacterium psychrophilum strain FPS-36-R14 chromosome Flavobacterium psychrop... 966 5790 96% 00 89.34% 2860588 CPOSAT09.1

Sekil 3.17. Bir adet Flavobacterium psychrophilum sekans sonuglarinin NCBI’daki
referans Flavobacterium psychrophilum suslariyla benzerlik agisindan

karsilastirilmasi

59



& 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 29  CTCAAATATTGCTATTCTACCCCTC 5

Sekil 3.18. Flavobacterium psychrophilum taksonunun hizalama (alignment) sonucu
(Query: Flavobacterium  psychrophilum, Shjct: Flavobacterium
psychrophilum 16S ribosomal RNA (Sequence I1D: KU212250.1)
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4. TARTISMA

Bu arastirmada; Kilavuzlu baraj goliinde Aralik 2022 ve Temmuz 2023 tarihleri
arasinda 68 farkli alabalik igletmelerinden 1.088 adet Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss) hastalik belirtisi gosteren 5 gramdan kiigiik yavru ezilerek viicut sivisindan ve 5
gramdan biyuk yavru canli baliklarin géz, karaciger, dalak, bobrek, bagirsak ve deri
dokularinda patojenlerin bilinen klasik kultir yontemiyle izolasyonu ve Biolog Sistemi
(The biolog GENIIlI micro plate) ile fenotipik o6zelliklerine gore identifikasyonu
gergeklestirildi. Ayrica PCR (Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizi yardimiyla
molekiiler tanimlamasinin yapildi. BIOLOG GEN III otomatik tanilama sistemi, PCR
(Polymerase Chain Reaction) ve sekans analizi sonuglarma gore Flavobacterium

psychrophilum oldugu belirlendi.

Schmidt ve ark., (2000); calismalarinda balik drneklerini stomacher’da homojenize
ederek bakteriyolojik ekim i¢in hazirladiklart bildirmislerdir. Yine diger bir arastirmada
(Yddirim, 2007) ise balik materyali porselen havanda ezilerek bakteriyolojik ekimde
kullanilmistir. Daha steril olmas1 ve kisa siirede sonu¢ vermesinden dolay1 bu arastirmada
da stomacher homojenizatori tercih edildi. Buna gore Arastirmanin yapildigi 4 isletmeden
8 ay boyunca aliman toplam 1835 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla yikanmis
yumurta, dollenmis yumurta, gozlenmis yumurta, keseli yavru, 5 gramdan kii¢iik yavru ve
yem Ornekleri stomacher’da basarili bir sekilde homojen edilerek bakteriyolojik ekimde
kullanildi.

Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonunda spesifik besiyerleri olarak;
Cytophaga Agar (CA), Cytophaga Broth (CB) (Wiklund ve ark., 1994; Evensen ve
Lorenzen 1996; Daskalov ve ark., 1999; Dalgaard, 2001; Shotts ve Starliper, 2003);
Modifiye edilmis Anacker ve Ordal Agar (MAOA), Modifiye edilmis Anacker ve Ordal
Broth (MAOAB) (Lehmann ve ark., 1991; Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve Grimont,
1989; Lorenzen ve Olesen, 1997; Austin, 1992); Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-
A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-B) (Ekman, 2003; Stenholm ve ark., 2008;
Holt ve ark., 1993; Holt, 1987); Zenginlestirilmis Anacker ve Ordal + Sigir Fetiis Serumu-+
Agar (EAO+FBS+A), Zenginlestirilmis Anacker ve Ordal + Sigir Fetiis Serumu+ Broth
(EAO+FBS+ B) (Starliper ve ark., 2007); Tryptone Yeast Extract Salt Agar+ Tobramycin
(TYESA+ T) (Kumagai ve ark., 2004) ve Tryptone Yeast Extract Sigir Fetlis Serumu
(TYFBS) Agar (Toshio ve ark., 2006) kullanilmistir. Bu arastirmacilarin bakteri ekimlerini

