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ONSOZ

Psikrofilozis (Bakteriyel soguk su hastaligi, Pedinkiil hastaligi, Rainbow Trout Fry
Syndrome -RTFS); gokkusagi alabalig1 isletmelerinin kuluckahanelerinde su sicakliginin
10 °C’nin altina diistigii durumlarda meydana gelen, septisemik karakterli, akut seyirli ve
oldiiriicii bir infeksiyondur. Psikrofilozis, ilk defa ABD’nin bat1 Virginia eyaletinde 1941
ve daha sonra 1945 yilinda goriilmiistiir. Son yillarda hastalik diinyada bir ¢ok iilkede
goriilmektedir. Tiirkiye’de ilk olarak 1993 yilinda yavru gokkusagi alabaliklarinda
saptanmig ve daha sonraki yillarda farkli bolgelere yayilarak gokkusagi alabaligi iiretim
tesislerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmustur. Enfeksiyona neden olan
Flavobacterium psychrophilum bakterisinin fenotipik ve biyokimyasal oOzellikleri ile
genotipik karakterleri ve antibakteriyel duyarliliklari izole edildigi cografik bolgelere gore
degismektedir. Bu calismada, Elaz1g ili Keban il¢esinde dort adet yavru iiretimi yapan
gokkusagi alabaligi isletmesinden F. psychrophilum bakterisi izole edilmis, Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi ile etkenin identifikasyonunun dogrulamasi yapilmis ve
sonra Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)’de gen tiplendirilmesi ger¢eklestirilmistir.
Bunun sonucunda dort gokkusagi baligi yavru isletmesinden izole edilen bakterilerin
referans F. psychrophilum NCIMB 1947"’ye gore akrabalik iliskisi ortaya konulmustur.
Ayrica antibiyogram testi yapilarak izole edilen suslarin antibakteriyellere karsi

duyarliliklar tespit edilmistir.
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ALABALIGINDA (ONCORHYNCHUS MYKISS WALBAUM, 1792)
FLAVOBACTERIUM PSYCHROPHILUM BAKTERISININ BELIRLENMESI,
FENOTIPIK VE GENOTIPIiK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Doktora Tezi
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Firat Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist
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Bu c¢alisma ile Elazig ili Keban ilgesinde bulunan dort ayri Gokkusagi alabalig
(Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) isletmesindeki yavrularda Flavobacterium
psychrophilum bakterisinin varligi ile fenotipik ve genotipik Ozelliklerinin arastirilmasi
hedeflendi. Bu amagla, Aralik 2008 ve Temmuz 2009 tarihleri arasinda alabalik
isletmelerinden yumurta, dollenmis yumurta, ovaryum sivisi, sperm, gzlenmis yumurta,
keseli yavru, 5 gramdan kii¢iik yavru, 5 gramdan biiyiik yavru, su ve yem 6rnekleri alindi.

F. pyschrophilum izolasyonu i¢in; Cytophaga Agar (CA), Cytophaga Broth (CB),
Modified Anacker ve Ordal Agar (MAOA), Modified Anacker ve Ordal Broth (MAOB),
Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-
B), Enriched Anacker ve Ordal + Fetal Bovine Serum+ Agar (EAO+FBS+A), Enriched
Anacker ve 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 siireyle etiivde inkiibe edildi. Ureyen
saf sar1 renkteki kolonilerin fenotipik 6zellikleri belirlendi. Ayrica antibiyogram duyarlilik
testi disk difiizyon yontemine gore yapildi.

Isletmelerden alman 175 adet yumurta, 185 adet ovaryum sivisi (2 ml’lik), 200 adet
sperm (2 ml’lik) 185 adet povidin/iodin soliisyonuyla yikanmis yumurta, 205 adet
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dollenmis yumurta, 240 adet gézlenmis yumurta, 510 adet keseli yavru, 400 adet 5
gramdan kiiclik yavru, 200 adet 5 gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 200 adet 5
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 200 adet 5 gramdan biiyiik saglikli yavru
alabalik bobregi, 200 adet 5 gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi, 200 adet
hastaliktan siipheli ve yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 200 adet hastaliktan siipheli ve
yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 200 adet hastaliktan siipheli ve yeni 6lmiis yavru
alabalik bobregi, 200 adet hastaliktan siipheli ve yeni 6lmiis yavru alabalik bagirsagi 120
adet yem ve 204 adet su 6rnegi olmak iizere toplam 4024 adet 6rnek bakteriyolojik olarak
incelendi. Bu 6rneklerde 160 adet (% 3,97) F. psychrophilum izole edildi. Bu suslarin 18’1
(% 10,28) yumurtadan, 13’4 (% 7,02) ovaryum sivisindan, 6’1 (% 3,24) povidin/iodin
soliisyonuyla yikanmis yumurtadan, 14’0 (% 6,82) dollenmis yumurtadan, 14’4 (% 7,77)
gbzlenmis yumurtadan, 13’14 (% 2,54) keseli yavrudan ve 15°1 ise (% 3,75) 5 gramdan
kiigiik yavrulardan izole edildi. Bes gramdan biiyiik saglikli yavrularin dalagindan 8 adet
(% 4), karacigerinden 5 adet (% 2,5), bobreginden 4 adet (% 2) ve bagirsagindan 1 adet (%
0,5) F. psychrophilum’un izolasyonu yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni Olmiis alabalik dalagindan 17 adet (% 8,5), karacigerinden 10 adet (% 5),
bobreginden 10 adet (% 5), bagirsagindan 6 adet (% 3) ve isletmedeki sudan da 6 adet (%
2,94) F. psychrophilum izolasyon ve identifikasyonu yapildi.

Fenotipik ve biyokimyasal 6zellikler gore belirlenen 160 adet F. pyschrophilum
susunun Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigiyle dogrulanmasinda iki farkli primer
kullanildi. Akabinde bu suslarin tamaminin molekiiler olarak F.pyschrophilum oldugu teyit
edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile dogrulanan suslarin Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) teknigi ile gen tiplendirmesi yapildi. Bunun sonucunda dort ayri
yavru alabalik isletmesinden izole edilen suslarin referans F. psychrophilum NCIMB
19477 ile yakin akraba oldugu tespit edildi.

Antibakteriyel disk sonuglarina gore, F. psychrophilum suslari;; Amoksisilin,
Amoksisilin/Klavulanik asit, Amikasin, Ampisilin, Kloramfenikol, Sefazolin, Enoksasin,
Optokin, Neomisin, Vankomisin, Sefoksitin, Nalidiksik Asit, Aztreonam, Linkomisin ve
Trimetoprim (% 100); Penisilin ve Klindamisin (% 78,12); Ofloksasin ve Gentamisin (%
78,75); Eritromisin ve Sulfametoksazol (% 55,62) ile Furazolidone (% 15,62) gibi

antibakteriyellere karsi direng gosterdigi goriildii. F. psychrophilum; Eritromisin ve
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Sulfametoksazol (% 28,12); Imipenem (% 21,87); Nitrofurantin, Tobramisin ve Netilmisin
(% 21,25); Seftriakson, Sefoperazon, Klaritromisin, Piperasillin, Basitrasin ve Trimetoprim
+ Sulfametoksazol (% 16,25); Penisilin ve Klindamisin (% 12,50) gibi antibakteriyellere
de orta derecede duyarli oldugu tespit edildi. Yine F. psychrophilum; Oksitetrasiklin,
Florfenikol, Enrofloksasin ve Siprofloksasin (% 100) ile Furazolidone (% 84,37);
Trimetoprim + Sulfametoksazol, Seftriakson, Sefoperazon, Klaritromisin ve Piperasilin (%
83,75); Tobramisin, Nitrofurantoin ve Netilmisin (% 78,75); Imipenem % 78,12;
Streptomisin (% 77,5); Ofloksasin (% 21,25); Eritromisin ve Sulfametoksazol (% 16,25);
Penisilin ve Klindamisin (% 9,37) antibakteriyellerine ise duyarli oldugu belirlendi.

Sonug olarak bu caligmada, Elazig ili Keban ilgesindeki dort farkli isletmede F.
psychrophilum etkenini tasidigi tespit edildi. F. psychrophilum kiiltiir yontemiyle
identifikasyonu 3 hafta siirerken, Polimeraz Zincir Reaksiyon teknigi ile 24 saat igerisinde
yapildi. Pulsed Field Gel Electrophoresis teknigi ile F. psychrophilum’un alt
tiplendirilmesi basarili bir sekilde gergeklestirildi. Ancak F. psychrophilum’a bagh
enfeksiyon ve salginlarin epidemiyolojisi daha iyi anlagilmasi i¢in Tiirkiye’nin farkl
bolgelerinde izole edilen suslar kullanilarak daha detayli bilgi saglanacag:

distiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Flavobacterium psychrophilum, Gokkusagir alabaligi,

Oncorhynchus mykiss, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE-Degisken Alanli Jel Elektroforezi), Antibiyogram test.
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SUMMARY

IDENTIFICATION AND INVESTIGATION OF PHENOTYPIC AND
GENOTYPIC CHARACTERISTICS OF FLAVOBACTERIUM PSYCHROPHILUM
IN FRY RAINBOW TROUTS (ONCORHYNCHUS MYKISS) IN SOME TROUT
FARMS

PhD Thesis
Mikail OZCAN
Firat University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Aquaculture
2011, Page: 141

In this study, it was aimed to identify and investigate phenotypic and genotypic
charecteristics of Flavobacterium psychrophilum in four rainbow trout farms in Keban
district of Elazig province. For this purpose, eggs, fertilized eggs, ovarian liquid, sperm,
eyed eggs, larvae with egg sac, fry under 5 g, fry over 5 g, water and food samples were
collected.

For isolation of Flavobacterium psychrophilum; Cytophaga Agar (CA), Cytophaga
Broth (CB), Modified Anacker and Ordal agar (MAOA), Modified Anacker and Ordal
Broth (MAOB), Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A), Tryptone Yeast Extract 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 for 5-7 days at 15
°C and phenotypic characteristics of colonies pure yellow colour were identified.
Antibiogram sensitivity test was also applied according to disk diffusion method.

A total of 4024 samples; 175 eggs, 205 fertilized eggs, 185 eggs washed with
povidin/iodin solution, 185 ovarian liquid (2 ml), 200 sperm (2 ml), 240 eyed eggs, 510
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larvae with egg sac, 400 fry under 5 g, 200 spleen of healthy fry over 5 g, 200 liver of
healthy fry over 5 g, 200 kidney of healthy fr fry over 5 g, 200 intestine of healthy fry over
5 g, 200 spleen of newly dead and suspicious from disease fry over 5g, 200 liver of newly
dead and suspicious from disease fry over 5 g, 200 kidney healthy of newly dead and
suspicious from disease fry over 5 g, 200 intestine of newly dead fry over 5 g and
suspicious from disease, 120 food and 204 water samples obtained from fish farms were
examined as bacteriologically. From these samples; 160 (3.97 %) Flavobacterium
psychrophilum were isolated. 18 (10.28 %), 13 (7.02 %), 6 (3.24 %), 14 (6.82 %), 14 (7.77
%), 13 (2.54 %) and 15 (3.75 %) of these strains was isolated in eggs, ovarium liquid,
eggs washed with povidin/iodin solution, fertilized eggs, eyed eggs, larvae with egg sac,
and fry under 5 g respectively. 8 (4 %), 5 (2.5 %), 4 (2 %) and 1 (0.5 %) of
Flavobacterium psychrophilum were isolated from spleen, liver, kidney and intestine of
heallty fry over 5 g respectively. Again 10 (5 %), 10 (5 %), 6 (3 %) and 6 (2.94 %) of
Flavobacterium psychrophilum were isolated from spleen, liver, kidney and intestine of
healthy fry over 5 g and suspicious from disease and water of fish farms respectively.

Two different primers were used to confirm 160 Flavobacterium psychrophilum
with PCR after determined according to the phenotype and genotype characteristics.
Subsequently, these strains were confirmed as Flavobacterium psychrophilum with DNA.

Gene typing was performed with PFGE technique on strains confirmed with PCR.
As a result of this, it was decided that strains obtained from four different fish farms
wasclose relative with reference Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947".

According to the results of antibacterial disc, Flavobacterium psychrophilum strains
showed strength against antibacterial; (78.75 %) Amoxicillin, Amoxicillin / Clavulanic
Acid, Amikacin, Ampicilin, Chloramphenicol, Cefazolin, Enoxacin, Optochin, Neomicin,
Vankomisin, Cefoxitin, Nalidixic Acid, Aztreonam, Linkomicin and Trimetoprim (100 %);
Penicillin and Clindamycin (78.12 %); Ofloxacin and Gentamicin; (55.62 %)
Erythromycin and Sulphamethoxazole (15.62 %) Furazolidone. It was detremined that
Flavobacterium psychrophilum was moderately sensitive to antibacterial; (28.12 %)
Erythromycin and Sulphamethoxazole; (21.87 %) Imipenem; (21.25 %) Nitrofurantoin,
Tobramicin and Netilmicin; (16.25 %) Ceftriaxone, Cefoperazone, Clarithromycin,
Piperacillin, Bacitracin and Trimethoprim+Sulphamethoxazole; (12.50 %) Penicillin and

Clindamycin. Again, Flavobacterium psychrophilum was found sensitive to antibacterial;
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(100 %) Oxytetracycline, Florfenikol, Enrofloxacin and Ciprofloxacin; (84.37 %)
Furazolidone; %  (83.75 %)  Trimethoprim+Siilphamethoxazole, Ceftriaxone,
Cefoperazone, Clarithromycin and Piperacillin; (78.75 %) Tobramycin, Nitrofurantoin and
Netilmicin; (78.12 %) Imipenem; (77.5 %) Streptomisin; (21.25 %) Ofloksasin; (16.25 %)
Eritromisin and Sulphamethoxazole; (9.37 %) Penisilin and Klindamisin.

Consequently, F. psychrophilum was determined in four fish farms in Keban
district of Elazig province. While the identification period of F. psychrophilum with
culture method was taken three weeks, it was performed in 24 hours. Sub-typing of F.
psychrophilum with Pulsed Field Gel Electrophoresis technique was performed
successfully. However, it was thought that to well understand infection and epidemiology
of F. psychrophilum, detailed information will be obtained by using strains isolated from

different region of Turkey.
Key Words: Flavobacterium psychrophilum, Rainbow trout, Oncorhynchus

mykiss, Polymerase Chain Reaction (PCR), Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE),
Antibiotic disc.
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1. GIRIS

Insanlar metabolik aktivitelerini disardan aldiklar1 besinlerle karsilamak
zorundadirlar. Artan niifus yogunluguyla birlikte diinyanin bir¢ok yerinde gida yetersizligi
goriilmektedir. Giiniimiizde balik, besin ihtiyacimizin 6nemli bir kismini karsilamaktadir.
Bu nedenle, tiim diinyada intensif kiiltiir balik¢ilifina verilen 6nem giin gectikge
artmaktadir. Ancak gelisen intensif kiiltiir balik¢iligi uygulamalariyla birlikte balik
hastaliklar1 da gittik¢e sorun olmaya baglamistir (Anderson, 1974).

Su idirtinleri yetistiriciligi tim diinyada hizli bir gelisme gostermektedir. Tiirkiye
Istatistik Kurumu’nun agikladigi son rakamlara gore iilkemizde 2009 yilinda, 464462 tonu
avcilikla, 158729 tonu yetistiricilikle olmak iizere toplam 623191 ton su iirlinleri tiretimi
yapilmistir. Kiiltiir baligi liretiminin % 48,041 igsularda; % 51,96’s1 ise denizlerde
gerceklestirilmistir. Yetistirilen en 6nemli tiirler i¢csularda % 47,66 ile alabalik; denizlerde
ise % 29,33 ile levrek ve % 17,87 ile ¢ipura olmustur (URL-1).

Elazig, il smirlan igerisinde bulunan baraj golleri, dogal goller ve akarsularla
tilkemizin en zengin illerinden biridir. Balik yetistiriciligi i¢cin 22989 ha’lik alan
bulunmaktadir (Saglam vd., 2008). Elazig Tarim Il Miidiirliigii 2010 yili kayitlarina gére
ilimizde toplam 63 isletmede 8360 ton alabalik yetistirilmistir (Anonim, 2010).

Kiiltiir balik¢iliginda bakteriyel kokenli balik hastaliklari, isletmelerde ekonomik
kayiplara neden olan etkenlerin en Onemlilerinden birini olusturmaktadir. Hastaligin
siddeti, baligin yasina ve tiiriine gore degismektedir. Buna karsin baliklardaki birgok
enfeksiyonun tedavisi basarili bir sekilde gerceklestirilmektedir. Ancak ¢evre sartlarinin
olumsuzlugu, baliklarin hastaliktan korunmasini ve kontrol Onlemlerinin alinmasini
zorlagtirmakta, hatta imkansiz hale getirebilmektedir (Austin ve Austin,1987; Buckley vd.,
1998).

Flavobacterium psychrophilum A.B.D.’de ilk kez 1946’de Coho salmonlardan
(Oncorhynchus kisutch) izole edilmistir (Bernardet ve Keroualt, 1989; Inglis vd., 1993;
Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Salmo salar, Anguilla anguilla, Cyprinus carpio,
Tinca tinca gibi bir ¢ok balik tiiriinden bu patojenin izole edildigi ve dnemli ekonomik
kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Lehmann vd., 1991; Bernardet, 1997). Japonya’da da
1987’den beri dogal sularda ve Plecaglossus altivelis iiretimi yapilan isletmelerde F.
psychrophilum ciddi sorunlar olusturmustur (Wakabayashi vd., 1994; Lido ve Mizokomi,
1996). Tirkiye’de; gokkusagi alabaligt  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); F. psychrophilum’un neden oldugu, 6zellikle kulugkahanelerde su
sicakhiginin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda meydana gelen, septisemik karakterli,
akut seyirli, epidemik ve Oldiiriicii bir enfeksiyondur. Bu nedenle isletmeler i¢in ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Psikrofilozis, Tiirkiye’de ilk olarak 1993 yilinda yavru
gokkusagi alabaliklarinda saptanmis ve daha sonraki yillarda farkli cografik bolgelere
yayilarak balik iiretim tesislerinde ciddi ekonomik kayiplara neden olmustur. Simdiye
kadar tlkemizde bu hastalik subat-haziran aylarinda yaygin halde goriilmiis, yavru
alabaliklarin 6nemli bir bakteriyel hastaligi haline gelmistir (Bernardet ve Keroualt, 1989;
Austin, 1992; Lumsden vd., 1996; Diler vd., 2003; Ispir vd., 2004; Arda vd., 2005).

Psikrofiloz etkeni olan F. psychrophilum kiiltiirii yapilan salmonid tiirlerden
Oncorhynchus mykiss, Salmo trutta, Salvelinus fortinalis, Salmo namaycush (Shotts ve
Starliper, 1999; Ekman, 2003; Nematollahi vd., 2003; Cipriano ve Holt, 2005) ile Anguilla
anguilla, Cyprinus carpio, Tinca tinca gibi salmonid olmayan tiirlerden de izole edilmistir
(Bernardet ve Keroualt, 1989; Lorenzen vd., 1991; Austin, 1992; Holliman, 1993;
Lorenzen vd., 1997; Plumb, 1999; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Bu hastalikta,
ozellikle kulugkahane sicakliginin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda, yavru alabaliklarin
dorsal ve kavdal ylizgeclerinde, viicut yilizeyinde cesitli biiytikliikklerde lezyonlar ile, deride
kanama ve ekzoftalmus goriiliir. Ayrica, solunga¢ ve karacigerde solgunluk, karinda
sigskinlik, bagirsagin sar1 bir igerik ile kapli olmasi, dalak ve karacigerde biiylime meydana
gelmesiyle karakterize olan bulasici ve 6ldiiriicli bakteriyel bir hastaliktir (Kandil, 1976;
Colak, 1982; Austin ve Austin, 1987; Lorenzen vd., 1991; Santos vd., 1992; Bustos vd.,
1995; Balta, 1997; Cengizler, 2000; Korun ve Timur, 2001; Diler vd., 2003; Ekman, 2003;
Timur ve Timur, 2003; Ispir vd., 2004; Arda vd., 2005; Cipriano ve Holt, 2005).

F. psychrophilum, hastaliga yol agtigi gibi alabaliklarin deri, mukoza, yiizgeg,
solungag, operkulum, ovaryum sivist ve sindirim sisteminin dogal florasinda da
bulunmaktadir (Diler, 2000; Nematollahi vd., 2003; Arda vd., 2005; Kubilay vd., 2009a;
Kubilay vd., 2009b). Ayrica etkenin hasta anag¢ baliklarin yumurtalarina, buradan da yavru



baliklara bulasabildigi bildirilmistir (Balta, 1997; Diler vd., 2003). Cevresel faktorlerin
(6zellikle su sicakliginin diismesi, kalitesi diislik sular, balik populasyonundaki artig, koti
bakim-besleme gibi) degismesiyle etkenin virulensi artmakta ve enfeksiyona neden
olmaktadir. Etken temas ve su yoluyla baliklar arasinda hizli bir sekilde yayilarak
bulastigindan gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan isletmelerde asir1 Olimlere ve
sonugta isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Cipriano ve Holt,
2005).

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasinin olmamasi ve bakteriyel bir
hastalik olmasi nedeniyle antibiyotik ile sagaltimi on plana ¢ikmaktadir. Ancak kiiltiir
balik¢iliginda yaygin olarak goriilen bakteriyel hastaliklarin tan1 ve sagaltiminda etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmadan, bilingsiz ve yaygin bir sekilde antibiyotik
kullanimi, direngli suslarin gelismesine neden olmakta ve sonugta hastaliklarin
sagaltiminda giigliikklerle karsilasilmaktadir (Faruk, 2000; Midtlyyng, 2002; Cipriano ve
Holt, 2005).

Alabalik isletmelerinde 6nemli ekonomik zararlara neden olan F. psychrophilum’un
tiretilmesi 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 vd., 1996).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu -PZR (Polymerase Chain Reaction - PCR); kisa bir
zaman i¢inde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak amaciyla hedeflenen niikleik
asitin (DNA) biyokimyasal olarak cogalmasini saglayan bir yontemdir (Saiki vd., 1988;
Mullis, 1990; Bej vd., 1991; Taylor, 1993). Bu yontemde; hedef organizmadan elde edilen
genin bir parcast milyonlarca ¢ogaltilarak kolayca tespit edilebilecek seviyeye
getirilmektedir. PZR, halen mevcut kiiltiir 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
identifikasyonunda ve mikroorganizmalarin siniflandirilmasinda da kullanilmaktadir
(Marx, 1988; Coote, 1990; Quirke, 1992; Arda, 1995; Ar1, 1999).

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE-Degisken Alanli Jel Elektroforezi);
molekiiler tiplendirme teknikleri i¢inde bu yontem oldukca yiiksek ayirim giiciine sahip,

sonuclar1 tekrarlanabilir ve kolay yorumlanabilir oldugu igin genotipik identifikasyonda



referans olarak kullanilmaktadir. Bu yontem, agaroz igerisine gomiilii haldeki bakteriden
izole edilen kromozomun, yapisal biitiinliigii bozulmadan genetik profilinin belirlenmesi
icin restriksiyon enzim (RE) ile kesim esasina dayanir (Derbentli, 2002; Domig vd., 2003;
Van Belkum vd., 2007).

Ulkemizde ©6nemli balik hastaliklarindan olan Psikrofiloz’un etkeni F.
psychrophilum’un fenotipik ve genotipik karakterleri hakkinda kapsamli bir arastirma
yapilmamistir. Bu calismada; Elazig ili Keban ilgesinde bulunan bazi alabalik
isletmelerinin kuluckahanelerindeki yavru gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) Flavobacterium psychrophilum bakterisinin belirlenmesi ve bu etkenin

fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin arastirilmasi amaclandi.

Firat Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi, Su Uriinleri Yetistiriciligi Hastaliklar
Anabilim Dah ile Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalindan
yararlanilarak gerceklestirilen bu calisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma
Projeleri (FUBAP) Destekleme Koordinatorliigii tarafindan 1573 nolu arastirma

projesi olarak desteklenmistir.



2. LITERATUR BILGISI

2.1. PSIKROFILOZ (BAKTERIYEL SOGUK SU HASTALIGI, PEDINKUL
HASTALIGI, RAINBOW TROUT FRY SYNDROME - RTFS)

Psikrofiloz (Bakteriyel Soguk Su Hastaligi, Pedinkiil Hastalig1, Rainbow Trout Fry
Syndrome-RTFS); bazi alabalik tiirlerinde ozellikle gokkusagi alabaligi yetistiriciligi
yapilan isletmelerin kulugkahanesinde su sicakliginin 10°C’nin altina diistiigii durumlarda,
yavru alabaliklarin dorsal ve kavdal yiizgeclerinde ¢esitli biiyiikliikte lezyonlarin olusmast,
deride gittik¢ge artan pigmentasyon, spiral tarzda yiizme, istah kaybi, asites, ekzoftalmus,
solungaglar ve i¢ organlarda anemi, deride iilserasyon, pedinkiil bolgede iilser ve nekroz
odaklari, vertebralarda deformasyonlar, dalak ve bobreklerde hipertrofi gibi bozukluklarin
olusmas1 sonucu asir1 6liimlere neden olan bulasic1 bakteriyel bir enfeksiyondur (Branson,
1998; Bowser, 1999; Ekman, 2003; Shotts ve Starliper, 2003; Nematollahi vd., 2003;
Cipriano ve Holt, 2005; Bernardet ve Keroualt, 1989; Austin, 1992; Lumsden vd., 1996;
Diler vd., 2003; Arda vd., 2005).

Psikrofiloz sistematik olarak etiyolojik, epizootiyolojik, patogenez, klinik ile otopsi

bulgulari, teshis ve tedavisi yonleriyle incelenmektedir.
2.1.1. Etiyoloji

ABD’nin bati Virginia eyaletinde 1941 ve daha sonra 1945 yillarinda parmak
biiytikliigiindeki gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) iki salgin goriilmiistiir.
Baliklarda bu salginlar 6zellikle pedinkiil ve kavdal yiizgecleri etkilediginden, Davis
1946°da hastalig1 “pediinkiil hastalig1” olarak adlandirmis ve baliklarda olusan lezyonlarda
etkenin yiginlar halinde, uzun ince basiller seklinde bulundugunu belirtmistir (Bernardet ve
Keroualt, 1989; Inglis vd., 1993; Cipriano ve Holt, 2005). Borg, 1948°de alabaliklardaki bu
bozukluklarin Coho (silver) salmon (Oncorhynchus kisutch)’unda da goriildiigiinii ve hasta
baliklarin bobrek ve dis lezyonlarindan etkeni izole ettigini, hastaligin 6zellikle diisiik su
sicakliklarinda meydana geldigini ve mortalitenin ¢ok yiiksek oldugunu bildirmistir
(Bernardet ve Kerouat, 1989; Noga, 1999; Ekman 2003; Cipriano ve Holt, 2005). Ayrica
bu hastalik etkenini Myxobacteriales takimina ait Cytophaga psychrophila olarak
isimlendirmigtir. Bernardet ve Grimont tarafindan 1986 yilinda bu etken fenotipik

ozelliklerine dayanarak Flexibacter psychrophilus olarak yeniden tanimlanmustir. Daha



sonra etkenin DNA ve rRNA sentezinde guanin+sitozin baglanmasi, yag asiti ve proteine

gore F. psychrophilum olarak isimlendirilmistir (Bernardet vd. 1996).

Fransa, Danimarka, Italya ve Ingiltere gibi cesitli Avrupa iilkelerinde (Tablo 2.1) de

1988 yilindan beri yavru gokkusag: alabaliklarinda Pedinkiil hastalig1 goriilmiistiir. Yine

1989’da Almanya’nin Weser nehrindeki yilan baliklarindan (Anguilla anguilla) hastalik

etkeni izole edilmistir (Lehmann vd., 1997; Toranzo, 2004). Daha sonra 1990 yilinda

Cyprinus carpio ve Tinca tinca’dan, 1992 yilinda Ispanya’da gdkkusagi alabaligi

isletmelerindeki 0.2-1 gram biiyiikliigiindeki yavru baliklardan (Lehmann vd., 1991),

ulkemizde ise

1993°’de kiiltiirii  yapilan gokkusagi alabaligi isletmelerinden F.

psychrophilum izole edilmistir (Cagirgan vd., 1997).

Tablo 2.1. F. psychrophilum bakterisinin etkiledigi baliklar ve cografik dagilimlar1 (Faruk, 2000; Cipriano

ve Holt, 2005).

