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ALABALIKLARDA BAKTERIYEL BALIK PATOJENLERININ
TESHISINDE YENI iZOLASYON VE iDENTIFIKASYON
YONTEMLERININ UYGULANMASI

OZET

Diinyada kiiltiir balik¢iligina olan talebin artmasiyla birlikte su iiriinleri sektorii de
biliylimekte, buna bagli olarak karsilasilan problemler de artmaktadir. Bakteriyel
balik hastaliklarinin sebep oldugu Oliimler, balik ciftliklerinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Etken patojenin giivenilir sekilde izole edilerek, dogru
ve hizli identifiye edilmesi hastaliklarin tedavi edilerek ekonomik kayiplarin dniine
gecilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir. Bu arastirmada, Giiney Ege Bolgesi’nde
bulunan 10 adet gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ciftliginde hastalik
vakalan tespit edilerek etken patojenler izole edilmis, biyokimyasal ve molekiiler
identifikasyon sonuglar1 dogrultusunda Aeromonas hydrophila, Lactococcus
garvieae, Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarum ve Yersinia ruckeri suslari
tanimlanmistir. Klinik mikrobiyolojide varsayimsal identifikasyonda kullanilan
chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood, chromID® CPS® Elite,
chromID® S. aureus Elite, chromID® Vibrio ve chromID® MRSA Smart kromojenik
besiyerlerinin bakteriyel balik patojenlerinin izolasyonunda kullanilabilirligi ilk kez
denenmis, bu yeni besiyerlerinin etken patojenlerin tespitinde uygulanabilirligi
degerlendirilmistir. Bakterilerin ribozomal protein fraksiyonlarinin belirlenmesine
dayanan bir tanimlama yontemi olan MALDI-TOF teknolojisi ile tanimlama yapan
VITEK MS de bakteriyel balik patojenlerinin identifikasyonunda iilkemizde ilk kez
denenmistir. Ayrica izole edilen bakteriyel balik patojenlerinin Raman
spektroskopisi ile anlaml spektrumlari ilk kez belirlenmistir.
chromID® CPS® Elite’in L. garvieae, chromID® Vibrio’nun ise V. anguillarum’un
izolasyonunda farkli koloni renkleri ile ayirt edici oldugu belirlenmis, kullanima
uygun bulunmustur. MALDI-TOF teknolojisine sahip VITEK MS ile A. hydrophila,
L. garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri % 99,9 basar1 oran ile
tanimlanmistir. Ayrica tanimli bakterilerin Raman spektrumlarinda polisakkarit,
niikleik asit, aminoasit ve yag asitlerinin band bdlgelerinde identifikasyonda ayirt
edici olacak farkliliklar belirlenmis, bu metotla bakterilerin tanimlanmasinda
kullanilabilecek ilk veriler elde edilmistir. Mikrobiyolojide rutin olarak kullanilan
biyokimyasal ve molekiiler yontemlere alternatif olarak ilk kez uygulanan kiitle ve
titresimsel spektroskopik metotlarn, baliklarda hastalia neden olan bakteriyel
patojenlerin alternatif ve giivenilir teshisinde kullanilabilecegi ortaya konmaya
caligilmistir.
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APPLICATION OF NEW ISOLATION AND IDENTIFICATION METHODS
IN DIAGNOSIS OF BACTERIAL FISH PATHOGENS IN TROUT

ABSTRACT

The aquaculture industry has seen significant development through the demand for
farmed fish, therefore, the problems have also been increasing. Mortality caused by
bacterial fish diseases causes serious economic losses in fish farms. Reliable
isolation of the causative pathogen, accurate and rapid identification are very
important steps in terms of preventing economic losses by treating diseases. In this
study, the diseased fish were determined from 10 different rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) farms in South Aegean Region, the causative pathogens were
isolated and according to biochemical and molecular identification
results Aeromonas hydrophila, Lactococcus garvieae, Pseudomonas
fluorescens, Vibrio anguillarum, and Yersinia ruckeri were identified. The
chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood, chromID® CPS® Elite,
chromID® S. aureus Elite, chromID® Vibrio and chromID® MRSA Smart
chromogenic mediums which were used in clinical microbiology for presumptive
identification of pathogens were tested for bacterial fish pathogens for the first time
and the utility of these new media for the detection of causative pathogen was
evaluated. VITEK MS, which is an identification method based on the determination
of ribosomal protein fractions of bacteria with MALDI-TOF technology, has been
tested for the first time in our country in the identification of bacterial fish pathogens
Also, significant spectra of isolated bacterial fish pathogens were determined by
Raman spectroscopy for the first time. The chromID® CPS® Elite was distinguished
by different colors of the L. garvieae colonies when V. anguillarum was determined
with different colony appearances in chromID® Vibrio and these have been found
suitable for use. VITEK MS with MALDI-TOF technology identified A. hydrophila,
L. garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum and Y. ruckeri with a 99.9% success rate.
Besides, distinctive differences in polysaccharide, nucleic acid, amino acid and fatty
acids in the Raman spectra of identified bacteria were determined and the first data
were obtained to use for identification of the bacteria with this method. As an
alternative to routine biochemical and molecular methods used in microbiology,
mass and vibrational spectroscopic methods can be used for alternative and reliable
diagnosis of bacterial fish pathogens which cause disease in fish.
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1. GIRIS

Diinyada balik tiiketiminin artmasiyla beraber dogal stoklar talebi karsilayamamakta
ve bu durum kontrollii ortamlarda yetistirilen kiiltiir baliklarima yonelik talebin
yiikselmesine neden olmaktadir. Kiiltiir balik¢iliginda ekonomik kayiplara neden
olan en biiyiik etkenlerden birisi balik hastaliklaridir. Yapilan ¢alismalar, gelismekte
olan lilkelerde tiretimde gerceklesen kayiplarin % 50°sine yakin oranda hastaliklara
bagli oldugunu ve yillik gelir kaybinin ise 6 milyar dolara ulagtigin1 géstermektedir
[1]. Baliklarda goriilen hastaliklar genellikle konak (balik), hastalik etkeni (patojen)
ve stres faktorleri (¢evresel kosullarin uygun olmayan sekilde degismesi, hijyen
kosullarinin saglanamamasi) arasindaki etkilesime bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir
[2]. Ozellikle sucul ortamda bulunan firsatg1 patojenler ile diger hastalik etkenleri
uygun kosullarin olugsmasiyla patolojik etkilere ve biiylik ekonomik kayiplara neden
olan bakteriyel balik hastaliklarinin goriilmesine sebep olmaktadir. Patojen etkenlerin
hizli ve giivenilir teshisi de enfeksiyoz hastaliklardan kaynaklanan kayiplarda biiyiik
Ooneme sahiptir.

Klinik vakalardan izole edilen etkenlerin cinsini belirlemek i¢in (Staphylococcus
veya Streptococcus gibi), bakterilerin morfolojik 6zellikleri (koloni morfolojisi ve
rengi gibi), mikroskop altindaki goriiniimii (Gram boyama gibi) ve reaktifler ile hizh
biyokimyasal testlerin (oksidaz ve katalaz aktivitesi gibi) kombinasyonlar
kullanilmaktadir. Tiir seviyesindeki identifikasyon (Staphylococcus aureus gibi), o
tiire 6zgl biyokimyasal ve serolojik testler ile yapilmakta, dogruluk orani yiiksek
spesifik bir sonu¢ i¢in ise DNA’nin incelenmesi ile genomik data belirlenerek
identifikasyon gerceklestirilmektedir. Ancak, bakteri identifikasyonunda PCR temelli
metotlarin en biiyiik dezavantaji, ¢alisma sirasinda olusacak kontaminasyon riskiyle
birlikte rutin olarak kullanimda pahali olmasidir [3].

Balik hastaliklarinin  teshisi konvansiyonel mikrobiyolojik, immiinolojik ve
molekiiler yontemler ile gergeklestirilmektedir [1]. Etken patojenlerin

identifikasyonunda ¢esitli biyokimyasal ve fenotipik prosediirler manuel ve



otomatize platformlarda tek basina veya molekiiler analizlerle desteklenerek
kullanilmaktadir. Giiniimiizde bakteri identifikasyonu i¢in kullanilan birgok metot
bakterilerin genel veya segici besiyerlerinde tiremeleri ve ardindan standart
morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin uygulanmasi temeline
dayanmaktadir. Mikroorganizmalarin izole edilmesinden biyokimyasal test
sonuclarinin uygulanmasina kadar gegen siire 5 giinii bulabilmektedir [4]. Ayrica bu
testler etkenlerin kesin teshisinde tek basina yeterli olmamakta, bakterilerin niikleik
asitleri temel alinarak gelistirilen molekiiler yontemlerle birlikte degerlendirildiginde
en saglikli sonucu vermektedir [5].

Tiim bu metotlar yorucu ve zaman alict olmakla beraber zaman zaman kesin sonug
da vermemektedir [6]. Hastaliklarin ve etken patojenlerin hizli ve kesin teshisinde
yeni, hassas ve spesifik tanimlama yontemlerine ihtiya¢ duyulmakta ve modern
teknoloji ile birlikte farkli yontemler gelistirilmektedir. Ozellikle bakterilerin
‘parmak izi’ olarak adlandirilan protein ekspresyonlarindaki farkliliklarin tespitine
dayanan ve yliksek oranda dogruluk payiyla sonu¢ veren metotlar giin gegtikce dnem
kazanmaktadir [3].

Bu ¢alismada gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) (O. mykiss) ¢iftliklerinde
siklikla goriilen ve biiyiik ekonomik kayiplara neden olan bakteriyel balik patojenleri
10 farkli gokkusagr baligr c¢iftliginin izlenmesi sonucu izole edilip, klasik
bakteriyolojik yontemler ile tanimlanmis, klinik mikrobiyolojide varsayimsal
identifikasyonda  siklikla  kullanilan ~ kromojenik  besiyerlerindeki  {ireme
performanslari belirlenmistir. Ayrica bakterilerin protein profillerinin belirlenmesine
dayanan VITEK MS (Matrix-assisted laser desorption/ionization- Time of Flight
mass spectrometry / MALDI-TOF MS) teknolojisi ile Raman spektroskopisinin hizli

optik tanimlamada kullanilabilirligi ¢calisilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Bakteriyel Balik Hastaliklarinin Tanimlari

2.1.1 Motil Aeromonas enfeksiyonu

Aeromonas cinsi hareketli (Aeromonas hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. veronii,
A. schuberti) ve hareketsiz Aeromonadlar (A. salmonicida) olmak {izere ikiye
ayrilmakta ve dogada yaygin olarak goriilmekle birlikte su, sediment ve birgok
canlinin bakteriyel florasinda bulunmaktadir [7].

Bakteriyel Hemorajik Septisemi, Red Pest ve Aeromonad Septisemi olarak
adlandirilan ve genellikle hemorajik septisemi ile seyreden A. hydrophila
enfeksiyonlari, tath su baliklarinda goriilen en 6nemli etkenlerden birisidir [8]. Genis
tuzluluk, pH ve sicaklik araliklarinda g¢evresel faktorlere toleransi yiiksektir [9].
Deride tilser, i¢ organlarda nekroz odakli enfeksiyonlar ve kanama ile karakterize
olmustur [10].

Salmonidlerin en Onemli hastalik etkenlerinden birisi olan A. salmonicida,
furunkulosis etkeni olmakla birlikte baliklarda sistemik ve ilseratif vakalara da
sebebiyet vermektedir [11;12]. Atlantik somon (Salmo salar) patojene en duyarli,

gokkusag alabaligi (O. mykiss) ise en direngli tiirdiir.

2.1.2 Laktokokkozis

Laktokokkozis diinyada ¢esitli balik tiirlerini etkileyen, Onemli patolojik
bozukluklara neden olan bir hastaliktir. [2;13]. Genellikle Streptokokkozis olarak
adlandirilan Gram (+) koklar tarafindan olusturulan septisemi ile karakterize, ilk defa
1950’11 yillarda Japonya’da kafes yetistiriciligi yapilan gékkusag: alabaligindan izole
edilen enfeksiydoz bir hastaliktir [14]. Son ylizyillda etkenlerin genotipik
karakterlerine gore uygulanan yeni teshis yontemlerinin gelistirilmesiyle
Streptococcus cinsi igerisinde Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus ve

Carnobacterium yeni bakteriyel cinsler olarak siniflandirilmistir [15-19].



Streptokok kokenli enfeksiyonlar su sicakligina bagli olarak ortaya c¢ikisina gore
ikiye ayrilir; su sicakliginin 15 °C iizerinde oldugu sularda yetistiriciligi yapilan
deniz ve tathisu baliklarinda L. garvieae, Streptococcus iniae (S. iniae),
Streptococcus agalactiae (S. agalactiae) ve Streptococcus parauberis (S. parauberis)
sicak su kok enfeksiyonlarina neden olur. Su sicakliginin 15 °C’nin altinda oldugu
sularda ise soguk su kok enfeksiyonu etkeni olarak Vagococcus salmoninarum (V.

salmoninarum) ve Lactococcus piscium (L. piscium) hastaliga neden olur [20].

2.1.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

Pseudomonas tiirleri Gram (-) ve firsat¢1 patojen olmakla birlikte suda, toprakta,
saglikli baligin sindirim sistemi florasinda bulunmakta, ¢evresel faktorlerde degisim
oldugunda salgin hastaliga sebebiyet vermektedirler [21-25]. Pseudomonas spp.
balik, kurbaga ve kaplumbagalarin da dahil oldugu birgok sucul canlida septisemiye
ve yiiksek oranda Oliimlere neden olmaktadir [26;27]. Pseudomonas enfeksiyonlari
baliklarda ‘Red Skin Disease’ olarak adlandirilmakta ve hastalik meydana getiren alti
tirti bulunmaktadir: Pseudomonas anguilliseptica, P. fluorescens, P. chlororapsis, P.
plecoglossicida, P. pseudoalcaligenes ve P. putida [2].

Baliklarda en sik goriilen Pseudomonas enfeksiyon etkenlerinden biri olan P.
anguilliseptica ilk olarak yilan baliklarindan izole edilmis, agiz gevresi, operkul ve
viicudun ventral bolgesinde meydana getirdigi hemorajiler ile karakterize olan bir
hastalik etkenidir [2].

Bir diger 6nemli Pseudomonas tiirii olan P. fluorescens ise yiizge¢ ve kuyruk erimesi
ile 1iligskili olup, etken ortamda stres faktorlerinin bulunmasi ile hastalik
olusturmaktadir [28]. P. fluorescens’in tatlisu ekosisteminde ve g¢evresinde dogal
olarak bulundugu bilinmekle birlikte bircok balik tiirlinde septisemi ve iilseratif
vakalara sebep olmaktadir [29]. Insanlardan bildirilen vakalarda enfeksiyonlarin
balik ve sucul ekosistemin yani sira kontamine ekipmanlar kullanilarak intravenoz

infiizyon veya kontamine kanin transfiizyonu ile meydana geldigi bildirilmistir [30].

2.1.4 Vibriozis

Vibriozis, Vibrio cinsine dahil tiirlerin neden oldugu en sik goriilen balik
hastaliklarindan birisidir [31]. Deniz ve tath su baliklarinda yiiksek morbidite ve
mortaliteye neden olmakla birlikte hemorajik septisemiyle karakterize, bulasici bir

hastaliktir [2;32;33]. Vibrio salmonicida, V. damsela, V. vulnificus, V. tubiashii, V.



carchariae, V. cholerae, V. splendidus ve V. pelagius gibi baliklarda hastalik etkeni
olan tiirlerin yani sira en onemli tiirii ilk kez deniz yilan baliklarindan izole edilen
Vibrio anguillarum (V. anguillarum) dur [31;34]. Bergman’in etkeni V. anguillarum
olarak isimlendirmesinin ardindan gergeklestirilen filogenetik g¢alismalar sonucu
MacDonell ve Colwell 1985 yilinda bakteriyi Listonella cinsine dahil etmis ve
Listonella anguillarum (L. anguillarum) olarak adlandirmiglardir [35]. Ancak
gilinlimiizde her iki nomenklatiir de kullanilmaktadir [36].

V. anguillarum’un diinyanin ¢esitli bolgelerinden ve farkli balik tiirlerinden izole
edilmis 23 O serogrubu bulundugu bildirilmistir ve en sik rastlanan serotipin O1
oldugu bilinmektedir [37;38].

Bu etkenlerin olusturduklar1 hastaliklara kizil ¢iban (red boil), kizil veba (red pest),
tuzlu su furunkiilozisi (salt water furunculosis) ve kizil hastalik (red disease) gibi
farkli isimlendirmeler yapilmistir [31;32;39-42]. Fakat vibrio tiirlerinin sebep oldugu
enfeksiyonlart ortak olarak tanimlamak amaciyla “Vibriozis” ismi standart olarak

kabul edilmistir.