yaptikalar1 biitin bu besiyerleri Keban’daki alabalik isletmelerinden Flavobacterium
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psychrophilum etkenini izole etmek igin de kullanildi. Biitiin bu besiyerlerinde bakteriyel
uremeler meydana geldi. Ancak bu besiyerleri igcinde EAO+FBS+A ve TYFBS agarda
diger spesifik besiyerlerine gore daha yogun iiremeler goriildii. Halbuki; sigir fetiis serumu
katilmaksizin hazirlanan EAO (Zenginlestirilmis Anacker ve Ordal) ve TY (Tryptone
Yeast Extract) agarda koloni Uremelerinin az oldugu tespit edildi. Dolayisiyla
EAO+FBS+A ve TYFBS agarlarinda goriilen yogun bakteri liremesinin Sigir Fetiis

Serumuyla iligkili olabilecegi seklinde yorumlandi.

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) ve Cipriano ve Holt (2005); ¢alismalarinda Flavobacterium psychrophilum’u
izole etmek igin 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 giin siireyle inkube etmislerdir. Bu besiyerlerinde ortasi kabarik, konveks ve
ince yayilan kenarlara sahip, yuvarlak, sar1 renkli koloniler iiredigi gibi, diizgiin kenarl,
yuvarlak, koloniler de olustugunu ve bu kolonilrden yapilan boyal1 preparatlarda 1,20-1,30
um uzunlugunda gram negatif ¢gomak bi¢imli ve kayarak hareket eden bakterilerin varligini
belirlemislerdir.  Fenotipik karekterlerini belirlemede bu caligmalardaki besiyerlerinden
yararlanilarak koloni yapisi ve etken ozellikleriyle ilgili arastiricilarin bulgular1 bir kez
daha dogrulanmis oldu. Keban ilgesindeki alabalik isletmelerinden izole edilen 160 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, HoS ve karbonhidratlardan asit
dretiminin negatif oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmada da 5 gramdan kii¢iik yavru, 5
gramdan biiylik saglikli, hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak,
karaciger, bobrek, bagwsak ve su Orneklerinden izole edilen Flavobacterium
psychrophilum’un identifikasyonunda bu ayirt edici biyokimyasal testler basarili bir

sekilde uygulanip benzer sonuglar elde edildi.

Yapilan bazi ¢aligmalarda (Diler ve ark., 2003; Korun ve Timur 2001; Didinen ve
ark., 2005) oksidaz testinin negatif ve bazilarinda (Bernardet ve Kerouault 1989; Ostland

62



ve ark., 1997; Elsayed ve ark., 2006) da bu testin pozitif sonug¢ verdigi rapor edilmistir. Bu
calismada izole edilen biitiin suslarin oksidaz negatif oldugu belirlenmistir. Bu durum F.
psychophilum suslar1 arasinda fenotipik farkliliklarin ~ goriilebilecegi  goriistinii
desteklemektedir. F. psychophilum’un identifikasyonunda Cipriano ve Holt (2005) ile
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 sonuc

verdigi tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢alismada (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 iiredigi, 25°C’nin iizerinde ise iiremedigi ifade edilmistir. Bu
konuda Lorenzen ve ark., (1997) de, 25 Flavobacterium psychrophilum’un 18’inin
25°C’de seyrek olarak iiredigini, fakat 30°C’de iiremedigini, Schmidtke ve Carson (1995)
ise 20 izolattan 18’inin 25°C’de seyrek olarak iiredigini 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. Arastrmaya konu olan Keban’daki alabalik
isletmelerinden izole edilen 160 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 tizeri sicakliklarda ise lirememesi de Lorenzen ve

ark., (1997)’n sonuglariyla paralellik gostermistir.

Lorenzen ve ark., (1997), Flavobacterium psychrophilum’un % 1’lik NaCl’de
tiremesine ragmen, % 2’lik NaCl’de iiremedigini, Diler ve ark., (2003) de bu etkenin %
0,5’lik NaCl’de tiredigini, % 1’lik ve % 2’lik NaCl’de iiremedigini, yine Nematollahi ve
ark., (2003) ise Flavobacterium psychrophilum’un % 0,8-1’lik ve % 2’lik NaCl’de
iiredigini rapor etmislerdir. Kahramanmarag 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
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etken, su ve baliklarmm ovaryum sivist ve sindirim sisteminin dogal florasimda 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
orneklerinde izole edilmis olmasi bu konuda calisan arastiricilarin (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) sonuglariyla paralellik gostermektedir.