Coho salmon, Oncorhynchus kisutch

ABD-Borg 1960; Japonya-Wakabayashi ve dig. 1991

Chinook salmon, Oncorhynchus tshawytscha

ABD-Rucker ve dig. 1953; Kanada-Ostland ve dig. 1999

Sockeye salmon, Oncorhynchus nerka

ABD-Rucker ve dig. 1953

Chum salmon, Oncorhynchus keta

ABD-Holt 1987

Amago, Oncorhynchus rhodurus

Japonya-Furutsuka-Uozumi ve dig. 1996

Masou salmon, Oncorhynchus masou

Japonya-Lida and Mizokami 1996

Atlantic salmon, Salmo salar

ABD-Schneider and Nicholson 1980; Avustralya-Schmidtke ve
Carson 1995; Isve¢-Ekman ve dig. 1999; Kanada-Ostland ve dig.
1999.

Kahverengi alabalik, Salmo trutta

Japonya-Wakabayashi ve dig. 1991; Finlanda -Madetoja ve dig.
2001; Norveg-Lorenzen ve Olesen 1997.

Deniz alabaligi, Salmo trutta

Finlandiya ve Isvec-Madetoja ve dig. 2001

Gokkusagi alabaligi, Oncorhynchus mykiss

ABD-Davis 1946; Fransa-Bernardet ve dig. 1988; Bernardet ve
Kerouault 1989; Almanya-Weis 1987; Italya-Sarti ve dig. 1992;
Kanada-Ostland ve dig. 1999; Finlandiya-Madetoja ve dig. 2001;
United Kingdom- Santos ve dig. 1992, Bruno 1992, Austin 1992;
Ispanya- Toranzo ve Barja 1993; Finlandiya-Wiklund ve dig. 1994;
Chile Bustos ve dig. 1995; Danimarka-Lorenzen ve dig. 1991; Isvigre
ve Kuzey Irlanda-Lorenzen ve Olesen 1997

Cutthroat trout, Oncorhynchus clarki

ABD- Holt 1987, Finlandiya-Crump ve dig. 2001

Kaynak alabaligi, Salvelinus fontinalis

ABD-Bullock 1972; Finlandiya-Madetoja ve dig. 2001

G0l alabalig, Salvelinus namaycush

ABD-Schachte 1983

Celikbas, Oncorhynchus mykiss

ABD-Brown ve dig. 1997, Kanada-Ostland ve dig. 1999

Arctic char, Salvelinus alpinus

Finlandiya-Madetoja ve dig. 2001

Grayling, Thymallus thymallus

Estonya-Madetoja ve dig. 2001

Ayu, Plecoglossus altivelis

Kore-Lee ve Heo 1998; Japonya-Wakabayashi ve dig. 1994

Grayling, Thymallus thymallus

Estonya-Madetoja ve dig. 2001

Sazan, Cyprinus carpio

Almanya-Lehmann ve dig. 1991

Havuz baligi, Carassius carassius

Almanya-Lehmann ve dig. 1991

Yilan baligi, Anguilla anguilla

Almanya-Lehmann ve dig. 1991

Forktongue goby, Chaenogobius urotaenia

Japonya-Amita ve dig. 2000

Japanese dace, Trybolodon hakonensis

Japonya-Amita ve dig. 2000

Lake goby, Rhinogobius brunneus

Japonya-Amita ve dig. 2000

Pale chub, Zacco platypus

Japonya-lida ve Mizokami 1996

Tatlisu levregi, Perca fluviatilis

Finlandiya-Madetoja ve dig. 2002

Kizil goz, Rutilus rutilus

Finlandiya-Madetoja ve dig. 2002

Kadife, Tinca tinca

Almanya-Lehmann ve dig. 1991




F. psychrophilum, Gram negatif, sporsuz, kapsiilsiiz ve flagellasiz olup kayma
hareketi yapan, aerob veya fakiiltatif anaerob, ince- uzun comakciklar (Sekil 2.1)
bicimindeki mikroorganizmalardir. Taze sivi kiiltiirlerde, bakterilerin bireysel formu
genellikle 0.3-0.75X2.0-7.0pm boyutlarindadir (Sekil 2.2). Hatta taze siv1 kiiltiirdeki bu
etkenlerin boyutlari, dogal enfekte baliklarin lezyonlarinda rastlananlardan daha biiyiik
olabilmektedir. Kiiltiirlerde az da olsa filamentdz formlara (10-40 pm) goriilebilmektedir.
Mikrokist formasyonuna ise rastlanilmamaktadir. Aerob kosullarda, 15-20°C’de kati
besiyerlerinde, 2—4 giin i¢inde iizerleri ve kenarlar1 piiriizlii (Sekil 2.3) sar1 renkli koloniler
meydana getirirler. Kolonilerde olusan sar1 pigment, % 20’lik KOH ile oranj rengini alir.
Mikroorganizma 4°C’nin altinda ve 25°C’in ustiindeki sicakliklarda liremez. (Arda, 1973;
Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve Kerouault, 1989; Bernardet vd., 1996; Balta, 1997;
Cengizler, 2000; Korun ve Timur, 2001; Madetoja vd., 2001; Vatansever, 2001; Diler vd.,
2003; Ekman, 2003; Tamaki vd., 2003; Timur ve Timur, 2003; Ispir vd., 2004; Arda vd.,
2005; Cipriano ve Holt, 2005). F. psychrophilum’un fenotipik 6zellikleri tablo 2.2’de

goriilmektedir.

Sekil 2.1. F. psychrophilum’un mikroskopta goriiniisii (URL-3).



Sekil 2.2. F. psychrophilum’un elektron mikroskobunda goriiniisii (URL—4).

Sekil 2.3. F. psychrophilum’un kolonisi (Cipriano ve Holt, 2005).



Tablo 2.2. F. psychrophilum’un fenotipik karakterizasyonu (Wiklund vd., 1994; Lorenzen vd., 1997; Bowser

1999; Dalsgaard ve Madsen, 2000; Nematollahi vd., 2003; Cipriano ve Holt, 2005).

Test Sonug¢ Test Sonuc¢
Gram boyama _ Lizin _
Hareket -(kayma) Fruktoz _
Koloni rengi Sar1 Inositol _
Flexirubin tipi pigment + Rhamnoz _
Kongo red testi _ Mannoz _
Katalaz Zayif pozitif Meliboz _
Oksidaz _ Amigolalin _
Nitrat rediksiyonu _ TYE agarda lireme +
Jelatin hidrolizi + TYES agarda iireme +
Nisasta hidrolizi _ TSA’da lireme +/-
H,S iiretimi _ Kanl agar +/-
Metil kirmizisi- _ Tirozin hidrolizi +/-
Voges Proskauer _ Selluloz dekompozisyonu _
ONPG testi _ Glukoz oksidasyonu _
Simmons sitrat kullanimi _ Sellobioz oksidasyonu _
B-galaktozidaz _ Glukoz fermentasyonu _
Arjinin dihidroloz B Laktoz fermentasyonu _
Ornitin dekarboksilaz _ Mannitol fermentasyonu _
Ureaz iiretimi _ Sellobioz fermentasyonu _
Triptofan deaminaz _ Tirozin agarda pigment _
Alblimin sindirimi + Mueller-Hinton agarda {ireme _
Tributrin hidrolizi + Vibriostat O/129 _
E. coli otolizi + 5 °C’de tireme +
Kitin hidrolizi _ 15°C’de tireme +
Agar hidrolizi _ 20°C’de iireme +
Kazein hidrolizi + 25°C’de iireme +/-
Nisasta hidrolizi _ 30°C’de tireme _
Ksantin hidrolizi _ 37°C’de tireme _
Sukroz B % 0,0 NaCl’de lireme +
Galaktoz _ % 0,5 NaCl’de lireme +
Arabinoz _ % 1,0 NaCl’de tireme +/-
Sorbitol _ % 2,0 NaCl’de lireme +/-
- : Negatif reaksiyon

+ : Pozitif reaksiyon

Bu etkende plasmidin varligi belirtilmis ise de fonksiyonu tam olarak
aciklanmamigtir. Bakterinin fizyolojik ve biyokimyasal aktivitesi olduk¢a smirlidir.
Sakkarolitik etkinligi de bircok karbonhidrat i¢in bulunmamaktadir. Buna ragmen kazein,
kollagen, jelatin ve alblimin i¢in aktif proteolitik 6zellige sahiptir. Ancak bu karakterleri de

suslara gore degismektedir. Bazi izolatlarin da, kas, deri ve kikirdaklar1 eritebilen



ekstraselliiler enzim sentezledikleri ag¢iklanmistir. F. psychrophilum antibiyotiklere,
kemoterapotiklere ve dezenfektanlara kars1 degisik derecede duyarlilik gosterir.
Mikroorganizma, antijenite ydniinden bir homojeniteye sahiptir. Incelenen izolatlardan lam
agliitinasyon testi ile saptanan ortak antijenik komponentlerin varlig1 bildirilmistir. Ancak
bolgelere gore suslar arasinda virulens ve antijenik farkliliklarin ortaya cikabilecegi de
aciklanmistir (Holt, 1987; Madsen ve Dalsgaard, 2000; Arda vd., 2005).

F. psychrophilum yiiksek proteolitik enzim iiretmesinden dolayr direk dokulara
zarar vermektedir. Bu proteaz iiriinii bakterinin birinci virulens faktoridiir (Dalsgaard,
1993; Bertolini vd., 1994; Madsen ve Dalsgaard, 1998; Dalsgaard ve madsen 2000). F.
psychrophilum suslar1 arasinda elastin ¢esitliligi vardir. Elastini az olan suslar daha
virulenttir (Madsen ve Dalsgaard, 1998;1999b). Yine suslar arasinda plasmid (3.7 kb)

icerenler daha virulenttir (Lorenzen vd., 1997).
2.1.2. Epizootioloji

Enfeksiyon, Oncorhynchus kisutch, Oncorhynchus tshawytscha, Oncorhynchus
nerka, Oncorhynchus keta, Oncorhynchus rhodurus, Oncorhynchus masou, Oncorhynchus
mykiss, Oncorhynchus clarki, Salmo salar, Salmo trutta, Salvelinus fortinalis, Salvelinus
namaycush, Salvelinus alpinus ve Thymallus thymallus gibi yavru veya c¢ok geng
Salmonidlerde ve Plecoglossus altivelis, Cyprinus carpio, Carassius carassius, Anguilla
anguilla, Chaenogobius urotaenia, Trybolodon hakonensi, Rhinogobius brunneus, Zacco
platypus, Perca fluviatilis, Rutilus rutilus ve Tinca tinca gibi diger baliklarda goriiliir.
(Arda, 1973; Arda vd., 2005; Cipriano ve Holt, 2005).

Su sicakligmin 10°C’nin altina diistiigli havuzlarda fazla kalabalik, akintisiz,
oksijenin az oldugu, su kalitesinin bozuldugu zamanlarda kulugkahane ve havuzlardaki
Olimler % 30-50 arasinda degismektedir. Stres faktorleri de hastaligin ¢ikmasinda ve
yayilmasinda etkili bir rol oynar. F. psychrophilum balik¢ilik isletmelerindeki sularda
bulunmaktadir ve hatta bu etken steril suya birakildiginda uzun siire canli kalabilmektedir.
Ayrica bakteri suda 4 ay siireyle c¢ogalabilmektedir. Balik isletmelerinde suyun
sirkiilasyonu ile etken saglikli balifa da bulasabilmektedir (Arda, 1973; Bruun vd., 2000;
Dalsgaard ve Madsen, 2000; Schmidt vd., 2000; Wiklund vd., 2000; Madetoja ve Wiklund,
2002; Ekman, 2003; Madetoja vd., 2003; Vatsos vd., 2003; Arda vd., 2005).

Bakteri, salmonid baliklarin yiizgeg, solungag, operkulumla baglantili dokularda,

ayrica mukus ve deri florasinda bulunur. Mikroorganizma, deri ve solungaglarda cesitli
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nedenlerin etkisiyle meydana gelen yara vb. yerlerden viicuda girerek enfeksiyon olusturur.
Enfeksiyona duyarlilik bakimindan da balik tiirleri arasinda farliliklar bulunabilmektedir.
Baliklarin ¢ok geng, sicakligin da diisiikk olmas1 ve diger olumsuz faktorler baliklarin
direncini azaltarak, hastaliklara karsi duyarliligin artmasina yol agmaktadir. Havuzlarda
bulunan portor, kronik ve 6lii baliklar bir hastalik kaynagidir. F. psychrophilum, baliklarin
birbirine direk temasinda ve suya karisarak baliklar arasinda yayilma gostemektedir. Bu
patojen baliklarin viicut yiizeyinde, ovaryumda, sindirim sistemi ve yumurtalarin dis
kisminda da rastlanabilir. Ayrica etkenin hasta ergin baliklarin yumurtalarina, buradan da
yavru baliklara bulasabildigi bildirilmistir. Bu bakteri balik¢ilik tesislerine yumurta ve
baliklarin tasinmasiyla da bulasabilmektedir (Bustos vd., 1995; Brown vd., 1997; Izumi ve
Wakabayashi, 1997; Madsen ve Dalsgaard, 1999a; Madetoja vd., 2000; Baliarda vd., 2002;
Madetoja, 2002; Ekman, 2003; Nemotallohi vd., 2003; Timur ve Timur, 2003; Cipriano ve
Holt, 2005; Arda vd., 2005).

Hastalik, bazi salmon tiirlerinde diger bakteriyel, viral veya paraziter balik
patojenleriyle birlikte goriilebilmektedir. Ornegin furunkulozise neden olan Aeromonas
salmonicida Psikrofiloz ile birlikte goriilebilen bakteriyel bir patojendir. Enfeksiy6z
pankreatik nekrozis (Infectious Pancreatic Necrosis, IPN) ve Enfeksiy6z hematopoietik
nekrozis (Infectious Hematopoietic Necrosis, IHN) Psikrofiloz ile birlikte goriilebilen viral
enfeksiyonlardir. Ayrica Hekzamitiyaz hastaligina neden olan Hexamita salmonis ve
Kostiyaz hastaligina neden olan Costia (Ichthyobodo) necatrix ile Gyrodactylus derjavi
ektoparazitilerinin gokkusagi alabaliginda Psikrofiloz ile birlikte miks enfeksiyonlara yol

actig1 bildirilmistir (Cipriano ve Holt, 2005).
2.1.3. Patogenez

Etken, dokularda hasara yol agabilecek kadar yiiksek proteolitik enzim iiretimine
sahiptir ve etkenin virulensi ekzotoksin, endotoksin, adezyon (yapigsma) ve proteaz
aktivitesine baglidir (Ekman, 2003). Cevresel faktorlerde meydana gelen degisim, F.
psychrophilum’un proteolitik aktivitesini arttirmaktadir. Etken proteolitik enzimlerle lipaz
ve niikleaz gibi ektraselliiler enzimler salgilayarak konak¢inin hiicrelerinde lizise neden
olur. Bu ozellikler diger bakteriyel balik patojenlerine gore F. psychrophilum’un
virulensini arttirir (Nematollahi vd., 2003).

Ekstraselliiler proteazlar etkenin virulensini etkilemekte ve kas dokudaki elastin

miktarini azaltmaktadir (Cipriano ve Holt 2005).
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F. psychrophilum’un tasiyicist bilinmemektedir. Ancak saglikli baliklarin viicut
ylizeylerinde bulunan etkenin, epidermiste olusan giris yerlerinden igeri girdikten sonra
iiremeye bagsladigi, deride onceleri kiiciik ve beyazimsi, gozle goriilebilecek irilikte
kabarciklarin meydana geldigi, bunlarin zamanla biiyiiyiip, sayilarinin arttig1 ve birbiriyle
birlestigi gozlemlenir. Bu kabarciklarin tizerindeki deri delinerek agilip, yerlerinde caplart
1-3 cm kadar olan yiizeysel iilserlerin tesekkiil ettigi, dermisin dejenere oldugu ve
renginde acilmalarin meydana geldigi goriiliir. Etken zamanla bag doku ve kas tabakasina
kadar ilerleyip tahriplere neden olur. Bu arada kan damarlarinda zedelenme meydana
geldiginden, yiizgec tabanlarinda hemorajik odaklar tesekkiil eder. Hastalik Oncorhynchus
kisutch tiirii alabaliklarda akut septisemilere yol agtigindan i¢ organlarda lezyonlara
rastlanmaktadir. Adipoz ve kavdal ylizgeclerin dis kenarinda baslayan enfeksiyon tabana
kadar uzanir. Etken baliklarin iireme sisteminde de yiiksek oranda bulunup, yumurtalarla

taginabilmektedir (Arda, 1973; Kandil, 1976; Cengizler, 2000).
2.1.4. Semptomlar

Hastalik su sicakligimim 10°C’nin altina diistiigli zamanlarda ortaya ¢ikar. Hasta
baliklarin hareketlerinde durgunluk, istahsizlik ve renginde kararma goriiliir. Etken kavdal
ylizgegten girerek cogalir ve adipoz ylizge¢ boyunca renk bozulmaya baslar. Cogu
durumda kavdal ve adipoz yiizgeglerden dorsal yilizgece dogru deriyi kaplayan nekrozlar
olusur. Yiizgeclerin dis kenarlarda baslayan bozukluklar zamanla ylizgecin tabanina
yayilir, biitiin yiizgecler tahrip olabilir ve radiuslar ortaya ¢ikar. Baligin derisinde dermal
lezyonlar, iilserler ve yan kisimlarinda biiyiik kabarciklar gelisir. leri safhalarda doku ve
kaslar dejenere olup, agzin yanlarinda, ventralde ve lateral yiizeyde derin lezyonlar
bulunur. Bazen de lordoz ve skolyoz goriiliir. (Arda, 1973; Kandil, 1976; Colak, 1982;
Bernardet vd., 1988; Lorenzen vd., 1991; Balta, 1997; Cengizler, 2000; Korun ve Timur,
2001; Timur ve Timur, 2003; Ryce ve Zale, 2004; Arda vd., 2005; Cipriano ve Holt, 2005)

Solungaglar solgun renkte olup iizerinde kanama odaklar1 bulunur (Arda vd., 2005).
Etken, solunga¢ lamellerinin erimesine neden olur (Balta, 1997). Solunga¢ merkezi
kapillar damarlarinda kan pihtilar1 toplanir (Cipriano ve Holt, 2005). Bazi baliklarda
ekzoftalmus gozlenir (Cipriano ve Holt, 2005; Korun ve Timur, 2001; Arda vd., 2005).
Goziin retinasinda ve retinanin alt tabakasinda kizarikliklar meydana gelir (Evensen ve
Lorenzen, 1996). Karinda sivi toplanmasi nedeniyle karin sigkindir (Bernardet ve

Kerouault, 1989). Dalakta kizariklik, biiyiime ve hemorajiler, bobregin solgunlastigi
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(Korun ve Timur, 2001), bobrek kapiller ve tubullarinda nekrozlarin olustugu, kalp kasinda
kizarma (Cipriano ve Holt, 2005), bagirsagin bos, seffaf ve aniise dogru olan kisminin hafif
kanli sar1 renkli bir igerikle dolu oldugu, karacigerin solgun ve bazi kan damarlarinin
dolgunlastig1 goriiliir (Korun ve Timur, 2001). Kemik zar1 ve kemikte, beyin zari, sinir
diigiimii, omurga ve kafatasinin birlestigi omurda iltihaplanmalar ve kizarma gozlenir
(Cipriano ve Holt, 2005). Kalpte, ylizme kesesinde ve karacigerde petesiler goriilebilir
(Cengizler, 2000).

2.1.5. Teshis

Psikrofiloz hastaliginin kesin teshisi biiylik olgiide laboratuvar muayenelerine
dayandigi igin, yeterli sayida hastalikli canli baliklara veya muayene materyallerine ihtiyag
duyulur. Bu enfeksiyonun semptomlar1 diger bir¢ok bakteriyel hastaliklara benzediginden
dolayi, klinik ve otopsi bulgularina gore tanimlamak zordur. Ancak etkenin izole ve

identifikasyonu ile miimkiin olmaktadir (Arda vd., 2005).
2.1.5.1. Mikroskopi

Deri ve ylizgeglerde bulunan lezyonlardan, dalak, karaciger, bobrek ve kalpten
alman kii¢iik parcaciklar, temiz bir lam iizerine siiriilerek veya iki lam arasinda ezilerek
frotiler hazirlanir. Bunlar Gram boyama yontemi ile boyanir. Mikroskop altinda Gram
negatif, ince uzun comakgiklara rastlanir. Ancak, bdyle mikroorganizmalar goriilse bile, bu
kesin teshis olarak nitelendirilmemelidir (Arda, 1973; Lehmann vd., 1991; Arda vd.,
2005).

2.1.5.2. Kiiltiir ve Izolasyon

Aseptik kosullarda alinan doku pargalari, bir pens yardimi ile kati besiyerine
(Cytophaga agar, vs.) siirlilerek ekim yapilir veya doku pargalarindan hazirlanan
homojenatlar bir 6ze yardimiyla Modified Anacker ve Ordal Agar (MAOA), Modified
Anacker ve Ordal Broth (MAOB), lizerine yayilarak ekimler yapilir. Aerob kosullarda 15-
20°C’de 3-5 giin siire ile inkiibasyona birakilir (Austin ve Austin, 1987; Bernardet ve
Grimont 1989; Lehmann vd., 1991; Timur ve Timur, 2003). Ureyen kolonilerden
hazirlanan saf kiiltlirler, morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve serolojik testlere tabi

tutularak etkenin identifikasyonuna ¢aligilir (Arda vd., 2005).
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2.1.5.3. Serolojik Testler

Kat1 besiyeri iizerinde iireyen kolonilerden hazirlanan yogun ve homojen bakteri
suspansiyonu (%10-20), pozitif serumla lam iizerinde ¢abuk aglutinasyon testi yapilir ve
ayrica konjugat varsa Indirekt Fluoresan Antikor Testi (IFAT) uygulanabilir (Toranzo,
2004; Arda vd., 2005).

Lorenzen ve Olesen (1997) tarafindan F. psychrophilum’un ii¢ serotipinin (Tablo
2.3) mevcut oldugu bildirilmistir. Birinci serotip ““Th’’ (alt serotipleri Th-1 ve Th-2’dir),
cogunlukla Danimarka’da izole edilen suslari igerir. ikinci serotip ‘‘Fd’’ gokkusagi
alabaligindan izole edilen birkag farkli izolattan meydana gelir. Fp' serotipi baliklarda
enfeksiyona yol ac¢makta ve gokkusagi alabaligi disindaki baliklardan da izole
edilebilmektedir (Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005).

Izumi ve Wakabayashi (1999) F. psychrophilum izolatlarinin serotipik (Tablo 2.3)
ayrimint yapmiglardir. Japon ve Amerika’daki coho salmonlarindan serotip O-1; Ayu
baliklarinda Serotip O-2 ve alabalik tiirlerinde ise O-3 igeren suslar izole edilmistir.

Daha genis bir serolojik analiz ile F. psychrophilum’un yedi ayri serotipinin (1:
salmon; 2a: alabalik; 2b: alabalik; 3: alabalik; 4: avrupa yilan balig1; 5: sazan; 6: kadife
balig1 ve 7: ayu balig1) izole edildigi ifade edilmistir (Ekman, 2003; Cipriano ve Holt,
2005).

Tablo 2.3. F. psychrophilum’un serotipleri (Cipriano and Holt, 2005).

Serotipler ve kaynaklar:
izole edildigi balik
tilri
Mata et.al. Lorenzen and Olesen Izumi and Wakabayashi
(2002) (1997) (1999)
Somon 1 Fp' O-1
Gokkusagi alabaligi 2a Fd
Gokkusagi alabaligi 2b Th-2
Gokkusagi alabaligi 3 Th-1 0-3
Yilan baligt 4
Sazan 5
Kadife baligi 6
Ayu 7 0-2
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2.1.5.4. Molekiiler Yontemler

Giliniimiizde molekiiler tekniklerle hastalik etkenlerinin identifikasyonu gittikce
popiiler bir konu olmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, molekiiler yontemlerin son derece
dogru, hizli, duyarh ve spesifik olmasidir. Molekiiler teknikler arasinda PZR digerlerine

gore On plana ¢ikmaktadir.

2.1.5.4.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR; kisa bir zaman icinde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak
amaciyla hedeflenen niikleik asitin (DNA) biyokimyasal olarak ¢ogalmasini saglayan bir
yontemdir (Saiki vd., 1988; Mullis, 1990; Bej vd., 1991; Taylor, 1993; Cetinkaya, 1998).
Bilim diinyas1 PZR ile tanistigindan beri, PZR’nin biitiin molekiiler uygulamalara ¢ok
biiyiik etkisi olmustur. Flavobacter’e 6zgii 16S rRNA ve gyrA genleri ile cins bazinda; F.
psychrophilum’a 6zgii 16S rDNA, gyrB ve ppiC genleri ile tiir bazinda PZR ile
identifikasyon yapmak miimkiindiir (Izumi veWakabayashi, 2000; Eiler ve Bertilsson,
2007; Suzuki, vd., 2008).

2.1.5.4.2. Molekiiler Alt Tiplendirme

2.1.54.2.1. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE-Degisken Alanh Jel

Elektroforezis)

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) teknigi, agaroz i¢ine gémiilii haldeki
bakteriden, yapisal biitiinliigli bozulmadan izole edilen tiim kromozomal DNA’nin,
restriksiyon (kesme veya sinirlama) enzimi (RE) ile kesilmesi sonucu olusan profilinin
belirlenmesi esasina dayanir. Ayrica PFGE, yiiksek iiretim kabiliyeti ve ayrim yapabilme
giiciine sahip olan birden bire ortaya c¢ikan salginlarda oldugu kadar epidemiyolojik
calismalarda da kullanilmaktadir (Gouby vd., 1992; Finney, 1993; Goering, 1993;; Maslow
vd., 1993; Schlichting vd., 1993; Swaminatha ve Matar, 1993; Leonard vd., 1995; Arda,
2000; Arai vd., 2007).

Pulsed Field Gel Electrophoresis, molekiiler tiplendirme metotlariin “referans
testi” olarak kabul edilmektedir (Olive and Bean, 1999). PFGE, prob hibridizasyon
metotlarinin  yardimina  basvurulmaksizin  genomik  (kromozomal) restriksiyon

fragmentlerinin (parcalarinin) basit bir sekilde gosterilmesine olanak veren bir metottur.
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Ayrica PFGE ile genomik DNA’nin 10-800 kb arasindaki c¢ok biiyilk molekiiler
uzunluklara sahip fragmentlerin agik bir sekilde ayrilmasi miimkiindiir (Schwartz ve
Cantor, 1984; Finney, 1993; Schwartz ve Cantor, 1984).

Diinyadaki bir ¢cok referans laboratuvarlarinda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda,
bakteriyofaj ve serolojik metotlar kullanilmaktadir (Schlichting vd., 1993; Olsen vd.,
1994). Ancak bu metotlar ne kadar faydali olsalar da bakteriyel tiirlerin daha genis bir
tiplendirilmesinin yapilmasi i¢in sus tiplendirme metotlarina gereksinim duyulmustur. Su
anda PFGE bu ihtiyaci karsilayabilecek metotlardan biridir (Arbeit, 1995; Schlichting vd.,
1993). Bakteri tiplendirilmesinde, yiiksek bir iiretim kabiliyeti ve ayrim yapabilme giiciine
sahip olan PFGE, birden bire ortaya ¢ikan salginlarda oldugu kadar endemik hastaliklarin
ortaya ¢iktig1 populasyonlardaki epidemiyolojik c¢aligmalarda da Gram negatif, Gram
pozitif ve mycoplasma tiirlerinin ayriminda genis bir sekilde faydalanilan bir metot
olmustur (Goering, 1993; Leonard vd., 1995; Maslow vd., 1993).

PFGE analizinde (Sekil 2.4), saf kiiltiirden elde edilen bakteriler, erimis agaroz jel
icerisinde plug ad1 verilen kaplarda blokland1 ve bu agaroz blok, 6nce deterjan ve enzimle
muamele edilerek bakterilerin kromozomu ¢ikarild1 ve sonra da spesifik bir restriksiyon
enzimi ile seyrek bir sekilde kesme islemi yapildi. Olusan fragmentleri i¢eren agaroz blok
onceden belirlenen akim yonii (Sekil 2.5) degisiklikleri ile calisan spesifik bir elekroforez
aygitinda yliriitme yapildiktan sonra olusan goriiniimii gézetlemek icin ethidium bromide
ile boyanarak yorumlanmaktadir (Murray vd., 1990; Goering ve Winters, 1992; Finney,
1993; Maslow vd., 1993; Swaminatha ve Matar, 1993; Matuchek vd., 1996; Olive and
Bean, 1999; Arda, 2000; Durmaz vd., 2007).
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Sekil 2.4. PFGE analizi (URL-5).
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FIGE

Sekil 2.5. PFGE’ nin ¢esitli akim yonleriyle ¢caligmast (URL—-6).
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PFGE analiz sonuglarinin yorumlanmasinda belli kriterler vardir.