2.1.5 Yersiniozis

Yersiniozis, Yersinia ruckeri’nin (Y. ruckeri) neden oldugu bakteriyel bir hastalik
olmakla birlikte, 6zellikle alabalik yetistiriciliginde 6nemli ekonomik kayiplara yol
acan kontagiyoz bir hastaliktir. Hastalik etkeni Enterobactericeae familyasina dahil
olup, Yersinia cinsinin bir tirtidiir [43]. Hastalik etkeni olan Y. ruckeri septisemi
etkeni olup, akut vakalarinda hemorajik septisemi semptomlariyla karakterize

olmustur [44].

2.2 Bakteriyel Balik Hastaliklarinin Tarihgeleri

2.2.1 Aeromonas sp. enfeksiyonlari

Baliklarda sistemik ve tlseratif durumlara sebebiyet veren, furunkulozis etkeni A.
salmonicida, ilk kez 1890 yilinda Emmerich ve Weibel tarafindan Almanya’da
alabalik kuluckahanelerinden bildirilmis, patojenin kiiltiirii yapilan salmonidlere
Ozgl bir etken oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak gilinlimiizde tatlisu, acisu ve deniz
baliklarindan birgok tiiriin etkene duyarli oldugu bilinmekle birlikte [45], 50°den
fazla balik tiiriinden izole edildigi bildirilmistir [46-49]. Turkiye’de ise ilk kez

Marmara Bolgesi’nde gokkusagi alabaligi yavrularindan izole edilmistir [50;51].



Motil Aeromonas tiirlerinden olan A. hydrophila ise tatli su habitatlarinda en sik
goriilen etkendir [2]. Avrupa’da motil Aeromonadlarin septisemik enfeksiyon etkeni
olarak orta cagdan itibaren goriildiigii bildirilmis [52], ancak ilk izolasyonu 1891
yilinda Sanarelli tarafindan gercgeklestirilmistir. Tiirkiye’de ise patojen ilk kez 1980
yilinda Eskisehir’de gokkusagi alabaligindan izole edilmis [53], ardindan aynali
sazan ve japon balig1 [54], gokkusagi alabaligi [55], yilan baligi [56], cipura ve
levrek [57], sazan [58;59] lepistes [60] ve kiligkuyruk [61] gibi farkli tiirlerden
bildirilmistir [S1].

2.2.2 Laktokokkozis

Streptokokkosis olarak adlandirilan septisemik, enfeksiyoz hastalik ilk kez
Japonya’da 1950 yilinda kafes yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda tespit
edilmistir [14]. Streptococcus cinsine dahil olan L. garvieae ise ilk kez Britanya’da
sigir mastitislerinden izole edilmis [19], baliklarda ise ilk kez 1974 yilinda
Japonya’da kiiltiirii yapilan sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) baliklarinda
belirlenmistir [62]. Ardindan 1988’de Ispanya’da gokkusagi alabaliklarinda
goriildiigii rapor edilmis [63], daha sonra Italya [64], Ingiltere [65], Tayvan [66],
Bulgaristan, Israil, Fransa [67] ve Yunanistan [68] gibi farkli iilkelerde yiiksek
mortalite nedeni olarak bildirilmistir.

Tiirkiye’de ise ilk kez 1995 yilinda Aydin Karacasu’da bir alabalik ¢iftliginden izole
edilmis, ‘Enterococcus benzeri bakteri’ olarak tanimlanmistir [69]. Etken L. garvieae
olarak ise ilk kez 2001°de Ege Bodlgesi’nde bulunan bir gokkusagi alabaligi
ciftliginden raporlanmstir [70].

2.2.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

Pseudomonas cinsi ilk kez 19. yiizyilin sonunda makro ve mikroskobik morfolojileri
temel alinarak tanimlanmis, genotipik karakterlerin belirlenebilmesiyle Pseudomonas
tiirlerine ait bir¢ok grup bildirilmistir [71;72]. Yapilan c¢aligmalar sonucunda
Pseudomonas tiirleri floresan 6zelligi gostermeyenler (P. aeruginosa, P. oleovarans,
P. stutzeci) ve floresan ozelligi gosterenler (P. fluorescens, P. lutea, P. syringae, P.
putida, P. straminea, P. anguilliseptica) olmak {izere iki ana grup belirlenmistir [71].
Baliklarda 6zellikle P. anguilliseptica ve P. fluorescens patojen etkiye sahiptir.

P. anguilliseptica hastalik etkeni olarak ilk kez yilan baliklarinda tespit edilmis olup,

Baltik ringa balig1 (Clupea harengus membras) [73]; ¢ipura (Sparus aurata) [74];



mandagtz mercan (Pagellus bogaraveo) [75] gibi birgok farkli tiirden bildirilmistir.
Tirkiye’de ise levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (S. aurata) baliklarinda
gorildiigi rapor edilmistir [51;76;77].

Pseudomonas  septisemi  etkeni olan P. fluorescens giimiis sazani
(Hypophthalmichthys molitrix), kocabas sazan (Aristichthys nobilis) [78;79] ve
gokkusagi alabaligir (Oncorhynchus mykiss) gibi farkli tiirlerden bildirilmis [80-82],
Tirkiye’de ise ilk izolasyonu Ege Bolgesi’nde ¢ipura baliklarindan olmustur [76].

2.2.4 Vibriozis

Vibriozis etkeni olarak ilk tanimlanan ve en sik goriilen tiir olan V. anguillarum
Vibrio genusuna dahil olup ilk kez 1718 yilinda Bonaveri tarafindan italya’da yilan
baliklarindan (Anguilla anguilla) bildirilmistir [2;83;84]. Etken Canestrini tarafindan
1893 yilinda Bacterium anguillarum olarak adlandirilmig, Bergman ise 1909 yilinda
etkenin son bilimsel isimlendirmesini ilk kez goriildiigii yilan baliklarina ithafen
Vibrio anguillarum olarak belirtmistir [31;32;85;86].

Etkenin Italya’da izole edilmesinin ardindan Kanada [87], Japonya [88], Amerika
[89], Avustralya [90], Ingiltere [91] ve Danimarka [92] gibi birok farkli bolgeden
bildirilmistir. Tiirkiye’de ise ilk kez 1993 yilinda ¢ipura baliklarindan izole edilmis
[93;94], ardindan levrek [95-98], mercan (Pagrus pagrus) [99] ve gokkusagi
alabalig1 gibi farkli tiirlerden bildirilmistir [38;100].

2.2.5 Yersiniozis

Yersiniozis hastaligi ilk kez Amerika Birlesik Devletleri’nde 1950’1i yillarin basinda
Rucker tarafindan gokkusagi alabaligindan izole edilmis [101], ardindan 6zellikle
Kuzey Amerika’da alabalik ve somon yetistiriciligi yapilan bolgelerde endemik
enfeksiyon olarak seyretmistir [102]. Daha sonra Avustralya [103], ingiltere [104],
Norveg [105], Fransa [106], Italya [107] ve Giiney Afrika [108] olmak iizere
diinyanin ¢esitli bolgelerinden bildirilmistir [2;109]. Etken Tiirkiye’de ise ilk kez
1990 yilinda Cagirgan ve Ydlreklitiirk tarafindan gokkusagi alabaligindan izole
edilmis olup [110], ardindan Isparta ve cevresindeki alabaliklardan izole edildigi
bildirilmigtir [111].

Ik tespitinde hastaliga neden oldugu klinik semptomlardan dolayr kizil agiz (red
mouth) ve kizil bogaz (red throat) isimlendirmesi yapilmis, zaman igerisinde kizil

karm hastaligi, bakteriyel hemorajik septisemi, Hagerman kizil agiz hastalif1 gibi



cesitli sekillderde adlandirilmistir [109;112;113]. The Fish Health Section of The
American Fisheries Society son bilimsel isimlendirmeyi 1975 yilinda “Enterik Kizil

Ag1z Hastalig1” olarak bildirmistir [109;113].

2.3 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Etiyolojileri

2.3.1 Aeromonas sp. enfeksiyonlari

A. hydrophila, Motil Aeromonas Infeksiyonu (MAI) etkeni olup, neredeyse tiim tatli
su baliklar1 bu etkene duyarhdir [12]. Gram (-) 0.8-1.0 x 1.0-3.5 pm boyutlarindaki
hareketli basiller deniz baliklarinda sik goriilmemektedir. Etkenin 5-37 °C arasinda
tireyebilmesi soguk su baliklari i¢in de patojenite gostermesini saglamaktadir [2;45].

Furunkulosis etkeni olan A. salmonicida tatli su baliklarinin olagan bakteriyel
patojeni olup, denizde ve acissularda da goriilebilmektedir [12]. Salmonidlerin en
Oonemli hastaliklarindan biri olmakla birlikte, Atlantik somon en duyarli, gokkusagi
alabalig1 ise en direngli tiir olarak bildirilmistir [12]. Bu etken salmonid olmayan
tirler i¢in de 6nemli bir patojendir. Adi sazan (C. carpio), koi (C. rubrofuscus)
Amerikan ve Japon yilan baliklari (Angiilla rostrata, Anguilla anguilla) en sik
etkilenen tiirlerdir [12;114]. A. salmonicida fenotipik farkliliklarina gore 4 alt tiirii
bulunmaktadir; Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Aeromonas salmonicida
subsp. achromogenes, Aeromonas salmonicida subsp. masoucida ve Aeromonas
salmonicida subsp. smithia [115;116]. Psikrofil olan A. salmonicida, A.

hydrophila’nin tersine 37 °C’de tireme gostermemektedir [117].

2.3.2 Laktokokkozis

Laktokokkozis etkeni olan L. garvieae Streptococcaceae familyasinin Lactococcus
cinsinde yer almaktadir [2]. Hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, Gram (+) koklarin 10-
45 °C arasinda iireyebildigi bilinmekle birlikte optimum sicakligin 37 °C oldugu ve
50 °C’de iiremenin goriilmedigi bildirilmistir [2]. Etkenin bentik substratta ve suda
yaygin sekilde bulundugu, doga baliklarinda pek rastlanmazken, ciftlikte
yetistiriciligi yapilan baliklarda ozellikle su sicakliginin artti§i durumlarda salgin
hastalik etkeni oldugu belirtilmistir [62;117]. Patojen bir¢ok farkli balik tiirtinde
hastalik etkeni olup stres faktorleriyle iliskili oldugu bilinmektedir [117].



2.3.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

Tatli su ekosistemlerinin baskin bilesenlerinden biri olan P. fluorescens, baliklarin
yarali dokularim1 kontamine eden veya sekonder patojen olarak etki eden bir
bakteridir [2;52]. 4 °C’de iireyebilirken 42 °C’de iireme gozlenmedigi bildirilmistir
[2].

Baliklardan en fazla izole edilen Pseudomonad tiirii olan P. anguilliseptica ise Japon
yilan baligi, Avrupa yilan baligi, Atlantik somonu, deniz alasi, gokkusag1 alabaligi,
cipura ve levrek gibi farkli tath su ve deniz baliklarindan izole edildigi bildirilmistir
[45;73;118-122]. Etkenin 5-30 °C arasinda tireme gosterdigi ancak 37 °C de iireme
olmadigr belirtilmistir [2;75]. P. anguilliseptica’nin K antijeninin varligina bagh
olarak 3 farkli serotipi oldugu tespit edilmistir. Japon yilan baliklarindan izole edilen
K+ ve K- serotipi ile ve ayu baliklarindan izole edilen ayri bir K+ serotipi
bulunmaktadir [123]. Lopez-Romalde (2003) ve Romalde ve dig. (2003) iki O-
serotipin oldugunu bildirmis, O1 serotipinin kalkan, levrek, ¢ipura ve salmonidlerle,

02 serotipinin ise Japon ve Avrupa yilan baliklariyla iligkili oldugunu belirlemistir

[45;75;124].

2.3.4 Vibriozis

Vibriozis hastaliginin spesifik etkeni olan V. anguillarum Vibrionaceae ailesinin
Vibrio cinsine dahil olan Vibrio tiirlerinden birisidir. Gram (-), polar flagellumlu,
hareketli, virgiil veya cubuk bi¢iminde (0.5-1.5 pm), kapsiilsiiz ve sporsuz bir
bakteridir [2]. V. anguillarum’un 15-30 °C arasinda {ireme gosterdigi bildirilmistir
[125].

V. anguillarum serolojik karakter agisindan oldukca cesitlilik gostermektedir.
Toranzo ve dig. 1987 yilinda V. anguillarum’un 10 farkli serotipi oldugunu bildirmis
[126], Grises ve Ollevier 1995 yilinda 16 [127], Pedersen ve dig. ise 1999 yilinda
mevcut olanlara ilaveten 7 tane daha serotipin varligini tespit ederek toplam serotip
sayisinin 23 oldugunu bildirmislerdir [37;97]. Toranzo ve Barja (1990) levreklerde
serotip O1’in, salmonidlerde ise serotip Ol ve O2’nin enfeksiyonlara neden
oldugunu bildirmislerdir [128]. En sik rastlanilan serotipin O1 oldugu bilinmektedir.
Akuatik ¢evrenin normal florasinda bulunan V. anguillarum’un g¢ipura, levrek ve
gokkusag1 alabaligi da dahil olmak iizere 50’den fazla tatlisu ve deniz baligindan

izole edildigi bildirilmistir [94;125;129-134].



2.3.5 Yersiniozis

Yersiniozis etkeni olan Y. ruckeri, 1,5-2 um x 0.5 pm boyutlarinda, flagellals,
hareketli ve Gram (-) basildir [2;135]. Farkli Yersiniozis vakalarindan izole edilmis 6
serotipi bulunmakla birlikte, en ¢ok karsilasilan ve viriilensi en yiiksek olan serotip
Tip I (Hagerman sugu) olarak bilinmektedir. Tip I serotipinin hem klinik hem de
portdr baliklardan izole edildigi bildirilmistir. 1977 yilinda O’Leary pasifik
salmonlardan Tip I’e gore daha diisiik virulansh olan Tip II (O’Leary susu) susunu
izole etmis [113], ardindan ayni serotipin ABD ve Kanada’da da gorildigi
bildirilmistir [136]. Bullock ve dig. (1977) ise 1963 yilinda Avustralya’da gokkusagi
alabaliklarindan Tip III (Avustralya susu) susunu izole etmis, bu ii¢ serotip haricinde
Y. ruckeri’nin Tip IV, V ve VI serotipleri de rapor edilmis, ancak viriilensleri
hakkinda yeterli bilgi bulunmadig bildirilmistir [137-142].

Alabalik ve diger salmonidlerde septisemik karakterle seyreden Yersiniozis, en sik
gokkusagi alabaliklarinda goriilmektedir, ancak Salmo trutta, S. clarki,
Oncorhynchus nerka, O. kisutch ve Salvelinus fontinalis’den de izole edildigi
bildirilmistir [113]. Sazan (C. carpio) ve yilan (A. anguilla) baliklarinin da hastalik
etkenine karst duyarli oldugu tespit edilmistir [44;143;144]. Y. ruckeri’nin
inkiibasyon siiresinin 15 °C’de 1 hafta oldugu bildirilmis, su sicakligit 10 °C’nin
altina distligiinde mortalitenin azaldig1 belirtilmistir. Ayrica 15-18 °C gibi yiiksek
sicakliklarda portor baliklarda klinik semptomlarin goriilmeye baslandigi rapor
edilmistir [12].

2.4 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Epizootiyoloji ve Patojenitesi

2.4.1 Aeromonas sp. enfeksiyonlari

A. hydrophila tath su ekosistemindeki canlilar i¢in en 6nemli hastalik etkenlerinden
biri olmakla birlikte genellikle aeromonad septisemi olarak da adlandirilan bakteriyel
hemorajik septisemi ile karakterize olmus bir hastalik etkenidir [117]. Organizmanin
tath sularda [29;146], sucul bitkilerde ve baliklarda [147;148], balik yumurtalarinda
[149] ve hatta omurgasiz canlilarla bile iliskili sekilde [150] yaygin olarak bulundugu
belirtilmistir. Patojen, saglikli baliklarin bagirsak mikroflorasinda bulundugundan
[151;152] stres [153] ve su sicakliginin yilikselmesi hastaligin ¢ikmasina ve
mortaliteye neden olmaktadir [154-156]. Akut vakalarin stok yogunlugu, sicaklik
degisimi, elle miidahale gibi stres faktorleriyle iligkili oldugu bildirilmistir [117].
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Grober ve dig. (1978) tarafindan yapilan deneysel enfeksiyon ¢aligmasinda,
hastaligin 9,4 °C ve ilizerinde meydana geldigi tespit edilmis, boylelikle patojenin
soguk sularda etkili olmadigi sonucuna varilmistir [2;155]. A. hydrophila deniz
baliklariyla fazla iliskilendirilmemis olsa da Giineydogu Asya’da Chrysophrys
major’da lezyonlar goriilerek izole edilmistir [117;157].

Furunkulosis etkeni olarak bilinen A. salmonicida subsp. salmonicida birgok tatlisu
ve deniz baliginda hastalik etkeni olarak bildirilmis, 6zellikle Atlantik somon (S.
salar), kahverengi alabalik (S. trutta), alp alabaligi (Salvelinus alpinus) ve kaynak
alabalig1 (S. fontinalis)’de yogun sekilde karsilasildigi bildirilmistir. Kronik ve akut
vakalarin seyri su sicakligi, baligin yas1 ve etkenin virulansiyla iliskili olmakla
birlikte, salginlar genellikle su sicakligindaki ani degisimler, elle muamele, su

kalitesi ve stok yogunlugu gibi stres faktdrlerinin olusmasiyla meydana gelmektedir

[158].