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 gokkusagi
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 gun sonra
Olimlerin goriilmesi, hastaligin yavru alabaliklarin ilk aylarinda ortaya ¢ikabilecegini
dogruladi. Ancak isletmelerdeki mortalite oranlarinin 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 iligski oldugu ve su kalitesi 1yi olan isletmelerde mortalitenin diisiik seyrettigi

seklinde yorumlanda.

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 sivi
birikimine bagl olarak siskinlik, ekzoftalmus, derinin renginde koyulagsma ve birkag
baligin st ve kavdal yiizgecinde beyaz renkte lezyonlarm sekillendigi ve hastaligin
ilerlemis durumlarinda baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarin
ortaya ¢iktig1, karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagm biiylidiigi tespit etmislerdi.

Aragtirma yapilan alabalik isletmesinde de benzer bulgulara rastlandi.

Korun ve Timur (2001), Diler ve ark., (2003), Ispir ve ark., (2004), Timur ve
Korun, (2004), Didinen ve ark., (2005) arastiricilar izole ettikleri etkenlerin

Amoksisillin/klavulanik asit, Ampisilin, Eritromisin ve Gentamisine ise duyarlt olduklarini
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bildirmislerdir. Bu c¢alismada ise Flavobacterium  psychrophilum  suslarmin
Amoksisilin/Klavulanik asit, Ampisilin, Eritromisin ve Gentamisine kars1 direng gosterdigi
goriildii. Bu durum iilkemizde cografik bolgelere gore izole edilen Flavobacterium
psychrophilum  suslarinin  antibakteriyellere ~ karst  duyarhliklarmin  farklilik
gosterebilecegini ya da izole edilen suslarin antibakteriyellere direng kazanmisg

olabilecegini gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak bu ¢aligmada, yurdumuzda ve diinyanin bir¢ok iilkesinde gokkusag
alabaliklarinda hastalik olusturan ve biiylik ekonomik kayiplara yol agan, Psikrofilozis
(Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS)’in
etkenlerinden Flavobacterium psychrophilum’un klasik kiiltiir yontemi ile izolasyonu ve
identifikasyonu yapildi. Ayrica Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) yontemi
ile bu etkenlerin 71 farkl karbon kaynagmin kullanimi1 ve 23 kimyasala kars1 hassasiyet
(engelleyici kimyasallara dayaniklilik) testinden olusan 94 fenotipik test yoniinden analiz
edildi. Bakteriyel hastaliklarin teshisinde hizli sonu¢ veren molekiiler bir teknik olan PCR
(Polymerase Chain Reaction) kullanilarak, molekiiler olarak Flavobacterium
psychrophilum’un identifikasyonu gerceklestirildi. Insanlarda klinik tan1 laboratuvarlarmda
bakteriyel izolatlarin identifikasyonunda kullanilan 6nemli bir teknik olan 16S rRNA gen
sekansma dayali analiz yontemi Flavobacterium psychrophilum’un tanimlanmasinda
kullanildi. Boylece kiiltiirden tiretilmis Flavobacterium psychrophilum’un PZR teknigi ile
tanis1 kisa bir siirede yapilmasi sonucu, zamaninda uygulanacak tedavi ile balik¢ilik

isletmelerinde biiyiik ekonomik kayiplarin 6niine gegilecektir.

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

gerekmektedir.

Kiltiir baliklar1  yetistiriciliginde baliklarin  birbirleriyle yakin temasta
bulunmalari, sularin ¢abuk kirlenmesi ve su Kkalitesinin (fiziksel, kimyasal, ve
mikrobiyolojik parametrelerinin) optimal degerlerin disina ¢ikmasi gibi nedenlerle baliklar
arasinda Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout
Fry Syndrome -RTFS) enfeksiyonlar1 kolayca ortaya ¢ikmakta, yayilmaktadir. Bu nedenle

zamaninda gerekli koruyucu 6nlemler alinmali ve degisen yasam kosullar1 diizeltilmelidir.