-Aym Izolat (Farksizhik): Ayni sayida ve boyutlarda bant (Tablo 2.4) igeren
izolatlar i¢in kullanilmaktadir. Epidemiyolojik olarak yorumlandiginda izolatlarin genetik
olarak ayni oldugu kabul edilir (Gordillo vd., 1993; Miranda vd., 1991; Olsen vd., 1994;
Tenover vd., 1995).

-Yakin iliski izolat: Salgin sus ile aralarinda 2-3 bant (Tablo 2.5) farki olan
izolatlar i¢in kullanilmaktadir. izolat salgi susuyla yakin iliskili olarak degerlendirilir.
Epidemiyolojik olarak yorumlandiginda izolatlarin, salgin suslarin bir pargast olma
olasilig1 vardir (Arbeit vd., 1993; Tenover vd., 1995).

-Muhtemel iliski izolat: Salgin suslariyla aralarinda 4-6 bant (Tablo 2.5) farki olan
izolatlar i¢in kullanilmaktadir. Bu izolatlar, salgin susuyla ayni genetik soya sahiptir, fakat
genetik olarak yakin iligkili degillerdir. Epidemiyolojik olarak yorumlandiginda izolatlarin,
salgin suslarla baglantilarinin ¢ok az oldugu sdylenmektedir (Tenover vd., 1995).

-Iliskisizlik: Salgin suslariyla aralarinda 7 veya daha fazla bant (Tablo 2.5) farki
olan izolatlar i¢in kullanilmaktadir. Epidemiyolojik olarak yorumlandiginda izolatlarin,
salgin suslarla iliskisiz oldugu sdylenmektedir (Tenover vd., 1995).

Bu yorumlama kriterine gore, salgin sus ile izolatlar arasinda fark yoksa bdyle
izolatlar Tip A olarak belirtilmekte, yakin veya muhtemelen iligki varsa Tip A;-A; olarak
adlandirilmaktadir. Yakin veya muhtemelen iliski izolatlar, biiyiik olasilikla veya
muhtemelen epidemiyolojik iligkilidir diye rapor edilmektedir. Goriinlimler tatmin edici
sekilde biribirinden farkliysa Tip B- Tip C olarak ifade edilmekte ve izolatlarin birbiriyle
epidemiyolojik baglantilarinin olmadig1 yoniinde rapor edilmektedir (Arman,1998;

Moellering, 1995; Kaygusuz, 2000; Craig, 1998).

Tablo 2.4. PFGE yorumlama kriteri (Tenover vd., 1995).

Kategori Genetik Olay Sayis1 | Fragment Farklilik | Epidemiyolojik Yorumlama
Sayisi

Farksizlik 0 0 Izolat, kontrol ile farksiz

Yakin iligki 1 2-3 Izolat, kontroliin biiyiik olasilikla
pargasidir.

Muhtemel iligki 2 4-6 Izolat, kontroliin diisiik olasilikla
pargasidir

Tskisizlik >3 >7 Izolat, kontrol ile tamamen farklidir.

19




2.1.6. Koruma ve Kontrol

Genellikle, baliklar1 korumak, tedavi etmekten daha ucuz, kolay ve etkilidir. Bir
balik¢ilik isletmesinde enfeksiyon ortaya ciktiktan sonra, bunun nedenini veya hangi
hastalik oldugunu, nereden kaynaklandigini saptayincaya kadar gegen siire i¢inde, hastalik
ajan1 mikroorganizma bir¢ok balia ve havuza bulasarak yayilmakta ve dolayisiyla
enfeksiyonu onlemek ¢ok zor olmaktadir. Oliimlerin meydana geldigi durumlarda ise
enfeksiyon daha tehlikeli olmakta ve igletmeyi biiyiikk zararlara ugratmaktadir. Ayrica
sagaltim ve koruma masraflar1 da artmaktadir. Boyle durumlarda ¢ogu zaman, hastaligi
sagaltmak olanaksizlagabilecegi gibi, portorlerin ve kronik enfeksiyonlarin olugsmasi
yanisira, antibiyotiklere direngli bakteriyel ajanlarin, asemptomatik tasiyicilarin da
artmasina yol agmaktadir. Isletmeye patojenik etkenlerin girmesini dnlemek, baliklari
cesitli enfeksiyonlardan korumak ve hastaligi kontrol altina alabilmek i¢in kulugkahane ve
havuzlarin kontrolii, su aktarmali1 havuzlarin kullanilmamasi, kulucka evi ve havuzlardaki
sularin kontrolii, iyi bakim-beslemenin uygulanmasi, her tiirlii stres faktdriiniin minimal
diizeye indirilmesi, popiilasyonun normal sinirlarda olmasi, havuz, ara¢ ve gereclerin
periyodik dezenfeksiyonu ve immunizasyon gibi biyogiivenlik 6nlemlerinin uygulanmasi
gereklidir (Munson ve Hauck, 1993; Arda vd., 2005).

Anag baliklarin F. psychrophilum ile kontaminasyon olmus doku, sperma veya
yumurtalart potansiyel tasiyici olabilir. Eger F. psychrophilum yumurtanin perivitellin
bosluguna yerlesmis ise iyodoform dezenfeksiyonu etkili olmaz. Yiizeysel
dezenfeksiyonlarda rutin olarak iyodoform (50 mg 1 litre suda 30 dakika veya 100 mg 1
litre suda 10 dakika) tedavi amac¢h kullanilir. Yumurtalarin dezenfeksiyonunda ayrica
hidrojen peroksit (100 mg 1 litre suda) veya glutaraldehid (200 mg 1 litre suda ) banyo
seklinde 20 dakika siireyle tavsiye edilir (Baranson, 1995; Rangdale, 1997; Timur ve
Timur, 2003).

Diger bakteriyel balik patojenleri ile karsilagtirildiginda, F.psychrophilum ile ilgili
olarak spesifik antijen immunitesi ve deneysel as1 gelistirme bilgilerinin yetersiz kaldig:
bildirilmistir. Balik serumundaki komplement sistem humoral savunmada rol oynamasina
ragmen, F. psychrophilum ile dogal enfekte olmus gokkusagi alabalig1 yavrularinda etkene
immun yanitin yetersiz kaldig1 ifade edilmistir (Nematollahi vd., 2003; Ekman 2003;
Cipriano ve Holt, 2005).
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Etkenin o6zellikle gokkusag1 alabaligi yavrularinda bagisiklik sistemini baski altina
alarak enfeksiyona yol actig1 bilinmektedir. Etkene yonelik lisansli as1 bulunmamaktadir.
Deneysel olarak periton i¢ine uygulanan bakterin asilarinin, yavru alabalikta bagisiklik

saglamadigi belirtilmistir (Nematollahi vd., 2003; Ekman 2003; Cipriano ve Holt, 2005).

2.1.7. Sagaltim

Psikrofiloz enfeksiyonu da dahil diger bakteriyel balik hastaliklarinda, bir¢cok
antibiyotigin tek basina veya kombine edilerek hastaliklarin kesin teshisi yani etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmadan bilingsizce ve yaygin bir sekilde kullanilmasi
direncli bakteri suslarinin gelismesine (Bowser 1999; Midtlyyng 2002) ve kullanimini
takiben yasal bekletme siirelerine tam olarak uyulmamasi sonucu balik ve diger su
tirtinlerinde kalintrya neden oldugu vurgulanmistir (Bjorklund vd., 1990; Anonim, 2003).

Enfeksiyon ¢iktiginda, havuzlardaki hasta baliklar ayrilarak akvaryumlara alinirlar.
Bunlar, antibiyogram test sonucuna gore, yemlere katilan antibiyotikler ve sulfanamidlerle
sagaltilmaya calisilir. Kulugckahanedeki baliklar i¢in de ayni antibiyotikler ve sulfanamidler
uygulanir (Arda, 1973; Arda vd., 2005).

Hastaligin eksternal formlarinda, antiseptik veya antibiyotik banyolardan
yararlanilabilir (Arda vd., 2005). Kimyasal banyolarin F. psychrophilum’a karsi etkisi
smirhidir. Clinkii bakteri genellikle sistemik enfeksiyonlar meydana getirir. Yavru baliklar
0.5 pg nitrofuran 1ml suya veya 10—15 mg nitrofuran 1 litre suya ilave edilerek 60 dakika
stireyle banyo yaptirilir. Yine furpyrinol (1 mg/ 1 litre suya karistirilarak) de 40-50 dakika
stireyle banyo tarzinda uygulanmaktadir (Arda, 1973; Colak, 1982).

Enfeksiyonun eksternal lezyonlarinin tedavisinde; 10-50 mg oksitetrasiklin bir litre
suya ya da 2 mg quaternar ammonium bir litre ilave edilerek baliklara banyo yaptirilmasi
tavsiye edilir. Bu tedavinin kavdal ylizge¢ erozyonlarina karsi etkisi azdir. Boyle olaylarda
2 mg potasyum permanganat bir litre suya karistirilarak baliklara banyo yaptirilir.
Sulfisoxole giinliik 220 mg miktarinda 1 kg yeme katilarak 10 giin siireyle veya 88 mg
Sulfisoxole giinliik 1 kg yeme katilarak 26 giin siireyle; 220—440 mg Sulfamerazin giinliik
1 kg yeme katilarak standart diyet; 75 mg oksitetrasiklin giinliikk 1 kg yeme katilarak 10
giin stireyle yemlere katilarak verilir (Cipriano ve Holt, 2005). Bir kg baliga 50-75 mg
Terramisin giinliik doz olarak 10 giin siireyle (Arda, 1973); 1.5 mg Furanance bir litre suya

katilarak bir saat siireyle 3 gilin uygulanir (Cengizler, 2000). Bir kg baliga 80 — 100 mg

21



Amoksisilin bir giin siireyle 7 giin boyunca yemlere katilarak verilir (Baranson, 1995;

Rangdale vd., 1997; Rimaila- Parmanen vd., 1997).

2.2. Bakterilerin Antibakteriyel Duyarhhk Testleri

Antibakteriyel ilaglara kars1 duyarlilik bir¢ok yontem ile saptanabilmektedir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle ilaclarin bakteriyostatik ve bakterisit
aktivitesi degerlendirilir. Bu amacla uygulanan yontemler (Baker vd., 1991; Jorgensen,
1997, Giilay, 1999; Lalitha, 2004):

1. Kati veya sivi besiyerlerinde seyreltme (diliisyon) yontemleri
2. Disk difiizyon yontemi
3. Gradiyent difiizyon (Etest®) yontemi

4. Antibakteriyel ajanlar1 inaktive eden enzimlerin saptanmasi olarak siralanabilir

Verilen literatiir bilgilerinden yararlanilarak bu calismada; Elazig ili Keban
ilgesinde bulunan alabalik isletmelerindeki kulugckahanelerde rastlanan Psikrofiloz

hastaliginin etkeni olan F. pyschrophilum’un fenotipik ve genotipik 6zellikleri incelendi.
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Materyal

3.1.1. Alabalhk Yavru Uretimi Yapan Isletmelerin Yeri

Bu ¢alismaya konu olan yavru alabalik yetistiri¢iliginin yapildig: isletmeler Elazig

iline 45 km uzakliktaki Keban il¢esinde (Sekil 3.1) bulunmaktadir.

LT SR 7

Callsma_ Sahalari

£ Giinay

“0lcek: 1/10.000.000

Sekil 3.1. Yavru iiretimi yapan gokkusagi alabalig1 isletmelerinin bulundugu Keban ilgesi.
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3.1.1.1. Bahiklarin Elde Edildigi isletmelerin Konum ve Kapasiteleri
3.1.1.1.1. I Nolu Gokkusagi Alabahgi Uretim isletmesi ve Alinan Ornekler

Elazig’in Keban ilgesine 1 km uzaklikta olan bu isletme, ilgenin girisinde yer
almaktadir (Sekil 3.2). Isletme; kulugkahane, anag, gen¢ ve yavru havuzlarindan
olusmaktadir. Burada yilda 20.000.000 adet yavru alabalik yetistirilmekte ve 4500-5000
ton balik iiretimi yapilmaktadir. Bu isletmelerde; doéllenmis yumurtalarin konuldugu
kulugka dolabu, keseli yavrularin yemlemeye kadar gecen siire i¢inde tutulduklari tekneler,
On yavru ve ana¢ balik havuzlar1 bulunmaktadir. Yavrular yemleme basladiktan sonra 6n
yavru besleme havuzlarina alinarak 5 g’a kadar biiytitiiliir. Daha sonra bu yavrular Keban,
Karakaya, Cat baraj gélleri ve Firat nehrinde bulunan kafeslere tasinmaktadir.

Bu isletmeden 8 ay boyunca 40 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilen 40 adet yumurta, 50 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum
stvisindan 40 o6rnek, 2 ml’lik spermlerden 50 6rnek, 60 adet gézlenmis yumurta, 100 adet
keseli yavru, 100 adet 5 gramdan kiiciik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli,
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek ve
bagirsak ornekleri, 64 adet su ve 30 adet de yem Ornekleri olmak tizere toplam 974 adet
ornek alindi. Ayrica isletmedeki saglikli gokkusagi alabaliklarindan 6rnekler alinarak F.

psychrophilum yo6niinden portér olup olmadiklar1 kontrol edildi.
3.1.1.1.2. I Nolu Gékkusagi Alabahig: Uretim Isletmesi ve Alinan Ornekler

Elazig’in Keban ilgesine 2 km uzaklikta olan bu isletme, Keban hidroelektrik
santraline yakin bir yerde bulunmaktadir (Sekil 3.2). Isletme; kulugkahane, anag, geng ve
yavru havuzlarindan olugmaktadir. Burada yillik 250 ton balik tiretimi yapilmaktadir.
Yumurtalarin alindigi ve yemlemeye kadar gecen siire ig¢inde tutulduklar1 tekneler
kuluckahanede bulunmaktadir. Yavrularin bir kismi yemleme basladiktan sonra yavru
havuzlarina taginmaktadir.

Bu isletmeden 8 ay boyunca 40 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilen 40 adet yumurta, 55 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum
stvisindan 50 6rnek, 2 ml’lik spermlerden 55 6rnek, 60 adet gézlenmis yumurta, 150 adet

keseli yavru, 100 adet 5 gramdan kiigiik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikl,
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hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek ve
bagirsak ornekleri ile 60 adet su ve 30 adet yem Ornekleri olmak {izere toplam 1040 adet
ornek alindi. Ayrica isletmedeki saglikli gokkusagi alabaliklarindan 6rnekler alinarak F.

psychrophilum yoniinden portdr olup olmadiklart kontrol edildi.
3.1.1.1.3. III Nolu Gékkusag Alabahig Uretim Isletmesi ve Ahman Ornekler

Elazig’in Keban ilgesine 3 km uzaklikta olan bu isletme, Keban baraj suyunun
dokiildiigii Firat nehri kiyisinda yer (Sekil 3.2) almaktadir. Isletmede, kulugkahane, anac,
gen¢ ve yavru kafesler bulunmaktadir. Burada yilda 1.000.000 adet yavru alabalik
yetistirilmekte ve yillik 350-500 ton balik iiretimi yapilmaktadir. Bu isletmenin Firat
nehrinde 2 adet ve Keban baraj golinde 1 adet kafes isletmesi bulunmaktadir.
Kuluckahane ve 6n yavru besleme havuzlar1 Firat nehri kiyisinda bulunan binada yer
almaktadir. Yavrular yemleme basladiktan sonra 6n yavru biiyilitme havuzlarina alinarak 5
g’a kadar biiyiitilmektedir. Daha sonra bu yavrular Keban barajinda bulunan kafeslere
tasinmaktadir.

Bu isletmeden 8 ay boyunca 50 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilen 50 adet yumurta, 60 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum
stvisindan 50 6rnek, 2 ml’lik spermlerden 40 6rnek, 60 adet gozlenmis yumurta,120 adet
keseli yavru, 100 adet 5 gramdan kiigiik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikl,
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek,
bagirsak ornekleri, 40 adet su ve 30 adet yem Ornekleri olmak iizere toplam 1000 adet
ornek alindi. Ayrica isletmedeki saglikli gokkusagi alabaliklarindan 6rnekler alinarak F.

psychrophilum yoniinden portor olup olmadiklart kontrol edildi.
3.1.1.1.4. IV Nolu Gékkusag1 Alabahg Uretim isletmesi ve Alinan Ornekler

Elazig’in Keban ilgesine 5 km uzaklikta olan bu isletme, Keban baraj suyunun
dokiildiigii Firat nehir kiyisinda yer (Sekil 3.2) almaktadir. Isletmede kulugkahane, anac,
gen¢ ve yavru kafesler bulunmaktadir. Burada yilda 2.000.000 adet yavru alabalik
yetistirilmekte ve yillik 850—1000 ton alabalik {iretimi yapilmaktadir. Bu isletmenin Firat
nehrinde 1 adet ve Keban baraj golinde 1 adet kafes isletmesi bulunmaktadir.
Kuluckahane, 6n yavru besleme havuzlar1 Firat nehri kiyisinda bulunan binada yer

almaktadir. Yavrular yemleme basladiktan sonra 6n yavru biiyiitme havuzlarina alinarak 5
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g’a kadar biyiitiiliir. Daha sonra bu yavrular Keban barajinda bulunan kafeslere
tasinmaktadir.

Bu isletmeden 8 ay boyunca 45 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilen 45 adet yumurta, 55 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum
stvisindan 55 6rnek, 2 ml’lik spermlerden 40 6rnek, 60 adet gbzlenmis yumurta, 140 adet
keseli yavru, 100 adet 5 gramdan kiigiik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli,
hastaliktan silipheli veya yeni Olmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek,
bagirsak ornekleri, 40 adet su ve 30 adet yem ornekleri olmak {izere toplam 1010 adet

ornek alindi. Ayrica isletmedeki saglikli gokkusagi alabaliklarindan 6rnekler alinarak F.

psychrophilum yoéniinden portér olup olmadiklar1 kontrol edildi.

Sekil 3.2. Keban ilgesinde bulunan yavru gokkusagi alabalig isletmelerinin konumlari.
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

3.1.2.1.  Flavobacterium  psychrophilum’un izolasyonunda Kullanilan

Besiyerleri

F. pyschrophilum izolasyonu i¢in Cytophaga Agar (CA), Cytophaga Broth (Sivi
besiyeri) (CB), Modified (Modifiye) Anacker ve Ordal Agar (MAOA), Modified Anacker
ve Ordal Broth (MAOB), Tryptone (Tripton) Yeast Extract (Maya 6zli) Salt (Tuz) Agar
(TYES-A), Tryptone Yeast Extract Salt Broth (TYES-B), Enriched (Zenginlestirilmis)
Anacker ve Ordal + Fetal Bovine (Sigir Fetiis) 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 (Tablo 3.1) kullanildi (Pacha, 1968; Kusuda, 1982;
Daskalov vd., 1999; Austin ve Austin, 1987; Madetoja ve Wiklund, 2002; Starliper vd.,
2007; Kumagai vd., 2004; Toshio vd., 2006; Stenholm vd., 2008; Holt, 1993; Holt, 1987;
Vastos vd., 2003).

Tablo 3.1. F. psychrophilum’un izolasyonu i¢in hazirlanan besiyerleri.

CYTOPHAGA AGAR CYTOPHAGA BROTH
Tryptone: 0,5 g Tryptone: 0,5 g

Yeast extract: 0,5 g Yeast extract: 0,5 g

Beef extract: 0,2 g Beef extract: 0,2 g
Sodyum asetat: 0,2 g Sodyum asetat: 0,2 g
Agar:9 g Distile su: 1000 ml

Distile su: 1000 ml

MODIFIED ANACKER VE ORDAL AGAR | MODIFIED ANACKER VE ORDAL BROHT

(MAOA) (MAOB)

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

Distile su: 1000 ml
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Tablo 3.1’in devamu

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT AGAR
(TYES-A)

Tryptone: 4 g

Yeast extract: 0,4 g

MgS0,.7H,0: 0,5 g

CaCl,.2H;0: 0,5 g

Agar: 11g

Distile su: 1000 ml

pH: 7,2

TRYPTONE YEAST EXTRACT SALT BROTH
(TYES-B)

Tryptone: 4 g

Yeast extract: 0,4 g

MgS0,4.7H,0: 0,5 ¢

CaCl,.2H,0: 0,5 g

Distile su: 1000 ml

pH: 7,2

ENRICHED ANACKER AND ORDAL + FETAL
BOVINE SERUM+ AGAR (EAO+FBS AGAR)
Tryptone: 5 g

Yeast extract: 0,5 g

Beef extract: 0,5 g

MgS0,.7H,0: 0,5 g

Sodyum asetat: 0,2 g

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: 0,5 g

Beef extract: 0,5 g

MgS0,.7H,0: 0,5 g

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 g

MgS0,.7H,0: 0,5 g

CaCl,.2H,0: 0,5 g

Agar: 11g

Tobramycin: 5 pg/ml

Distile su: 1000 ml

pH: 7,2

TRYPTONE YEAST EXTRACT
BOVINE SERUM (TYFBS) AGAR

FETAL

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

FBS: 50 ml

Distile su: 1000 ml
pH: 7,2
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3.1.2.2.  Flavobacterium psychrophilum’un Identifikasyonunda Kullanilan

Besiyerleri
3.1.2.2.1. Cytophaga Broth

Cytophaga broth (s1v1 besiyeri) hazirlanmasinda; 0,5 g tripton, 0,5 g yeast extract,
0,2 g beef (sig1r 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
siireyle otoklavda sterilize edildi (Wiklund vd., 1994; Soltani vd., 1995; Nematollahi vd.,
2003; Cipriano ve Holt, 2005).

3.1.2.2.2. 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 MgS0,4.7H,0, 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 (su
banyosuna) konuldu. Kapali deney tiiplerine 5 ml miktarinda paylastirildi ve 121°C’de 15
dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Holt vd., 1993).

3.1.2.2.3. Nitrat Broth

Nitrat broth’un hazirlanmasinda; 3,0 g beef extract, 5,0 g pepton, 1,0 g potasyum
nitrat ve 1000 ml distile su kullanildi. Karisim hazirlandiktan sonra igerisindeki maddeler
eriyene kadar 45-50°C’ye ayarli benmariye konuldu. Kapali deney tiiplerine 5’er ml

aktarildi ve 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan, 1995).
3.1.2.2.4. Oksidasyon- Fermentasyon Besiyeri (O/F)

Hugh — Leifson besiyerinden 11 g tartildi ve 1000 ml distile suya karigtirilarak, 45—
50°C’deki benmariye birakildi. Daha sonra tiiplere 4’er ml aktarilarak 121°C’de 15 dakika
siireyle otoklavda sterilize edildi (Arda, 2000).

3.1.2.2.5. Jelatin Hidrolizi
TYES agar karisimi 45-50°C’ye ayarli benmaride homojen hale gelene kadar

bekletildi ve pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandiktan sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda
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sterilize edildi. Bu besiyerine % 4 oraninda steril jelatin ilave edilerek, petri kaplarina

dokiildii (Bilgehan 1995; ince 2005).
3.1.2.2.6. Metil Kirmizisi - Voges Proskauer (MR-VP)

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

3.1.2.2.7. Kongo Kirmizis1 (Galaktozamin Glikan)

Hazirlanacak Cytophaga agar besiyeri igerisine % 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 kaplarina dokiilerek

hazirland1 (Lorenzen, 1994; Lorenzen vd., 1997).
3.1.2.2.8. Simmons Sitrat Yatik Agar

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

3.1.2.2.9. Tryptic Soy Agar (TSA)

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

3.1.2.2.10. Tryptic Soy Broth (TSB)

Tryptic Soy Broth karigimindan 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).
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3.1.2.2.11. 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).

3.1.2.2.12. Mueller-Hinton Agar (MHA)

Mueller-Hinton Agar karisimindan 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 kaplaria dokiilerek hazirlandu.
3.1.2.2.13. Kanh Agar

TSA ortamindan 40 g tartilarak 1000 ml distile su ilave edilerek eriyene kadar
benmaride bekletildi. Daha sonra 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize edildi.
Yaklasik 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra % 5 steril defibrine koyun kani eklendi ve
steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi (Arda, 2000).

3.1.2.2.14. MacConkey Agar (MCA)

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

3.1.2.2.15. 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 kaplarina dokiilerek hazirlandi (Bilgehan, 1995;
Lorenzen vd., 1997; Ekman, 2003; Cipriano ve Holt, 2005).
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3.1.2.2.16. 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).

3.1.2.2.17. 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).

3.1.2.2.18. Eskiilin Besiyeri

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

3.1.2.2.19. Nisastah Agar

Nisastal1 agar hazirlanmasinda; 10 g beef extract, 10 g pepton, 5 g NaCl, 10 g
nisasta, 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-2).
3.1.2.2.20. 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-2).

3.1.2.2.21. Kazein Hidrolizi

TYES agara % 2 siit tozu ilave edilerek hazirlandi.
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3.1.2.2.22. Tween 20 ve 80 Hidrolizi

TYES agara ayr1 ayr1 % 1°lik Tween 20 ve Tween 80 ilave edilerek hazirlandu.
3.1.2.2.23. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

Fizyolojik tuzlu su; 8,5 g NaCl, 1000 ml distile suya eklenerek hazirlandu.
3.1.3. Kimyasallar ve Ayiraglar

3.1.3.1. % 20 Potasyum Hidroksit

Potasyum Hidroksit (KOH) 20 g,

Distile su 100 ml ilave edilerek hazirlandi.
3.1.3.2. Hidrojen Peroksit (% 3’liik)

H,0, 3 ml,

Distile su 100 ml ilave edilerek hazirlandi.
3.1.3.3. Gram Boyama Ayiraglari

a) Kristal viole erigi
b) Lugol erigi

c) % 96’lik etil alkol
d) Sulu fuksin erigi

3.1.3.4. Kovaks indol Ayiraci

Isoamylalkol 15 ml,

p-dimethylaminobenzaldehit 1 g,

0,1 M konsantre HCI 5 ml,

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

3.1.3.5. Oksidaz Ayiraci
Tetramethyl-p-phenylenediamine dihidrocholoride 1 g,
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Distile Su 100 ml,
Kimyasal madde distile su igerisinde eritildi. Isik almayacagi bir sise icinde ve
buzdolabinda muhafaza edildi. Otooksidasyonu gegiktirmek i¢in % 1 askorbik asit ilave

edildi (Cowan, 1974).
3.1.3.6. Lugol Solusyonu (1/5)

Lugol (stok) solusyonu:

Iyot (I) 5 g,

Potasyum iyodiir 10 g,

Distile su 100 ml,

I 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.
3.1.3.7. 400 ppm Povidin/iodin Soliisyonu

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

Metil kirmizist ayiracinin hazirlanmasinda 0,05 g metil kirmizisi, 150 ml etil alkol
ve 100 ml distile su kullanildi. Metil kirmizist etil alkolde eritildikten sonra iizerine distile

su eklendi (Bilgehan, 1995).
3.1.3.9. Fenol Kirmizis1 Ayiraci (% 0,2°lik)

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

calkalandiktan sonra renkli siseler igerisinde oda 1sisinda saklandi (Bilgehan, 1995).
3.1.3.10. Nitrat A Ayiraci
1 g siilfanilik asit,

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

0,6 ml alfanaftilamin,

100 ml N asetik asit ilave edilerek hazirlanda.
3.1.3.12. 1/80 Normal’lik Amonyum Oksalat (NH4C,04)

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

tamamlandi.
3.1.3.13. 1/80 Normal’lik Potasyum Permanganat (KMnOQy)

Bir behere 1 litre saf su konularak kaynatildi. Daha sonra 0,395 g KMnOy ilave
edilerek, iyice karistirild1 ve ¢ozilindiiriildii 15 dakika siireyle kaynatildi. Agz1 kapatilarak
sogumaya birakildi. Sogumus ¢ozelti cam pamugundan siiziildii. Bu ¢ozelti bir balon

jojede kaynatilip sogutulmus su ile 1 litreye tamamlandi.
3.1.3.14. 1/3 Seyreltilmis Siilfirik Asit (H,SOj)
Bir hacim H,SO4 3 hacim safsu eklenerek hazirlandi.
3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Isleminde Kullanilan Ayiraclar
3.1.4.1. DNA Ekstraksiyonunda Kullanilan Ayiraclar
3.1.4.1.1. Proteinase K Soliisyonu (100 mg, Sigma, P2308, St. Louis, MO)
Mililitresinde 100 pg olacak sekilde hazirlandi.
3.1.4.1.2. TNES buffer tampon soliisyonu

20 mM Tris, pH 8,0,

150 mM Nac(l,

10 mM EDTA,

% 0,2 SDS,

Yukaridaki maddeler tartilip ihtiya¢ duyulan miktarda hazirlandi ve her 6rnek i¢in

300 pl kullanild.
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edildi.