2.4.2 Laktokokkozis

Streptokoklarin neden oldugu enfeksiyonlar iki sekilde goriilmektedir; su sicakliginin
15 °C tizerinde oldugu sularda Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. parauberis ve L.
garvieae’nin hastalik etkeni oldugu sicak su kok enfeksiyonlari ve su sicakliginin 15
°C’nin altinda oldugu sularda L. piscium ve V. salmoninarum’un hastalik etkeni
oldugu soguk su kok enfeksiyonlar1 [19]. Bir ¢esit Streptokokkozis olan
Laktokokkozis de L. garvieae’nin sebep oldugu ve kiiltiirii yapilan salmonid ve deniz
baliklar tiretiminde % 50-80 oraninda kayiplara neden olabilen bir hastaliktir.

L. garvieae’nin yiiksek oranda organik materyal igeren sularda ozellikle yilin en
sicak aylarinda stres faktorleri dogrultusunda goriildiigii bildirilmis [13;159] 6zellikle
sicakligin 15 °C’nin iizerine ¢ikmasiyla mortaliteye ve ekonomik kayiplara sebep
oldugu tespit edilmistir [2].

Balik ciftliklerinde hastalik horizontal olarak tasinmakta [19] ayni kafeste bulunan
saglikli ve yarali baliklarin birbirleri ile olan temasi, fekal atiklar, kontamine
havuzlar, enfekte balik transferi ve yabani balik¢il kuslarin etken tasiyicist olmasiyla
yayllma gerceklesmektedir [160-162]. Ozellikle asemptotik vakalarda kontamine
suyun ve bagirsak florasinda bulunan etkenin enfeksiyonun yayilmasinda baslica
sebepler oldugu belirtilmektedir [19;163;164].

Sartkuyruk (S. quinqueradiata) [62], kefal (Mugil cephalus) [66], tilapia
(Oreochromis niloticus) [165], Japon yilan balig1 (A. japonica) [62], Adriatik mersin
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balig1 (Acipenser naccarii) [166], biiyiik nehir karidesi (Macrobrachium rosenbergii)
[167;168], gibi tiirlerden rapor edilen L. garvieae’e en duyarli tiiriin gokkusagi
alabaligi oldugu [169], sazan baligmin ise (C. carpio) bu etkene karsi dayanikli
oldugu rapor edilmistir [170].

Yapilan c¢aligmalarda L. garvieae’nin akut formunun yaklasik 50 gramlik kiigiik
baliklarda 100 gramlik eriskin baliklara oranla daha uzun siire gozlendigi ve 6lim
oranlarimin da daha yiiksek oldugu tespit edilmis [163], etkenin gokkusagi
alabaliklarinda 5 gramdan 1 kilograma kadar tiim gruplarda gézlendigi belirtilmistir
[70;171].

Oportiinist bir patojen olan L. garvieae’nin insanlarda enfeksiyona neden oldugu ilk
kez 1991 yilinda bildirilmis [172], ardindan birgok arastirmaci tarafindan endokardit
[173;174], karaciger absesi [175], osteomyelit [176], spondilit [177] ve ikincil

peritonit [178] vakalarindan rapor edilmistir.

2.4.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

Genellikle non-patojenik saprofit olarak nitelendirilen P. fluorescens, su, toprak ve
baliklarin bakteriyel florasinda bulunmakla birlikte, firsat¢1 bir patojen olarak doga
ve kiiltiir baliklarinda hastalik etkeni olarak goriilebilmektedir [158]. Stres ve diisiik
su kalitesiyle birlikte seyredebilen hastalik etkeni, asilama, travmatik yaralanmalar
ve enfeksiyonlari takiben goriilebilmektedir [117].

Baliklardan en sik izole edilen Pseudomonas tiirii olan P. anguilliseptica Japon yilan
balig1 (A. japonica) [118], Avrupa yilan balig1 (A. anguilla) [119], Atlantik somonu
(S. salar), gokkusagi alabaligi (O. mykiss), kahverengi alabalik (S. trutta)
[73;120;121], ¢ipura (S. aurata), levrek (D. labrax) ve kalkan [122] gibi farkli
tiirlerden bildirilmistir [179].

2.4.4 Vibriozis

[k kez Italya’da goriilmesinin ardindan hastalik Kanada [87], Norveg [86], Japonya,
[88], Amerika [89], Avustralya [90] ve Danimarka [92] gibi pek ¢ok iilkeden
bildirilmistir. Tiirkiye’de ise ilk kez ¢ipura (S. aurata) baliklarindan 1993 yilinda
rapor edilmis [93;94] ardindan levrek (D. labrax) [95-97], gokkusagi alabaligi (O.
mykiss) [38;100] ve kefal (Mugil cephalus) [180] gibi farkli tiirlerden bildirilmistir
[181].

12



Vibriozis genelikle su sicakliginin yiiksek oldugu yaz aylarinda, ortamda organik
madde miktarinin artti§1 durumlarda goriilmektedir [31;182]. Su sicakligi 13-16 °C
dolaylarinda hastaligin akut epizootilerde daha siddetli gorildigi, 9-10 °C ve
asagisindaki su sicakliklarinda ise hastaligin olusmasina ragmen Gliimlerin azaldig
bildirilmistir [42;183-185].

Su sicakliginin arttig1 yaz aylarinda, 6zellikle su sicakligr 10 °C’yi astiginda, sudaki
¢Ozlinmis oksijen miktar1 azaldigi ve stok yogunlugunun fazla oldugu durumlarda
hastaligin meydana geldigi bildirilmistir [ 186].

Kanno ve dig. (1989) vibriozisin yayginlagsmasinda su yoluyla bulasmanin temel
faktor oldugunu ancak direk temas, yiizgecler, aniis ve solungaglardan da patojenin
viicuda girerek hastalik olusturdugunu bildirmistir [187]. Ayrica kontamine deniz
baliklar1 ile yapilan besleme sonucunda da vibriozisin gorildigii belirtilmistir
[94;131,188].

2.4.5 Yersiniozis

Hastalik etkeni olan Y. ruckeri alabalik ve diger salmonidlerde septisemi etkeni olup,
gokkusagi alabaligi en fazla etkilenen tiirdiir. Ayrica S. clarki, S. fontinalis, S. trutta
ve O.kisutch gibi tiirlerin yani1 sira sazan (C. carpio) ve yilan baligi (A. anguilla)’nin
da duyarli oldugu bildirilmistir [44;113;143;144].

Y. ruckeri’nin patojenik mekanizmasi hakkinda yapilmig ¢alismalar oldukca
sinirhdir. Genellikle insanlarda hastalik etkeni olan ti¢ Yersinia tiirii (Y. pestis, Y.
pseudotuberculosis ve Y. enterocolitica) hakkinda arastirmalar g¢ogunluktadir.
Insanlar1 enfekte eden Yersinia yiirleri ile Y. ruckeri’nin patolojik mekanizmalar ve
ortak virulens faktorleri arasinda baglanti kurmaya yonelik ¢caligmalar yiiriitiilmiistiir.
Etkenlerin klinik belirtilerinin farkli olmalarma ve farkli sekilde yayillim
gostermelerine ragmen, bir¢ok ortak virulens faktorii tanimlanmistir [189;190].
Baliklarda Y. ruckeri enfekte ya da tasiyict baliklarla direk temas yoluyla
yayilmaktadir. Rucker (1966) Y. ruckeri’yle deneysel enfeksiyon yapilan baliklarda 2
ay sonra etken izole edilmis ve tasiyict olduklart bildirilmistir [101]. Lingg (1975)
ise Yersiniozis gegiren gokkusagi alabaligi populasyonlarinin yaklasik % 25’inin
kalin bagirsaklarinda Y. ruckeri ‘nin bulundugunu ve hastaligin tasiyicisi oldugunu
rapor etmistir [191].

Tasiyict baliklarda enfeksiyonun ortaya g¢ikmasinda stres onemli bir faktordiir.

Hunter ve dig. (1980) su sicaklig1 25 °C’ye ¢ikarildiginda tasiyici baliklardan saglikli
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baliklara Y. ruckeri bulastigini bildirmiglerdir [192]. Rodgers (1992) ise ERM
salginindan 2 ay sonra patojeni tasityict baliklarin fekal atiklarindan izole
edebildiklerini tespit etmistir [193]. Y. ruckeri’nin sucul ortamda canli ve inaktif
olarak kalabildigi ve bakterinin fekal atiklar araciligiyla diizenli olarak g¢evreye

sacilmasinin hastaligin yayiliminda oldukg¢a 6nemli oldugu bildirilmistir [ 190].

2.5 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Teshisi
2.5.1 Aeromonas sp. enfeksiyonlari

2.5.1.1 Klinik ve otopsi bulgular

A. hydrophila’nin etken oldugu hastaligin klinik bulgularinda renkte kararma,
istahsizlik, ekzoftalmus, yiizgeclerde erime, ylizge¢ kaidelerinde hemoraji,
abdomende sislik, viicut ylizeyinde ve kaslarda hemoraji ile ylizeysel abseler
goriildiigi bildirilmistir [2;117]. Viicut yilizeyinde goriilen hemorajilerin tilserli veya
yiizeysel nekrotik lezyonlar seklinde goriilebilecegi de rapor edilmistir [117]. Akut
vakalarda klinik belirtiler goriilmeden ani 6liimler olabilecegi gibi, kronik vakalarda
dermal lezyonlar ve inflamasyonlar gozlenmektedir [154]. A. hydrophila ile infekte
baliklarin otopsi bulgularinda ise asites, kas duvarlarinda petesiyel hemorajiler ve i¢
organlarda hemorajiler tespit edilmistir [2].

A. salmonicida’nin etkeni oldugu furunkulozis hastaligi 6zellikle Atlantik
somonlarda renkte kararma, istahsizlik ve tank ¢ikiglarinda toplanma ile belirti
gosterirken, ylizge¢ kaideleri ve solungaclarda hemorajiye de rastlanabilecegi
bildirilmistir. Daha biiyiikk bireylerde ise hastaligin karakteristik belirtisi olan

furunkullerin yani sira akut hemorajik septisemi de goriilebilmektedir [117].

2.5.1.2 Histopatolojik bulgular

A. hydrophila ile enfekte baliklarin histopatolojik incelemelerinde renal ve splenik
hemopoietik dokularin yerini nekrotik hiicrelere birakmasi, kalp kasi, karaciger,
gonad ve pankreasda fokal nekroz, dermiste yaygin édem, epidermiste iilserasyonu

takiben yaygin hemorajik nekroz belirlenmistir [117].

2.5.1.3 Izolasyon

A. hydrophila’nin izolasyonunda niitrient agar veya TSA gibi secici olmayan

besiyerlerine bobrekten ekim yapilabilecegi gibi, Rimler-Shotts besiyeri ya da pepton
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beef ekstrakt glikojen agar da kullanilabilmektedir [194-196]. 20-25 °C de 24-48
saatlik inkiibasyon sonucunda, selektif olayan besiyeri tizerinde krem renkli,
yuvarlak, kabarik, 2-3 mm ¢apinda yekpare koloniler goriildiigi bildirilmistir [196].

Furunkulosis etkeni olan A. salmonicida’nin hasta baliklarda goériilen lezyonlardan
veya bobrekten standart, selektif olmayan besiyerlerine izole edilebilecegi
bildirilmig, bu amacgla genel olarak TSA kullanildig1 belirtilmistir. TSA’da 20-25
°C’de 3-4 giin inkiibe edilen kolonilerin etrafinda koyu kahve renkli pigment
olusumu gozlendigi, ancak pigment gdstermeyen veya pigment olusumu yavas
gelisen suslarin da bulundugu, bu nedenle hastalik siiphesi tasiyan en az 6 baligin
furunkul ve bdbreklerinden ekim yapilarak dikkatlice gozlenmesi Onerilmistir

[2;197].
2.5.2 Laktokokkozis

2.5.2.1 Klinik ve otopsi bulgulari

Laktokokkozisin klinik bulgular1 olarak eratik hareketler, renkte kararma, g6z hasari
ve ekzolftalmus, gdzde hemoraji, operkiiler bolgede hemoraji, ylizgec kaidelerinde
hemoraji ve abdomende sislik goriildiigii bildirilmistir [2].

Karmn boslugunda asidik/kanli sivi, karin duvarinda hemoraji, sismis bagirsak, ic¢
organlarda hemoraji ve solgun/benekli karaciger hastaligin otopsi bulgulari olarak

rapor edilmistir [2].

2.5.2.2 Histopatolojik bulgular

Laktokokkozisli baliklarin histopatolojik incelemelerinde gozde retrobulbar 6dem,
hiicresel infiltrasyon ve gz ¢cukurunda hemoraji, solungaclarda hiperemi, lamellerde
infiltrasyon 1ile dalak, karaciger ve kalpte enfarktiis nekroz goriilebilecegi

bildirilmistir [117].

2.5.2.3 izolasyon

Hastaliktan 6lmek {izere olan baliklarin bobrek, dalak, bagirsak, karaciger, goz ve
kanindan etkenin izole edilebilecegi bildirilmistir [169]. % 5 koyun kani igeren
Columbia Agar [198], BHIA, TSA [2], TSB, Bile Esculine Agar (BEA) [199] gibi

zengin besiyerlerinde 22 °C’de 48 saat inkiibasyon sonucu yogun sekilde lireme
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gozlendigi bildirilmistir [2;62]. Cheng ve Chen (1999), L. garvieae’nin iiremesi igin
optimum kosullarin BHIA’da 25-30 °C ve pH 7-8 oldugunu rapor etmistir [200].

2.5.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

2.5.3.1 Klinik ve otopsi bulgular:

P. fluorescens enfeksiyonunun klinik belirtileri olarak kuyruk ve yilizge¢lerde erime,
yiizge¢ kaidelerinde hemoraji, abdomende sislik, viicut yiizeyinde ve kaslarda
hemoraji goriildiigii bildirilmistir [2]. Hemorajik septiseminin akut veya kronik
vakalarda goriilebildigi, biiyiik hemorajik deri lezyonlarmin en sik goriilen klinik
belirti olmakla birlikte, lezyonlarin goriilmesini takiben yiiksek oranda Olim
gozlendigi de belirtilmistir [117]. P. fluorescens ile enfekte baliklarin otopsi
bulgularinda ise karin boslugunda sivi birikmesi, kaslarda petesiyel hemoraji,
peritonda hemoraji ve kanli eksiidat ile i¢ organlarda hemoraji gozlenmistir [2].

P. anguilliseptica’nin etkeni oldugu hastaligin tipik klinik belirtileri olarak deride,
agiz c¢evresinde, operkul ve viicudun ventral bdlgesinde petesiyel hemorajiler, otopsi
bulgular1 olarak da peritoneumda hemoraji ve kanli sivi birikmesi ile i¢ organlarda

hemoraji goriilebilecegi bildirilmistir [2].

2.5.3.2 Histopatolojik bulgular

P. fluorescens enfeksiyonlarinda histopatolojik olarak en temel degisim deri ve
hemopoietik dokularda tespit edilmistir. Dermal damarlarda hiperemi ve epidermiste
odem, dalak ve bobrek lezyonlar: interstisyel ve hemopoietik unsurlarda nekroz,
melanomakrofaj merkezlerinde pargalanma belirlemistir. Kronik vakalarda deri

lezyonlarinin tek belirgin anormallik olabilecegi de bildirilmektedir [117].

2.5.3.3 izolasyon

P. fluorescens’in izolasyonu bir¢cok organdan Pseudomonas F agar, kanli agar, TSA
ve niitrient agar gibi standart besiyerlerine 22-28 °C’de 24-28 saat arasinda
gergeklestirilebilmektedir [2;78;201].

P. anguilliseptica’nin izolasyonu baligin kan, bobrek, dalak ve karacigerinden % 10
(v/v) at kan ilaveli niitrient agara veya % 0,5 sodyum klorid (w/v) ilaveli niitrient
agara ekim yapilarak 20-25 °C’de 7 giin inkiibasyon sonucu gerceklestirilebilmekte,
kiiciik, yuvarlak, solgun gri renkli koloniler gozlenmektedir [2;118].
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2.5.4 Vibriozis

2.5.4.1 Klinik ve otopsi bulgulari

Hastaligin klinik belirtileri ilk kez Norve¢’de yilan baliklarinda Bergman (1909)
[85], ardindan Ingiltere’de McCarthy (1976) tarafindan tanimlanmistir [114].
Uyusukluk, yiizge¢ kaidelerinde ve aniis etrafinda hemoraji ve solungag lamellerinde
sigkinlik hastaligin klinik belirtilerdir [2;31;41]. Perakut vakalarda geng¢ baliklarda
ani Oliimlerle birlikte renkte koyulasma ve istahta azalma goriiliirken, hastaligin akut
formunda ise ylizge¢ kaideleri ve aniis etrafinda yogun hemorajik lezyonlar ve
kaslarda yer yer iilser ve siskinlikler goriilmektedir. Kronik vakalarda hastaligin
Klinik belirtileri daha bariz olmakla birlikte, pelvik ve pektoral yiizge¢ ve aniis
cevresinde, operkulumda, viicudun ventralinde ve agiz ¢evresinde kizariklik seklinde
yogun hemorajiler gozlenmektedir [2;12;31;202-204]. Hastaligin perakut formunun
daha ¢ok yavru baliklarda gozlendigi, biiylik baliklarda enfeksiyonun siddetli
seyrettigi, gen¢ ve yetiskin baliklarda ise daha ¢ok akut ve kronik vakalarin
goriildiigii bildirilmistir [10;31;42;205;206]. Ayrica akut epizootiklerde, klinik
bulgulara rastlanmaksizin 6liimlerin goriildiigi de rapor edilmistir [31;207-210].