Baliklarda Stres immune (bagisiklik) sisteminin devre dig1 kalmasma ve baligin
Flavobacterium psychrophilum’a karsi korumasiz hale gelmesine neden olmaktadir. Bu
sebepten dolay1 baliklar1 stresten uzak tutabilmek i¢in kiiltiir kosullarmin (sicaklik, 151k,
oksijen, stok yogunlugu vb) optimum olarak saglanmasi, su kalitesinin yiiksek tutulmasi,
uygun yemlerin kullanilmasi, gereksiz ila¢ ve kimyasal kullanimmin terk edilmesi ve

gliriiltiiniin minimuma indirilmesi gibi kosullara azami bir sekilde 6zen gosterilmelidir.
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Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout
Fry Syndrome -RTFS) Enfeksiyonlar: ile miicadelede antibiyotiklerin kullanimi olduk¢a
yaygin kullanilan bir yontemdir. Antibiyotikler zamanla suda kirlilige balikta da kalintilara
ve antibiyotiklere direngli mikroorganizmalarin gelismesine, sucul ¢evreye ve insan
sagligma zararli sonuglar ortaya ¢ikarmasi nedeniyle baliklarda kullanimi tercih

edilmemelidir.

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

etkin yontem as1 kullanmaktir.

Kilavuzlu baraj goliinde bulunda gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinde
Flavobacterium psychrophilum tespit edildi. Bolgede porsiyonluk balik aligverisi
oldugundan dolay1 bulunan tiim tesislere Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi,
Pedinkul hastaligi, Rainbow Trout Fry Syndrome -RTFS) bulasma riski de vardir. Bu
nedenle, isletmeler sterilizasyona gerekli onemi vermeli mutlaka karantina havuzlari

kullanmalidur.

Isletmeler, koruyucu olarak ve baliklarm bagisiklik sistemini artirmasi i¢in 6zellikle
ilkbahar donemlerinde yemlere katilmak iizere Vitamin C ve Vitamin E kullanimi

konusunda bilin¢lendirilmelidir.

Calisma sonucunda hastaligin bélgede ekonomik anlamda biiylik zararlar meydana
getirmedigi goriildii. Ureticilerin hastaliklara karsi ila¢ uygulamalar1 konusunda tam ve
yeterli bilgiye sahip olmamalarinin yaninda bakteriyel patojenlerin zaman iginde
antibakteriyellere kars1 farkli duyarlilik diizeyleri gelistirdikleri g6z 6niinde bulundurularak
iireticilerin bilingsiz ilag uygulamalarindan ka¢inmalar1 saglanmalidir. Balik hastalik ve
zararlilara karsi kullanilan her tiirlii as1, ilag, hormon, dezenfektan ve kimyasallarin satisi
kontrol altina alinmali, bilgisiz ve yetkisiz kisilerin ciftliklerde satis yapmalari
engellenmelidir. Hastalik etkeni ve suslari tam olarak tespit edilmeli, rastgele ilag

kullanmaktan kagmilmalidir.

Giliniimiiz kiiltiir 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 gecerli yol; hastalik basladiktan

sonra ilaglarla durdurmak yerine, hastalik ¢ikmadan once gerekli koruyucu onlemler
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almaktir. Bu nedenle salgin balik hastaliklar1 ile miicadelede de en etkin yontem asi

kullanmaktir.

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

bilgilendirilmeli ve egitilmelidir.

Isletmelerde; once kiiltiirel dnlemler alinmali, as1 uygulamalar1 yapilmali, hastalik
bulagsmasini Onleyecek dezenfekten tedbirleri almmalidir. Bunlara ragmen hastalik
goriilmiis ise once hastalik tam olarak tespit edilmeli, antibiyotik duyarlilik testi yapilmali

ve hastaliga kars1 ilacl miicadele bagslatilmalidir.
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