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

Phenol equilibrated, stabilized 500 ml/1

Chloroform 480 ml/1

Isoamyl alcohol 20 ml/1

pH (20°C) 7,6-8,0

Bu karisimdan her bir 6rnek i¢in 600 pl miktarinda kullanildu.

3.1.4.1.4. Sodyum Asetat Kristalle

DNA’nin presipitasyonu amaci ile siispansiyona 0,1 voliim (3M) miktarinda ilave

3.1.4.1.5. Absolute Ethanol (Mutlak Alkol, % 96 Etilalkol)

DNA’nin belirli ekstraksiyon asamalarinda kullanilmak tizere % 95, % 90 ve % 70

oranlarinda hazirlanda.

3.1.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizinde Kullamilan Ayiraclar

3.1.4.2.1. 10x PZR Buffer (MBI Fermentas)

750 mM Tris-HCI (pH 8,8; 25°C),

200 mM (NH4)2SO4,

% 0,1 Tween 20,

Her PZR numunesi i¢in 5 pl kullanildi.

3.1.4.2.2. MgCl, (MBI Fermentas)

MgCl, (25 mM), her PZR numunesi i¢in 5 pl miktarinda kullanildi.

3.1.4.2.3. ANTP 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.
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3.1.4.2.4. Taq DNA Polymerase Enzimi (500 U; MBI Fermentas)
Her PZR numunesi i¢in 1,25 U (0,25 pl) kullanildz.
3.1.4.2.5. Primerler

Calismada kullanilan tiim primerler Integrated DNA Technologies (IDT)
firmasindan temin edildi. Primerler her PZR numunesi i¢in ortalama 25-50 pmol olacak

sekilde sulandirildi.
3.1.5. Elektroforez Isleminde Kullanilan Ayiraclar
3.1.5.1. 5x Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) Elektroforez Tampon Soliisyonu

Tris 54,4 g,

Borik Asit 27,2 g,

EDTA 4,6 g,

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

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

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

hazirlandi.
3.1.5.3. 100 bp DNA Ladder (50pg/100pnl; MBI Fermentas)
DNA Ladder 1/6 oraninda sulandirild1 ve agaroz jel kuyucuguna 5 pl yiiklendi.
3.1.5.4. 6x Loading Dye (Yiikleme Boyasi) Soliisyonu (1 ml; MBI Fermentas)

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

Ethidium bromide soliisyonundan 0,5 ml almarak distile su ile 15 ml’ye
tamamlandi. Agaroz jelin boyanmasi i¢in 300 ml distile suya 600 pl ethidium bromide

katilarak kullanildi.

3.1.6. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) Kullanilan Ayiraclar

3.1.6.1. 50 ml 1M Tris Soliisyonu

6,05 g Tris,

Steril ultra saf su ile 50 ml ye tamamlandi.

3.1.6.2. 200 ml 0,5 M EDTA Soliisyonu

37,2 g EDTA,
Steril ultra saf su ile 200 ml ye tamamland.

pH: 8

3.1.6.3. 50 ml % 10 Sarcosyl Soliisyonu

5 g Sarcosyl

Steril ultra saf su ile 50 ml ye tamamlandi.

3.1.6.4. 250 ml HST (100 mM Tris, 100mM EDTA pH 8) Soliisyonu

25 ml 1 M Tris pH 8,
50 ml 0,5 M EDTA pH 8,

Steril ultra saf su ile 250 ml ye tamamland.

3.1.6.5. 250 ml TE (10 mM Tris-HCIl, 0.1 mM EDTA pH 7.6) Soliisyonu

2,5ml 1 M Tris-HCI,
0,05 ml 0.5 M EDTA,

Steril ultra saf su ile 250 ml ye tamamland.
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3.1.6.6. 1000 ml TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8)

10 ml 1 M Tris pH 8,
2 ml 0,5M EDTA pH 8,

Steril ultra saf su ile 1000 ml ye tamamlandi.

3.1.6.7. 100 ml Hiicre Lizis Buffer ( S0 mM Tris, S0 mM EDTA pH 8 + % 1
Sarcosyl)

5ml 1M Tris pH 8,
10 ml 0,5 M EDTA pH 8,
10 ml % 10 Sarcosyl,

Steril ultra saf su ile 100 ml ye tamamlandi.

3.1.6.8. 50 ml Hiicre Lizis soliisyon I (50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA)

2,5ml 1 M Tris-HCI,
5ml 0,5 M EDTA,

Steril ultra saf su ile 50 ml ye tamamlandi.

3.1.6.9. 50 ml Hiicre Lizis Soliisyon II (0.5 M EDTA, % 1 sarcosyl)

50 ml 0,5 M EDTA,

0,5 g sarcosyl eklenerek ¢ozdiirtildii.

3.1.6.10. 25 ml 10X H buffer (500 mM Tris-HCI, 100 mM MgCl2, 1000 Mm
NaCl, 10 mM Dithioerythritol )

12,5 ml 1 M Tris-HCI,
0,238 g MgCL,,

1,430 g NaCl,

0,0385 g DTE,

Steril ultra saf su ile 25 ml ye tamamlandi.

3.1.6.11. 15 ml % 20 SeaKem Gold (SKG)

3 g SeaKem Gold (SKG)
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Steril ultra saf su ile 15 ml ye tamamlandi.

3.1.6.12. 500 ml 10 X TBE

54,4 g Tris,
27,2 g Borik Asit,
4,6 g EDTA,

Steril ultra saf su ile 500 ml ye tamamlandi.

3.1.7. Antibakteriyel Duyarhhk Testleri

Calisma kapsaminda kullanilan antibakteriyel tani disklerinin isimleri ve miktarlar

Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Caligmada kullanilan antibakteriyel diskler, miktarlar1 ve standart zon caplart (Anonim, 2000;
Anonim, 2001).

Antibakteriyeler ve disk icerikleri (ug /U) Direnz;}l{i)i mm | Orta derece(:lc)luyarh mm Duyailsl)z mm
Gentamisin (CN) (10 pg) 12 13-14 15
Amoksisilin (AX) (25 ng) 8 9-10 11
Amoksisilin/Klavulanik asit (AMC) (30 14 15-19 20
Ke)

Amikasin (AK) (30 pg) 14 15-16 17
Ampisilin (AMP) (10 pg) 13 14-16 17
Kloramfenikol (C)(30 pg) 12 13-17 18
Seftriakson (CAZ) (30 pg) 2 3 4
Sefazolin (CZ)(30 pg) 14 15-17 18
Sefoperazon (CEP)(75 ng) 15 16-20 21
Imipenem (IPM) (10 units) 13 14-15 16
Eritromisin (E) (15 pg) 13 14-22 23
Enoksasin (EN) (10 pg) 14 15-17 18
Klaritromisin (CLR) (15 pg) 13 14-17 18
Siprofloksasin (CIP) (5 ug) 15 16-20 21
Nitrofurantin (F/M) (300 ug) 14 15-16 17
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Tablo 3.2’nin devamu

Sulfametoksazol (SMZ) (100 pg) 10 11-15 16
Penisilin (P) (10 Unite) 14 - 15
Oksitetrasiklin (OT) (30 pg) 14 15-18 19
Piperasillin (PIL) (100 ng) 17 1820 21
Furazolidone (FP) (100 ug) 10 11-12 13
Basitrasin (B) (30 pg) 8 9-12 13
Optokin (OP) (30 pg) 5 6-14 15
?ggt?lzz”sl";gzt;];rhn; )+ Sulfametoksazol 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 pg) 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
Sefoksitin (FOX) (30ug) 14 15-17 18
Nalidiksik Asit (NA) (3 Opg) 13 14-18 19
Netilmisin (NET) (30 pg) 12 13-14 15
Aztreonam (ATM) (30 pg) 15 1621 22
Linkomisin (LC) (10 pg) 9 10-11 12
Trimetoprim (TMP) (5ug) 20 21-28 29

3.1.8. Referans Kiiltiir

Isletmelerden izole edilen F. psychrophilum siipheli izolatlarin fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi; PZR tekniginin herhangi bir asamasinda meydana gelebilecek
muhtemel bir kontaminasyonu tespit etmek ve uygun DNA ekstraksiyon yoOntemi

uygulanmasi; ayrica Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) tekniginin
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optimizasyonunun yapilmasi ve gen tiplendirilmesinin gergeklestirilmesi amaciyla F.
psychrophilum NCIMB 1947" referans susu ispanya’da bulunan Centro de Biotecnologia
Animal laboratuvarindan, Esherichia coli ise Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Mikrobiyoloji Anabilim dalindan temin edildi.
3.1.9. Kullanilan Diger Malzemeler

Yavru dretimi yapan dort farkli isletmede yumurta, sperm, ovaryum sivisi,
dollenmis yumurta ve gbézlenmis yumurtalarin laboratuvara taginmasi i¢in 10—15 ml’lik
tiipler, 50-100 ml’lik erlenmayerler, 24 tiip alan sporlar, 15-20 litre’lik termos ve ¢ok
sayida buz kaliplar1 kullanildi. Besin keseli yavru ve yavrularin kulugka dolabinda,
kulugka teknesinde ve havuzlardan alinmasi i¢in 1040 cm yaricapl kepgeler; yavrularin
tasinmasinda kullanilan 10-20 litre’lik plastik posetlerden yararlanildi. Yumurta, déllenmis
yumurta, gézlenmis yumurtalarin besin keseli yavru ve 5 g’dan kiigiik yavrularin ezilmesi
icin kullanilan steril 6rnek poseti ve Stomacher homojenizatdrden faydalanildi.

Laboratuvarda; petri kutusu, pipet, beher glass, balon, meziir, lam ve lamel gibi cam
malzeme ve PZR sikluslar i¢in gerekli sicaklik ve zamanin programlanabildigi isitma
bloklarina sahip DNA Thermocycler (termal ¢evirici-PZR- cihazi), agaroz jel hazirlamada
kullanilan mikrodalga firin elektroforez ve gili¢ kaynagi, ultraviyole transilliiminator
kulanildi.

PFGE (CHEF- DR II) analizi i¢in gerekli akim voltaji, zaman ve sicaklik
programlandig1 1sitma ve sofutma bloklarina sahip PFGE cihazi, agaroz kalib
spekrofotometre, ¢alkalayic1 benmari, derin dondurucu, otoklav, etiiv, kuru hava
sterilizatorii, mikrosantrifiij, mini ¢alkalayici, zirkonyum boncuklari, eppendorf pipetleri,

pH metre, hassas terazi, binokiiler mikroskop, spor, bek alevi ve 6ze kullanildu.

3.1.10. Flavobacterium psychrophilum’un Arastirildign Yumurta, Sperm,

Ovaryum Sivisi, Keseli Yavru, Yavru, Su ve Yem Ornekleri

Elazig ili Keban il¢esinde faaliyet gosteren dort adet yavru iiretimi yapan gokkusagi
alabalig1 isletmesine 01.12.2008 ve 30.07.2009 tarihleri arasinda ayda iki kez olmak tizere
gidildi. Baliklarin sagilmaya baglanmasindan itibaren 15 gilinliikk periyotlar halinde
yumurta, sperm, ovaryum sivisi, keseli yavru, yavru, su ve yem Ornekleri alinmaya

baslandi. Caligmaya 8 ay boyunca devam edildi. Her bir isletmeden 16 kez 6rnekler alindu.
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Mikrobiyolojik inceleme i¢in hijyen kurallarima uygun olarak erkek gokkusagi
anaclarindan (Sekil 3.3) 2 ml sperm (Sekil 3.4); disi gokkusagi anaclarindan (Sekil 3.5) 2
ml ovaryum sivisi (Sekil 3.6) ve 60 adet yumurta (Sekil 3.7); kulucka dolabina yerlestirilen
dollenmis yumurtadan 30 adet (Sekil 3.8) ve gozlenmis yumurtadan da (Sekil 3.9) 30 adet

ornekler alind.

Sekil 3.3. Erkek gokkusagi alabaligi anaglarindan sperm sagimi.

Sekil 3.4. Gokkusagi alabaligindan sagim yoluyla alinan sperm.
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Sekil 3.6. Disi Gokkusagi anaglarindan alinan ovaryum sivisi.

Sekil 3.7. Disi gokkusagi alabaligi yumurtalari.
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Sekil 3.8. Dollenmis gokkusagi alabaligi yumurtalart.

Sekil 3.9. Gozlenmis gokkusagi alabalig1 yumurtalar.

Keseli alabalik yavrusu (Sekil 3.10) ve 5 gramdan kiicliik yavrular (Sekil 3.11)
icerisinde hava bulunan balik tasima posetleriyle canli olarak Firat Universitesi Su
Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarina getirildi. Her 6rnek igin 30 adet
olacak sekilde steril edilmis drnek posetlere (Sekil 3.12-3.13) alinarak Firat Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali laboratuvarina tagindi.
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Sekil 3.10. Gokkusag: alabaliginin keseli yavrulari.

Sekil 3.11. Besin kesesini absorbe etmis gokkusagi alabaligi yavrulari.

Sekil 3.12. Homojenizasyon igin keseli alabalik yavrularinin posete yerlestirilmesi.
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Sekil 3.13. Homojenizasyon i¢in alabalik yavrularinin posete yerlestirilmesi.

Bes gramdan biiylik yavru baliklar ise; her isletmeden 30’ar adet alindi. Bunlar
icerisinde hava bulunan balik tagima posetleriyle (Sekil 3.14) canli olarak laboratuvara

tasindi.

Sekil 3.14. Bes gramdan bilyiik yavru baliklarin posetle taginmasi.

Suyun bakteriyolojik incelenmesi i¢in isletmelerde; kulugka dolabi, ana¢ balik
havuzu ve yavru balik havuzu ile kafeslere giren ve c¢ikan sudan steril plastik sigelere
ornekler alind1 ve termosla (sogutucu) F.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1
Laboratuvarina getirildi. Aymi giin i¢inde su Orneklerinde organik madde miktarlar
Olciildli. Her bir isletmeden 68 adet olmak iizere alinan 272 adet su 6rnegi incelendi.

Her isletmenin kullandig1 yemlerden ornekler alinarak steril kaplara birakildi. Bu
yemler bir termosla (sogutucu) F.U. Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklari
Laboratuvarina getirildi. Her bir isletmeden 16 adet olmak iizere alinan 120 adet yem

ornegi incelendi.
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3.2. Metot
3.2.1. Flavobacterium psychrophilum’un izelasyonu

3.2.1.1. Gokkusag1 Alabaligimin Yumurta, Doélenmis Yumurta, Gozlenmis

Yumurta, Besin Keseli Yavru ve Yavru Orneklerinin Hazirlanmasi

Alabalik isletmelerinin her birinden alinan 60’ar adet balik yumurtasindan 30’ar
adeti direkt bakteriyolojik incelemeye alinirken, diger 30’ar adeti ise 15 dakika siireyle 400
ppm povidin/iodin soliisyonunda yikandi ve bu drnekler 3 kez steril distile sudan gecirildi
(Rogers ve Chapman, 1990; Brown, vd., 1997). Yine her bir alabalik isletmesinden alinan
30’ar adet dolenmis yumurta, 30’ar adet gézlenmis yumurta, 30’ar adet besin keseli yavru
ve 30’ar adet de 5 gramdan kii¢iik yavru alabalik 6rnekleri 6zel posetlere yerlestirilerek

homojenizatérde homojen hale getirildi (Sekil 3.15;3.16;3.17;3.18).
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Sekil 3.15. Homojenize alabalik yumurtasi (a) ve dollenmis yumurtasi (b).

Sekil 3.16. Homojenize gozlenmis alabalik yumurtasi.
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Sekil 3.17. Homojenize besin keseli alabalik yavrusu.

Sekil 3.18. Homojenize 5 gramdan kiiciik alabalik yavrusu.

3.2.1.2. Ticari Alabalik Yem Orneklerinin Hazirlanmasi

Her bir alabalik isletmesinden alinan 50°ser g ana¢ ve yavru alabalik yemleri
laboratuvarda bakteriyolojik incelemeye tabi tutuldu. Yem orneklerinden 10’ar g tartilarak

tizerine 90 ml % 0,1’lik steril peptonlu su ilave edildi ve homojenizatorde 2-3 dakika

-6,
homojenize edildi. Bu homojenattan steril peptonlu su ile 10 ya kadar diliisyonlar

hazirlandi (Anonim, 1980).
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3.2.1.3. Alabalik Isletmelerindeki Su Orneklerinin Hazirlanmasi

Her bir alabalik isletmesindeki kulugka dolabi, 6n yavru biiylitme havuzlari, yavru
ve ana¢ havuzlar ile kafeslerden alinan sular laboratuvarda bakteriyolojik incelemeye tabi
tutuldu. Bu su 6rneklerinden 10°ar ml alinarak {izerine 90 ml % 0,1’lik steril peptonlu su

eklenerek homojenizatérde 2—-3 dakika homojenize edildi. Hazirlanan bu homojenattan

-6’
steril peptonlu su ile 10 ya kadar diliisyonlar hazirlandi (Nedoluha ve Westhoff 1993;
Anonim,1997).

3.2.4. Kat1 ve Siv1 Besiyerlerine Ekimler

Alabalik isletmelerinden F. psychrophilum’un izolasyonu igin; alabalikta direkt
alinan yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla yikanan yumurta, dollenmis yumurta,
gbzlenmis yumurta, keseli yavru ve 5 gramdan kiiciik yavru orneklerinden elde edilen
homojenatlar ile sperm ve ovaryum sivilart 1/10’luk fizyolojik tuzlu suyla muamele
edilerek diliisyonlar hazirlandi. Bu diliisyonlardan 0,5 ml alinip CA, TYES-A, MAOA,
EAO+FBS+A, TYES + Tobramycin agar lizerine aktarilip steril bir 6ze yardimiyla yayildi.
Ayni diliisyonlardan 0,5 ml alimarak CB, TYES-B, MAOB, EAO+FBS+B, TYES +
TOBRAMYCIN+ siv1 besiyerine ilave edildi. Bes gramdan biiyiik 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. Biitiin ekim yapilan besiyerleri 15 °C’de 5-7 giin siireyle
sogutmali etiivde inkiibasyona birakildi (Pacha, 1968; Daskalov vd., 1999; Austin ve
Austin, 1999; Madetoja ve Wiklund, 2002; Starliper vd., 2007; Kumagai vd., 2004; Toshio
vd., 2006; Holt vd., 1993; Vastos vd., 2003).

3.2.3. Flavobacterium psychrophilum’un Identifikasyonu

CA, TYES-A, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + TOBRAMYCIN+A besiyerlerinde
tireyen sar1 renkteki kolonilerden subkiiltiir elde etmek i¢in TYES-A ve EAO+FBS+A
besiyerlerine ekimler yapildi. Bu kolonilerden Gram boyama yapilarak etkenin boyama
ozelligi ve kiiltiiriin saflig1 kontrol edildi. Gram negatif ve ¢omak sekilli baktarilerden
oncelikle katalaz ve fleksirubin pigment testleri yapildi. Bu testlerden katalaz yar1 pozitif

ve fleksirubin pigment oranj (portakal renginde) renk gosteren bakterilere; sitokrom
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oksidaz, metil red (MR), voges proskauer (VP), oksidasyon-fermentasyon (O/F), nitrat,
kongo kirmizisi, sitrat, indol, ortho-nitrophenyl-beta-d-galactosidase = (ONPGQG),
dekarboksilase (OD), iireaz, hidrojen silfiir (H,S) testleri ile karbonhidratlarin
fermentasyonu, jelatin, hemoliz, nisasta, eskiiliin, kazein, tween 20 ve tween 80 hidrolizi
gibi biyokimyasal testleri uygulandi ve hareket muayenesi yapildi (Bilgehan 1995,
Lorenzen 1994, Lorenzen vd., 1997).

3.2.3.1. Gram Boyama

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

boyanma 6zelliklerine bakildi (Covan, 1974; Bilgehan, 1992).
3.2.3.2. Katalaz Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinde tireyen siipheli F. psychrophilum
kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak, temiz bir lamin iizerine
konuldu. Uzerine 1-2 damla % 30’luk hidrojen peroksit (H,O,) damlatilip bir svap ¢ubugu
ile karistirildi. Lam iizerinde oksijen agiga ¢ikisina bagl olarak gaz olusturan bakterilerin
katalaz testi pozitif olarak degerlendirildi. Katalaz negatif bakterilerde ise herhangi bir gaz

olusumu gézlenmedi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).
3.2.3.3. Fleksirubin Pigment Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum kolonileri,
steril bir 6ze yardimiyla % 20’lik potasyum hidroksit (KOH) c¢ozeltisiyle emdirilmig
kurutma kagitlarina temas ettirilerek renk olusumuna bakildi. Turuncu-kahverengi renk
olusumu, fleksirubin pigment {iretiminin pozitif oldugunu gosterdi (Lorenzen, 1994,

Lorenzen vd., 1997).
3.2.3.4. Oksidaz (Sitokrom Oksidaz) Testi

Seritler halinde kesilmis steril kurutma kagidi lizerine oksidaz ayiract damlatilarak
emdirildi. Steril bir 6ze yardimiyla TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerlerinden alinan
stipheli F. psychrophilum kolonileri bu serit tizerine siiriildii. Bir dakika i¢inde mor renk

goriilmesi halinde oksidaz pozitif olarak degerlendirildi (Covan, 1974; Bilgehan, 1995).
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3.2.3.5. Kongo Kirmizisi (Galaktozamin Glikan) Testi

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

almasi, pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Lorenzen, 1994, Lorenzen vd., 1997).
3.2.3.6. indol Testi ve Hareket Muayenesi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan siipheli F. psychrophilum
kolonilerdenn steril igne uglu bir 6ze yardimiyla bolca alinip Siilfiir-indole-Motility (SIM)
besiyerine ekim yapilarak, 15°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Bu kiiltiir iizerine 0.5
ml’lik kovacs ayiraci ilave edildi. iki dakika icerisinde besiyeri iizerinde olusan kirmizi
halka pozitif, sarims1 halka ise negatif indol reaksiyonu olarak degerlendirildi. Ayrica
besiyerinde batirma hatt1 boyunca sinirlt bir iireme olusursa hareket negatif, besiyerinde

homojen bir bulaniklik meydana gelirse hareket pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.3.7. Metil Red (MR) - Voges Proskauer (VP) Testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak tiiplerdeki Clark — Lups
broth’a ekim yapildi ve 15 °C’de 57 giin siireyle inkubasyona birakildi. Uretilen kiiltiiriin,
yarist alinarak iizerine 4-5 damla metil red soliisyonundan damlatildi. Kirmizi renk
olusumu pozitif metil kirmizisi testi kabul edildi. Kiiltiiriin kalan yarisina ise 3 ml % 5’lik
alfanaftol soliisyonundan ilave edilerek karistirildi. Bunun {izerine % 40’k KOH
cozeltisinden 1 ml ilave edilerek 2—5 dakika icerisinde pembe renk olusumu Voges

Proskauer (VP) testi pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).
3.2.3.8. Nitrat Rediiksiyon Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. 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 ayiraclarindan Nitrat

A ve Nitrat B damlatildi. Besiyeri renginin kirmizi renk almasi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
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3.2.3.9. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) Testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kolonilerinden steril igne uclu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak, 2 tiipte bulunan
Hugh ve Leifson besiyerine dik bir sekilde ekim yapildi. Tiiplerden birisine 1cm kalinlikta
olacak bi¢iminde sivi steril parafin ilave edildi. Diger tiipe ise herhangi bir islem
uygulanmadi. Tiiplerin agz iyice kapatilarak 15°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi.
Parafinsiz tiipte sar1 renk olusmasi ve parafinli tiipte renk degisimi olmamasi oksidasyon
pozitif, her iki tiipte de sar1 renk olugsmasi fermentasyon pozitif olarak degerlendirildi

(Bilgehan, 1995; Arda, 2000).
3.2.3.10. Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase (ONPG) Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde bulunan siipheli F. psychrophilum
kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinarak, ONPG broth’a ekildikten
sonra 15°C’de 5-7 giin siireyle inkubasyona birakildi. Bu kiiltiirler santrifuje edilerek iist
kisim atildi. Bakteri tortusuna 0.25 ml fizyolojik su ilave edilerek homojen bir siispansiyon
hazirlandi. Buna bir damla toluene konularak iyice c¢alkalandi. Tiip 15°C de 5-10 dakika
benmariye birakildi. Sonra, buna 0.25 ml ONPG solusyonu katildi ve tekrar benmaride 20
dakika siireyle bekletildi. Tiiplerde sar1 rengin meydana gelmesi ONPG pozitif ve renksiz

olmasi da negatif olarak degerlendirildi (Arda, 2000).
3.2.3.11. Dekarboksilase Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinarak, Miller besiyerine ekilerek
15°C*de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Kiiltiirler her giin muayene edildi. Besiyeri, mor

bir renk almasi pozitif, sar1 renk olugsmasi ise negatif olarak degerlendirildi (Arda, 2000).
3.2.3.12. Jelatin Hidrolizasyon Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda almip, % 4 jelatin iceren TYES
besiyerine ekim yapilarak 15 ‘C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Bu besiyerinde lireyen

kolonilerin iizerine amonyum siilfat ¢ozeltisi dokiildi. Jelatini hidrolize eden kolonilerin
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etrafinda acgik-seffaf bir zon olusumu, pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan,

1995; ince 2005).
3.2.3.13. Simmons Sitrat Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak, Simmons sitrat
besiyeri bulunan tiiplere dik olarak ekildi. Bu tiipler 15°C’de 5-7 giin siireyle 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).
3.2.3.14. Ureaz Testi

TYES-A ve EAO-+FBS+A besiyerinde {ireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril igne uclu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinip, Ure besiyeri
bulunan tiiplere ekilerek 15 ‘C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Besiyeri renginin kirmizi

renk almasi pozitif, renk degisimi olmamasi yani sar1 renkte olmasi ise negatif olarak

degerlendirildi (Bilgehan, 1995).
3.2.3.15. Hidrojen Siilfiir (H,S) Olusumu

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde tireyen silipheli F. psychrophilum
kiltlirlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinip, TSIA besiyeri
bulunan tiiplere ekilereck 15 'C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Bu besiyerinin
ylizeyinden baslayip dibe dogru ilerleyen siyah renk olusumu H,S pozitif, siyah rengin

olusmamasi ise negatif olarak degerlendirildi.
3.2.3.16. Glukoz ve Laktoz Testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde tireyen siipheli F. psychrophilum
kiltiirlerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinip, TSIA besiyeri
bulunan tiiplere ekilerek 15°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Bu besiyerinin dip
kisminin renginin sartya doniismesi glikoz pozitif, rengin kirmizi olmasi ise negatif;
besiyerinin yatik kisminin renginin sartya doniismesi laktoz pozitif, kirmizi rengin varlig

ise negatif olarak degerlendirildi.
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3.2.3.17. Hemoliz Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, igerisinde % 5 koyun kant
bulunan TYES agara ekim yapilarak 15 ‘C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Besiyerinde
iireyen kolonilerin etrafinda olusan seffaf zon beta hemoliz, yesil zon ise alfa hemoliz

olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1992).
3.2.3.18. Nisasta Hidrolizasyon Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, nisastali agara ekim yapilarak
15°C’de 5-7 giin siireyle inkube edildi. Besiyeri iizerinde iireyen kolonilere 1/5’lik lugol
solusyonundan bir damla damlatildi ve 5 dakika sonra bu soliisyon dokiildii. Koloni

etrafinda seffaf zon olusumu pozitif, koloni etrafinda zon olusmamasi ise negatif olarak

degerlendirildi (URL-2).
3.2.3.19. Eskiilin Hidrolizasyon Testi

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

degerlendirildi (Covan, 1974).
3.2.3.20. Kazein Hidrolizasyon Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda aliip, igerisinde % 10 siit tozu
bulunan TYES-A besiyerine ekilerek 15°C’de 5-7 giin siireyle 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).
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3.2.3.21. Tween 20 ve Tween 80 Hidrolizasyon Testi

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. 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 giin siireyle inkube
edildi. Besiyerinde iireyen kolonilerin etrafinda seffaf veya opak bir zon goriilmesi Tween

20 ve Tween 80 hidrolizi testinin pozitif oldugunu gosterdi.
3.2.3.22. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, icerisinde farkli karbonhidratlar
(arabinoz, mannitol, rafinoz, ramnoz, salisin, sorbitol, sakkaroz, trehaloz, ksiloz) ve asitlik
indikatorii bulunan besiyerlerine ekim yapilarak 15°C’de 5-7 giin siireyle inkube edildi.
Pembe rengin kirmiziya doniistigii tiipler pozitif olarak degerlendirildi (Austin ve Austin

1987; Bilgehan, 1992) .
3.2.3.23. Cesitli Sicakhiklarda (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 37°C) Ureme

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

edildi. Besiyerlerinde tiremenin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.3.24. Cesitli Tuzluluk Oranlarinda (% 0.0, 0.5, 1.0, 2.0) Ureme

TYES-A ve EAO+FBS+A besiyerinde iireyen siipheli F. psychrophilum
kiiltiirlerinden steril bir 6ze yardimiyla bol miktarda alinip, igerisinde % 0.0, 0.5, 1.0, 2.0
NaClI bulunan TYES-A ve TYES-B besiyerlerine ekim yapilarak 15°C’de 5-7 giin siireyle

inkube edildi. Besiyerlerinde liremenin varlig1 pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.3.25. Tryptic Soy Agar, Tryptic Soy Broth, Plate Count, Mueller-Hinton

Kanh ve Macconkey Agarlarda Ureme

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

olarak degerlendirildi.