Kas duvarlarinda petesiyel hemorajiler, peritoneumda hemoraji ve periton
boslugunda kanli eksudat birikimi, i¢ organlarda hemoraji ve hiperemi, bobrek,
karaciger ve dalakta biliylime ve nekroz hastaligin otopsi bulgular1 olarak

bildirilmistir [2;12].

2.5.4.2 Histopatolojik bulgular

V. anguillarum’un histopatolojik etkileri olarak iskelet kaslarinda 6dem, hiperemi,
nekroz, damar liimenlerinde bakteri kiimeleri, solungaclarda 6dem ve nekroz, kalpte
hiicre infiltrasyonlari, endomizyumlarda yirtilmalar, karacigerde kanama ve hiperemi
ile hepatositlerde intrasitoplazmik vakuoller, dalakta hiprermi, nekroz ve 6dem ile
mide, pilorik seka ve bagirsak epitellerinde nekrozlar tespit edildigi bildirilmistir
[42]. Perakut vakalarda kardiyak miyopati, renal ve splenik nekroz ile periorbital
O0dem, akut vakalarda daha az yaygin kardiyak lezyonlarla birlikte deri lezyonlariyla
karakterize, kas hiicrelerine derin sekilde islemis olan hipodermal inflamatuvar

odaklar goriildiigii rapor edilmistir [117].
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2.5.4.3 Izolasyon

Patojenin enfekte dokudan % 0,5-3,5 (w/v) oraninda sodyum klorid ile
zenginlestirilmis TSA [211], nutrient agar [212;213], BHIA [214] ve etkenin
izolasyonunda selektif besiyeri olan tiyosiilfat sitrat safra tuzu sukroz agar (TCBS)’a
yapilan ekim sonucunda 48 saat igerisinde izole edilebilecegi bildirilmistir [2;215].
TCBS agar ilizerinde sari renkli koloniler gozlenirken, diger besiyerlerinde
krem/beyaz renkli koloni olusumu goriiliir [31]. Optimum iiremenin 18-20 °C
arasinda gergeklestigi, ancak 5-37 °C araliginda iiremenin gozlendigi de rapor

edilmistir [4].
2.5.5 Yersiniozis

2.5.5.1 Klinik ve otopsi bulgular

Yersiniozis tiim boydaki baliklarda goriilmektedir, ancak 6zellikle kiigiik baliklarda
akut, biiyiik baliklarda ise kronik olarak seyretmektedir [190]. Hastalik oncelikle
diisiik mortaliteyle kendini gostermekte, ardindan artan 6liimlerle kitlesel kayiplara
neden olmaktadir [190;216]. Kronik olarak enfekte baliklarin yiiksek stok
yogunlugu, su kalitesinin bozulmasi1 gibi yogun stres kosullarina maruz kalmasiyla
hastaliga bagl kayiplar ciddi oranlara ulasabilmektedir [216].

Hasta baliklarda yiizeye yakin yiizme, letarji, istah kaybi, ekzoftalmus, renkte
koyulasma, abdomende s1v1 toplanmasina bagli asites, bas, agiz ve agiz ¢evresinde
subkutan hemorajiler, viicut yiizeyinde, yiizge¢ kaideleri ve yanal ¢izgi lizerinde
hemorajiler gozlenmektedir [2;190;217]. Ekzoftalmusun genellikle orbital
hemorajiler, bazen de goziin ¢evresinde tespit edilen hemorajik halkalar ile beraber
goriildiigi bildirilmistir [101;190;216;218].

Otopside karaciger, pankreas, pilorik seka, hava kesesi ve lateral kaslarda petesiyal
hemorajiler gdzlenmektedir. Dalak genellikle biiyilimiis ve siyah renktedir. Bagirsak

yangili, kalin, opak ve irinli siv1 ile doludur [2;101;190;216].

2.5.5.2 Histopatolojik bulgular

Histopatolojik c¢aligmalarda bircok organda inflamasyon ve genel septisemi, dalak,
karaciger, kalp, bobrek ve solungaclarda petesiyel hemoraji goriildiigii bildirilmis,

solungaclarda ikinci lamellerin epitelyum hiicrelerinde 6dem, hiperemi ve
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deskuamasyon sekillenmistir [190;216;219]. Ayrica, bobrek, dalak ve karacigerde
fokal nekrozlarla tespit edildigi bildirilmistir [190;216;217;219].

2.5.5.3 izolasyon

Patojenin BHIA ve TSA gibi rutin bakteriyolojik besiyerlerine bobreklerden yapilan
ekim sonucunda izole edilebilecegi, 20-25 °C de 48 saatlik inkiibasyon sonucunda
yuvarlak, kabarik, beyazimsi, 2-3 mm ¢apinda yekpare koloniler gelisecegi
bildirilmistir [135]. Klasik besiyeri kullaniminda hizli iiremenin gézlendigi patojenin
Columbia blood agar besiyerinde [220] ve MacConkey agarda [220] kolaylikla
tiredigi de rapor edilmistir [190].

Y. ruckeri i¢in 3 farkli selektif besiyeri gelistirilmistir [193;222;223]. Waltman-
Shotts besiyerinde patojenin Tween 80’i hidrolizi sonucunda koloniler etrafinda
coziinmeyen kalsiyum tuzlari ¢okelti olusturmaktadir. Rodgers (1992) tarafindan
gelistirilen ornitin deoksikolat besiyeri ile Furones ve dig. (1993)’nin TSA’ya % 1
(w/v) oraninda SDS, 100 pg/ml koomassie parlak mavi ve 100 pg/ml kongo kirmizi
katarak gelistirdigi besiyeri de selektif amagla kullanilmaktadir [2;193;223].

2.6 Bakteriyel Bahik Patojenlerinin Identifikasyonu

A. hydrophila, L. garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri’nin
morfolojik ve biyokimyasal karakterleri Tablo 2.1’de sunulmustur.
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Tablo 2.1: A. hydrophila, L. garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y.
ruckeri’nin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri [2].

A. hydrophila L. garvieae P. fluorescens V. anguillarum Y. ruckeri
Koloni rengi Beyaz Beyaz Beyaz/floresan Beyaz Beyaz
Comak/kok Comak Kok Comak Comak Comak
Hareket + - + + +
Oksidaz + - + + -
Katalaz + - + + +
Gliding hareket - - - - -
Flagella ile hareket + - + + +
Aerial hif - - - - -
Endospor - - - - -
Asit fast boyama - ) - - -
O/F metabolizma F F o F F
L-cysteine ihtiyaci + - +
Aerobik tireme + + + 1+ +
Arjinin dihidroliz Degisken Degisken - -
B-galaktozidaz + Belirtilmemig - + +
a-galaktosidaz . Belirtilmemis . Belirtilmemis
Indole + . - + (istisna olabilir) -
Koagiilaz -
H2S - - - -
Lizin dekarboksilaz - . - - +
Hemoliz + + Belirtilmemis + Belirtilmemis
Metil red - Belirtilmemis + +
?g‘;g;’isyzms"a“er Degisken . - Belirtilmemis -
Nisasta eritmesi + Belirtilmemis - + Belirtilmemis
Jelatini eritmesi + . + + +
i’;ﬂ:tlitngidan asit + ' ' + +
10 °C’de tireme . +
30 °C’de iireme + . + + +
37 °C’de iireme + + + - +

+: pozitif; -: negatif
2.7 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Kontrol, Asilama ve Tedavisi

2.7.1 Aeromonas sp. enfeksiyonlari

Isletmelerde Aeromonas cinsine dahil tiim patojenlerin etkilerinden sakinmak igin en
oncelikli adim etkili bir yoneticilik olacaktir. Kapali devre sistemler ile suyun tekrar
kullanildigi  kulugkahanelerde  ozonlama, filtrasyon ve ultraviyole ile
dezenfeksiyonun A. hydrophila’ya bagli enfeksiyonlarin goériilmesinde etkili oldugu
bildirilmistir [45;224;225]. Motil Aeromonad septisemiler genellikle stresle iliskili

olarak goriildiiginden, su sicakliginin yiikselmesi, sudaki ¢ozlinmiis oksijen
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konsantrasyonunun diismesi, suda amonyum ve karbondioksit oraninin artrmasi gibi
faktorlerin baliklarda strese neden olarak motil Aeromonas enfeksiyonlarina
sebebiyet verdigi bildirilmistir [45;226;227].

A. hydrophila’nin kontrolii i¢in rekombinant asilar deneysel olarak gelistirilmekte
olup, heniiz ticari as1 bulunmamaktadir. inaktive tiim hiicre, ECP (extracelluler
product) veya OMP (outer membrane protein) asilarin immersiyon, enjeksiyon veya
oral olarak uygulamasinin olumlu sonuglar verdigi belirtilmistir [2;228-233].
Schachte (1978) en etkili immun tepkisinin enjeksiyon yontemi ile uygulanan
asilarda tespit ettiklerini belirtmis [228], Ruangpan ve dig. (1986) nil tilapialarinda
intraperitoner olarak uyguladiklar1 asilarin iki hafta igerisinde tam koruma
sagladigini bildirmistir [231]. Yasumoto ve dig. (2006) lipozomlara A. hydrophila
antijenleri sikistirarak ve giinde 30 pl/balik/giin dozunda 3 giin siiresince uyguladigi
oral asilamanin ardindan 2 ve 3. haftalarinda hiimoral antikorlarin olustugunu ve 22
giin sonunda A. hydrophila ile deneysel olarak enfekte edilen baliklara koruma
sagladigini bildirmistir [234]. Lamers ve Haas (1983) 1s1 ile inaktive edilmis asilarin
(60 °C/1 saat) formalin ile inaktive edilenlerden (% 0,3 formalin) daha etkili
oldugunu, ancak asmin konsantrasyonu ile igerdigi hiicre sayisinin immiin tepki
olusmasinda onemli faktorler olarak gbéz oOniinde bulundurulmasi gerektigi de
belirtilmistir [2;230].

A. hydrophila enfeksiyonlarina karsi uygulanan kemoterapétikler A. salmonicida ile
benzerlik gostermektedir. Yapilan galismalarda A. hydrophila’nin kloramfenikol,
nitrofurantoin, eritromisin, ampisilin, novobiosin, tetrasiklin, sulfonamid ve
streptomisin de dahil olmak tiizere bircok antimikrobiyal bilesige karsi direngli
oldugu bildirilmistir [2;235;236]. Ayrica De Paola (1988) A. hydrophila ile enfekte
kedibaliklarinin % 38 oraninda oksitetrasikline kars1 direngli oldugunu da bildirmistir
[236].

2.7.2 Laktokokkozis

Laktokokkozis kaynakli olimlerin % 50’sinden fazlasi yaz aylarinda goriilmekle
birlikte hastaligin tedavisinde kemoterapdtikler bakteri direng gelistirdiginden etkili
olmamaktadir [237]. Antibiyotik tedavisi giin gegtikce etkisini yitirmekte [238-240],
asilama hastaligin kontrolii i¢in en etkili yontem olarak bildirilmektedir [241].
Laktokokkozis’in kontrolii i¢in inaktive asilar gelistirilmis olup [198;242],

asilamanin mortalite oranlarinin diisiiriilmesinde ii¢ kat etkili oldugu tespit edilmistir
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[243]. Yapilan ¢aligmalarda intraperitoneal asilarin laktokokkozise karsi iyi bir
koruma gergeklestirdigi bildirilmistir [244-246]. Vendrell ve dig. (2007) inaktive L.
garvieae asisimin gokkusagi alabaligindaki etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda asili
grupta yasama oran1 % 94 iken, kontrol grubunda bu oranin % 4’e diistiigiinii tespit
etmis [246], Ravelo ve dig. (2005) ise mineral yag icermeyen adjuvant asilarin
koruma siiresini artirdigini bildirmistir [247].

L. garvieae’nin etkeni oldugu laktokokkozisin tedavisinde amoksisillin,
oksitetrasiklin, eritromisin, doksisiklin gibi g¢esitli antibiyotiklerin kullanildig
bilinmekle birlikte [248], suslarin izole edildikleri bolgelere gore de duyarliliklarinin
farklilik gosterebilecegi belirtilmistir [247;249]. Kubilay ve dig. (2005) ise
Tiirkiye’den izole edilen L. garvieae suslarinin eritromisine duyarli oldugunu tespit

etmistir [250].

2.7.3 Pseudomonas enfeksiyonlari

Pseudomonas enfeksiyonlarinin direkt olarak kotii g¢evre kosullariyla iligkili
olmasindan dolay1, stok yogunlugunun azaltilmasi, su kalitesinin artirilmasi gibi
balig1 dogrudan etkileyecek cevresel diizenlemelerin gerceklestirilmesi hastaligin
goriilme olasiligmi da distirecektir. Ayrica, intraperitoneal olarak enjekte edilen
kanamycin ve oral olarak uygulanan oksitetrasiklinin de hastalikla miicadelede etkili
oldugu rapor edilmistir [117;251].

Hastaligin klinik vakalarinda benzalkonyum kloriir (suya 1-2 mg/L oraninda/1 saat),
malasit yesili (suya 1-5 mg/L oraninda / 1 saat) ve furanace (suya 0.5-L mg/I
oraninda/ 5-10 dakika) banyo tedavisinin etkili oldugu bildirilmistir [252]. Ayrica
yapilan ¢aligmalarda etkenin tetrasiklin, kanamisin, gentamisin ve nalidixic aside
kars1 duyarli, oksitetrasiklin ve amikasine orta duyarli ve kloramfenikol, penisilin ve
eritromisine karsi ise direngli oldugu belirtilmistir [2;79;82].

P. anguilliseptica’ya kars1 antibiyotik tedavisinin etkili olmadig1 bilinmekle birlikte,
cevresel stresle iliskili olan hastalifa karsi stres faktorlerinin ortadan kaldirilmasi
Onerilmektedir [117]. Ayrica su sicakliginin 26 °C’nin lizerine ¢ikarilmasinin da
Olim oranlarini azalttig bildirilmistir [117;253].

P. fluorescens i¢in ticari bir as1 olmamakla birlikte, gesitli deneysel g¢alismalar
bulunmaktadir [254].
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2.7.4 Vibriozis

Hastaligin erken evrelerinde kloramfenikol, flumekuin, nitrofural, oksitetrasiklin,
oksolinik asit, furanace ve siilfamerazinin yeme ilave edilerek verilmesinin
vibriozisin kontroliinde oldukga etkili oldugu bildirilmistir [2;255]. Ancak
antibiyotik kullaniminin R-faktdriine bagli olarak zamanla direng riski olusturdugu,
ozellikle streptomisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve siilfonamidlerin kullaniminda
dikkatli davranilmas1 gerekmektedir [2;256]. Parin ve dig. (2016) Ege Bolgesi’ndeki
gokkusagi alabalig: ciftliklerinden izole edilen V. anguillarum suslarinin kloksasilin,
trimetoprim/sulfametoksazol , ampilsilin ve eritromisine kars1 % 100 direngli oldugu
da bildirilmistir [257].

V. anguillarum ile ilgili oldukga basarili bir¢ok as1 ¢aligmasi bulunmaktadir. Ticari
formalin-inaktive asilar siklikla kullanilmakla birlikte deneysel olarak banyo yontemi
ile asilanan Atlantik halibut [258;259], Afrika kedibalig1 [260] ve levrekte [261]
hayatta kalma yiizdesi % 100 olarak bildirilmistir. Ayrica asilanan baliklarin daha
saglikli oldugu ve biiylime parametrelerinin asilanmayan baliklara gore cok daha

verimli oldugu belirtilmistir [2].

2.7.5 Yersiniozis

Y. ruckeri’nin tedavisinde genellikle antibiyotik kullanilmaktadir. Rucker (1966), 5
giin stiresince siilfadimidin tedavisinin ardindan takip eden 3 giin boyunca
kloramfenikol veya oksitetrasiklin uygulamasi énermistir [101]. Deneysel ve dogal
enfeksiyonlarda dozu artirilan siilfonamid terapisinin tedavi i¢in etkili oldugu
bildirilmistir [262]. Rodgers ve Austin (1983) gokkusagi alabaliklarinda ERM
tedavisi ve profilaksi amaciyla oksolinik asit kullandiklarini rapor etmislerdir [263].
Ayrica Y. ruckeri’nin bir¢ok antibiyotige karsi duyarli oldugu bilinmektedir [190] ve
cesitli kemotorapatiklere karst ise sonradan kazanilmis direng sahibidir. Post (1987)
ABD’de Y. ruckeri izolatlariin farkli terapotik seviyelerdeki siilfamerazin ve
oksitetrasikline karsi tam direng gosterdigini [264], De Grandis ve Stevenson (1985)
ise etkenin tetrasiklin ve siilfonamid gruplarima direngli oldugunu bildirmisleridir
[265].