3.2.4. Polimeraz  Zincir Reaksiyon (PZR)’unda Flavobacterium

psychrophilum’un Teyit Edilmesi i¢cin DNA Izolasyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyon teknigini optimize etmek amaciyla referans F.
psychrophilum susuyla denemeler yapildi. Bunun igin referans sustan Tryptone Yeast
Extract Salt Agara (TYES-A) yapilan ekimlerden sonra tireyen kolonilerden 6ze ile 6rnek
alinarak steril eppendorf tiip igerisindeki 300 pl distile suda iyice silispanse edildi. Ayn
tipe 300 pl K tamponu (20 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0,2 Sodyum
Dodesil Siilfat-SDS) ve 5 ul proteinaz K ilave edildi. Bu tiipler 37°C’de 2 saat siireyle
calkalamali benmaride tutulduktan sonra 15 dakika siireyle kaynamaya birakildi.
Kaynatma igleminden sonra siispansiyona 600 pl Tris-HCI ile satiire edilmis fenol ilave
edildi. Bu siispansiyon 5 dakika siireyle elle iyice ¢alkalanip ve 10 dakika siireyle yliksek
devirde (13.000 g) santrifiije tabi tutuldu. Bu islemden sonra eppendorflarin {ist kisminda
gozle goriilebilecek bir ¢izgiyle ayrilmis olan iist faz, alt faza dokunmadan bir mikropipet
vasitasiyla baska bir eppendorfa aktarildi ve sonra sodyum asetat ve etanol ile DNA’nin
presipitasyonu (dibe ¢oktiirme) islemine gecildi. DNA siispansiyonuna 0.1 volim 3 M
sodyum asetat ve 2.5 voliim saf alkol ilave edildi. Siispansiyon iyice karistirildiktan sonra
-20°C’de bir saat bekletildi. Daha sonra siispansiyon 13.000 g’de 10 dakika siireyle
santrifiij edilerek siipernatant (list faz) uzaklastirildi. Tiipilin dibinde kalan kisim, 6nce 300
ul % 90°lik alkol eklenerek 13.000 g’de 10 dakika siireyle santrifiij edilip siipernatant
uzaklastirildi. Sonradan da elde edilen pelet 300 ul % 70’lik alkol ilave edilerek 13.000
g’de 5 dakika siireyle santrifiij yapilip, alkol dokiilerek tiipe yapisik pelet bir saat siireyle
kurumaya birakildi. Sonra bu kisim kurutulduktan sonra 50-100 pl’lik distile su ile

siispanse edildi ve bu siispansiyondan 5 pl alinarak PZR’de hedef DNA olarak kullanildi.

3.2.5. DNA’min Cogaltilmasi i¢in PZR Karisigmmmin Hazirlanmas1 ve

Uygulanmasi

Toplam 50 ul’lik hacimde hazirlanan PZR karisiminda; 5 pl 10x PZR buffer (750
mM Tris-HCI, pH 8.8, 200 mM (NH4),SOy4, 0.1 % Tween - 20) , 5 ul 25 mM MgCl,,
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deoksintikleotitlerin her birinden 250 uM, 1.25 U Taq DNA Polymerase enzimi (MBI,
Fermentas) ve Flavobacterium cinsi ve F. psychrophilum tiiriine ait spesifik iki tane primer
cifti kullanildi. Flavobacterium cinsi igin; GYRA-FPIF (5°-
GAAACCGGTGCACAGAAGG-3’) ve GYRA-FPIR (5-
CCTGTGGCTCCGTTTATTAA-3’) primer ¢iftinin (Suzuki vd., 2008) her birinden 50
pmol ve 5 ul template (kalip) DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlari Techne TC-512
gradient  thermalcycler (Techne, Ingiltere) cihazinda  gerceklestirildi. PZR
amplifikasyonunda 94 °C’de 5 dakika 6n denaturasyon asamasin takiben, toplam 35 PZR
siklusu 94 °C’de 30 saniye denaturasyon, 56 °C’de 30 saniye hibridizasyon, 72 °C’de 90
saniye DNA sentezi ve 72 °C’de 5 dakika son uzatma islemi yapildi. F. psychrophilum tiirii
icin; PSY1 190-206 (5’-GTT GGC ATC AAC ACA CT-3") ve PSY2 1278-1262 (5’-CGA
TCC TAC TTG CGT AG-3’) primer ¢iftinin (Suzuki vd., 2008) her birinden 50 pmol ve
5 ul template DNA ilave edildi. PZR reaksiyonlart Techne TC-512 gradient thermalcycler
(Techne, Ingiltere) cihazinda gergeklestirildi. PZR amplifikasyonunda 94 °C’de 5 dakika
Oon denaturasyon asamasini takiben, toplam 35 PZR siklusu 94 °C’de 30 saniye
denaturasyon, 51 °C’de 90 saniye hibridizasyon, 72 °C’de 2 dakika DNA sentezi ve 72
°C’de 5 dakika son uzatma islemi yapild.

PZR’de amplifiye edilen DNA iirlinlerinden, 7 ul aliip, 3 pl blue orange yiikleme
soliisyonu ile karistirilarak daha Once hazirlanan % 1,5’luk agaroz jel tizerindeki
kuyucuklara yerlestirildi. Son kuyucuga da DNA markeri birakildi. Jel, Tris-borik asit-
EDTA (TBE) buffer’1 kullanilarak % 1,5 ’luk agaroz jelde 80 V ’da 1,5 saat elektroforez
islemine tabi tutulduktan sonra ethidium bromide (10 mg/ml) ile 30 dakika siireyle
boyandi. Karanlik odada ultraviyole transilliminatérde F. psychrophilum’a 6zgii DNA
bant uzunluklarina (bp-base pair) bakilarak polaroid kamera sistemi ile fotografi ¢ekildi.
Metodun herhangi bir asamasinda meydana gelebilecek muhtemel bir kontaminasyonu
tespit etmek amaciyla; gerek DNA ekstraksiyonu asamasinda gerekse PZR’de pozitif F.

psychrophilum ve negatif kontrol olarak da Esherichia coli bakterileri kullanildi.
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3.2.6. Flavobacterium psychrophilum’un Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ile Molekiiler Alt Tiplendirilmesi

3.2.6.1. izolatlarin Hazirlanmasi

Biyokimyasal veya molekiiler yontemlerle tiir diizeyinde tanimlamas1 yapilmis olan
F. psychrophilum’dan TYES-A ve EAO+FBS agar besiyerlerine ekimler yapildi. Bu
besiyerleri 15°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. Kiiltiir numaras1 yazilmis falcon
tiiplerine 3 ml’lik Hiicre Siispansiyon Buffer-HSB (100 mM Tris,100 mM EDTA, pH 8.0)
soliisyonu eklendi. Besiyerlerinde olusan kolonilerden tek diisen bir tanesi segilip, steril
pamuklu swab yardimiyla yeterince 6rnek alinarak, bufferl tiipler igerisine siispanse edildi
(Maslow ve dig., 1993; Arai, vd., 2007; Chen vd., 2008; Del Cerro vd., 2010). Bu
siispansiyondan 2 ml spektro kiivetine alimip, 610 nm’lik dalga boyuna uyarlanmis

spektrofotometrede 1,2 yogunlukta olacak sekilde ayarlandi.
3.2.6.2. izolatlarin Agaroza Gémiilmesi

Spektrofotometrede yogunlugu ayarlanan F. psychrophilum’lu siispansiyondan
agaroz kalip hazirlamak i¢in 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere kiiltiir ve referans numarasi
yazildi. Bu tiiplerin herbirine Hiicre Siispansiyon Buffer soliisyonundan 400’er ul dagitildu.
Uzerine 20 pl Proteinase K (20 mg/ml) eklenip, yavasca birka¢ kez pipetaj yapilarak
karigtirildi. TE buffer soliisyonuyla hazirlanan ve 56°C’deki c¢alkalamali benmaride
bekletilen % 1,2°lik seakom gold (diislik erime 1s1l1) agaroz karigimidan 400 pl alinip,
igerisine Hiicre Siispansiyon Buffer’1 bulunan tiiplere eklendi ve yavasca birkag¢ kez pipetaj
yapilarak karistirildi. Bu agarozlu bakteri karisimi 56°C’ye ayarlanmis c¢alkalamali
benmaride bekletildi. Agaroz dokiilecek kaliplar (10 mm x 5 mm x 1,5 mm) iizerine kiiltiir
numarast yazilip, kuyucuklara bu karisimdan dagitildi. Kuyucuklarda hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Her bakteri O0rnegi i¢in 2 adet agaroz kalip dokiildi. Bu
kaliplarin katilasmasi i¢in oda sicakliginda 10—15 dakika bekletildi (CDC, 2010).

3.2.6.3. PFGE icin Flavobacterium psychrophilum’un DNA izolasyonu

Hazirlanan agaroz kaliplardan DNA izolasyonu yapmak i¢in 50 ml’lik
Polypropylene vida kapakli tiipler veya 50 ml Oak Ridge tiiplerine kiiltiir ve referans
numarasi yazildi. Ornek sayisina gore her tiip icin 5 ml Hiicre Lysis Buffer-HLB (50 mM
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Tris:50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosyl) ve 25 pl Proteinase K (20 mg/ml) eklenerek
karisim hazirlandi. Bu karisimdan her tiipe 5 ml olacak sekilde dagitildi. Kuyucukta
katilasan agarozlu kaliplar steril 6ze yardimiyla igerisinde Hiicre Lysis Buffer ve
Proteinase K bulunan Polypropylene veya Oak Ridge bu tiiplerine birakildi. Bu tiipler
metal sporlara yerlestirilerek 50°C’ye ayarli calkalamali benmaride 2 saat siireyle
bekletildi. Daha sonra bu tiiplerde bulunan agaroz kaliplarin steril ultra saf su ve steril Tris
EDTA (TE) Buffer (10 mM Tris: 1 mM EDTA, pH 8.0) ile yikanmasi i¢in, benmariden
cikarilan tiiplerin kapaklar acilip, 1zgarali kapak kapatilarak dikkatli bir sekilde igindeki
stvi dokiildii. Sonra 50°C’ye ayarli benmaride bulunan steril ultra saf sudan 15 ml eklenip,
50°C’ye ayarh calkalamali benmaride 15 dakika siireyle bekletildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandi. Steril ultra saf suyla yikama isleminden sonra tiiplerin i¢indeki su dokiiliip,
50°C’ye ayarli benmaride bulunan TE buffer’dan her tiipe 15 ml olacak sekilde ilave
edilerek 50°C’ye ayarli calkalamali benmaride 15 dakika siireyle bekletildi. Bu TE buffer
ile yikama da aym sekilde 3 kez tekrarlandi. Bu islemlerden sonra agaroz kalip igindeki
DNA saflastirilip, restriksiyon enzimi (RE) ile kesilme islemi ic¢in hazir hale getirilmis
oldu. Agaroz kaliplar enzim ile hemen kesilmeyecekse 4°C de TE buffer icinde uzun siire

saklanabilmektedir (CDC, 2010).
3.2.6.4. DNA’nin Restriksiyon enzimi (RE) ile Kesim Islemi I¢in Hazirlanmas

Polypropylene tiipler i¢inde bulunan agaroz kaliplardaki saflastirilmis F.
psychrophilum’un DNA’s1 steril bir 6ze yardimiyla steril petri kabina alindi. Bu petri kab1
buz kalib1 iizerine yerlestirildi. Sonra petri i¢indeki agaroz kalip lizerinde kalan Hiicre
Siispansiyon Buffer sivisi kagit havlu ile kurulandi. Steril bir biistiri yardimyla bu agaroz

kaliptan 2 mm’lik bir parca kesildi (Arai vd., 2007; CDC, 2010).
3.2.6.4.1. DNA’nin Xhol Restriksiyon Enzimi (RE) ile Kesilmesi

F. psychrophilum DNA’sinin Xhol Restriksiyon enzimi (RE) ile kesilme islemi
icin yine 1,5 ml’lik eppendorf tiipler hazirlandi. Her bir ependorf tiipe 10 pl Red buffer ve
90 pl ultra saf su eklenerek kesilmis 2 mm’lik agaroz kalip pargasi bu sivinin igerisine
birakildi. Metal spora yerlestirilen bu ependorflar 37°C’ye ayarlanmis calkalamali
benmaride 15 dakika siireyle bekletildi. Sonra her tiip i¢indeki 100 pl’lik sivi otomatik
pipet yardimiyla alindi. Yerine 10 pl Red buffer, 5 ul Xhol enzimi ve 85 ul ultra saf su
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eklendi. Bu tiipler de metal spora yerlestirilerek 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali benmaride

20 saat siireyle bekletilerek enzim kesim islemi tamamlanmis oldu (CDC, 2010).
3.2.6.4.2. DNA’nin BInl Restriksiyon enzimi (RE) ile kesilmesi

DNA’nin diger bir enzim ile kesilme islemi i¢in de tekrar 1,5 ml’lik eppendorf
tiipler hazirland1. Her bir ependof tiipe 10 ul V4 buffer ve 90 pl ultra saf su eklenerek 2
mm’lik agaroz kalip bu sivinin igerisine birakildi. Metal spora yerlestirilen bu ependorflar
37°C’ye ayarlanmis calkalamali benmaride 15 dakika siireyle bekletildi. Bu siirenin
sonunda her tiipteki 100 pl’lik sivi otomatik pipet yardimiyla alindi. Yerine 10 pl V4
buffer, 1,6 pul BlInl enzimi ve 88,3 pl ultra saf su eklendi. Bu tiipler metal spora
yerlestirilerek 37°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali benmaride 20 saat siireyle bekletilerek

enzim kesim iglemi tamamlanmis oldu (CDC, 2010).

3.2.6.5. Enzimle Kesilmis DNA’hh Agaroz Kaliplarin Jel Kasetine
Yerlestirilerek Uzerine Agaroz Jelin Dokiilmesi ve Jel Bantlarinin

Analizi

Hem PFGE jelin hazirlanmasinda hem de PFGE tankini1 doldurmak i¢in 0.5X TBE
(44.5 mM Tris, 44.5 mM Borik asit, | mM EDTA, pH 8.0) hazirlandi. SKG (% 1°lik)
agaroz hazirlamak i¢in; 1 g agaroz 100 ml’lik TBE (0.5 X TBE) solusyonuna katild1 ve
agaroz eriyene kadar mikrodalga firma birakildi. Erimis agaroz, jel kasete dokiilene kadar
55°C’ye ayarlanmis ¢alkalamali benmaride bekletildi (CDC, 2010).

Benmaride, ependorf tiiplerde bekletilen enzimle kesilmis agaroz kaliplar steril bir
0ze yardimiyla steril petri kabina alindi. Bu petri kab1 buz kalib1 {izerine yerlestirildi. Sonra
petri i¢indeki agaroz kalip lizerinde kalan Hiicre Siispansiyon Buffer sivist kagit havlu ile

kurulandi ve jel taraginin u¢ kismina (Sekil 3.19) yerlestirildi (CDC, 2010).
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e ase

Sekil 3.19. Jel taragimin ug kismina agaroz kalip yerlestirilmesi.

Bu jel tarag:i jelin dokiilecek kaset icerisine dik bir sekilde birakildi. Agaroz
kaliplarin jel taragindan diismemesine dikkat edildi. Aksi takdirde diisen agaroz kalip
DNA’nin jelde ilerlemesine oldugu goriildii. Benmariden alinan % 1°lik SKG agaroz hava

kabarcig1 olusturmadan dikkatli bir sekilde kaset (Sekil 3.20) i¢ine dokiildii (CDC, 2010).

‘.

\ Slyah Platform

el Kaset
ercevesi

Sekil 3.20. Agaroz kasetine Jel taraginin yerlestirilmesi ve agarozun dokiilmesi.
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Oda sicakliginda 30—45 dakika sonra jel katilaginca jel taragi dikkatlice ¢ikarildi.
Bu jel taraginin kuyucugu % 1’lik SKG agarozla dolduruldu. Sonra, agaroz kasetinin
cergeveleri ¢ikarildi ve siyah platformla beraber PFGE jel tankinin (Sekil 3.21) ig¢indeki
cerceveye yerlestirildi. PFGE kapagi kapatildi. PFGE cihazinin sogutucusu agilarak
12°C’ye ayarlandi ve pompasi ise bir dakikada 1 litre akacak sekilde diizenlendi. PFGE
cihazinda jel agaroz 6 Volt akim, 1-12 vurus araliginda 18,5 saat stireyle yiiriitiildii (Chen
vd., 2008; CDC, 2010).

Sekil 3.21. PFGE jel tankinin i¢indeki DNA’nin yiiriitiilmesi.

Sonra bu jel, 40 pl ethidium bromid (10mg/ml) boyasini igeren 400 ml ultra saf su
icine alindi. Bu boya icerisinde jel 30 dakika siireyle bekletildi. Jel goriintiileme sisteminde
(infinity 3000 WL, Vilber Lourmat, Fransa) UV 1sikta DNA bant goriintiilerinin fotografi
cekildi ve TIFF formatinda kayit edildi. BioD 1++ (infinity capt software, Vilber Lourmat,
Fransa) yazilim sistemi kullanilarak bant profilleri analiz edildi (Maslow vd., 1993; Arai,

vd., 2007; Chen vd., 2008; Del Cerro vd., 2010).
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3.2.7. Antibakteriyel Testleri

Antibakteriyel duyarlilik testleri disk difiizyon yontemine gore yapildi (Bauer vd.,
1966; Plumb, ve Browser, 1983; Koneman vd., 1997; Arda, 2000; Furones 2001).
Identifiye edilen F. psychrophilum 4 ml TYES broth bulunan tiiplere ekilerek 15°C’de 5-7
giin siireyle etlivde inkiibe edildi. Tiiplerdeki bakteri yogunlugu 0,5 McFarland standart
yogunluguna esit oluncaya kadar inkiibasyona devam edildi. Mueller-Hinton agar
besiyerine, TYES broth besiyerlerinde iireyen kiiltiirden 0,1 ml steril pipet ile aktarilarak
steril cam bagedle yayildi. Steril bir pens yardimiyla Standart antibakteriyel diskleri esit
araliklarla petrideki besiyeri tizerine yerlestirildi. Petriler 15°C’de 5-7 giin siireyle inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda her diskin ¢evresinde bulunan inhibisyon zon caplari
milimetrik olarak Olgiildii ve standart zon c¢aplari ile karsilastirildi (Anonim, 2000;

Anonim, 2001).

3.2.8. Su Sicakh@, Coziinmiis Oksijen, pH ve Organik Madde Miktarinin
Ol¢iilmesi

Su sicakligr ve ¢oziinmiis oksijen YSI 5775 portatif cihazi (Sekil 3.22) ile, pH 1ise
Checker 1 HANNA portatif pH metre (Sekil 3.23) ile olgiildii.

Organik madde miktarlar ise titrimetrik metota gore belirlendi (Skoog ve West,
1971). Balik isletmelerindeki organik madde miktarin1 6lgmek i¢in 50 ml su 6rnegi 100
ml’lik erlene alindi. Uzerine 5ml seyreltik H,SO4 (1 hacim H>SOy4, 3 hacim saf su) ilave
edildi. Daha sonra 5 ml KMnO, (1/80 N’lik) ¢ozeltisi eklendi. Calkalamali su banyosunda
bu erlenler 70°C’de 30 dakika siireyle bekletildi ve sonra 5ml’lik Amonyum oksalat (1/80
N’lik) ilave edidi. Su 6rneklerinin rengi seffaf hale doniistii. Renk hafif pempe oluncaya
kadar KMnOy4 ¢ozeltisiyle titre edildi. Harcanan KMnOy4 miktariin 2 kati organik madde

miktar1 olarak degerlendirildi (Sengiil ve Tirkman, 1991).
3.2.9. Istatistiksel Analiz

Biitiin istatistiksel analizlerde MINITAB—130 kullanild1. Isletmeler arasinda bakteri
say1s1 bakimindan fark olup olmadigi one-way ANOVA programi ile test edildi.
Bakteri sayist ile su kalite parametreleri arasinda bir iligki olup olmadigr ise

Pearson korelasyon analizi ile test edildi.
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4. BULGULAR

Alabalik yavru iiretimi yapan 4 ayr1 isletmeden alinan yumurta, déllenmis yumurta,
ovaryum sivisi, sperm, gozlenmis yumurta, keseli yavru, 5 gramdan kiigiikk yavru, 5
gramdan biiyilik saglikli, hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak,
karaciger, bobrek ve bagirsak ornekleri, su ve yem 6rnekleri F. psychrophilum yoniiyle
ayr1 ayrt analiz edildi. Ayrica herbir isletmedeki saglikli alabaliklar F. psychrophilum’un

olusturabilecegi klinik tablo bakimindan da gézden gegcirildi.
4.1. I Nolu Gokkusag Alabahg Uretim Isletmesinin incelenmesi

Bu isletmeden alinan; 40 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis 40 adet yumurta, 50 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum sivisidan 40 6rnek,
2 ml’lik spermlerden 50 6rnek, 60 adet gdzlenmis yumurta, 100 adet keseli yavru, 100 adet
5 gramdan kii¢iik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli, hastaliktan siipheli veya
yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek ve bagirsak ornekleri, 64 adet su
ve 30 adet de yem Ornekleri olmak iizere toplam 974 adet 6rnek (Tablo 4.1) laboratuvarda
F. psychrophilum yoniiyle incelendi.

Bu orneklerden 45 adet (% 4,62) F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.1; Sekil
4.1). Bu suslarin 5’1 (% 12,5) yumurtadan, 2’si (% 5) povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurtadan, 4’1 (% 8) dollenmis yumurtadan, 3’4 (% 7,5) ovaryum
stvisidan, 3’1 (% 5) gozlenmis yumurtadan, 4’1 (% 4) keseli yavrudan ve 5’1 ise (% 5) 5
gramdan kiiglik yavrulardan izole edildi. Bes gramdan biiylik saglikli yavrularin
dalagindan 2 adet (% 4), karacigerinden 1 adet (% 2) ve bobreginden 1 adet (% 2) F.
psychrophilum’un izolasyonu yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni
O0lmiis alabalik yavrularimin dalagindan 4 adet (% 8), karacigerinden 4 adet (% 8),
bobreginden 3 adet (% 6), bagirsagindan 3 adet (% 6) ve isletmedeki sudan da 1 adet (%
1,5) F. psychrophilum izole edildi. Yem, sperm ve saglikli alabalik yavrularinin bagirsak

orneklerinden ise F. psychrophilum etkeni izole edilemedi.
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Tablo 4.1. I nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi ve yiizde orani.

. " Ornek | izole Edilen Flavobacterium Yiizde
Incelenen Ornekler -
Sayisi psychrophilum Sayisi Oram
Yumurta 40 5 12,5
Ovaryum S1vist (2 ml’lik) 40 3 7,5
Sperm (2 ml’lik) 50 0 0
Povidin/iodin ile Dezenfekte Edilmis Yumurta 40 2 5
Dollenmis Yumurta 50 4 8
Gozlenmis Yumurta 60 3 5
Keseli Yavru 100 4 4
5 Gramdan Kiigiik Yavru Alabalik 100 5 5
Dalak 50 2 4
5 Gramdan Karaciger 50 1 2
Biiyiik Saglikl1 Y Alabalik
Hyuk Sagiich Taviu Alabal Bobrek 50 1 2
Bagirsak 50 0 0
Dalak 50 4 8
5 Gramdan Karaciger 50 4 8
Biiyiik Hastaliktan Siipheli veya
Yeni Olmiis Yavru Alabalik Bobrek 50 3 6
Bagirsak 50 3 6
Yem 30 0 0
Su 64 1 1,5
TOPLAM 974 45 4,62
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Ornekler

1: Yumurta, 2: Ovaryum sivist, 3: Sperm, 4: Povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta, 5:
Dollenmis yumurta, 6: Gozlenmis yumurta, 7: Keseli yavru, 8: Bes gramdan kiigiik yavru alabalik, 9: Bes
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 10: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 11:
Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bobregi, 12: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi,
13: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 14: Bes gramdan biiyiik
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 15: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis yavru alabalik bobregi, 16: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru
alabalik bagirsagt, 17: Yem, 18: Su

Sekil 4.1. I nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi.

Bu isletmede sagimi yapilan ana¢ alabaliklarda herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmedi. Ancak, sagim sonrasinda strese bagli olarak balik 6liimlerine, yaralanmalara ve
mantarlagmaya rastlandi. Yumurta, gozlenmis yumurta ve keseli yavru asamalarinda da
mantarlagmaya bagli olarak deformasyon ve oliimler goriildii. Yavrularda ise yem almaya
basladiktan 20-50 giin sonra (0,2-2 g agirlikla) biiyiik kayiplara yol acan Bakteriyel soguk
su hastaligi semptomlar tespit edildi. Yapilan incelemelerde isletmede giinde 300—400
yavru alabaligin oldiigii (Sekil 4.2) saptandi. Yaklasik 2 hafta kadar siiren bu salgindan
dolay1 yavru baliklarda % 20’lik bir kayip meydana geldigi goriildii.
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Sekil 4.2. Isletmede goriilen toplu alabalik dliimleri.

Yavrularin bulunduklar1 havuzlarda yapilan incelemelerde hastalikli gokkusagi
alabaliklarinin istahsiz, durgun ve su yiizeyinde yiizdiikleri, ayrica bazi baliklarin spiral
yiizme hareketleri yaptiklari ve denge problemi yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi
baliklarda asitese bagli olarak karin boslugunda siskinlik (Sekil 4.3), ekzoftalmus (Sekil
4.4), derinin renginde koyulasma (Sekil 4.5) ve birkag baligin dorsal ve kavdal ylizgecinde
beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi (Sekil 4.6) ve hastaligin ilerlemis oldugu baliklarda
kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarin (Sekil 4.7) ortaya ¢iktig1 gézlendi.

Sekil 4.3. Hasta alabalikda goriilen asites.
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Sekil 4.4. Hasta alabalikda goriilen ekzoftalmus.

Sekil 4.5. Hastalikl1 alabaliklarda deride koyulagma.
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Sekil 4.6. Hastalikli alabaligin dorsal ve kavdal yiizgecinde olusan beyaz renkteki lezyonlar.

Sekil 4.7. Hastalikli alabalikda kavdal yiizgecin tahrip olmasi ve radiuslarin ortaya ¢ikmasi.

Enfekte gokkusagi alabalik yavrulariin abdominal ensizyonla i¢ organlar1 agiga
cikarildr (Sekil 4.8; 4.9). Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiylidiigii tespit
edildi. Hastalikli yavru alabaliklarin karin bosluklarinda sar1 renkli bir siv1 birikiminin ve

bagirsaklarda iltihaplarin oldugu gozlendi.
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Sekil 4.8. Hastalikli yavru alabaligin i¢ organlarinin ¢ikarilmasi.

Sekil 4.9. Hastalikli alabaligin i¢ organlari.
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4.2. TI Nolu Gokkusagi Alabahgi Uretim isletmesinin incelenmesi

Bu isletmeden alinan 40 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis 40 adet yumurta, 55 adet dollenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum sivisindan 50
ornek, 2 ml’lik spermlerden 55 6rnek, 60 adet gézlenmis yumurta, 150 adet keseli yavru,
100 adet 5 gramdan kii¢iik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli, hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek ve bagirsak ornekleri ile 60
adet su ve 30 adet yem ornekleri olmak iizere toplam 1040 adet 6rnek (Tablo 4.2)
laboratuvarda F. psychrophilum yoniiyle incelendi.