Yersiniozis as1 ile kontrol altina alinan ilk bakteriyel balik hastaliklarindan biri
olmakla birlikte kontroliinde uzun zamandan beri immersiyon, intraperitoneal ve oral

olarak uygulanan bircok ticari as1 kullanilmaktadir [217;266].
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2.8 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Tammlanmasinda Alternatif izolasyon

Calismalan

2.8.1 Kromojenik besiyerleri

Bakterilerin izolasyonunda genel besiyerleri, kan, serum, maya, glikoz gibi
maddelerle zenginlestirilmis besiyerleri, sadece istenilen mikroorganizmalarin
tiremesine yonelik hazirlanan selektif veya besiyeri {lizerinde farkli morfoloji ve
renkte koloni olusturan differensiyal besiyerleri kullanilmaktadir [267]. Patojenik
bakterilerin izolasyonunda geleneksel olarak genel besiyerleri kullanilmakta ve bu
metotla ¢cok ¢esitli bakterinin liremesine olanak saglanarak, koloni goriiniimiine bagl
olarak siipheli patojenler belirlenmektedir. Ancak bu durumda birgok kommensal
bakteri de ortamda iiremekte, serolojik ve biyokimyasal testler ile ayirt edilmeleri
gerekmektedir [268]. Bakteriyel balik patojenlerinin izolasyonunda da rutin olarak
TSA ve BHIA gibi genel besiyerleri kullanilmaktadir. Ancak, saf kiiltiir elde etmek
icin tek bir metot ya da inkiibasyon kosulunun bulunmadigi, mutlaka farkli
besiyerleri ve metot kombinasyonlarmm da denenerek gelistirilmesi gerektigi
bildirilmistir [2].

Bakteriyel balik patojenlerinin 6ntanisi, hastaligin erken teshisi ve buna bagli olarak
balik ¢iftliklerindeki kayiplarin oniine gegilmesini sagladigindan oldukg¢a onemlidir.
Bu nedenle segici ve diferensiyal besiyerlerinin bakteriyel balik patojenlerinin
izolasyon ve hizli teshisinde kullanilabilirliginin ve basari oraninin belirlenmesine
yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ornegin, Thiosulfate Citrate Bile Sucrose
Agar (TCBS) Vibrio parahaemolyticus ve Vibrio cholerae’nin izolasyonu igin
gelistirilmis olup, ayn1 zamanda V. alginolyticus, V. anguillarum, V. fischeri, V.
harveyi, V. ordalii, V. splendidus ve V. pelagus gibi balik i¢in infeksiyéz olan
patojenlerin izolasyonunda da kullanilmaktadir. Waltman-Shotts mediyum &nemli
bir balik patojeni olan Y. ruckeri’nin izolasyonunda kullanilmakta, bakteri
kolonilerinin etrafinda Tween 80 hidrolizine bagli olarak ¢6zlinmeyen kalsiyum
tuzlarindan meydana gelen ¢okelti  goriilmektedir. Genel olarak .
pseudotuberculosis ve Y. enterocolitica gibi Yersinia sp. izolasyonunda kullanilan
Yersinia CIN agar da Y. ruckeri izolasyonunda kullanilabilen bir diger selektrif
besiyeridir. GSP agar baliklardan Aeromonas ve Pseudomonas tiirlerinin
izolasyonunda kullanilmakta, P. aeruginosa’nin sari/yesil koloniler ile iiredigi

Cetrimide agar da Pseudomonas selektif besiyeri olarak degerlendirilmektedir. Eosin
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Methylene-Blue (EMB) agar ise Enterobacteriaceae familyasi, 6zellikle Escherichia
coli’nin parlak, metalik yesil koloniler ile ayirt edilmesini saglayan segici bir
besiyeridir [2].

Son 20 yildir hedef patojenlerin yiiksek segicilikle izole edilmesi amaglanarak
gelistirilen kromojenik besiyerleri, enzim-substrat iligkisiyle renkli kolonilerin
kommensal bakteri kolonilerinden ayirt edilmesi prensibine dayanmaktadir ve hedef
dis1 patojenlerin iiremesini baskiladigindan pratikte bir¢ok avantaj saglamaktadir
[269]. Salmonella spp., Candida spp., iiriner sistem patojenleri, Acinetobacter spp.,
Clostridium difficile, Campylobacter spp., Vibrio spp. ve Yersinia enterocolitica gibi
patojenlerin izolasyonunun yani sira metisilin-direngli Staphylococcus aureus’un
spesifik tespitinde tercih edilen kromojenik besiyerlerinin balik patojenlerinin
izolasyonu ve varsayimsal identifikasyonu i¢in kullanilabilir olmasi hastaliklarin
erken teshisi ve buna bagli olarak hizli ve etkin tedavinin uygulanabilmesi agisindan
biiyiik avantaj saglayacaktir.

Giiniimiizde ticari olarak birgok farkli firma kromojenik besiyeri gelistirmistir.
HardyCHROM (Hardy Diagnostics, ABD), RTA Chromogenic Media (RTA
Laboratories, Tiirkiye), NEOGEN Chromogenic Media (NEOGEN, ABD), E&O
Chromogenic Pre Poured Petri Dishes (EO Labs, Birlesik Krallik), Conda
Chromogenic Media (Laboratorios Conda, Ispanya) ve chromID Culture Media
(BioMerieux, Fransa) gibi farkli firmalarin drettigi iriinler bulunmakta ve birgok
farkli calismada farkli bakteri tiirlerindeki kullanilabilirleri arastirilmaktadir [268-
274].

2.9 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Tanmimlanmasinda Alternatif Identifikasyon

Cahismalan

Patojenlerin hizli, dogru, giivenilir tespiti ve tanimlanmasi klinik ve endiistriyel
mikrobiyoloji de dahil olmak {izere bircok farkli alanda biiyiik 6nem arz etmektedir.
Mikroorganizmalarin identifikasyonunda klasik metotlarin yogun is giicli ve zamana
ihtiyag duymasi, daha hizli teshis icin alternatif modern tekniklerin gelistirilmesi
ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir. Glinlimiizde birgok alanda klasik yontemlere alternatif
olarak daha az is giicii ile daha hizli sonug veren ¢esitli biyokimyasal yontemler ve
kitler kullanilmaktadir. Ornegin; bakterilerin biyokimyasal profillerinin belirlenmesi

amaciyla API 20NE, API Rapid ID 32, API ZYM, API 20E, APl 50 CH, APl 20AN
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(BioMerieux, France), Bionor Aqua (Bionor, Skien, Norway), Enterotubes, BBL
Crystal E/NF (Becton-Dickinson & Company, Franklin Lakes, NJ, USA) ve Biolog
MicroPlates GN2, GP2, AN (Biolog, Inc., Hayward, CA, USA) gibi farkli ticari
menseilere sahip diagnostik testler kullanilmaktadir [275]. Ozellikle API 20E hizli
identifikasyon sistemi  genellikle Enterobacteriaceae’lerin  tanimlanmasinda
laboratuvarlarda en sik tercih edilen testtir. Ancak hizli identifikasyon sistemleri
kolay uygulanabilir olmalarinin yani sira kesin sonu¢ saglamamalar1 ve ilave
analizlere gereksinim duyulmasindan dolay1r kesin teshiste tek basina yeterli
olmamaktadir.

Geleneksel ve biyokimyasal yontemlerin yani sira bakteriyel patojenlerin tespiti ve
tanimlanmasinda giiniimiizde en sik kullanilan yontemlerden birisi de PCR
metodudur. Ancak bu metodun maliyetli, zaman alici ve ¢oklu deney adimlar
icermesinden dolay1 klinik ¢aligsmalar, ¢evresel aragtirmalar, veteriner ve diger bilim
dallarinda mikrobiyal tanimlamada kullanilabilecek hizli ve giivenilir tanimlama
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir [5;276]. Gilinlimiizde siklikla kullanilan
metotlardan bazilar1 Tablo 2.2°de sunulmustur. Bu testlerden bazilarinin uygulamasi
basit ve kisa siireli olsa da genellikle rutin mikrobiyolojik tanimlamalarda giivenilir

bulunmamaktadir [5].
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Tablo 2.2: Bakterilerin identifikasyonunda kullanilan bazi metotlarin avantajlar1 ve eksik yonleri [4;5;277]

Metot

Avantajlan

Eksik yonleri

Biyokimyasal identifikasyon kitleri
(API sistemleri)

Kullanimi kolay
Sinirli egitimle uygulanabilirlik

Sik yanlis tanimlama
Sinirli profil indeksi
Hedef organizmanin kiiltiirii ve ek testlere gereksinim

Rasgele artirilmis polimorfik DNA
(Random amplification of
polymorphic DNA / RAPD)

Hizli ve uygulanmasi kolay
Farkli kaynaklarin ayirt edilmesinde kullanilabilir

Hedef organizmanin kiiltiiriine ihtiya¢ duyulur
Olusturulan kiitiiphaneler cografik olarak spesifik kalabilir

Cogaltilmis Parca Uzunluk
Poliformizmi (Amplifies Fragment
Length Polymorphism / AFLP-PCR)

Yiiksek tekrarlanabilirlik
Farkli kaynaklarin ayirt edilmesinde kullanilabilir

Isgiicii fazla ve dzel egitim gerektirir
Hedef organizmanin kiiltiiriine ihtiya¢ duyulur
Referans laboratuvara ihtiyag duyulur
Olusturulan kiitiiphaneler cografik olarak spesifik kalabilir

Ribotiplendirme

Yiiksek tekrarlanabilirlik
Otomatize edilebilir
Farkli kaynaklarin ayirt edilmesinde kullanilabilir

Isgiicii fazla ve dzel egitim gerektirir
Hedef organizmanin kiiltiiriine ihtiya¢ duyulur
Referans laboratuvara ihtiyag duyulur
Olusturulan kiitiiphaneler cografik olarak spesifik kalabilir

Gene-specific PCR

Gen kopya sayisini 6l¢mek i¢in uyarlanabilir
Virulens genleri hedeflenebilir
Referens kiitiiphaneye ihtiyag duyulmaz

Hedef organizmanin zenginlestirilmesini gerektirir
Yeterli miktarda hedef gen mevcut olmayabilir

Host-specific PCR

Hizli ve uygulanmasi kolay
Hedef organizmanin kiiltiire alinmasi gerekmez

Primerlere ulasilabilirlik sinirlidir

Real-time PCR

Hizli ve tekrarlanabilir
Su kalitesinin mikrobiyal risk degerlendirmesi igin kullanilabilir

Pahali reaktifler gerektirir
Multipleks analizler i¢in 6nerilmez

16S ribosomal RNA sekanslama

Hizlidir
Biyokimyasal testlerle birlikte kullanildiginda en iyi metottur

Ozel egitim gerektirir
Tiir diizeyinde daha az giivenilir
Biitiin primerler hedeflenen organizmanin DNA'sina
baglanmaz.

Fluorescence in situ hybridization
(FISH)

Hizli ve uygulanmas: kolay
Ozellikle klinik érneklerde bakteri identifikasyonunda
kullanilmaktadir

Hedeflenen organizma igin spesifik FISH deneylerinin
gelistirilmesini gerektirir
Primerlere ulasilabilirlik sinirlidir
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29.1 VITEK MS/MALDI -TOF

VITEK MS, Matrix-assisted Laser Desorption/lonization- Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) teknolojisine dayanan otomatik mikrobiyal
identifikasyon sistemidir.

Bakterilerin MALDI-TOF MS kullanilarak tanimlanmasina dair ilk g¢alismalara
1990’ yillarda kolonilerden bakteriyel proteinlerin tanimlanmasi prensibi ile
baslanmistir [278-281]. Ancak teknolojinin aktif olarak kullanilabilmesi etkili bir
veriaban1 ve informik aletlerin eksikliginden dolayr gecikmis ve metot
laboratuvarlarda ticari olarak 2008 yilindan itibaren kullanilmaya baglanmistir [282].
MALDI-TOF MS bakteri kolonisi ve matriks soliisyon kullanilarak birkag dakika
icerisinde maliyet olduk¢a azaltilarak kesin teshis gerceklestirmeyi miimkiin kilan bir
teknolojidir [283-285]. MALDI-TOF ile elde edilen kiitle spektrumlari tiire 6zgii
parmak izi olarak adlandirilmaktadir [286]. Ayrica bir¢ok arastirmaci tanimlanmasi
zor olan maya, anaerob ve zor gelisen bakterilerin kesin teshisinde de etkili bir
yontem oldugunu bildirmislerdir [282;287-293]. Bu yontem ile bakterilerin
ribozomal protein fraksiyonlarinin belirlenmesiyle organizmalarin klasifikasyonu
gerceklestirilmektedir [294]. Bakterilerin identifikasyonu genus, tiir veya sub-grup
seviyesinde proteinlerin kiitle sinyallerinin tespit edilmesi ve ardindan referans
bakteriyel suslarin bulundugu kiitiiphanede kiitle spektrumlar ile karsilastirilarak
yapilmaktadir [5;295;296].

MALDI-TOF MS yontemi MALDI Biotyper of Bruker Daltonics (Bremen,
Almanya), ANDROMAS (Paris, Fransa), AXIMA/ARAMIS database (AnagnosTec,
Potsdam, Almanya) ve VITEK MS (BioMerieux S.A.,Fransa) olmak {izere dort ticari
sistem ile uygulanmaktadir [286;297;298].

MALDI-TOF kiitle spektrometresinde, calisilacak mikroorganizmaya uygun on
asamalardan gecirilmis Ornekler ‘target slayt’ olarak adlandirilan metal plakalara
yayillmakta ve uygun matriks solusyonu eklenerek cihazda lazer atislarina maruz
birakilmaktadir. Cihazin calisma prensibi olarak; lazer enerjisini absorbe eden
matriks molekiilleri aktive olup, mikroorganizma-matriks karisiminda mikro
patlamalar gerceklesmektedir. Mikroorganizmaya ait molekiiller matriksle birlikte
iyonize gaz haline doniistiiriilerek slayttan ayrilarak serbest hale gecer ve kiitlelerine

bagl olarak detektore ¢arpar, ¢arpma zamanlarina baglh olarak da kiitle spektrumu
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meydana getirilir. Ardindan veri tabaninda Onceden tanimli spektrumlarla
karsilagtirilarak sonucun giivenligi ylizde olarak ifade edilmektedir [299].

MALDI-TOF MS’in oldukga hassas bir teknik olmasinin yani sira analiz i¢in ¢ok az
miktarda 6rnege ihtiyag duymasi (bakteri i¢in 104-106 CFU arasi) sistemin énemli
bir avantajidir. Ayrica klinik vakalarda ornek alindiktan 12-24 saat igerisinde
sonuglarin alinabilmesi, direk olarak koloniden Gram boyama ve herhangi bir
biyokimyasal teste ihtiya¢ duyulmadan birkac¢ dakika icerisinde teshis konabilmesi
ve tek bir MALDI-TOF MS sistemiyle Gram pozitif/negatif bakteri ve mayanin
identifikasyonunun yapilabilmesi laboratuvarlarda kolaylik saglamaktadir [284;300].
Sistemin dezavantajlar1 olarak ise laboratuvara yeni sistem kurmanin getirecegi
maliyet ve bakteriyel diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesinde karsilasilan

limitasyonlar bildirilmistir [300].

2.9.2 Raman spektroskopisi

Raman spektroskopisi, tek dalga boyuna sahip (monokromik) isindan olusan bir lazer
isinmnin Ornek ile etkilesime girerek esnek olmayan sekilde yayilmasi ve sagilan
1sinin - Olgiilmesine dayanan bir c¢alisma prensibine sahiptir [301;302]. Analiz
sonucunda elde edilen pikler ile incelenen molekiillerin infrared spektrumlari
olusturulmakta ve kayith veriler ile karsilastirilarak yorumlanmaktadir. Minerallerin
karakterizasyonundan ila¢ ¢alismalarina genis kullanim alanina olanak taniyan raman
spektroskopisi, farkli materyallerin kimyasal karakterizasyonuna olanak saglamakla
birlikte, son yillarda biyolojik orneklerin g¢alisilmasiyla patojenik organizmalarin
ayirt edilmesi ve hizli optik identifikasyonuna da imkan saglamaktadir [303-305].