Bu orneklerden 30 adet (% 2,88) F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.2; Sekil
4.10). Bu suglarin 4’0 (% 10) yumurtadan, 1’1 (% 2,5) povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurtadan, 3’ (% 5,45) dollenmis yumurtadan, 2’si (% 4) ovaryum
stvisindan, 4’1 (% 6,66) gozlenmis yumurtadan, 3°l (% 2) keseli yavrudan ve 3’1 (% 3) 5
gramdan kiiciik yavrulardan izole edildi. Bes gramdan biiyiik saglkli yavrularin
dalagindan 1 adet (% 2) ve karacigerinden 1 adet (% 2) F. psychrophilum’un izolasyonu
yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin
dalagindan 3 adet (% 6), karacigerinden 1 adet (% 2), bobreginden 2 adet (% 4),
bagirsagindan 1 adet (% 2) ve isletmedeki sudan da 1 adet (% 1,66) F. psychrophilum izole
edildi. Yem, sperm ve saglikli alabalik yavrularinin bobregi ile bagirsak drneklerinden ise

F. psychrophilum etkeni izole edilemedi.
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Tablo 4.2. II nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi ve ylizde orani.

. " Ornek | izole Edilen Flavobacterium | Yiizde
Incelenen Ornekler .
Sayis1 | psychrophilum Sayisi Oram
Yumurta 40 4 10
Ovaryum Sivist (2 ml’lik) 50 2 4
Sperm (2 ml’lik) 55 0 0
Povidin/iodin ile Dezenfekte Edilmis Yumurta 40 1 2,5
Dollenmis Yumurta 55 3 5,45
Gozlenmis Yumurta 60 4 6,66
Keseli Yavru 150 3 2
5 Gramdan Kiigiik Yavru Alabalik 100 3 3
Dalak 50 1 2
50
Karacig 1 2
5 Gramdan Biiyiik Saglikli Yavru araciger
Alabalik
e Bobrek >0 0 0
Bagirsak 30 0 0
Dalak 50 3 6
. 50
5 Gramdan Biiyiik Hastaliktan Karaciger 1 2
Siipheli veya Yeni Olmiis Yavru =0
Alabalik Bobrek 2 4
Bagirsak 30 1 2
Yem 30 0 0
Su 60 1 1,66
TOPLAM 1040 30 2,88
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Ornekler

1: Yumurta, 2: Ovaryum sivisi, 3: Sperm, 4: Povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta, S:
Dollenmis yumurta, 6: Gézlenmis yumurta, 7: Keseli yavru, 8: Bes gramdan kii¢iik yavru alabalik, 9: Bes
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 10: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 11:
Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bobregi, 12: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi,
13: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 14: Bes gramdan biiyiik
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 15: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis yavru alabalik bobregi, 16: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru
alabalik bagirsagi, 17: Yem, 18: Su

Sekil 4.10. II nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi.

Bu isletmede sagimi yapilan ana¢ alabaliklarda herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmedi. Ancak, sagim sonrasinda strese bagli olarak balik 6liimlerine, yaralanmalara ve
mantarlagmaya rastlandi. Yumurta, gézlenmis yumurta ve keseli yavru asamalarinda da
mantarlagmaya bagli olarak bozulma ve Oliimler goriildii. Yavrularda ise yem almaya
basladiktan 20-50 giin sonra biiyiik kayiplara yol agcan Bakteriyel soguk su hastaligi
semptomlar1 tespit edildi. Yapilan incelemelerde isletmede giinde 350-450 yavru
alabaligin 61diigii (Sekil 4.2) saptandi. Yaklagik 2 hafta kadar siiren bu salgindan dolay1
yavru baliklarda % 30’luk kayip meydana geldi.

Havuzlarin kontroliinde yavru alabaliklarin istahsiz, durgun ve su ylizeyinde
ylzdiikleri, ayrica baz1 baliklarin spiral ylizme hareketleri yaptiklar1 ve denge problemi
yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi baliklarda karin boslugunda sivi birikimine baglh
olarak siskinlik (Sekil 4.3), ekzoftalmus (Sekil 4.4), derinin renginde koyulagma (Sekil 4.5)

ve birka¢ baligin dorsal ve kavdal yiizgecinde beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi ve
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hastaligin ilerlemis durumlarinda baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve
radiuslarin ortaya ¢iktig1 gozlendi (Sekil 4.6—4.7).

Enfekte gokkusagi alabalik yavrularinin abdominal ensizyonla i¢ organlari aciga
cikarildr (Sekil 4.8-4.9). Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiylidiigii tespit
edildi. Hastalikli yavru alabaliklarin karin bosluklarinda sar1 renkli bir siv1 birikiminin ve

bagirsaklarda iltihaplarin oldugu gézlendi.
4.3. 111 Nolu Gokkusagi Alabalig Uretim isletmesinin incelenmesi

Bu isletmeden alinan; 50 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis 50 adet yumurta, 60 adet d6llenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum sivisidan 50 ornek,
2 ml’lik spermlerden 40 o6rnek, 60 adet gozlenmis yumurta, 120 adet keseli yavru, 100 adet
5 gramdan kiiclik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli, hastaliktan siipheli veya
yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger, bobrek, bagirsak 6rnekleri, 40 adet su ve
30 adet yem Ornekleri olmak iizere toplam 1000 adet 6rnek (Tablo 4.3) laboratuvarda F.
psychrophilum yoniiyle incelendi.

Bu 6rneklerden 43 adet (% 4,3) F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.3; Sekil 11).
Bu suslarin 4’ (% 8) yumurtadan, 2’si (% 4) povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis yumurtadan, 4’1 (% 6,66) dollenmis yumurtadan, 4’i (% 8) ovaryum sivisinda, 3’i
(% 5) gozlenmis yumurtadan, 3’1 (% 2,5) keseli yavrudan ve 3’1 (% 3) 5 gramdan kiigiik
yavrulardan izole edildi. Bes gramdan biiyiik saglikli yavrularin dalagindan 2 adet (% 4),
karacigerinden 1 adet (% 2) bobreginden 2 adet (% 4) ve bagirsagindan 1 adet (% 2) F.
psychrophilum’un izolasyonu yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni
Olmiis alabalik yavrularinin dalagindan 5 adet (% 10), karacigerinden 2 adet (% 4)
bobreginden 4 adet (% 8), bagirsagindan 1 adet (% 2) ve isletmedeki sudan da 2 adet (% 5)
F. psychrophilum izole edildi. Yem ve sperm orneklerinden ise F. psychrophilum etkeni

izole edilemedi.
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Tablo 4.3. III nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi ve yiizde orani.

. - Ornek | izole Edilen Flavobacterium | Yiizde
Incelenen Ornekler -
Sayist | psychrophilum Sayisi Oram
Yumurta 50 4 8
Ovaryum Sivist (2 ml’lik) 50 4 8
Sperm (2 ml’lik) 40 0 0
e e e o 2 4
Povidin/iodin ile Dezenfekte Edilmis Yumurta 50
Dollenmis Yumurta 60 4 6,66
Gozlenmis Yumurta 60 3 5
Keseli Yavru 120 3 2,5
5 Gramdan Kiigiik Yavru Alabalik 100 3 3
Dalak 50 2 4
. Karaciger 50 1 2
5 Gramdan Biiyiik Saglikli Yavru
Alabalik
Bobrek 50 2 4
Bagirsak 50 1 2
Dalak 50 5 10
5 Gramdan Biiyilk, Hastahktan | Karaciger 50 2 4
Siipheli veya Yeni Olmiis Yavru
Alabalik Bobrek 50 4 8
Bagirsak 50 1 2
Yem 30 0 0
Su 40 2 5
TOPLAM 1000 43 4.3
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Ornekler

1: Yumurta, 2: Ovaryum sivisi, 3: Sperm, 4: Povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta, S:
Doéllenmis yumurta, 6: Gozlenmis yumurta, 7: Keseli yavru, 8: Bes gramdan kiiciik yavru alabalik, 9: Bes
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 10: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 11:
Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bobregi, 12: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi,
13: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 14: Bes gramdan biiyiik
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 15: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis yavru alabalik bobregi, 16: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru
alabalik bagirsagi, 17: Yem, 18: Su

Sekil 4.11. III nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi.

Bu isletmede sagimi yapilan ana¢ alabaliklarda herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmedi. Ancak, sagim sonrasinda strese bagli olarak balik dliimlerine, yaralanmalara ve
mantarlagmaya rastlandi. Yumurta, gézlenmis yumurta ve keseli yavru asamalarinda da
mantarlagsmaya bagli olarak bozulma ve oOliimler goriildii. Yavrularda ise yem almaya
basladiktan 20-50 giin sonra biiyiik kayiplara yol acan Bakteriyel soguk su hastaligi
semptomlar1 tespit edildi. Yapilan incelemelerde isletmelerde giinde 250-350 yavru
alabaligin 61diigli saptand1 (Sekil 4.2). Yaklagik 2 hafta kadar siiren bu salgindan dolay1
yavru baliklarda % 35°lik kayip meydana geldi.

Havuzlarin kontroliinde yavru alabaliklarin istahsiz, durgun ve su yiizeyinde
ylzdiikleri, ayrica baz1 baliklarin spiral ylizme hareketleri yaptiklar1 ve denge problemi
yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi baliklarda karin boslugunda sivi birikimine baglh
olarak siskinlik (Sekil 4.3), ekzoftalmus (Sekil 4.4), derinin renginde koyulagma (Sekil 4.5)

ve birka¢ baligin dorsal ve kavdal yiizgecinde beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi ve
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hastaligin ilerlemis durumlarinda baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve
radiuslarin ortaya ¢iktig1 gozlendi(Sekil 4.6; 4.7)

Enfekte gokkusagi alabalik yavrularinin abdominal ensizyonla i¢ organlari aciga
cikarildi (Sekil 4.8; 4.9). Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiytidiigii tespit
edildi. Hastalikli yavru alabaliklarin karin bosluklarinda sar1 renkli bir siv1 birikiminin ve

bagirsaklarda iltihaplarin oldugu gézlendi.
4.4. 1V Nolu Gokkusag Alabah@i Uretim Isletmesinin incelenmesi

Bu isletmeden alinan; 45 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis 45 adet yumurta, 55 adet d6llenmis yumurta, 2 ml’lik ovaryum sivisidan 55 6rnek,
2 ml’lik spermlerden 40 6rnek, 60 adet gdzlenmis yumurta, 140 adet keseli yavru, 100
adet 5 gramdan kiiclik yavru ile 100 adet 5 gramdan biiyiik saglikli, hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis alabalik yavrularin dalak, karaciger, bobrek, bagirsak érnekleri, 40 adet su
ve 30 adet yem Ornekleri olmak {izere toplam 1010 adet 6rnek (Tablo 4.4) laboratuvarda F.
psychrophilum yoniiyle incelendi.

Bu 6rneklerde 42 adet (% 4,15) F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.4; Sekil 12).
Bu suglarin 5’1 (% 11,1) yumurtadan, 1’1 (% 1,8) povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte
edilmis yumurtadan, 3’ (% 7,5) dollenmis yumurtadan, 4’1 (% 8,88) ovaryum sivisindan,
4’1 (% 6,66) gozlenmis yumurtadan, 3’i (% 2,14) keseli yavrudan ve 4’i ise (% 4) 5
gramdan kiiciik yavrulardan izole edildi. Bes gramdan biiyiik saglkli yavrularin
dalagindan 3 adet (% 6), karacigerinden 2 adet (% 4) ve bobreginden 1 adet (% 2) F.
psychrophilum’un izolasyonu yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni
Olmiis alabalik dalagindan 5 adet (% 10), karacigerinden 3 adet (% 6), bobreginden 1 adet
(% 2), bagirsagindan 1 adet (% 2) ve isletmedeki sudan da 2 adet (% 5) F. psychrophilum

izole edildi. Yem ve sperm orneklerinden ise F. psychrophilum etkeni izole edilemedi.
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Tablo 4.4. IV nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi ve ylizde orani.

. - Ornek | izole Edilen Flavobacterium Yiizde
Incelenen Ornekler -
Sayisi psychrophilum Sayisi Oram
Yumurta 45 5 11,1
Ovaryum S1vist (2 ml’lik) 45 4 8,88
Sperm (2 m!’lik) 55 0 0
Povidin/iodin ile Dezenfekte Edilmis Yumurta 55 ! 1.8
Dollenmis Yumurta 40 3 7,5
Gozlenmis Yumurta 60 4 6,66
Keseli Yavru 140 3 2,14
5 Gramdan Kiigiik Yavru Alabalik 100 4 4
Dalak 50 3 6
. 50
5 Gramdan Karaciger 2 4
Biiyiik Saglikli Y Alabalik
uyiik Saglikli Yavru Alabali Bbrek 50 | )
Bagirsak 30 0 0
Dalak 50 5 10
. 50
5 Gramdan Karaciger 3 6
Biiyiik Hastaliktan Siipheli veya 30
Yeni Olmiis Yavru Alabalik Bobrek 1 2
Bagirsak 30 1 2
Yem 30 0 0
Su 40 2 5
TOPLAM 1010 42 4,15
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Ornekler

1: Yumurta, 2: Ovaryum sivisi, 3: Sperm, 4: Povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta, 5:
Dollenmis yumurta, 6: Gézlenmis yumurta, 7: Keseli yavru, 8: Bes gramdan kiigiik yavru alabalik, 9: Bes
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 10: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 11:
Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bobregi, 12: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi,
13: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 14: Bes gramdan biiyiik
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 15: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis yavru alabalik bobregi, 16: Bes gramdan biiyiik hastaliktan giipheli veya yeni 6lmiis yavru
alabalik bagirsagi, 17: Yem, 18: Su

Sekil 4.12. IV nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi.

Bu isletmede sagimi yapilan ana¢ alabaliklarda herhangi bir hastalik belirtisi
goriilmedi. Ancak, sagim sonrasinda strese bagli olarak balik 6liimlerine, yaralanmalara ve
mantarlasmaya rastlandi. Yumurta, gozlenmis yumurta ve keseli yavru asamalarinda da
mantarlagmaya bagli olarak bozulma ve oOliimler goriildii. Yavrularda ise yem almaya
basladiktan 20-50 giin sonra biiyiik kayiplara yol agan Bakteriyel soguk su hastalig
semptomlar1 tespit edildi. Yapilan incelemelerde ozellikle isletmelerde giinde 550-550
(Sekil 4.2) yavru alabaligin 6ldiigii saptandi. Yaklasik 2 hafta kadar siiren bu salgindan
dolay1 yavru baliklarda % 40’lik kayip meydana geldi.

Havuzlarin kontroliinde yavru alabaliklarin istahsiz, durgun ve su ylizeyinde
yiizdiikleri, ayrica bazi baliklarin spiral ylizme hareketleri yaptiklart ve denge problemi
yasadiklar1 goriildii. Ote yandan bazi baliklarda karmn boslugunda sivi birikimine baglh
olarak siskinlik (Sekil 4.3), ekzoftalmus (Sekil 4.4), derinin renginde koyulagma (Sekil 4.5)

ve birka¢ baligin dorsal ve kavdal yiizgecinde beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi ve
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hastaligin ilerlemis durumlarinda baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve
radiuslarin (Sekil 4.6—4.7) ortaya ¢iktig1 gézlendi.

Enfekte gokkusag alabalik yavrularinin i¢ organlari aciga (Sekil 4.8-4.9) ¢ikarildi.
Karaciger ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biiylidiigi tespit edildi. Hastalikli yavru
alabaliklarin karin bosluklarinda sar1 renkli jelatinimsi bir s1vi birikiminin ve bagirsaklarda

iltihaplarin oldugu gézlendi.
4.5. 1, 11, I11, IV Nolu Gékkusagi Alabahg Uretim isletmelerinin incelenmesi

Elazig’in Keban ilgesinde bulunan 4 isletmede 8 ay boyunca F. psychrophilum
bakterisi arastirildi. Buna gore; 175 adet yumurta, 185 adet ovaryum sivist (2 ml’lik), 200
adet sperm (2 ml’lik) 185 adet povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta,
205 adet dollenmis yumurta, 180 adet gozlenmis yumurta, 510 adet keseli yavru, 500 adet
5 gramdan kiigiik yavru, 200 adet 5 gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 200 adet
5 gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 200 adet 5 gramdan biiytik saglikli
yavru alabalik bobregi, 200 adet 5 gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi, 200
adet hastaliktan siipheli ve yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 200 adet hastaliktan siipheli
ve yeni Olmiis yavru alabalik karacigeri, 200 adet hastaliktan siipheli ve yeni 6lmiis yavru
alabalik bobregi, 200 adet hastaliktan silipheli ve yeni 6lmiis yavru alabalik bagirsagi 120
adet yem ve 204 adet su 6rnegi olmak iizere toplam 4024 adet 6rnek incelendi (Tablo 4.5).

Bu orneklerde 160 adet (% 3,97) F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.5; Sekil
4.13). Bu suslarin 18’1 (% 10,28) yumurtadan, 13’4 (% 7,02) ovaryum sivisindan, 6’1
(%3,24) povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurtadan, 14’i (% 6,82)
dollenmis yumurtadan, 14’4 (% 7,77) goézlenmis yumurtadan, 13’d (% 2,54) keseli
yavrudan ve 15’1 ise (% 3,75) 5 gramdan kiiclik yavrulardan izole edildi. Bes gramdan
biiylik saglikli yavrularin dalagindan 8 adet (% 4), karacigerinden 5 adet (% 2.5),
bobreginden 4 adet (% 2) ve bagirsagindan 1 adet (% 0,5) F. psychrophilum’un izolasyonu
yapildi. Yine 5 gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik dalagindan 17
adet (% 8.5), karacigerinden 10 adet (% 5), bobreginden 10 adet (% 5), bagirsagindan 6
adet (% 3) ve isletmedeki sudan da 6 adet (% 2,94) F. psychrophilum izole edildi. Biitiin

isletmelerdeki yem ve sperm orneklerinden ise F. psychrophilum etkeni izole edilemedi.
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Tablo 4.5. 1, II, 111, IV nolu isletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi ve yiizdesi.

ORNEK ALINAN ISLETMELER
ORNEK ALINAN YER [Nolu | 11 Nolu 111 v Toplam Flavobacte_rlum Yiizde
. . Nolu Nolu | Materyal | psychrophilum
isletme | Isletme | . : Orani
Isletme | Isletme Sayis1 say1s1

Yumurta 40 40 50 45 175 18 10,28
Ovaryum Sivist (2 40 50 50 45 185 13 7,02
ml’lik)
Sperm (2 ml’lik) 50 55 40 55 200 0 0
Povidin/iodin ile
dezenfekte edilmis 40 40 50 55 185 6 3,24
yumurta
Doéllenmis Yumurta 50 55 60 40 205 14 6,82
Gozlenmis Yumurta 60 60 60 60 240 14 7,77
Keseli Yavru 100 150 120 140 510 13 2,54
5 Gramdan Kiigiik Yavru |y | g9 100 100 400 15 3,75
Alabalik

Dalak 50 50 50 50 200 8 4
5 Gramdan
Biiytik Karaciger 50 50 50 50 200 5 2,5
Saglikli
Yavru Bobrek 50 50 50 50 200 4 2
alabalik

Bagirsak 50 50 50 50 200 1 0,5
5 Gramdan Dalak 50 50 50 50 200 17 8,5
Biiyiik Hasta
liktan Karaciger 50 50 50 50 200 10 5
siipheli veya
yeni Olmiis Bobrek 50 50 50 50 200 10 5
Yavru
Alabalik Bagirsak 50 50 50 50 200 6 3
Yem 30 30 30 30 120 0 0
Su 64 60 40 40 204 6 2,94

* zole edilen Flavobacterium psychrophilum sayisi bakimindan isletmeler arasinda fark

bulunamamustir (P>0,05, F; 6s=1,05).
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Ornekler

1: Yumurta, 2: Ovaryum sivisi, 3: Sperm, 4: Povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta, 5:
Dollenmis yumurta, 6: Gézlenmis yumurta, 7: Keseli yavru, 8: Bes gramdan kiigiik yavru alabalik, 9: Bes
gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik dalagi, 10: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik karacigeri, 11:
Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bobregi, 12: Bes gramdan biiyiik saglikli yavru alabalik bagirsagi,
13: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik dalagi, 14: Bes gramdan biiyiik
hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis yavru alabalik karacigeri, 15: Bes gramdan biiyiik hastaliktan siipheli
veya yeni 0lmiis yavru alabalik bobregi, 16: Bes gramdan biiyiik hastaliktan giipheli veya yeni 6lmiis yavru
alabalik bagirsagi, 17: Yem, 18: Su

Sekil 4.13. I, I, IIL, IV nolu igletmeden alinan 6rneklerden izole edilen F. psychrophilum sayisi.
4.6. Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu

4.6.1. Yumurta, Povidin/lodin Soliisyonuyla Dezenfekte Edilmis Yumurta,
Sperm, Ovaryum sivisi, Dolenmis Yumurta, Gozlenmis Yumurta

Keseli Yavru ve Yavru Orneklerinden Besiyelerine Yapilan Ekimler

Yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta ve keseli yavru
ornekleri homojenizatorde kolayca homojenize edildi. Ancak délenmis yumurta, gézlenmis
yumurta ve 5 gramdan kiiciik yavru orneklerini homojenizatérde homojen hale getirmek
hem zor hem de uzun zaman aldi. Sperm ve ovaryum s1visi, sivi halde olduklarindan dolay1
ekim Oncesi homojenizatérden geg¢irilmedi. Yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurta ve dolenmis yumurta homojen edildikten sonra sari renkte
homojen bir sivi; gdzlenmis yumurta ve keseli yavruda siyah renkte homojen bir sivi; 5

gramdan kiiciik yavru alabaliklarda ise siyah renkte ve kanli homojen bir siv1 elde edildi.
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Bes gramdan biiyiik saglikli ve hasta alabaliklarin i¢ organlarini ¢ikarmak zor oldugu gibi
uzun bir zaman da gereksinim duyulmustur. Yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurta, sperm, ovaryum sivisi, ddlenmis yumurta, goézlenmis
yumurta, keseli yavru, 5 gramdan kiiclik yavru, yem ve su Orneklerinden hazirlanmig
siispansiyonlar ile 5 gramdan biiyiik saglikli ve hasta alabaliklarin karaciger, dalak, bobrek
ve bagirsaklarindan TYES-A, CA, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + Tobramycin agara ve
TYES-B, CB, MAOB, EAO+FBS+B, TYES + TOBRAMY CIN+ broth‘a ekimler yapildi.

4.6.2. Kat1 Besiyerlerinde Ureme

TYES-A, CA, MAOA, EAO+FBS+A, TYES + Tobramycin agara yapilan ekimler
15°C’de 5-7 giin siireyle etiivde bekletildikten sonra ¢ogunlugu sar1 renkte olmak iizere
degisik koloniler (Sekil 4.14) saptandi. Bu sar1 renkli kolonilerden TYES-A ve
EAO+FBS+A’ya ekimler yapilarak sar1 pigmentli saf kolonilerin (Sekil 4.15) olustugu

goriildii.

Sekil 4.14. TYES-A ve EAO+FBS agarda ilk ekimden sonra ¢ogunlugu sar1 renkte olan karisik koloniler.
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Sekil 4.15. TYES —A ve EAO+FBS agarda iireyen saf koloniler.
4.7. Flavobacterium psychrophilum’un identifikasyonu

Izole edilen gram negatif gomak sekilli 160 adet susun saf kiiltiirlerinden fenotipik
ve biyokimyasal Ozellikleri belirlendi (Tablo 4.6). Bu suslardan katalaz yari pozitif;
fleksirubin pigment, hemoliz, jelatin, kazein, tween 20 ve tween 80 hidrolizi pozitif ve
sitokrom oksidaz, kongo kirmizisi, hareket, nitrat, sitrat, indol, metil red (MR), voges
proskauer (VP), iireaz, hidrojen siilfiir (H,S), nisasta, eskiiliin, ortho-nitrophenyl-beta-d-
galactosidase (ONPGQG) ve dekarboksilase (OD) negatif olarak tespit edildi.
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Tablo 4.6. F. psychrophilum’un fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri.

Fenotipik ve )
Biyokimyasal Izole Edilen 160 adet Flavobacterium psychrophilum Suslarinda ilk 20 tanesi
Ozellikler

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Koloni rengi Sar1 | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sart | Sar1 | Sart | Sar1 | Sart | Sari | Sart | Sari | Sart | Sar

Gram Boyama

Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif | Zayif

Katalaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

Oksidaz

Fleksirubin

. + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
pigment

Kongo red

Hareket

indol

Metil Red

Voges
Proskauer

Nitrat testi

O/F d- | A | A+ | A | A | A+ | A | A | A | A | A | A | A | A | A | | | A | A |

ONPG

OD

Jelatin
hidrolizi

Simmons
sitrat - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

Ureaz testi

H,S
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Tablo 4.6’nin devamiu.

Hemoliz

Nisasta hidrolizi

Eskiilin hidrolizi

Kazein hidrolizi

Tween 20 hidroliz

Tween 80 hidrolizi

Glukoz

Laktoz

Mannitol

Galaktoz

Arabinoz

Sorbitol

Lizin

Fruktoz

Inositol

Rhamnoz

Mannoz

Meliboz

Amigolalin

87




Tablo 4.6’nin devamiu.

Sukroz

TYE agarda iireme

TYES-A’da iireme

TSA’da iireme

TSB’da iireme

Kanli agar

MCA’da iireme

PCA’da tireme

MHA’da iireme

0°C’de iireme

5°C’de lireme

15°C’de lireme

20°C’de tireme

25°C’de lireme

30°C’de lireme

37°C’de Ureme

% 0,0 NaCl’de lireme
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Tablo 4.6’nin devamiu.

% 0,5 NaCl’de iireme + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

% 1,0 NaCl’de Gireme + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

% 2,0 NaCl’de lireme

* 1 Negatif Reaksiyon, +: Pozitif Reaksiyon, ONPG: Ortho-Nitrophenyl-Beta-D-Galactosidase, H,S: Hidrojen Siilfiir, 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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4.8. DNA izolasyonu Yapilan Flavobacterium psychrophilum’un Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Teyit Edilmesi

Keban’daki Gokkusagi alabaligi isletmelerinden alinan 4024 adet 6rnekten 160 F.
psychrophilum izole edildi. Bu izolatlar ile birlikte F. psychrophilum NCIMB 1947"
referans susu (pozitif kontrol-P) ve E. coli (negatif kontrol-N)’nin DNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bu DNA’larin PZR ile amplifikasyonu yapildi. Daha sonra bu iirlinler %
1,5’luk agaroz jelde elekroforezden gecirildi. Jel ethidium bromide ile boyanip, sonuglar
ultraviyole transilluminatérde degerlendirildi. Yiiz atmis adet susun hepsinde
Flavobacterium cinsine ait primerlerle 396 bp uzunlugunda bantlar (Sekil 4.16) ve F.
psychrophilum tiirine ait PSY1 190-206, PSY2 1278-1262 primerlerle 1089 bp
uzunlugunda bantlar goriildii (Sekil 4.17). Dolayisiyla 160 adet izolatin tamaminin F.

psychrophilum oldugu kanitlandi.

MI123 45678910 NRBUBILISINP

- [}
EEESrERHNaAEBEPREBONE = < 306 hp

Sekil 4.16. DNA o6rneklerinin, GYRA-FP1F, GYRA-FPIR primer ¢ifti kullanilarak PZR’de analizi sonucu
olusan Flavobacterium cinsine ait 396 bp’lik bantlar1 gdsteren agaroz jel; 1-19: Isletmelerden
izole edilen F. psychrophilum &rnekleri; M: 100 bp’lik molekiiler marker; N: Negatif kontrol
(E. coli) (MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans sus (F. psychrophilum NCIMB 1947").
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Sekil 4.17. DNA 6rneklerinin, PSY1 190-206, PSY2 1278-1262 primer ¢ifti kullanilarak PZR’de analizi
sonucu olusan F. psychrophilum tiirine ait 1089 bp’lik bantlari gésteren agaroz jel; 1-12:
Isletmelerden izole edilen F. psychrophilum &rnekleri; M: 100 bp’lik molekiiler marker; N:
Negatif kontrol (E. coli) (MBI, Fermantas); P: Pozitif kontrol referans sus (F. psychrophilum
NCIMB 1947").