Bakteriyel patojenlerin hizli teshisi i¢in kolay ve giivenilir bir yontem olan Raman
spekroskopisi, klinik materyalden kiiltlirii yapilan bir¢ok mikroorganizmanin
teshisinde alternatif bir metot olarak goriilmektedir. Buijtels ve dig. (2008)
tiiberkiiloz etkeni olan Mycobacterium tuberculosis’in tanimlanmasinda Raman
spektroskopisini 16S rRNA sekanslamasi ile karsilastirmis, klinik teshiste 6zgilin bir
metot olarak kullanilabilecegini belirtmistir [306]. Ayrica Mycobacterium tiirlerinin
caligilabilmesi i¢in gerekli olan 3. seviye biyogiivenlik dnlemlerinin saglanamadig:
kosullarda Raman spektroskopisi ile 1s1 veya formalin ile inaktive edilmig
bakterilerden tanimlama yapilabilmesinin, metodun énemli avantajlarindan oldugunu

da bildirmislerdir.
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Biyolojik orneklerin kompleks biyomolekiillerden olusmasi, spektrumlarda bir¢ok
biyokimyasal verinin gézlenmesine neden olmakta, bu durum analiz sonug¢larinin
yorumlanmasini ve spesifik bantlarin tanimlanmasini zorlastirmaktadir [307].
Bakterilerin Raman spektroskopisi ile ayirt edilebilmesi ve identifikasyonunun
gerceklestirilebilmesi i¢in de hiicre yapilarimin ve biyokimyasal igeriklerinin
bilinmesi 6nem teskil etmektedir. Farkli morfolojik yapilara sahip olsalar da (kok,

basil, spiral) temel icerikleri benzerlik gostermektedir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Bakteri hiicresindeki makromolekiiller, bulunduklari yerler ve kuru
agirliktaki ytizdeleri [308]

. Altbirimi Hiicrede Kuru agirhktaki
Makromolekiil 9 .. .
(monomer) bulundugu yer yiizdesi
Hiicre duvari,
hiicre zari, pili,
Proteinler Amino asitler _flagella, % 55
ribozomlar,
sitoplazmada
enzimler
Lipidler Yagasitleri | Z2riar, depolama %9
birimleri
Hiicre duvari,
Sekerler kapsiil,
Polisakkaritler (karbonhidrat inkdiliizyonlar % 5
molekiilleri) (enerji ve karbon
depolar1)
Lipopolisakkaritler Sekerler ve yag Membranlar % 3,4
asitleri
RNA Niikleotitler Ribozomlar % 20,5
DNA Niikleotitler Niikleotid, % 3,1
plasmid

Mikrobiyolojide Raman speltroskopisinin kullanim alanlarindan bir digeri de

patojenlerin antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesidir. Wang ve dig.
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(2016) Raman spektroskopisi ile bir laktik asit bakterisi olan Lactococcus lactis’in
ampisilin ve siprofloksasin tedavisine karsi gosterdigi biyokimyasal degisimleri
incelemis, her iki antibiyotigin bakteri hiicresinde farkli biyokimyasal degisimleri
gosteren farkli spektrumlara neden oldugu bildirilmistir [309]. Boylelikle metodun,
bakterilerin antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilabilecegi, bakteri ve
antimikrobiyal ilaglarin etkilesimlerinin biyokimyasal diizeyde aydinlatilmasina
olanak saglayacagi da rapor edilmistir.

Escoriza ve dig. 2006, Raman spektroskopisinin su kaynakli patojenlerin nicel
tespitindeki kullanilabilirligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, Raman o6l¢limii sonucu
elde edilen bantlarin, 6l¢iimii gergeklestirilen su 6rnegindeki hiicre sayistyla iligkili
oldugunu tespit etmis, yontemin mikrobiyal kontamine sularin hizli ve gilivenilir
olarak tespit edilmesinde etkili sekilde kullanilabilecegini belirtmistir [310].

Elsayeh ve Kandil (2016) bakterilerin tespit, identifikasyon ve endotoksinlerinin
belirlenmesinde Raman spektroskopisinin daha ucuz, basit, hassas ve hizli bir

yontem oldugunu belirtmistir [311].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Ornekleme Istasyonlari ve Tarihleri

Eylil 2016 — Mayis 2018 tarihleri arasinda Giiney Ege Bolgesi’nde 10 adet

gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) iftligine gidilerek O6rneklemeler
gerceklestirilmistir (Sekil 3.1; 3.2; 3.3; 3.4).

Sekil 3.1: Ornekleme bolgeleri.
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Sekil 3.3: 2 nolu bolgede 6rneklenen gokkusag: alabalig: ciftlikleri.
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Sekil 3.4: 3 nolu bolgede 6rneklenen gokkusagi alabalig: ¢iftlikleri.

3.2 Bakteriyel Bahk Patojenlerinin Izolasyonu ve identifikasyonu

Hastalik vakasi tespit edilen isletmelerden Slmek iizere olan ve klinik semptom
gosteren  baliklardan Orneklemeler yapilarak cerrahi ekipmanlarla  otopsi
gerceklestirilmistir. I¢ organlardaki patolojik bulgu olan dalak, karaciger ve
bobrekten aseptik kosullarda Triptic Soy Agar (TSA-Merck)’a bakteriyolojik ekim
yapilmistir. Ekim gergeklestirilen besiyerleri yiiksek sicakligin oldugu giinlerde
agarlarin sicakliktan etkilenmemesi i¢in laboratuvara seyyar buzluklar ile soguk
zincir saglanarak ulastirtlmistir (Sekil 3.5; 3.6; 3.7; 3.8; 3.9). Caligsma siiresince 20-
450 gr arahigindaki adet gokkusagi alabaliklari Orneklenmis olup, akut vaka
gorilmesi durumunda kulugkahane ve anag¢ Tnitelerindeki baliklardan da

mikrobiyolojik ekim gergeklestirilmis, toplam 1325 adet balik 6rneklenmistir.
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Sekil 3.5: Orneklemelerin gergeklestirildigi gokkusagi alabalig1 ciftliklerinden
ornekler.

Sekil 3.6: Beton havuzlarda hasta baliklarin tespiti.
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Sekil 3.7: Havuzlardan hasta balik numunelerinin alinmasi.
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Sekil 3.9: Baliklardan mikrobiyolojik ekimin ger¢eklestirilmesi.

Orneklemelerin ardindan ekim yapilan bakteriyolojik besiyerleri izmir Katip Celebi

Universitesi Balik Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’na getirilmis, 21 °C*de
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48 saate kadar inkube edilmistir. Bakteri kolonileri tespit edilmeye baslandiginda
oncelikle koloni morfolojileri incelenmis, ardindan hareket muayinesi, Gram
boyama, oksidaz ve katalaz testleri standart prosediire gore yapilmistir [312].
Incelenen kolonilerde tipik hareket ve morfoloji belirlenenler saflastirmak amaciyla
TSA besiyerine pasaje edilmistir. Ayrica bakterilerin iireme performansi ve koloni
morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla selektif Thiosulfate Citrate Bile Sucrose
(TCBS-Merck, Almanya) Agar, Cetrimide Agar (Merck, Almanya), Yersinia CIN
Agar (Merck, Almanya), EMB Agar (Merck, Almanya), Glutamate Starch Phenol
Red Agar - Pseudomonas Aeromonas Selective Agar (GSP, Merck, Almanya) ve
Waltman-Shotts Medium’a ekim yapilarak karsilastirilmistir (Sekil 3.10). Calisma
siiresince tiim besiyerleri 21 °C’de inkiibe edilerek, 12, 24 ve 48. saatlerde

gbzlenmistir. Her bir sus i¢in ikili kontrol grubu olusturulmustur.

Sekil 3.10: Calismada kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi.

Saflagtirilan kolonilerde alinan bakterilerin Gram boyama yontemiyle morfolojik
ozellikleri belirlendikten sonra uygun olan API 20E ve API rapid ID 32 STREP test
kitleri (BioMerieux S.A., Fransa) iretici firmanin belirttigi kullanma talimatlari
takip edilerek uygulanmistir. Striplerdeki renk degisimlerine gore pozitif veya
negatif olarak tespit edilen biyokimyasal test sonuglart APIWEB™ veri tabanina

girilerek biyokimyasal profile gére identifikasyon gerceklestirilmistir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11: Calismada kullanilan API 20E ve API rapid ID 32 STREP biyokimyasal
test kitleri.

Bakteriyel balik patojenlerinin  molekiiler identifikasyonu 16S rRNA gen
amplifikasyonu ile gerceklestirilmistir. DNA izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX
Tissue & Bacterial DNA izolasyon kiti (Polonya) iiretici firma talimatlar
dogrultusunda kullanilmistir. DNA izolasyonunun ardindan elde edilen DNA’larin
miktarint kontrol etmek i¢cin Thermo Scientific Nanodrop 2000 (USA) cihazinda
spektrofotometrik Ol¢iim gerceklestirilmistir. PCR calismasinda universal primer
olarak 27F-1492R primerleri kullanilmig ve tiir tayini i¢in hedeflenen gen bolgesi
cogaltilmistir. Kullanilan primer dizileri asagida belirtilmistir.

27F 5' AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3'

1492R 5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3

PCR iriinleri Macrogen Laboratuvarlari’na (Hollanda) sekans analizlerinin
gerceklestirilmesi  i¢in  gonderilmistir. Sekans datalar1  DNASTARLasergene
SEQMAN programi ile islenerek BLASTN 2.6.1 veritabaninda tanimlanmistir.
MEGA 7 programu ile de yakinlik matrisleri olusturulmustur.
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3.3 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Alternatif Kromojenik Besiyerlerinde

Ureme Performanslarimin Belirlenmesi

Biyokimyasal ve molekiiler olarak identifiye edilmis bakteriyel balik patojenleri,
kromojenik besiyerlerindeki iireme performanslart ve koloni morfolojilerinin
belirlenmesi amaciyla chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
(BioMerieux S.A., Fransa, {iriin no. 418229), chromID® CPS® Elite (BioMerieux
S.A. Fransa, iiriin no. 418284), chromID® S. aureus Elite (BioMerieux S.A., Fransa,
tirtin no. 419042), chromID® Vibrio (BioMerieux S.A., Fransa, iiriin no. 43761) ve
chromID® MRSA Smart (BioMerieux S.A., Fransa, iiriin no. 413050) kromojenik
besiyerlerine ekilmistir (Sekil 3.12). Ttim besiyerleri 21 °C’de inkiibe edilerek, 12,

24 ve 48. saatlerde gézlenmistir. Her bir sus icin ikili kontrol grubu olusturulmustur.

Sekil 3.12: Kromojenik besiyerine ekim.
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3.4 VITEK MS ile Bakteriyel Balik Patojenlerinin identifikasyonu

VITEK MS cihaz1 ile gerceklestirilen identifikasyon c¢alismasinda VITEK
MS/IVD/V.3.0 (BioM¢érieux, France) veritabani kullanilmistir.

Kanli agarda alt kiiltire alinan balik patojenlerine ait birer koloni VITEK MS
plakasma ince bir tabaka halinde yayilarak izolatlar hazirlanmigtir. 48 bolimliik
plagin her 16 boliimiiniin ortasina ince bir film olusturacak sekilde Escherichia coli
ATCC 8739 kontrol amaciyla kalibrasyon kuyucuklarina inokiile edilmis, ardindan
hazirlanan her bir kuyucuga matriks sollisyonu olan CHCA (a-Cyano-4-
hydroxycinnamic acid) den 1’er pl eklenmis ve oda 1sisinda 1-2 dakika kurumaya
birakilmistir. Ardindan plaka cihaza yerlestirilerek vakum ve kalibrasyonun ardindan
her bir izolatin spektrumu belirlenmistir. Ol¢iimler {iretici firmanin belirttigi ayarlar

dogrultusunda gergeklestirilmistir.

3.5 Bakteriyel Balik Patojenlerinin SEM (Scanning Electron Microscope) ile

Goriintiillenmesi

SEM c¢ekimi gerceklestirilecek olan balik patojenleri TSB’ye ekilerek 21 °C’de 12-
24 saat arasinda inkiibe edilmis ve ardindan Piroeva ve dig. (2013)’de belirtilen
protokol dogrultusunda SEM c¢ekimi i¢in belirtilen adimlar uygulanmistir. 400 mg
agar 50 mL distile suda ¢6zdiiriilerek, kaynamasina miisaade etmeden mikrodalgada
isittlmistir. 10 dakika siiresince UV ile sterilize edilmis olan lamlar 50-60 °C’ye
kadar sogutulan agar soliisyonuna daldirilmis ve {izerinde bir agar film olusmasi
saglanmistir. Hazirlanan lamlar horizontal olarak kurumaya birakilmis, daha sonra
pipet ile TSB’deki bakteri 6rnegi damlatilarak steril pipet yardimiyla yayilmistir.
Ornekler fiksasyon icin 30-45 dakika bekletilmistir. Ardindan lamlar 37 °C
sicakliktaki inkiibatorde agarin dehidre olmasi amaciyla 12 saat bekletilmistir.
Orneklerin dehidrasyonu igin ise klasik dehidrasyon protokolii uygulanmis (&rnekler
her birinde 30 dakika olmak iizere sirasiyla % 10, 25, 50, 75, 96 ve 99,99 oranlarinda
etanol soliisyonlarinda bekletilmistir) ve en sonunda dehidrasyonun tamamlanmasi
i¢in 37 °C’de 1 saat bekletilmislerdir [313]. izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan
QUORUM Q150 RES kaplama cihaz1 kullanilarak ayrintili ve net goriintii
alinabilmesi i¢in lamlar ince bir altin tabakayla (<10 nm) kaplanmis (Sekil 3.13),

ardindan Carl Zeiss 300 VP SEM cihaz1 (Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi
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Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma Merkezi) ile bakterilerin

goriintiilenmesi yapilmistir (Sekil 3.14).

Sekil 3.13: QUORUM Q150 RES kaplama cihazi / Izmir Katip Celebi Universitesi
Merkezi Arastirma Laboratuvari
(http://merkeziarastirmalab.ikc.edu.tr/S/15260/sem).

Sekil 3.14: Carl Zeiss 300 VP SEM cihazi / Izmir Katip Celebi Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvari (http://merkeziarastirmalab.ikc.edu.tr/S/15260/sem).
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3.6 Raman Spektroskopisi ile Bakteriyel Balik Patojenlerinin Spektrumlarinin

Belirlenmesi

3.6.1 Mikrobiyal suslarin hazirlanmasi

250 mL Tryptic Soy Broth (TSB, Merck)’de 21 °C’de 12 saat inkiibe edilen
patojenler 10 dakika 6000 rpm’de satrifiij edilerek (Hermle Labortechnik GmbH
2206A), siipernatant uzaklastirildiktan sonra bakteriyel pelet izotonik sodyum klorid
ile 2 kez yikanmigtir. Ardindan 1 Pa, - 40 °C’de XO-Instrment Freeze Dry (XO-12B)

da liyofilize edilmistir.

3.6.2 Raman spektrometresi ile dl¢iimlerin gerceklestirilmesi

Spektrometrik dlgiimler Renishaw Raman Spektrometresi ile izmir Katip Celebi
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde
gerceklestirilmistir. Ol¢iimlerde 50x objektif ve 785 nm lazer kullanilmistir (Sekil
3.15).

Spektrumlar SpectraGryph 1.2.8 Spectroscopy Software (Almanya) kullanilarak
grafiklestirilmis, spektrumlarin degerlendirilmesi literatiirde bildirilmis verilere gore
gerceklestirilmistir [217;310;314;315]. Prof. Dr. Erik Goormaghtigh’dan temin
edilen Kinetics yazilmi MATLAB igerisinde kullanilarak  spektrumlarin
diizenlenmesi, spektrumlar arasindaki farkliliklar, Principle Component Analizi
(PCA) ve kiimeleme analizleri gergeklestirilerek spektrumlar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 3.15: Raman Spektrometresi
(http://merkeziarastirmalab.ikc.edu.tr/S/15566/raman-spektrometresi-cihazi-foto-

galeri).
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4. BULGULAR

4.1 izole Edilen Bakteriyel Bahk Patojenleri

Gokkusagr alabaligi ciftliklerinde tespit edilen akut ve kronik vakalardan izole
edilen bakteriyel balik patojenleri, izolasyon tarihleri ve sus kodlari Tablo 4.1 ve
Tablo 4.2’de sunulmustur. Calisma siiresince Orneklenen toplam 1325 adet
gokkusagi alabaligin 675 adedinden L. garvieae, 355 adedinden Y. ruckeri, 175
adedinden V .anguillarum, 60 adedinden P. fluorescens ve 60 adedinden de A.
hydrophila izole edilmistir.

Tablo 4.1: Calisma siiresince 6rneklenen balik ¢iftlikleri, izole edilen patojenler,
izolasyon tarihleri ve ¢alisma bulgularinda belirtilen sus kodlari.

. . ~. | 1ZOLE EDILEN I1ZOLASYON

BALIK CIFTLIGI | "o 0o o T i SUS KODU

29.09.2016 ALG1

20.02.2017 ALG2

13.03.2017 ALG3

L ACtOCOCCUS 20.03.2017 ALG4

garvieae 13.05.2017 ALG5

08.07.2017 ALG6

10.08.2017 ALG7

12.03.2018 ALGS8

A 19.03.2018 ALG9

15.11.2016 AVAl

Vibrio anguillarum 24.12.2016 AVAZ

26.09.2017 AVA3

22.03.2018 AVA4

18.10.2016 AYR1

Yersinia ruckeri 24.12.2016 AYR2

20.03.2017 AYR3

01.05.2017 AYR4

25.07.2017 BLG1

Lactococcus 25.09.2017 BLG2

B garvieae 04.05.2018 BLG3

07.07.2018 BLG4

Yersinia ruckeri 25.07.2017 BYR1

Vibrio anguillarum 25.07.2017 BVAlL
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Tablo 4.2: Calisma siiresince drneklenen balik ¢iftlikleri, izole edilen patojenler,
izolasyon tarihleri ve ¢alisma bulgularinda belirtilen sus kodlar1 (Devam).

. ... | 1ZOLE EDILEN I1ZOLASYON
BALIK CIFTLIGI | "o o FN ER TARIHI SUS KODU
Aeromonas 09.06.2017 CAH1
hydrophila
c Pseudomonas 09.06.2017 CPF1
fluorescens 06.07.2017 CPF2
Yersinia ruckeri 06.07.2017 CYRI
14.03.2018 CYR2
14.12.2017 DLG1
Lactococcus 15.02.2018 DLG2
D garvieae 19.03.2018 DLG3
19.05.2018 DLG4
Yersinia ruckeri 15.02.2018 DYR1
Aeromonas

E hydrophila 22.06.17 EAH1
Vibrio anguillarum 20.06.2017 EVAl
Yersinia ruckeri 24.03€0E 7 FYRI
F 04.01.2018 FYR2
LEcoceL 24.03.2017 FLG1

garvieae
LaclgBpclis 09.09.2017 GLG1

G garvieae
Yersinia ruckeri 03.02.2018 GYR1
H Yersinia ruckeri 02.01.2017 HYR1
| Lactococcus 30.10.2017 ILG1

garvieae
Lactococcus 31.08.2018 KLG1
K garvieae 22.09.2018 KLG2
Vibrio anguillarum 22.09.2018 KVA1l
Yersinia ruckeri 22.09.2018 KYR1

4.2 Klinik ve Patolojik Bulgular

4.2.1 Aeromonas hydrophila

A. hydrophila izole edilen 6lmek iizere olan, hasta gokkusagi alabaliklarinda klinik

bulgu olarak viicut yiizeyinde furunkul, tlser, gozlerde ekzoftalmus ve viicudun

ventral bolgesinde hemorajilere rastlanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: A, B: Viicut ylizeyinde furunkul olusumu; C: Ventralde hemoraji; D:
Viicut yiizeyinde iilser ve ekzoftalmus.

Otopsi bulgularinda ise karaciger ve dalakta biiylime, karacigerde petesiyel hemoraji

ve bagirsakta hemorajik diyare tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: A: Karacigerde biiylime ve bagirsakta hemoraji; B: Karaciger ve dalakta
biiyiime, bagirsakta hemorajik diyare; C: Karacigerde petesiyel hemoraji (K:
karaciger, BR: bagirsak, D: dalak).
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4.2.2 Lactococcus garvieae

Laktokokkozis hastaligi etkeni olan L. garvieae genel olarak havuz yiizeyinde

durgun yiizen ve rengi kararmis gékkusagi alabaliklarindan izole edilmistir (Sekil
4.3).

Sekil 4.3: Havuz yiizeyinde durgun yiizen gokkusag alabaliklari.

Klinik belirtilerde tek veya cift tarafli ekzoftalmus, korneada opaklik, asites,
periokiiler kanama, pelvik yilizge¢ kaidelerinde hemoraji ve prolapsus tespit
edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: A, B: Ekzoftalmus, asites ve renkte kararma, C: Periokiiler kanama ve ¢ift
tarafli ekzoftalmus; D, E: Asites ve pelvik yiizgec kaidelerinde hemoraji ve
prolapsus.

Calisma siiresince orneklenen anag baliklardan da L. garvieae izole edilmistir. Anag
baliklarda goriilen klinik belirtiler ise renkte kararma, periokiiler kanama, asites ve

prolapsustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 A: Orneklenen anag baliklarda renkte kararma, periokuler kanama ve
asites; B: Orneklenen anag baliklarda periokuler kanama; C: Anag balikta prolapsus.

Saha g¢alismalarinda 3-4 gr agirhiga sahip yavru baliklardan da L. garvieae izole
edilmistir. Rengi kararmig baliklarda ¢ift tarafli ekzoftalmus tespit edilmistir (Sekil

4.6).

Sekil 4.6: Yavru balikta cift tarafli ekzoftalmus.

Laktokokkozis goriilen balilarin  otopsi bulgularinda karacigerde soluk renk,
karaciger ve dalakta biiyime, yag doku, testisler, hava kesesi ve pilorik sekada
petesiyel hemoraji, bagirsakta hemorajik diyare, abdominal boslukta kanli sivi

birikmesi ve periton duvarinda ekimoz goriilmiistiir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: A: Abdominal boslukta kanl1 s1v1 birikmesi, testislerde petesiyel hemoraji
ve hemorajik diyare; B: Karaciger ve dalakta biliyiime, yag doku ve pilorik sekada
petesiyel hemoraji; C: Hava kesesinde petesiyel hemoraji, bagirsakta hemorajik
diyare; D: Periton duvarinda ekimoz ve karacigerde soluk renk ve petesiyel kanama
(K: karaciger, T: testis, D: dalak, YD: yag doku, PS: pilorik seka, HK: hava kesesi,
PD: periton duvari, BR: bagirsak).
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Anag baliklara yapilan otopside periton duvari ve hava kesesinde ekimoz, dalak ve

karacigerde biiylime ve yaygin hemoraji, hava kesesi ve testislerde yaygin hemoraji

ile karacigerde petesiyel hemoraji tespit edilmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: A: Anag balikta periton duvarinda ve hava kesesinde ekimoz; B: Anag
balikta hava kesesi ve testislerde yaygin hemoraji, bagirsaklarda hemorajik diyare; C:
Anag balikta dalak ve karacigerde biiyiime ve petesiyel hemoroji ile yaygin hemoraji
(PD: periton duvari, T: testis, K: karaciger; D: dalak, HK: hava kesesi, BR: bagirsak)

4.2.3 Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens izole edilen baliklarda klinik olarak renkte kararma, kaudal yiizgeg ve

cevresi ile dorsal yiizge¢ gerisinde erime belirlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: A, B: Renkte kararma, kaudal yiizge¢ ve dorsal yiizgec gerisinde erime,
kaudal yiizgecte erime; C, D: Dorsal yiizgeg gerisinde erime.

P. fluorescens izole edilen baliklarin otopsi bulgulari olarak ise karaciger ve dalakta
bliylime, abdominal boslukta kanli s1v1 toplanmasi ve bagirsakta kanli diyare tespit

edilmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: A: Dorsal yiizgeg gerisinde ve kaudal ylizgecte erime, karacigerde
biiyiime ve abdominal boslukta kanli s1v1 toplanmasi; B: Dorsal yiizge¢ gerisinde
erime, karaciger ve dalakta biiyiime, bagirsakta kanli diyare (K: karaciger, D: dalak,
BR: bagirsak).

4.2.4 Vibrio anguillarum

Vibriozis hastaligi etkeni olan V. anguillarum’un izole edildigi baliklarda klinik
bulgular 6zellikle viicudun ¢esitli bolgelerinde ekimoz, iilserler, asites, ekzoftalmus,
pektoral ve anal yiizge¢ kaidesinde hemoraji, yiizgeclerde erime, operkul altinda
derin iilser, ag1z i¢i ve c¢evresinde hemoraji ile prolapsus gozlenmistir (Sekil 4.11;

4.12).
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Sekil 4.11: A: Viicut yiizeyinde iilserler, asites ve ekzoftalmus; B: Viicut yiizeyinde
iilser; C: Viicut ylizeyinde hemorajili fokal derin tilser; D: Solungag kapag altinda
derin iilser; E: Viicut ylizeyinde ekimoz.
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Sekil 4.12: A: Viicut yiizeyinde iilser, pektoral ylizge¢ kaidesinde hemoraji ve
yiizgeg erimesi; B: Dilde ve alt cenede hemoraji; C: Anal ylizgeg kaidelerinde
hemoraji ve prolapsus.

Vibriozisli baliklarin otopsi bulgularinda ise karacigerde soluk renk ve petesiyel
hemoraji, midede sivi birikmesi, yag dokuda yaygin hemoraji ve bagirsakta

hemorajik diyare gézlenmistir (Sekil 4.13).

56



Sekil 4.13: A, B: Karacigerde petesiyel hemoraji; C: Karacigerde soluk renk ve
petesiyel hemoraji; D: Midede siv1 birikmesi, yag dokuda yaygin hemoraji,
bagirsakta hemorajik diyare (K: karaciger, BR: bagirsak, YD: yag doku).

57



4.2.5 Yersinia ruckeri

Yersiniozis hastaligi etkeni olan Y. ruckeri’nin izole edildigi baliklarda renkte
kararma, periokiiler kanama ve gbz cevresinde hemoraji, agiz ve agiz ¢evresinde
hemoraji, operkul cevresi ve yiizgeglerde yaygin hemoraji olustugu gozlenmistir

(Sekil 4.14; 4.15).

Sekil 4.14: A: Periokiiler kanama ve renkte kararma; B: Agiz ¢cevresinde hemoraji;
C: Yiizgeglerde hemoraji.

Sekil 4.15: A: Periokiiler kanama; B: Operkul ¢evresinde yaygin hemoraji; C:
Agizda hemoraji.

Yersiniozisli baliklarin otopsi bulgularinda ise karacigerde soluk renk ve petesiyel
hemoraji, bagirsakta hemorajik diyare, karaciger ve dalakta biiylime, pilorik seka,
bobrek, yag doku ve testislerde yaygin hemoraji ve abdomen boslugunda kanli sivi

toplanmasi tespit edilmistir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16: A: Karacigerde soluk renk ve petesiyel hemoraji ve hemorajik diyare; B:
Karaciger ve dalakta biiyiime, pilorik sekada yaygin hemoraji, bagirsakta hemorajik
diyare; C: Karaciger renginde solma ve petesiyel hemoraji; D: Bobreklerde yaygin
hemoraji; E: Pilorik sekada petesiyel hemoraji (K: karaciger, D: dalak, PS: pilorik
seka, BR: bagirsak, B: bobrek).

4.3 izolasyon ve Identifikasyon

4.3.1 Aeromonas hydrophila

A. hydrophila suslarmin TSA besiyerinde primer izolasyonda gostermis oldugu

koloni morfolojisi ve Gram boyama goriintiisii Sekil 4.17°de sunulmustur.

Sekil 4.17: A: TSA’da A. hydrophila kolonileri B: A. hydrophila Gram boyama.

A. hydrophila’nin segici besiyerlerinde tireme kabiliyetleri karsilastirildiginda EMB

besiyerinde zayif bir iireme olmus, Cetrimide agarda ise lireme gerceklesmedigi
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tespit edilmistir. GSP besiyerinde sari/yesil koloni olusumlari, Yersinia CIN
besiyerinde ise turuncu renkli koloniler olustugu gozlenmistir (Sekil 4.18).

Sekil 4.18: A: EMB besiyerinde A. hydrophila, B: Cetrimide besiyerinde A.
hydrophila, C: GSP besiyerinde A. hydrophila, D: Yersinia CIN besiyerinde A.
hydrophila.

2 farkl ¢iftlikten izole edilen A. hydrophila suslarinin biyokimyasal 6zellikleri API
20E test kitleri ile belirlenmis ve sonuglar APIWEB™  veritabaninda kontrol
edilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3: Izole edilen A. hydrophila suslarinin morfolojik ve API 20E test

profilleri.
CAH1 EAH1
Gram boyama - -
Hareket + +
Oksidaz + +
Katalaz + +
ONPG + +
ADH + +
LDC - -
oDC - -
Sitrat - -
H,S + +
Urease - -
TDA - -
Indol + +
VP + +
Gelatin + g
Glukoz + +
Mannitol + +
Inositol - -
Sorbitol + +
Rhamnose = -
Sucrose + +
Melibiose - -
Amygdalin + +
Arabinose + +

+: Pozitif; -: Negatif O/F (Oxidative-Fermentative Medium), O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine), ONPG (ortho-Nitrophenyl-p-galactoside), ADH (Arginine dihydrolase), LDC
(Lysine decarboxylase), ODC (Ornithine decarboxylase), TDA (Deaminase), VP (Asetoin iiretimi)

Izole edilen ve biyokimyasal tanimlamasi gergeklestirilen A. hydrophila suslarmimn
16S rRNA gen sekanslarinin belirlenmesi sonucu GenBank’ta MK880338.1 ve
MKO014495.1 suslartyla %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan dizileme
islemleriyle suslarin elde edilen sonug dizisi asagida sunulmustur.

>CAH1
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
ACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCA
AGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGT
CATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCGTAC
AGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAAAGCGCGTCGT
AGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAAGTCGGAATCGCTAGT
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AATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACA
CCGCCCGTCACACCATGGGAG

>EAH1
AGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTGGGGATCTGCCCAGTCGAGGGGGA
TAACAGTTGGAAACGACTGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAG
GAGGGGACCTTCGGGCCTTTCGCGATTGGATGAACCCAGGTGGGATTAG
CTAGTTGGTGGGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTG
AGAGGATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGAAACCCTGATGCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGA
GGAGGAAAGGTTGGCAGCTAATATCTGTCAGCTGTGACGTTACTCGCAG
AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGT
GCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTGG
ATAAGTTAGATGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAATTGCATTTAAA
ACTGTTCAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCG
GTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGLCGGLCCCCC
TGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGAT
TAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGATTTGGAGGCTGTG
TCCTTGAGACGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAATCGACCGCCTGGGG
AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTG
GCCTTGACATGTCTGGAATCCTGTAGAGATACGGGAGTGCCTTCGGGAAT
CAGAACACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTG
GGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTGTCCTTTGTTGCCAGCACGTA
ATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGGCCAGGGCTACACACGTGCT
ACAATGGCGCGTACAGAGGGCTGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCC
AAAAAGCGCGTCGTAGTCCGGATCGGAGTCTGCAACTCGACTCCGTGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCAAATCAGAATGTTGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAC
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4.3.2 Lactococcus garvieae

L. garvieae suslarinin TSA’daki koloni ve Gram boyama goriintimleri Sekil 4.19°da

sunulmustur.

Sekil 4.19: A: TSA’da L. garvieae kolonileri B: L. garvieae Gram boyama.

Segici besiyerlerinde WS, GSP ve Cetrimide agara mikrobiyolojik ekimi yapilan L.
garvieae suslariin sadece WS besiyerinde koloni olusturdugu goriilmiis, diger iki

besiyerinde tireme gozlenmemistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: A: WS besiyerinde L. garvieae, B: GSP besiyerinde L. garvieae C:
Cetrimide besiyerinde L. garvieae.
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7 farkli giftlikteki hasta baliklardan izole edilen 22 adet L. garvieae susuna ait API
Rapid ID 32 STREP biyokimyasal test kiti sonuglar1 Tablo 4.4 ve 4.5°de

sunulmustur.
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Tablo 4.4: Izole edien L. garvieae suslarinin morfolojik ve API Rapid ID 32 STREP test profilleri.

ALG1l | ALG2 | ALG3 | ALG4 | ALG5 | ALG6 | ALG7 | ALG8 | ALGY BLG1 BLG2 BLG3 BLG4 DLG1 DLG2 DLG3 DLG4 FLG1 GLG1 ILG1 KLG1 KLG2

Gram
boyama

Hareket - - - - - - - - -

Oksidaz - - - ; - - - - - - - 2 - - - - - - - - - -

Katalaz -

ADH - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
BGLU - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

BGAR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

BGUR - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

GAL -

PAL

RIB

+|+|
+|+|
+|+|
+|+|
+| 4]
+| 4]
+| 4]
+| 4]
+| 4]
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+[+ ]|
+[+ ]|
+[+ ]|

MAN

SOR

LAC

+|+]
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |
+ |

TRE

RAF

VP

+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+|+]
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |4
+ |4
+ |4

APPA

BGAL

+ |
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+

PyrA

BNAG - - - - - - - -

GTA

+
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'
'

HIP - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

GLYG - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

PUL

+: Pozitif; -: Negatif
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Tablo 4.5: Izole edien L. garvieae suslarinin morfolojik ve API Rapid ID 32 STREP test profilleri (Devam).