4.9. Flavobacterium psychrophilum’un Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ile Molekiiler Alt Tiplendirilmesi

Yumurta, ovaryum sivisi, povidin/iodin ile dezenfekte edilmis yumurta, dollenmis
yumurta, gozlanmis yumurta, keseli yavru, bes gramdan kii¢lik yavru, bes gramdan biiyiik
yavru dalagi, bes gramdan biiyiik yavru dalagi, bes gramdan biiyiik yavru karacigeri, bes
gramdan biiyiik yavru bobregi, bes gramdan biiyiik yavru bagirsagindan F. psychrophilum
olarak identifiye edilen izolatlar Xhol enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu. PFGE analizi
sonucunda dort farkl isletmeden elde edilen izolatlarin hepsinde ayni bant profili tespit

edildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. F. psychrophilum’un kromozomal DNA’sinin Xhol enzimi ile kesilmesi sonucu agaroz jeldeki
bantlar1 (A); P: F. psychrophilum NCIMB 1947" referans susu (B); 1: Yumurta; 2: Ovaryum
stvist; 3: Povidin/iodin ile dezenfekte edilmis yumurta; 4: Dollenmis yumurta; 5: Gozlanmis
yumurta; 6: Keseli yavru; 7: Bes gramdan kiigiik yavru alabalik; 8: Bes gramdan biiyiik yavru
alabalik dalagi; 9: Bes gramdan biiyiik yavru alabalik dalagi; 10: Bes gramdan biiyiik yavru
alabalik karacigeri; 11: Bes gramdan biiyiik yavru alabalik bobregi; 12: Bes gramdan biiyiik

yavru alabalik bagirsagi.

PZR ile teyit edilen 160 adet F. psychrophilum ve 3 adet F. psychrophilum
NCIMB 1947" referans susunu igeren agaroz kaliplardan DNA izolasyonu yapildi. Bu
agaroz kalip DNA’lardan 12 adet 6rnek segildi. Bu 6rneklerle birlikte 3 adet referans susu
(P) igeren agaroz kaliplar BInl enzimi ile PFGE analizine tabi tutuldu (Sekil 4.19). PFGE
analizi sonucunda dort farkli isletmeden elde edilen izolatlarin hepsinde ayni bant profil

tespit edildi.
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Sekil 4.19. F. psychrophilum’un kromozomal DNA’sinin Blnl enzimi ile kesim sonucu olusan agaroz jeldeki
bantlar1 (A); P: F. psychrophilum NCIMB 1947" referans susu (B); 1: Yumurta; 2: Ovaryum
stvist; 3: Povidin/iodin ile dezenfekte edilmis yumurta; 4: Dollenmis yumurta; 5: Gozlanmis
yumurta; 6: Keseli yavru; 7: Bes gramdan kiiciik yavru alabalik; 8: Bes gramdan biiyiik yavru
alabalik dalagi; 9: Bes gramdan biiyiik yavru alabalik dalagi; 10: Bes gramdan biiyiik yavru
alabalik karacigeri; 11: Bes gramdan biiyiik yavru alabalik bobregi; 12: Bes gramdan biiyiik

yavru alabalik bagirsagi.

Jel karsilagtirma yazilim sistemi kullanilarak bantlarin profil analizi yapildiginda F.
psychrophilum susu (2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14) ile referans suslar1 (1,8,15) arasinda %
80 oraninda akrabalik iliskisi oldugu ortaya cikarildi (Sekil 4.20). Buna gore F.
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psychrophilum NCIMB 1947" referans sus ile isletmelerden elde edilen izolatlar arasinda
yakin iligki oldugu goriildii. F. psychrophilum NCIMB 1947 referans sus profili Tip A ve

isletmelerden elde edilen izolatlar ise ayn1 profile sahip olup Tip A, olarak tiplendirildi.

Sekil 4.20. F. psychrophilum NCIMB 1947" referans sus ve isletmelerden izole edilen F. psychrophilum
PFGE  profilleri.  1,8,15: F.  psychrophilum NCIMB  1947"  referans sus;
2,3,4,5,6,7,9,10,11,12,13,14: Isletmelerden izole edilen F. psychrophilum.
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4.10. Flavobacterium psychrophilum’un Antibakteriyel Duyarhihik Test

Sonuclar

F. psychrophilum’un izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan antibakteriyel
duyarlilik test i¢in 37 adet farkli antibakteriyel disk kullanildi (Tablo 4.7). Buna gore F.
psychrophilum’un antibakteriyellere olan duyarlilik dereceleriyle duyarlilik yiizde oranlart
ayr1 ayr1 belirlendi (Tablo 4.8). Ayrica bu duyarlilik dereceleri ile duyarlilik ytlizde oranlari
grafikte gosterildi.

4.10.1. Flavobacterium psychrophilum’un Antibakteriyel Duyarhlik Durumlari

F. psychrophilum suslarinin gesitli antibakteriyellere karsi duyarlilik durumlarina
ait sonuglar Tablo 4.7°de verilmistir. Buna gore c¢alismada izole edilen tim F.
psychrophilum izolatlarinin baliklar i¢in ruhsatlandirilmis olan Oksitetrasiklin, Florfenikol,

Enrofloksasin ve Siprofloksasine karst duyarli olduklari tespit edildi.
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Tablo 4.7. 1zole edilen F. psychrophilum’un antibakteriyel duyarlilik durumlari.

Povidin 5 gramdan
Yumurta Ovaryum /iodin ile Déllenmis Gozlenmis Keseli kiiciik Dalak Karaciger Bobrek Bagirsak
(n:18) stvisi (n:13) dezenfekte yumurta Yumurta yavru Yavr (n:25) (n:15) (n:14) (:7) Su (n:6)
: TVISL (n: edilmis (n:14) (n:14) (n:13) vru : : : :
(n:15)
yumurta(n:6)
R|I|S|RI|I]|S R I S R|I[I|S|R|I|S|R|I|S|R|JI|[S|R|I|S|R|IT|S|]R|I|S|R|JI[S|R]|I|S
CN 1503 |10]0] 3 4 0 2 0(0 4 (12(0| 2 |11|0| 2 |11]|0| 4 [20]0| S5 (12|0]| 3 |11]|0] 3 02 0|1
AX 1800 |13|0] 0 6 0 0 4/0(0 (14({0]O0|13|/0|O0]|15]/0] 0 25|00 (15|00 ]|14]0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
AMC (18 (0| 0 |13 |0 | O 6 0 0 4/0(0 (14({0]O0|13|/0|O0]|15]/0] 0 25|00 (15|00 ]|14])0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
AK 180 0 |13]0] 0 6 0 0 4/0/0 (14{0]O0|13|/0|]O0]|15]{0] 0 |25]0| 0 (|15(0]| 0 ]|14]0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
AMP (18 (0| 0 |13 |0 O 6 0 0 4/0(0 (14({0]O0|13|/0|O0]|15|/0] 0 25|00 |15(0]| O0]|14])0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
C 18[00 |13|0] 0 6 0 0 4/0(0 (14(0]O0|13|/0|O0]|15]/0] 0 25|00 (15|00 ]|14])0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
CAZ 03150 (2|11 0 2 4 2120|3110 |1 120 |3 |12]0 (|[5(20| 0 |1]14| 0 |2]13 16 |0]1]|S5
(677 1810 0 |13 0 6 0 0 14/0/0 (14({0]O0|13|/0]O0]|15|{0] 0 25|00 (|15(0| 0 ]|14]|0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
CEP 0O [|3(15]0 (2|11 0 2 4 O J|2(12{0 ({3110 (1]|12|0 (3120 ]|5(20(0 |1 |14|O0|2]13]0(|1]6]|0]|1]5
iPM 04140 (3|10 O 3 3 0O |3[11|0 (4100 (3|11|0|5]10]0]|5(20[0 |1 |14|O0]|1]14]01]2]|5]|0|2]4
E 6 |75 18 1]2|3 2 3 1 0(2(2 (82|46 |34 |7 |8[0[15]/6|4|9 (3|3 ]|]10|3]1]5]2 31310
EN 1800|1310 0 6 0 0 4(0/0 (14({0]0|13|/0]O0]|15|/0] 0 |25|0| 0 (|15(0]| 0 ]|14]|0] 0] 7 |0]0]6]|0]0
CLR 0O [|3(15]0 (2|11 0 2 4 O |2(12{0 ({3 |1Ll}0(1|12|0 (3|12 0]|5(20(0 |1 |14|O0|2]13]0|1]6]|0]|1]5
CIp 0]0(18] 0 |0]13 0 0 6 0 1410 (0|14]0 1310 15|10 251 0 150 (0|14 0|07 |0]0]|6
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Tablo 4.7’nin devamiu.

FM | 0 14| 0 10 0 1|0 10| 0 110 10| 0 20| 0 14| 0 14
SMZ | 6 5108 3 10 2|8 416 417 0|15 4109 3010 1
P 16 1|13 0 10 2 |11 1|9 2 |11 0 |20 1|12 1] 9 1
oT | 0 18| 0 13 0 14| 0 1410 13] 0 15| 0 250 0 15| 0 14
PIL | 0 15| 0 11 0 12|10 110 1210 1210 20| 0 140 13
FP |3 15| 2 11 3 1|2 121 122 13] 5 20| 1 14| 1 13
B 0 15| 0 11 0 12|10 110 120 120 20| 0 14| 0 13
oP |18 0|13 0 14 0|14 013 015 0|25 0|15 0|14 0
BC | 0 15| 0 11 0 120 1] o0 12] 0 12|10 20| 0 140 13
ENR | 0 18| 0 13 0 14| o 14| 13 o 15| o 25| o 15| o 14
FFC | 0 18 13 0 14| o 14| o 13 o 15| o 25| o 15 o 14
S 7 1|3 10 3 11| 4 10| 2 11| 2 13] 1 24| 2 133 11
N 18 013 0 14 0|14 0113 015 0|25 0115 0|14 0
cc |16 1|13 0 10 2 |11 1|9 2 |11 0|20 1|12 1] 9 1
OFX | 15 3010 3 10 4|12 2 |11 2 |11 4 |20 5012 3|11 3
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Tablo 4.7’nin devamiu.

VA 1I8(0(0)13{0]0([6{0]0]14]0]| 0 |14|0(f 0 |13 O[15]0( 0 |25[(0[ 0O |15({0] 0 (14|00 (7]0]0]6(0

NN 04|14 0 (3(10)0(|3(3[0|3|11|0]|4)10[0|3|11]| 0 |5({10]0(|5]20(0|0|14[O0]|1]|14]0]|2]|5[|0]2

FOX (18|00 |13|(0O[O|6|0Of(0O|14(0] O |14]0] O |13)O[O0|I5[0[0|25[{0] 0 |15]0] 0 |14)0[O0]|7]0|0[6]0

NA 18({0f0|13{]0|]0(6]0]0]|14]0]| 0 |14(0( 0 |13[(0] 0 |15]0] 0 (25|00 |15|/0(O0 |14[0[0]|7|0[0]6]60

NET (0 |4|14] 0 [3]10 3131013110 (4100 |{3]|11(0|5]10[{0|5(20]0 (0140 |1]|14[0(2]5]0(2

ATM | 18|10 0 |13|]0( 0O [6]|0|0|14(0)| O |14|0] O |13]0O0(|[15(0) 0 |25|0[O0O([15({0] 0 ]|14]0] 0 |7|0]0[6]O0

LC 1I8(0(0|13{]0]0(6]0]0]|14]0]| 0 |14(0( 0 |13[{0] 0 |15]0] 0 (25|00 |15|/0(O0 |14[0[O0]|7|0[0]6]60

T™P | 180 0 (13)]0[0]|6|0|0|[14]0| 0O |14{0]| O |13]0] O ([15]0| 0 |25(0f[ 0 |15[0] 0 (14|00 (|7[0]0]|6(0

* n: Flavobacterium psychrophilum sayisi

* CN: Gentamisin; AX: Amoksisiliny AMC: Amoksisilin/Klavulanik asit; AK: Amikasin; AMP: Ampisilin; C: Kloramfenikol; CAZ: Seftriakson; CZ:
Sefazolin; CEP: Sefoperazon; IPM: Imipenem; E: Eritromisin; EN: Enoksasin; CLR: Klaritromisin; CIP: Siprofloksasin; F/M: Nitrofurantin; SMZ: Sulfametoksazol; P:
Penisilin; OT: Oksitetrasiklin; PIL: Piperasillin; FP: Furazolidon; B: Basitrasin;OP: Optokin; BC: Batrim (Trimetoprim + Sulfametoksazol); ENR: Enrofloksasin; FFC:
Florfenikol; S: Streptomisin; N: Neomisin, CC: Klindamisin; OFX: Ofloksasin; VA: Vankomisin; NN: Tobramisin; FOX: Sefoksitin; NA: Nalidiksik Asit; NET:
Netilmisin; ATM: Aztreonam; LC: Linkomisin; TMP: Trimetoprim;

* R (Resistant-direngli); I (intermediate sensitive-orta derecede duyarli); S (Sensitive-duyarli).
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4.10.2. Flavobacterium psychrophilum suslarmin Antibakteriyel Duyarhhk
Yiizde Oranlari

F. psychrophilum suslarmin kullanilan antibakteriyellere karsi duyarlilik yiizde
oranlar1 da tespit edilip Tablo 4.8’de verildi. Antibakteriyel disk sonuclarina gore, F.
psychrophilum suslari;; Amoksisilin, Amoksisilin/Klavulanik asit, Amikasin, Ampisilin,
Kloramfenikol, Sefazolin, Enoksasin, Optokin, Neomisin, Vankomisin, Sefoksitin,
Nalidiksik Asit, Aztreonam, Linkomisin ve Trimetoprim (% 100); Penisilin ve Klindamisin
(% 78,12); Ofloksasin ve Gentamisin (% 78,75); Eritromisin ve Sulfametoksazol (%
55,62) ile Furazolidone (% 15,62) gibi antibakteriyellere kars1 direng gdsterdigi goriildii. F.
psychrophilum; Eritromisin ve Sulfametoksazol (% 28,12); Imipenem (% 21,87);
Nitrofurantoin, Tobramisin ve Netilmisin (% 21,25); Seftriakson, Sefoperazon,
Klaritromisin, Piperasillin, Basitrasin ve Trimetoprim + Sulfametoksazol (% 16,25);
Penisilin ve Klindamisin (% 12,50) gibi antibakteriyellere de orta derecede duyarl oldugu
tespit edildi. Yine F. psychrophilum; Oksitetrasiklin, Florfenikol, Enrofloksasin ve
Siprofloksasin (% 100) ile Furazolidone (% 84,37); Trimetoprim + Sulfametoksazol,
Seftriakson, Sefoperazon, Klaritromisin ve Piperasilin (% 83,75); Tobramisin,
Nitrofurantoin ve Netilmisin (% 78,75); Imipenem (% 78,12); Streptomisin (% 77,5);
Ofloksasin (% 21,25); Eritromisin ve Sulfametoksazol (% 16,25); Penisilin ve Klindamisin

(% 9,37) antibakteriyellerine ise duyarli oldugu belirlendi.
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Tablo 4.8. F. psychrophilum suglarinin antibakteriyellere olan duyarlilik yiizde dagilimi (n:160).

Gentamisin 126 | 78,75 0 0 34 | 21,25
Amokisillin 160 100 0 0 0 0
Amoksisilin/Klavulanik asit | 160 100 0 0 0 0
Amikasin 160 100 0 0 0 0
Ampisilin 160 100 0 0 0 0
Kloramfenikol 160 100 0 0 0 0
Seftriakson 0 0 26 16,25 134 | 83,75
Sefazolin 160 100 0 0 0 0
Sefoperazon 0 0 26 16,25 134 83,75
Imipenem 0 0 35 21,875 125 | 78,125
Eritromisin 89 | 55,625 45 28,125 26 16,25
Enoksasin 160 100 0 0 0 0
Klaritromisin 0 0 26 16,25 134 83,75
Siprofloksasin 0 0 0 0 160 100
Nitrofurantoin 0 0 34 21,25 126 | 78,75
Sulfametoksazol 89 | 55,625 45 28,125 26 16,25
Penisilin 125 | 78,125 20 12,5 15 9,375
Oksitetrasiklin 0 0 0 0 160 100
Piperasillin 0 0 26 16,25 134 | 83,75
Furazolidone 25 15,625 0 0 135 | 84,375
Basitrasin 0 0 26 16,25 134 | 83,75
Optokin 160 100 0 0 0 0
Batrim 0 0 26 16,25 134 | 83,75
Enrofloksasin 0 0 0 0 160 100
Florfenikol 0 0 0 0 160 100
Streptomisin 36 22,5 0 0 124 77,5
Neomisin 160 100 0 0 0 0
Klindamisin 125 | 78,125 20 12,5 15 9,375
Ofloksasin 126 | 78,75 0 0 34 21,25
Vankomisin 160 100 0 0 0 0
Tobramisin 0 0 34 21,25 126 | 78,75
Sefoksitin 160 100 0 0 0 0
Nalidiksik Asit 160 100 0 0 0 0
Netilmisin 0 0 34 21,25 126 | 78,75
Aztreonam 160 100 0 0 0 0
Linkomisin 160 100 0 0 0 0
Trimetoprim 160 100 0 0 0 0
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F. psychrophilum suslarinin direng (Sekil 4.21), orta derecede duyarlilik (Sekil

4.22) ve duyarlilik (Sekil 4.23) yiizde oran1 grafikle ifade edilmistir.
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Sekil 4.21. F. psychrophilum suglarinin antibakteriyellere olan direnglilik yiizde oranlar1.
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Sekil 4.22. F. psychrophilum suslarinin antibakteriyellere karsi orta derecede duyarlilik yiizde

oranlari.
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Sekil 4.23. F. psychrophilum suslarinin antibakteriyellere karsi duyarlilik yiizde oranlar.

4.11. isletmelerde Kullamlan Suyun Sicakhg, Coziinmiis Oksijeni, pH,
Organik Madde Miktarlar1 ve Flavobacterium psychrophilum Sayilar

Keban’daki 4 alabalik yavru iiretim isletmesinin su degerleri ayr1 ayri incelendi.
Buna gore I nolu isletmede; su sicakliginin 9—14,5°C, suyun oksijeninin 6-9,6 mg/l, suyun
pH’smin 6,4-8 ve suyun organik madde miktarlarinin 3,2-8,4 mg/l arasinda degistigi
goriildi.

Isletmedeki sularin  F. psychrophilum yoniiyle yapilan bakteriyolojik
incelemesinde; Aralik ayinda 9 adet, Ocak’da 5 adet, Subat’da 3 adet, Mart’da 5 adet,
Nisan’da 8 adet, Mayis’da 9 adet, Haziran’da 4 adet ve Temmuz’da ise 2 adet olmak
tizere 45 adet F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.9).

[statistik degerlendirmeye gore; su sicakligi ile bakteri sayis1 arasinda negatif yonde
bir iligki bulundu (r=-0,369, P<0,05). Sicaklik arttik¢a bakteri sayisinin azaldig goriildii.
Ancak suyun O,, pH diizeyi ve organik madde miktarlar1 arasinda herhangi bir anlaml
iliski  (r=-0,150, r=-0,084, r=-0,027, P>0,05) bulunamadi. I nolu isletmede su
parametrelerinin  bakteri sayisiyla olan iligkisini belirten grafikler ¢izildi (Sekil

4.24;4.25;4.36;4.27).
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Tablo 4.9. I nolu isletmenin su parametreleri.

Su Parametreleri ve Su Orneginin Alindig1 Aylar
Bakteri Says: Aralik | Aralik | Ocak | Ocak | Subat | Subat | Mart | Mart | Nisan | Nisan | Mayis | Mayis | Haziran | Haziran | Temmuz | Temmuz

Giris Sicakhg: 10 10,5 10 9,5 9 9,1 9,3 9.4 9,6 9,8 10 10,5 11 12 13,5 14,5
Cikis Sicakhg 10 10,5 10 9,5 9 9,1 9,3 9.4 9,6 9,8 10 10,5 11 12 13,5 14,5
Giris Oksijen 8,2 8,5 9 9,2 9,6 8,5 8 7,8 5,3 6,3 7,4 7,2 7,3 7 6,8 6,7
Cikis OKksijen 7,9 8,4 8,9 9 9,4 8,2 7,9 7,6 52 6 7,1 7 6,9 6,5 6,7 6,5
Giris pH 8 82 7,8 7,6 7,5 7.4 7,2 7.3 6,5 6,7 7,3 7.4 7,3 7,6 7,5 7,8
Cikis pH 7,8 8,0 7,5 7,5 7,2 7,2 7,0 7,2 6,4 6,5 7,2 7,2 7 7.4 7.4 7,6
Giris Organik

4,8 32 54 5,7 6 6,3 8,2 7,8 7,4 7,0 6,3 6,1 5,7 4,4 5,0 6,0
Madde
Cikis Organik

5 3,5 5,8 6,2 6,5 6,7 8,4 8 7.9 7.4 6,6 6,5 6,3 4,8 5,5 6,2

Madde
Bakteri Sayisi 5 4 3 2 1 2 3 2 3 5 4 5 2 2 | 1

* I nolu isletmede, su sicakligi ile bakteri sayisi arasinda negatif yonde bir iligki bulunmustur (r=-0,369, P<0,05). Sicaklik artik¢a bakteri sayis1 azalmigtir. Ancak

suyun O,, pH dizeyi ve organik madde miktarlar1 arasinda herhangi bir anlamli iligki bulunamamistir (r=-0,150, r=-0,084, r=-0,027, P>0,05).
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Sekil 4.26. I nolu alabalik isletmesinde suyun pH’sinin aylara gére dagilimi.
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Sekil 4.27. I nolu alabalik isletmesinde suyun organik madde miktarlarmin dagilimi.

IT nolu isletmede; su sicakliginin 7-11,5°C, suyun oksijeninin 8-10,5 mg/l, suyun
pH’sinin 6,5-7,9 ve suyun organik madde miktarlarinin 3,2—-8,4 mg/l arasinda degistigi
goriildii.

Isletmedeki sularin  F. psychrophilum yéniiyle yapilan bakteriyolojik
incelemesinde; Aralik ayinda 5 adet, Ocak’da 5 adet, Subat’da 4 adet, Mart’da 5 adet,
Nisan’da 6 adet, Mayis’da 3 adet ve Haziran’da ise 2 adet olmak iizere 30 adet F.
psychrophilum izole edildi (Tablo 4.10).

Istatistik degerlendirmeye gore su sicaklik ve pH ile bakteri sayis1 arasinda ¢ok
kuvvetli bir iliski bulundu (r=-0,754, r=0,713 p<0,05). Sicaklik arttikca bakteri sayisi
azaldig1 goriildii. pH artikca bakteri sayisi artti. Ayrica O, ve organik madde miktari ile
bakteri sayisi arasinda kuvvetli iliski vardir (r=0,575, r=0,546 p< 0,05). Sudaki O, ve
organik madde miktar1 arttikca bakteri sayisi artti. II nolu isletmede su parametrelerinin

bakteri sayisiyla olan iligkisini belirten grafikler ¢izildi (Sekil 4.28;4.29;4.30;4.31).
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Tablo 4.10. II nolu isletmenin su parametreleri.

Su Parametreleri ve Su Orneginin Ahndig1 Aylar
Bakteri Sayisi
Aralik | Aralik | Ocak | Ocak | Subat | Subat | Mart | Mart | Nisan | Nisan | Mayis | Mayis | Haziran | Haziran | Temmuz | Temmuz
Giris Sicaklig 7 73 77 | 70 | 7.9 | 81 | 84 | 86 9 9,2 9,5 9,7 10 10,5 11 11,5
Cikis Sicaklig 7 7,3 7,7 | 7,1 7,9 81 | 84 | 86 9 9,2 9,5 9,7 10 10,5 11 11,5
Girig Oksijen 10,5 10 99 | 95 10 | 10,5 95 | 92 | 93 9 8.9 8,2 8,6 8,3 9 8,7
Cikis Oksijen 103 | 97 | 96 | 93 | 97 | 103 | 91 | 9 9,1 8,7 8,5 8,0 8,4 8,1 8,5 8
Giris pH 7,7 75 | 713 | 718 | 713 | 15 | 14 | 76 | 15 | 19 7,6 74 7,5 7,2 6,9 6,6
Cikis pH 7,4 73 710176 | 70 | 72 | 713 | 72 | 713 7,5 73 7,3 7,2 7,0 6,5 6,5
Giris Organik Madde 4,5 52 | 68 | 73 | 81 | 86 | 95 | 92 | 82 | 717 7 6,7 55 5 4,5 5
Cikis Organik Madde 5 57 | 712 | 7,7 | 84 9 99 | 95 | 86 | 7.8 7,5 6.9 59 53 4,8 53
Bakteri Sayisi 3 2 3 2 2 2 3 2 3 3 2 1 1 1 0 0

* 11 nolu isletmede, sicaklik ve pH ile bakteri sayisi arasinda ¢ok kuvvetli bir iliski bulunmustur (r=-0,754, r=0,713 p<0,05). Sicaklik arttik¢a bakteri sayisi
azalmigtir. pH artik¢a bakteri sayisi artmigtir. Ayrica O, ve organik madde miktari ile bakteri sayist arasinda kuvvetli iligki vardir (r=0,575, r=0,546 p< 0,05). Sudaki O, ve

organik madde miktari arttik¢a bakteri sayist artmigtir,
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Sekil 4.30. II nolu alabalik isletmesinde suyun pH’sinin aylara goére dagilimi.
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Sekil 4.31. II nolu alabalik isletmesinde suyun organik madde miktarlarinin dagilimi.

III nolu isletmede; su sicakliginin 7-13°C, suyun oksijeninin 8,4—13,8 mg/l, suyun
pH’smin 6,5-8,9 ve suyun organik madde miktarlarinin 3,6-8,5 mg/l arasinda degistigi
goriildi.

Isletmedeki sularm F. psychrophilum yoniiyle yapilan bakteriyolojik
incelemesinde; Aralik ayinda 8 adet, Ocak’da 5 adet, Subat’da 5 adet, Mart’da 5 adet,
Nisan’da 8 adet, Mayis’da 9 adet, Haziran’da 2 adet ve Temmuz’da ise 1 adet olmak {izere
43 adet F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.11).

Istatistik degerlendirmeye gore; su sicaklign ve suyun oksijeni ile bakteri sayis
arasinda kuvvetli bir iliski bulunmustur (r=-0,447 1=0,530 p<0,05). Sicaklik arttikca
bakteri sayis1 azaldi. Suyun oksijeni artikga bakteri sayisi artti. Ancak pH diizeyi ve
organik madde miktarlar1 arasinda herhangi bir anlamli iligki bulunamamistir (r=-0,003,
r=0,027, P>0,05). III nolu isletmede su parametrelerinin bakteri sayisiyla iligkisini belirten
grafikler cizildi (Sekil 4.32;4.33;4.34;4.35).
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Tablo 4.11. I1I nolu igletmenin su parametreleri.

Su Parametreleri ve

Su Orneginin Aindig1 Aylar

Bakteri Sayis: Aralik | Aralik | Ocak | Ocak | Subat | Subat | Mart | Mart | Nisan | Nisan | Mayis | Mayis | Haziran | Haziran | Temmuz | Temmuz
Giris Sicaklig 8 7,6 7,5 7 7.3 7,5 8 8,5 9 9 9,1 9,2 9.4 9,5 12 13
Cikis Sicakligi 8 7,6 7,5 7 7,3 7,5 8 8,5 9 9 9,1 9,2 9,4 9,5 12 13
Giris Oksijen 13,5 13,3 | 13,8 | 13,6 12 11,8 11 | 11,2 10 10,7 12,5 12,2 11,5 10,4 9 8,7
Cikis Oksijen 13,4 13 13,7 | 13,5 | 11,9 | 11,6 | 10,8 | 11 9,7 10,5 12,4 12 11,3 10,2 8,7 8,4
Giris pH 8,5 8,6 8,9 8,8 8,5 8,3 80 | 7,5 7,2 7,2 7,0 7,2 7,3 7,2 7,5 7,6
Cikis pH 83 8,5 8,5 8,6 8,2 8,0 7,5 | 7,1 6,9 6,8 6,5 6,9 7,2 7,0 7,2 7,3
Giris Organik madde 5,5 5 3,6 3.8 4 4,6 6 6,2 8,4 7,5 7.9 8,0 8,4 8,0 6,5 7
Cikis Organik madde 6 5,6 4 43 43 5 6,7 6,9 8,3 7,7 8,3 8,5 9 8,5 7 7,3
Bakteri Sayisi 5 3 3 2 2 3 2 3 3 5 4 5 2 0 1 0

* 1II nolu isletmede, su sicaklig1 ve suyun oksijeni ile bakteri sayisi arasinda kuvvetli bir iliski bulunmustur (r=-0,447 1=0,530 p<0,05). Sicaklik arttik¢a bakteri

sayis1 azalmistir. Suyun oksijeni artikca bakteri sayist artmistir. Ancak pH diizeyi ve organik madde miktarlart arasinda herhangi bir anlamli iliski bulunamamistir (r=-

0,003, r=0,027, P>0,05).
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Sekil 4.32. III nolu alabalik isletmesinde su sicakliginin aylara gére dagilimu.
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Sekil 4.33. III nolu alabalik isletmesinde suyun oksijen miktarlarinin aylara gore dagilimi.
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Sekil 4.34. III nolu alabalik isletmesinde suyun pH’sinin aylara gore dagilimi.
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Sekil 4.35. III nolu alabalik isletmesinde suyun organik madde miktarinin dagilimi.

IV nolu isletmede; su sicakliginin 7-13°C, suyun oksijeninin 7,2—12,5 mg/Il, suyun
pH’sinin 7-8,5 ve suyun organik madde miktarlarinin 5,1-12,7 mg/l arasinda degistigi
goriildi.

Isletmedeki sularin  F. psychrophilum yoniiyle yapilan bakteriyolojik
incelemesinde; Aralik ayinda 9 adet, Ocak’da 5 adet, Subat’da 7 adet, Mart’da 7 adet,
Nisan’da 8 adet, Mayis’da 3 adet, Haziran’da 2 adet ve Temmuz’da ise 1 adet olmak
tizere 45 adet F. psychrophilum izole edildi (Tablo 4.12).

Istatistik degerlendirmeye gore su sicakligi ve suyun organik madde miktar1 ile
bakteri sayisi arasinda kuvvetli bir iliski bulundu (r=-0,641, r=0,597 p<0,05). Sicaklik
arttikca bakteri sayist azaldi. Suyun organik madde miktar1 arttik¢a bakteri sayisi artti.
Ayrica suyun O; ve suyun pH ile bakteri sayisi arasinda zayif iligki vardir (r=0,258,
r=0,323 p< 0,05). Sudaki O, ve pH miktar1 arttik¢a bakteri sayis artti. IV nolu isletmede
su parametrelerinin bakteri sayisiylalan iliskisi belirten grafikler ¢izildi (Sekil

4.36;4.37;4.38;4.39).
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Tablo 4.12. VI nolu isletmenin su parametreleri

Su Parametreleri ve

Su Orneginin Ahndig1 Ayalar

Bakteri Sayis1 Aralik | Aralik | Ocak | Ocak | Subat | Subat | Mart | Mart | Nisan | Nisan | Mayis | Mayis | Haziran | Haziran | Temmuz | Temmuz
Giris Sicaklig 8 7,6 7,5 7 7,3 7,5 8 8,5 8,8 9 9,1 9,2 9,4 9,5 12 13
Cikis Sicaklig 8 7,6 7,5 7 7,3 7,5 8 8,5 8,8 9 9,1 9,2 9,4 9,5 12 13
Giris Oksijen 12,5 11,3 9,2 8,5 8,7 7,5 85 | 11,2 10 10,7 9,3 9,1 10,5 10,4 9 8,7
Cikis Oksijen 12,4 10,8 8,8 8,3 8,5 7,2 8,1 11 9,7 9,5 9,0 8,7 9,3 10,2 8,5 8,0
Giris pH 8,5 8,6 7,9 8,8 8,5 8,3 82 | 7,5 7,2 7.4 7,3 7.4 8,0 8,2 7,7 7,6
Cikis pH 8,2 8,4 7,7 8,5 8,2 8,0 7.8 | 7,2 7,0 7,1 7,0 7,2 7,8 8,0 7,5 7,3
Giris Organik madde 8,0 8,8 10 11,2 | 12,1 | 12,4 | 11,5 | 11,2 | 10,6 9,3 6,7 6,3 5,5 5,1 6 6,3
Cikis Organik madde 8,5 9,2 10,5 | 11,6 | 12,7 | 12,6 12 | 11,8 11 10 7,1 6,9 59 54 6,5 7
Bakteri Sayisi 5 4 3 2 4 3 5 2 3 5 1 2 1 1 1 0

* IV nolu isletmede, su sicakligi ve suyun organik madde miktari ile bakteri sayisi arasinda kuvvetli bir iliski bulunmustur (r=-0,641, r=0,597 p<0,05). Sicaklik

arttikca bakteri sayisi azalmistir. suyun organik madde miktar: artikga bakteri sayist artmistir. Ayrica suyun O, ve suyun pH ile bakteri sayisi arasinda zayif iliski vardir

(r=0,258, r=0,323 p< 0,05). Sudaki O, ve pH miktar1 arttikca bakteri sayis1 artmistir.
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Sekil 4.36. IV nolu alabalik isletmesinde su sicakliginin aylara gére dagilimi.
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Sekil 4.38. IV nolu alabalik isletmesinde suyun pH’sinin aylara gore dagilimu.
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Sekil 4.39. IV nolu alabalik isletmesinde suyun organik madde miktarinin dagilimu.
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Bu aragtirmada; oncelikli olarak Elazig ili Keban il¢esinde bulunan dort farklh
gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) isletmesindeki saglikli ve hastaliktan siipheli
yavru alabaliklardan F. psychrophilum’un bilinen klasik kiiltiir yontemiyle izolasyonu ve
identifikasyonu gerceklestirildi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigi ile molekiiler
teshisi yapilan F. psychrophilum’un molekiiler tiplendirme yontemlerinin altin standarti
olarak kabul edilen Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE-Degisken Alanli Jel
Elektroforezi) teknigi ile tiplendirilmesi yapildi ve izolatlarin yurt disindan getirtilen F.
psychrophilum NCIMB 1947" referans sus ile akrabalik iliskisi belirlendi. Sonugta F.
psychrophilum’un fenotipik ve genotipik &zellikleri ortaya ¢ikarildi.

Schmidt vd., (2000); ¢alismalarinda balik 6rneklerini stomacher’da homojenize
ederek bakteriyolojik ekim i¢in hazirladiklar1 bildirmislerdir. Yine diger bir arastirmada
(Yildirim, 2007) ise balik materyali porselen havanda ezilerek bakteriyolojik ekimde
kullanilmigtir. Daha steril olmasi1 ve kisa siirede sonu¢ vermesinden dolay1 bu arastirmada
da stomacher homojenizatorii tercih edildi. Buna goére aragtirmanin yapildigi dort
isletmeden 8 ay boyunca alinan toplam 1835 adet yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurta, dollenmis yumurta, gézlenmis yumurta, keseli yavru, 5
gramdan kii¢lik yavru ve yem ornekleri stomacher’da basarili bir sekilde homojen edilerek
bakteriyolojik ekimde kullanildi.

F. psychrophilum’un izolasyonunda spesifik besiyerleri olarak; Cytophaga Agar
(CA), Cytophaga Broth (CB) (Wiklund vd., 1994; Evensen ve Lorenzen 1996; Daskalov
vd., 1999; Dalgaard, 2001; Shotts ve Starliper, 2003); Modifiye edilmis Anacker ve Ordal
Agar (MAOA), Modifiye edilmis Anacker ve Ordal Broth (MAOAB) (Lehmann vd., 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 wvd., 2008; Holt vd., 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 vd., 2007); Tryptone Yeast Extract Salt Agar+ Tobramycin (TYESA+ T)
(Kumagai vd., 2004) ve Tryptone Yeast Extract Sigir Fetiis Serumu (TYFBS) Agar
(Toshio vd., 2006) kullanilmistir. Bu aragtirmacilarin bakteri ekimlerini yaptiklar: biitiin bu

besiyerleri Keban’daki alabalik isletmelerinden F. psychrophilum etkenini izole etmek igin
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kullanildi. Biitiin bu besiyerlerinde iiremeler meydana geldi. Ancak bu besiyerleri iginde
EAO+FBS+A ve TYFBS agarda diger spesifik besiyerlerine goére daha yogun iiremeler
goriildii. Buna karsilik; sigir fetiis serumu katilmaksizin hazirlanan EAO (Zenginlestirilmis
Anacker ve Ordal) ve TY (Tryptone Yeast Extract) agarda koloni iiremelerinin az oldugu
tespit edildi. Dolayisiyla EAO+FBS+A ve TYFBS agarlarinda goriilen yogun bakteri
tiremesinin Sigir Fetiis Serumuyla iliskili olabilecegi seklinde yorumlandi.

Sander ve Fryer (1988), Bernardet ve Kerouault (1989), Crump vd., (2001)
Wiklund vd., (1994), Lorenzen vd., (1997), Bowser (1999), Dalsgaard ve Madsen (2000),
Korun ve Timur (2001), Nematollahi vd., (2003), Diler vd., (2003), Ispir vd., (2004) ve
Cipriano ve Holt (2005); calismalarinda F. psychrophilum’u izole etmek i¢in ekim
yaptiklar1 Cytophaga Agar (CA), Modifiye edilmis Anacker ve Ordal Agar (MAOA) ve
Tryptone Yeast Extract Salt Agar (TYES-A) besiyerlerini 15-20°C’de 3—7 giin siireyle
inkube etmislerdir. Bu besiyerlerinde ortasi kabarik, konveks ve ince yayilan kenarlara
sahip, yuvarlak, sar1 renkli koloniler iiredigi gibi, diizgiin kenarli, yuvarlak, koloniler de
olustugunu ve bu kolonilerden yapilan boyali preparatlarda 1,20-1,30 um uzunlugunda
Gram negatif comak bi¢imli ve kayarak hareket eden bakterilerin varligini belirlemislerdir.
Keban ilgesindeki alabalik isletmelerinden izole edilen 160 adet F. psychrophilum’un
koloni yapis1 ve etken 6zellikleriyle ilgili aragtiricilarin belirtigi bulgulara rastlandi.

Yapilan arastirmalarda (Wiklund vd., 1994; Lorenzen vd., 1997; Madetoja vd.,
2001; Cipriano ve Holt 2005; Ekman 2003) izole edilen F. psychrophilum’un olusturdugu
kolonilerin sar1 renkte goriindiigii, oksidaz testinin negatif; fleksirubin tipi pigment iiretme
testinin oranj (portakal) renkte; jelatin ve kazein hidrolizasyon testinin pozitif; kongo
kirmizist testinin, H,S ve karbonhidratlardan asit tiretiminin negatif oldugu bildirilmistir.
Bu c¢alismada da yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla dezenfekte edilmis yumurta,
dollenmis yumurta, gézlenmis yumurta, keseli yavru, 5 gramdan kii¢iik yavru, 5 gramdan
bliyiik saglikli, hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik yavrularinin dalak, karaciger,
bobrek, bagirsak ve su orneklerinden izole edilen F. psychrophilum’un identifikasyonunda
bu ayirt edici biyokimyasal testler basarili bir sekilde uygulanip benzer sonuglar elde
edildi.

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

1997; Elsayed vd., 2006) da bu testin pozitif sonu¢ verdigi rapor edilmistir. Bu ¢aligmada
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izole edilen biitiin suslarin oksidaz negatif oldugu belirlendi. Bu durum F. psychophilum
suslar1 arasinda fenotipik farkliliklarin goriilebilecegi goriisiinii desteklemektedir.

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

Yapilan bir c¢alismada (Lorenzen vd., 1997) F. psychrophilum’un 25°C’de
tiremedigi, baska bir calismada (Bernardet ve Kerouault 1989) yine bu etkenin 25°C’de
seyrek olarak tiredigi, 25°C’nin iizerinde ise iliremedigi ifade edilmistir. Bu konuda
Lorenzen vd., (1997) de, 25 F. psychrophilum’un 18’inin 25°C’de seyrek olarak tiredigini,
fakat 30°C’de liremedigini, Schmidtke ve Carson (1995) ise 20 izolattan 18’inin 25°C’de
seyrek olarak iiredigini fakat 30°C’de tiremedigini bildirmislerdir. Son olarak da Dalsgaard
ve Madsen (2000) bu etkenin 5, 15, 20 ve 25°C’lerde {iredigini tespit etmislerdir.
Arastirmaya 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 {izeri
sicakliklarda ise tirememesi de Lorenzen vd., (1997)’1n sonuglariyla paralellik gosterdi.

Lorenzen vd., (1997), F. psychrophilum’un % 1’lik NaCl’de iiremesine ragmen, %
2’lik NaCl’de iiremedigini, Diler vd., (2003) de bu etkenin % 0,5’lik NaCl’de iiredigini, %
I’lik ve % 2’lik NaCl’de iiremedigini, yine  Nematollahi vd., (2003) ise F.
psychrophilum’un % 0,8-1"1ik ve % 2’lik NaCl’de iiredigini rapor etmislerdir. Keban yavru
alabalik {iretim isletmelerinden izole edilen F. psychrophilum suslari ile F. psychrophilum
NCIMB 1947" 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 tiremedigi
sonucuna varildi.

I nolu isletmeden 974 adet; II nolu isletmeden 1040 adet; III nolu isletmeden 1000
adet; IV nolu isletmeden 1010 adet 6rnek incelendi. Bu dort isletmeden alinan toplam 4024
ornegin F. psychrophilum’un fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin incelenmesi agisindan
yeterli oldugu diisliniilmektedir.

F. psychrophilum’un alabalik isletmelerindeki bulunma oranlarinda farkliliklar
tespit edildi. Soyleki I nolu isletmeden 45 adet (% 4,62); II nolu isletmeden 30 adet (%
2,88); III nolu isletmeden 43 adet (% 4,3) IV nolu isletmeden ise 42 adet (% 4,15) F.
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psychrophilum izole edildi. Ancak bu oranlar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak
onemli bulunmadi (P>0,05, F; ¢s=1,05).

Cevre kosullarindaki olumsuz degisimlerle baliklarin hastalanmalarina yol agan bu
etken, su ve baliklarin ovaryum sivist ve sindirim sisteminin dogal florasinda da
bulunmaktadir (Sarieyyiipoglu, 1984; Austin ve Austin, 1987; Holt vd., 1993; Gonzalez
vd., 1999; Cengizler, 2000; Gonzalez vd., 2001; Nematollahi vd., 2003; Hatha vd., 2005;
Arda vd., 2005; Skrodenyte-Arbaciauskiene vd., 2006; Kubilay vd., 2009a; Kubilay vd.,
2009b). Etkenlerin hem su ve hem de balik 6rneklerinde izole edilmis olmasi bu konuda
calisan arastiricilarin  (Sarieyylipoglu, 1984; Austin ve Austin, 1987; Holt vd., 1993;
Gonzalez vd., 1999; Cengizler, 2000; Gonzalez vd., 2001; Nematollahi vd., 2003; Hatha
vd., 2005; Arda vd., 2005; Skrodenyte-Arbaciauskiene vd., 2006; Kubilay vd., 2009a;
Kubilay vd., 2009b) sonugclariyla paralellik gostermektedir. Her dort isletmeden alinan yem
orneklerinden ise F. psychrophilum izole edilemedi. Bu da F. psychrophilum’un yemlerle
baliklara gegmedigini ileri stirmektedir.

Keban’daki isletmelerde gokkusagi alabaligi anaclarinin ovaryum sivisindan F.
psychrophilum’un izole edilmesi 6nceki ¢alismalarla (Holt, 1987; Rangdale, vd., 1996;
Madsen ve Dalsgaard, 2008; Kubilay vd., 2009a) paralellik gostermektedir. Holt (1987),
Ekman vd., (1993) ve Madetoja vd., (2002), anag¢ baliklarin F. psychrophilum patojeninin
tasiyicisi oldugunu belirtmislerdir.

Rangdale vd., (1996), spermden bu bakteriyi izole edememistir. Bu c¢alisma
sonucunda da arastiricinin  belirttigi gibi ana¢ erkek baliklarin spermlerinden F.
psychrophilum’un izolasyonu yapilamadi. Inceleme yapilan anac baliklarda herhangi bir
hastalik belirtisi olmaksizin F. psychrophilum’un izole edilmesi, Keban alabalik
isletmelerindeki ana¢ baliklarin  bu etkenin tasiyicist  olabilecegini  ihtimalini
dogrulamaktadir.

F. psychrophilum’un neden oldugu hastalik, balik tiirlerine gore farkli mortalite
oranlar1 ile seyretmektedir. Coho Salmon (Oncorhynchus kisuch) baliklarinda bu etkenden
dolay1 % 50 oraninda mortalite goriildiimiitiir (Holt, 1987). Hastaligin gokkusag: alabalik
yavrularinda yem almaya basladiktan iki ay sonra meydana geldigi ve mortalitenin % 75
civarinda oldugu bildirilmistir (Lorenzen vd., 1991; Bruno, 1992.). Bu arastirmada da dort
isletmede yavru baliklar yem almaya basladiktan 20-50 giin sonra 6liimlerin goriilmesi,
hastaligin yavru alabaliklarin ilk aylarinda ortaya ¢ikabilecegini dogruladi. Ancak

isletmelerdeki mortalite oranlarinin I nolu isletmede % 20, II nolu isletmede % 30 III nolu
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isletmede % 35 ve IV nolu isletmede % 40 diger arastiricilarin (Holt, 1987; Lorenzen vd.,
1991; Bruno, 1992) bildirdigi oranlardan daha diisiikk oldugu goriildi. Bu durum,
isletmelerin su kaliteleri arasindaki farkliliklarla hastaligin mortalitesi arasinda bir iliski
oldugu ve su kalitesi iyi olan isletmelerde mortalitenin diisiik seyrettigi seklinde
yorumlandi.

Yapilan bazi caligmalarda (Austin, 1992; Bernardet ve Kerouault 1989; Bruno,
1992; Bustos vd., 1995; Lorenzen vd., 1991; Toranzo ve Barja, 1993; Wiklund vd., 1994;
Didinen vd., 2005) hasta ve 6lmiis baliklarda; karin boslugunda siv1 birikimine bagli olarak
sigskinlik, ekzoftalmus, derinin renginde koyulasma ve birka¢ baligin sirt ve kavdal
ylizgecinde beyaz renkte lezyonlarin sekillendigi ve hastaligin ilerlemis durumlarinda
baliklarda kavdal yiizgecin tamamen tahrip oldugu ve radiuslarin ortaya ¢iktigi, karaciger
ile bobregin solgun oldugu ve dalagin biliylidiigli tespit etmislerdi. Arastirma yapilan
alabalik isletmesinde de benzer bulgulara rastlandi.

Keban ilgesinde bulunan isletmelerde dnceki yillarda yavru gokkusagi alabaliklari
lizerinde yapilan bir calismada (Ispir vd., 2004) F. psychrophilum izole edilmistir. Farkli
zaman dilimlerinde gergeklestirilen bu ¢aligmalarda yumurta, povidin/iodin soliisyonuyla
dezenfekte edilmis yumurta, dollenmis yumurta, gézlenmis yumurta, keseli 5 gramdan
kiiciik yavru, 5 gramdan biiyiik saglikli, hastaliktan siipheli veya yeni 6lmiis alabalik
yavrularin dalak, karaciger, bobrek, bagirsaklari ve su drneklerinde F. psychrophilum izole
edilmesi bu bolgede bulunan isetmelerde bu etkenle kontaminasyonunun devam ettigini
gosterdi.

PZR tekniginin saf yada kansik kiltirlerde bulunan az sayidaki
mikroorganizmalarin bir glin gibi kisa siirede identifiye edildigi, bu nedenle de kiiltiir ve
serolojik testlere gore daha avantajli oldugu ifade edilmistir (Lin ve Tsen, 1996). PZR
amplifikasyonunda spesifik primerin kullanilmasi taniy1 kolay hale getirmektedir. Bu
arastirmada da Flavobacterium cins spesifik GYRA-FPIF ve GYRA-FPIR; F.
psychrophilum tiir spesifik PSY1 190-206 ve PSY2 1278-1262 iki farkli primer ¢iftinin
kullanilmasi ile bakterilerin yanlig pozitif reaksiyon vermesi dnlemistir. Bu teknigin biitiin
basamaklarinda negatif kontrolle (E.coli) ve pozitif (F. psychrophilum NCIMB 1947"
referans susu) kontrollerin birlikte yiiriitiilmesi ve sonugta kontaminasyonun meydana
gelmemesi, PZR tekniginin basarili bir sekilde uygulandigini gésterdi.

Chen vd., (2008); yaptiklar1 ¢aligmada, iki farkli bolgede, onbes ayr1 isletmede ve

iki balik tiirinden alinan Orneklerin 139’unda F. psychrophilum izolasyonu ve
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identifikasyonu bildirilmistir. Daha sonra bu izolatlar1 Sacl enzimi ile PFGE analizine tabi
tutmuslar ve olusan bant profillerine gore gokkusagi alabalig: izolatlar1 arasinda % 88 ve
Coho salmonu izolatlar1 arasinda ise % 70 akrabalik iligkisi bulmuslardir. Del Cerro vd.,
(2010); yaptig1 aragtirmada bes farkli bolgede 12 ayr1 isletmedeki alabaliklarin karaciger
ve dalaklarinda 25 adet F. psychrophilum izole etmistir. Bu izolatlar 17 (Apal, BamHI,
Bgll, Hindlll, Kpnl, Mlul, Ncol, Nhel, Notl, Pvul, Sall, Smal, Spel, Sphl, Stul, Xbal ve
Xhol) enzim ile PFGE analizine maruz birakmis ve bu enzimlerden en iyi bant profili
olusturan Stul enzimini tercih etmiglerdir. PFGE analizi sonucunda olusan bant profillerine
gore izolatlar1 arasinda % 80 oraninda akrabalik iliskisi bulunmustur. Arai vd., (2007);
farkli bolgelerde ii¢ balik tirinde 81 adet F. psychrophilum’un izolasyon ve
identifikasyonu yapmustir. Bu izolatlar 8 (BlInl, Xhol Hinfl, Smal, Sacll, Kpnl ve HindllI)
enzim ile PFGE analizine tabi tutmus ve bu enzimlerden en iyi bant profili veren BlInl ve
Xhol enzimlerini tercih edilmistir. PFGE analizi sonucunda olusan bant profillerine gore
izolatlar1 arasinda % 80 oraninda akrabalik iligkisi bulunmustur. Bu ¢alismada ise farkli
isletmelerde izole edilen F. psychrophilum suslari ile referans sus arasinda % 80 oraninda
akrabalik iliskisi oldugu ortaya cikarildi. Isletmelerde izole edilen F. psychrophilum
suslarinin benzer profiller olusturmasi; bu isletmelerin ayni bdlgede olmast ve su
kaynaklarinin orjininin ayni olmasi ile agiklanabilir. Ayrica enzim tercihlerinin de bu
sonuclarin elde edilmesinde rolii olabilir.

Korun ve Timur (2001), Diler vd., (2003), Ispir vd., (2004), Timur vd., (2004),
Didinen vd., (2005) arastiricilar izole ettikleri etkenlerin Amoksisillin/klavulanik asit,
Ampisilin, Eritromisin ve Gentamisine ise duyarli olduklarini bildirmislerdir. Bu ¢alismada
ise F. psychrophilum suslarinin Amoksisilin/Klavulanik asit, Ampisilin, Eritromisin ve
Gentamisine kars1 direng gosterdigi goriildii. Bu durum iilkemizde cografik bolgelere gore
izole edilen F. psychrophilum suslarinin antibakteriyellere kars1 duyarliliklarinin farklilik
gosterebilecegini ya da izole edilen suglarin antibakteriyellere diren¢ kazanmis
olabilecegini gostermektedir.

Gokkusagr alabaligi igin ideal yetistirme sicakligi 9-17°C civaridir. Larva ve yavru
biiylitmede arzu edilen ideal su sicakligi 7-13°C’dir. Alabaliklar, diger balik tiirlerine
oranla daha yiiksek diizeyde oksijene gereksinim duymaktadirlar. Alabalik
yetigtiriciliginde kullanilacak suyun 9-10 mg/l ¢6ziinmiis oksijen igermesi arzu
edilmektedir. Suyun oksijen igerigi birinci derecede suyun sicakligina ve bulanikligina

baghdir, su sicakligi ne kadar yiikselirse oksijen baglama yetenegi diismektedir. Sularin
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asidik yapisi etkileyerek ¢oziinmiis oksijen baglama miktar1 iizerinde etkili olan pH’ nin
ise 6.5-8.5 arasinda olmas1 uygundur (Emre ve Kiirtim, 1998; Celikkale, 2002; Tekelioglu,
2005; Yilmaz, 2010). Kiiltiir balik¢iliginda kullanilacak sularda bulunmasi gereken organik
madde miktar1 25 mg/l iistiinde olmamalidir (Tiirkmen ve Tiirkmen, 1999; Sen ve Sénmez,
2005). Kita i¢i su kaynaklarmin siniflarina gore kalite kriterleri (Anonim, 2004) ve AB
igme suyu yonergesi (Anonim, 1998)’ne yoniinden incelendiginde, 4 isletmede kullanilan
suyun ortalama sicaklik, pH, ¢6zlinmiis oksijen ve organik madde miktarlar1 yoniinden
gokkusag alabalig1 yetistiriciligi i¢in uygun degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada, yurdumuzda ve diinyanin bir¢ok iilkesinde gokkusagi
alabaliklarinda hastalik olusturan ve Ozellikle de yavru alabaliklarda biiyiik ekonomik
kayiplara yol acan, Psikrofilozun etkeni olan F. psychrophilum’un klasik kiiltiir yontemi ile
izolasyonu ve identifikasyonu yapildi. Ancak bu etkenin izolasyonu zor ve uzun zaman
almaktadir. Ayrica izole edilen F. psychrophilum’un buzdolabinda ve derin dondurucuda
kisa bir siire i¢in saklanabilmektedir. Bu nedenle, Bakteriyel hastaliklarin teshisinde hizli
sonu¢ veren molekiiler bir teknik olan PZR kullanilarak, iilkemizde ilk defa molekiiler
olarak F. psychrophilum’un identifikasyonu gerceklestirildi. Boylece kiiltiirden iiretilmis
F. psychrophilum’un PZR teknigi ile tanisi kisa bir siirede yapilmasi sonucu, zamaninda
uygulanacak tedavi ile balikgilik isletmelerinde biiyiik ekonomik kayiplarin Oniine
gecilecektir.

Bu c¢alismada ayrica, Pulsed Field Gel Electrophoresis teknigi ile F.
psychrophilum’un alt tiplendirilmesi basarili bir sekilde gergeklestirildi. Bu g¢alismanin
basarrya ulasmis olmasi, Su Uriinleri sektdriinde gelecekte biitiin bolgelerimizde gériilen,
balik hastalik etkenlerinin epidemiyolojisine yonelik daha orijinal ve kapsamli ¢aligmalara
151k tutacaktir.

Flavobacterium psychrophilum’un antibakteriyel duyarlilik test sonuguna gére
Oksitetrasiklin, Florfenikol, Enrofloksasin ve Siprofloksasin gibi antibakteriyellerin
Psikrofiloz enfeksiyonunda etkili oldugu ve enfeksiyonun sagaltiminda oncelikli olarak bu

antibakteriyellerin tercih edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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6. ONERILER

Bu c¢alismada F. psychrophilum’un kulugkahane suyundan, yumurtadan ve
larvalardan izole edilmesi, bu patojenin horizantal ve vertikal yolla bulasabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle F. psychrophilum’un kontrolii igin,

Psikrofiloz, genellikle su sicaklig1 diistiigli durumlarda ortaya ¢iktigi i¢in su sicakl
degisimine dikkat edilmesi,

Isletmeye disardan kontrolsiiz ve karantinasiz ve saglik sertifikas1 bulunmayan ve
Psikrofiloz enfeksiyonu ¢ikmis yerlerden higbir balik ve yumurta alinmamasi,

Psikrofiloz enfeksiyonu ¢iktiginda karantina i¢in ayr1 bir havuz bulundurulmast,

Yumurtalara 100 ppm dozunda, % 10’luk povidin/iodin ¢dzeltisi icerisinde 10
dakika siireyle banyo yaptirilmasi,

Déllenmis yumurtalara 100 ppm dozunda, % 10’luk povidin/iodin ¢dzeltisi
igerisinde 1 saat siireyle banyo yaptirilmasi,

Yumurtalarin 100 mg/It hidrojen peroksit ile 10 dak. veya 200 mg/It glutaraldehit
ile 20 dak. dezenfekte edilmesi,

Kulugkahane ekipmaninin % 1-2 formalin ile 10 dak. veya % 0,5-1 klorin ile 2 dak.

dezenfekte edilmesi gerekmektedir.
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