ALG1

ALG2

ALG3

ALG4

ALG5

ALG6

ALG7

ALG8

ALGY9

BLG1

BLG2

BLG3

BLG4

DLG1

DLG2

DLG3

DLG4

FLG1

GLG1

KLG1

MAL

+

+

+

+

MEL

MLZ

SAC

+

+

LARA

DARL

MBDG

TAG

+| 4|

+|+|

BMAN

CDEX

URE

+: Pozitif; -: NegatifO/F:

Oxidation/Fermentation; ADH: L-arginine, BGLU: B-glucosidase; BGAR: B-Galactosidase; BGUR; B-glucuronidaseaGAL: a-galactosidase; PAL:

alkaline phosphatase, RIB: D-ribose; MAN: Mannitol; SOR: Sorbitol; LAC: Lactose; TRE: D-trehalose; RAF: D-raffinose; VP: Voges Proskauer; APPA: L-alanyl-L-

phenylalanyl-L-proline3-naphthylamide, BGAL: B-galactosidase; PYRA: pyroglutamic acid-B-naphthylamide, 3-NAG: N-AcetylB3-Glucosaminidase, GTA: Glycyl-

Tryptophan Arylamidase, HIP: Hydrolysis of HIPpurate, GLYG: Glycogen; PUL: Pullulan; MAL: D-maltose; MEL: D-Melibiose; MLZ: D-melezitose; SAC: D-saccharose;
LARA: L-arabinose; DARL: D-arabitol; MpDG: methyl-BD-glucopyranoside; TAG: D-tagatose; p MAN: B-mannosidase; CDEX: Dcyclodextrin; URE: Ureaz
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izole edilen ve biyokimyasal tanimlamasi gerceklestirilen L. garvieae suslarmin 163
rRNA gen sekanslarinin belirlenmesi sonucu Lactococcus genusuna ait oldugu
belirlenmis, GenBank’ta MK559554.1, CP026502.1 ve LC377165.1 suslariyla %100
benzerlik gosterdidi tespit edilmistir. Calismanin ilerleyen adimlarinda kullanilacak
olan L. garvieae suslarinin ¢ift yonlii dizi analizi sonuglar1 agagida belirtilmistir.
>ALG4
CAATGAGAATCCCATGATTCTTATTTAAAAGAAGCAATTGCTTCACTACT
TGATGATCCCGCGTTGTATTAGCTAGTTGGTAGTGTAAAGGACTACCAAG
GCGATGATACATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTG
AGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCA
ATGGGGGCAACCCTGACCGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTC
GGATCGTAAAACTCTGTTGTTAGAGAAGAACGTTAAGTAGAGTGGAAAA
TTACTTAAGTGACGGTATCTAACCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTCCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGC
GTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTAAAAGGCAGTGGC
TCAACCATTGTGTGCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGA
GAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGAGGAAC
ACCGGAGGCGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGA
AAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAA
ACGATGAGTGCTAGCTGTAGGGAGCTATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAA
AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCG
AAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTCGTGCTATCCTTA
GAGATAAGGAGTTCCTTCGGGACACGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATTACTAGTTGCCATCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCG
GTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTCGCCA
ACCCGCGAGGGTGCGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGCA
GGCTGCAACTCGCCTGCATGAAGT

>GLG1
CTAGTTGGTAGTGTAAAGGACTACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAG
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CAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACGTTAAGTAGAGTGGAAAATTACTTAAGTGACGGTATCTAA
CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TCCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTT
CTTAAGTCTGATGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTGTGCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGAGGCGAAAGCGGCTCTCT
GGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGCTGTAGGGA
GCTATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAAAACCTTACCA
GGTCTTGACATACTCGTGCTATCCTTAGAGATAAGGAGTTCCTTCGGGAC
ACGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAACTCGGGTCGTGAGATGTT
GGGTTAA

>ILG1
CTAGTTGGTAGTGTAAAGGACTACCAAGGCGATGATACATAGCCGACCT
GAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTAC
GGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGGGGGCAACCCTGACCGAG
CAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGTTTTCGGATCGTAAAACTCTGTTGTTA
GAGAAGAACGTTAAGTAGAGTGGAAAATTACTTAAGTGACGGTATCTAA
CCAGAAAGGGACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGG
TCCCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGTGGTTT
CTTAAGTCTGATGTAAAAGGCAGTGGCTCAACCATTGTGTGCATTGGAAA
CTGGGAGACTTGAGTGCAGGAGAGGAGAGTGGAATTCCATGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGATATATGGAGGAACACCGGAGGCGAAAGCGGCTCTCT
GGCCTGTAACTGACACTGAGGCTCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGCTGTAGGGA
GCTATAAGTTCTCTGTAGCGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGG
AGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAAAACCTTACCA
GGTCTTGACATACTCGTGCTATCCTTAGAGATAAGGAGTTCCTTCGGGAC
ACGGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAACTCGGGTCGTGAGATGTT
GGGTTAA
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4.3.3 Pseudomonas fluorescens

P. fluorescens’in genel besiyeri olan TSA daki koloni gériiniimii ile Gram boyama

goriintlisti Sekil 4.21°de verilmistir.

Sekil 4.21: A: TSA’da P. fluorescens kolonileri B: P. fluorescens Gram boyama.
P. fluorescens mikrobiyolojik ekim yapilan WS, EMB, Cetrimide, GSP ve Yersinia
CIN besiyerinde tireme kabiliyeti gostermis, koloni morfolojileri ve renkleri de Sekil

4.22’de sunulmustur.

Sekil 4.22: A: WS besiyerinde P. fluorescens, B: EMB besiyerinde P. fluorescens,
C: Cetrimide besiyerinde P. fluorescens,D: GSP besiyerinde P. fluorescens, E:
Yersinia CIN besiyerinde P. fluorescens.
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Calisma stiresince aymi ¢iftlikten 2 farkli tarihte P. fluorescens izole edilmistir.

Suslara ait API 20E test sonuglar1 ile morfolojik profilleri Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.6: izole edilen P. fluorescens suslarmin morfolojik ve API 20E test
profilleri.

CPF1 CPF2

Gram boyama - -
Hareket + +
Oksidaz + +
Katalaz + +
ONPG - -
ADH + +
LDC - -
oDC - -
Sitrat + +
H,S - -
Urease - -
TDA - -
Indol - -
VP + +
Gelatin + 0
Glucose + +
Mannitol - -
Inositol - -
Sorbitol - -
Rhamnose - -
Sucrose - -
Melibiose + +
Amygdalin - -

Arabinose + +
+: Pozitif; -: Negatif O/F (Oxidative-Fermentative Medium), O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine), ONPG (ortho-Nitrophenyl-p-galactoside), ADH (Arginine dihydrolase), LDC
(Lysine decarboxylase), ODC (Ornithine decarboxylase), TDA (Deaminase), VP (Asetoin liretimi)

P. fluorescens suslarmin 16S rRNA gen sekanslarmin belirlenmesi sonucu
GenBank’ta CP017296.1 susuyla %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmis olup,
yapilan dizileme igslemleriyle suslarin elde edilen sonug dizisi asagida gosterilmistir.
>CPF1 - CPF2
TGCAGTCGAGCGGTAGAGAGAAGCTTGCGTTCTCTTGAGAGCGGCGGAC
GGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTTCGG
AAACGGACGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGACCT
TCGGGCCTTGCGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGA
GGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGAT
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CAGTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA
GTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGT
GTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGG
GTTGTAGATTAATACTCTGCAATTTTGACGTTACCGACAGAATAAGCACC
GGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTA
ATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGAT
GTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCAAAACTGACTGACTA
GAGTATGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
GATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTAATACT
GACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCGTGG
TAGTCCACGCCGTAAACGATGTCAACTAGCCGTTGGAAGCCTTGAGCTTT
TAGTGGCGCAGCTAACGCATTAAGTTGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGC
AAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCCTTGACATC
CAATGAACTTTCTAGAGATAGATTGGTGCCTTCGGGAACATTGAGACAGG
TGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCC
GTAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTACCAGCACGTTATGGTGGGCAC
TCTAAGGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCA
AGTCATCATGGCCCTTACGGCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGG
TACAGAGGGTTGCCAAGCCGCGAGGTGGAGCTAATCCCATAAAACCGAT
CGTAGTCCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGTCGGAATCGCT
AGTAATCGCGAATCAGAATGTCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTAC
ACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCTACCAGAAGTAGCTAGT
CTAACCTTCGGGAGGACGGTA

4.3.4 Vibrio anguillarum

V. anguillarum’un TSA’da genel koloni morfolojisi ile Gram boyama goriintiisii

Sekil 4.23’de sunulmustur.
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Sekil 4.23: A: TSA’da V. anguillarum kolonileri B: V. anguillarum Gram boyama.

Identifiye edilen V. anguillarum suslarmin cesitli selektif besiyerleri iizerinde {ireme
kabiliyeti, koloni morfolojisi ve pigmentasyonu gozlenmis, Vibrio tiirleri i¢in segici
olan TCBS agar da sar1 renkli homojen koloniler goriiliirken, Yersinia tiirleri i¢in
selektif olan WS besiyerinde iireme gozlenmis, ancak pigmentasyon tespit
edilmemistir. EMB ve Cetrimide besiyerlerinde iireme gozlenmezken, GSP ve
Yersinia CIN besiyerlerinde hafif pigmentasyon goriilmiis ancak koloni olusumu
tespit edilmemistir (Sekil 4.24).

Sekil 4.24: A: TCBS agarda V. anguillarum, B: WS besiyerinde V. anguillarum, C:
EMB besiyerinde V. anguillarum, D: Cetrimide besiyerinde V. anguillarum, E: GSP
besiyerinde V. anguillarum, F: Yersinia CIN besiyerinde V. anguillarum.
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Calisma stiresince 4 farkli gokkusagi alabaligi ¢iftliginden izole edilen 7 adet V.
anguillarum susuna ait baz1 morfolojik degerleri ile API 20E biyokimyasal test

sonuclar1 Tablo 4.7’de sunulmustur.

Tablo 4.7: izole edilen V. anguillarum suslarinin morfolojik ve API 20E test

profilleri.
AVAl | AVA2 | AVA3 AVA4 BVA1l EVA1 KVA1
Gram boyama - - - - - - -
Hareket + + + + + + +
Oksidaz + + + + + + +
Katalaz + + + + + + +
O/F F F F F F F F
0/129 + + + + + + +
ONPG + + + + + + +
ADH + + + + + + +
LDC - - - - - - -
obC - = i - - - -
Sitrat + + + + + + +
H,S = - - - - - -
Urease - i - - - - -
TDA - F = = = - -
Indol - - - 5 - - -
VP + + + + + + +
Gelatin + + + + + + +
Glucose + + + + + + +
Mannitol + + + + + + +
Inositol + + + + + + +
Sorbitol + + + + + + +
Rhamnose - - - - - - -
Sucrose + + + + + + +
Melibiose - - - - - - -
Amygdalin - - - - - - -
Arabinose + + + + + + +

+: Pozitif; -: Negatif O/F (Oxidative-Fermentative Medium), O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine), ONPG (ortho-Nitrophenyl-B-galactoside), ADH (Arginine dihydrolase), LDC
(Lysine decarboxylase), ODC (Ornithine decarboxylase), TDA (Deaminase), VP (Asetoin {iretimi)

Izole edilen ve biyokimyasal tanimlamas: gerceklestirilen V. anguillarum suslarmimn
16S rRNA gen sekanslarinin belirlenmesiyle GenBank’ta CP020534.1,CP011436.1
ve LC475108.1 susuylariyla %100 benzerlik gosterdigi tespit edilmis, yapilan
dizileme islemleriyle, ilerleyen asamalarda kullanilacak suslarin elde edilen sonug
dizisi asagida gosterilmistir.

>AVAl
AAACTGGTTCACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCLCC
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CCTGGACAGATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTG
TGGCCTTGAGCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTACTCTTGACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGG
GAGCTCTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAAT
GTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCG
AGTCATGTCGGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAG
GTGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGTTACACA
>BVAl
CAGTCGAGCGGCAGCACAGAGGAACTTGTTCCTTGGGTGGCGAGCGGCG
GACGGGTGAGTAATGCCTAGGAAATTGCCCTGATGTGGGGGATAACCAT
TGGAAACGATGGCTAATACCGCATGATGCCTACGGGCCAAAGAGGGGGA
CCTTCGGGCCTCTCGCGTCAGGATATGCCTAGGTGGGATTAGCTAGTTGG
TGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGAT
GATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCG
CGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGTCGTGAGGAA
GGTGGTGTTGTTAATAGCAGCATCATTTGACGTTAGCGACAGAAGAAGC
ACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCATGCAGGTGGTGGATTAAGTC
AGATGTGAAAGCCCGGGGCTCAACCTCGGAACCGCATTTGAAACTGGTT
CACTAGAGTACTGTAGAGGGGGGTAGAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAAT
GCGTAGAGATCTGAAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAG
ATACTGACACTCAGATGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGTTGTGGCCTTGA
GCCGTGGCTTTCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACG
GTCGCAAGATTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTG
ACATCCAGAGAAGCCAGCGGAGACGCAGGTGTGCCTTCGGGAGCTCTGA
GACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTGTTTGCCAGCGAGTCATGTC
GGGAACTCCAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGAC
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GACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAA
TGGCGCATACAGAGGGCAGCAAGCTAGCGATAGTGAGCGAATCCCAAAA
AGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGC
CTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTG
GGTAGTTTAACCTTTCGAGGAGGACGCTCACC

>EVAL
GGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGA
AAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCAGATT
AGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGT
CTGAGAGGATGATCCGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCT
ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCC
AGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAG
CGAGGAGGAGGCTACTTAGATTAATACTCTAGGATAGTGGACGTTACTCG
CAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAG
GGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCGGC
TTTTTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGCATTCG
ATACTGGGAAGCTAGAGTATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAG
CGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGCGAAGGCAGCCA
TCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGAGCAAACAGG
ATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGG
GGCCTTTGAGGCTTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTAGACCGCCTGG
GGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCA
CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTAC
CTGGTCTTGACATAGTAAGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGG
AACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGG
GTTAAGCCGGGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGG
CGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACG
TGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAAT
CTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATG
AAGTCGGAATCGTTAGTAATCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGT
TCCC
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4.3.5 Yersinia ruckeri

Y. ruckeri’nin TSA’daki koloni goriiniimii ile Gram boyama goriinimii Sekil 4.25’de

sunulmustur.

Sekil 4.25: A: TSA’da Y. ruckeri kolonileri B: Y. ruckeri Gram boyama.
Identifikasyonun ardindan selektif besiyerleri {izerine ekim yapilan Y. ruckeri
suglarinin lizerinde tireme kabiliyeti, koloni morfolojisi ve besiyerlerinin igeriklerine
gore renk degisikleri gozlenmis, Yersinia tiirleri i¢in selektif ozellikte olan WS
besiyerinde bakterilerin Tween 80 hidrolizi sonucu koloniler etrafinda ¢6ziinmeyen
kalsiyum tuzlari tespit edilmistir. EMB ve Yersinia CIN besiyerlerinde iireme
goriiliirken, Cetrimide ve GSP besiyerlerinde herhangi bir koloni olusumu

olmamistir (Sekil 4.26).

Sekil 4.26: A: WS besiyerinde Y. ruckeri, B: EMB besiyerinde Y. ruckeri, C:
Cetrimide besiyerinde Y. ruckeri, D: GSP besiyerinde Y. ruckeri, E: Yersinia CIN
besiyerinde Y. ruckeri.
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8 farkli isletmeden izole edilen 13 adet Y. ruckeri susunun bazi morfolojik ve API
20E test kitleri sonuglar1 dogrultusunda belirlenen biyokimyasal profilleri Tablo

4.8’de sunulmustur.
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Tablo 4.8: Izole edilen Y. ruckeri suslarmim morfolojik ve API 20E test profilleri.

AYR1 | AYR2 | AYR3 | AYR4 | BYR1 | CYR1 | CYR2 | DYR1 | FYR1 | FYR2 | GYR1 | HYR1 | KYR1

Gram
boyama
Hareket
Oksidaz
Katalaz
ONPG
ADH - - - - - - - - - - - - -
LDC + + + + + + + + + + + + +
oDC + + + + + + + + + + + + +
Sitrat + + + + + + + + + + + + +
H2S - - - - - - - - - - - - -
Urease - - - - - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - - - - - -
Indol - -
VP + +
Gelatin + +
+ +
+ +

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

+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+

Glucose
Mannitol
Inositol - - - - - - - - - - - - B
Sorhitol - - - - - - - - - - - - i
Rhamnose - - - - - - - - - - - _ B
Sucrose - - - - - - - - - - - - _
Melibiose - - - - - - - - - - - - _
Amygdalin - - - - - - - - - - - - _
Arabinose - - - - - - - - - - - - i
+: Pozitif; -: Negatif O/F (Oxidative-Fermentative Medium), O/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine), ONPG (ortho-Nitrophenyl-p-galactoside), ADH (Arginine
dihydrolase), LDC (Lysine decarboxylase), ODC (Ornithine decarboxylase), TDA (Deaminase), VP (Asetoin {iretimi)
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Y. ruckeri suslarinin 16S rRNA gen sekanslarinin belirlenmesi sonucu GenBank’ta
CP025800.1,MK548507.1 ve CP011078.1 susuylariyla %100 benzerlik gosterdigi
tespit edilmistir. Izole edilen Y. ruckeri suslari arasinda ilerleyen asamalarda
kullanilacak suslarin elde edilen sonug dizisi asagida belirtilmistir.

>AYR1
GGGGATCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATA
CCGCATAACCTCGCAAGAGCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCA
TCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACC
TAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAA
CTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGC
ACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCC
TTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTAAGTGTTAATA
GCACTGAACATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTG
CCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG
GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCG
AGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGA
GGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGG
AATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTG
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTG
TAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGC
TAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACT
CAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAACTTGG
CAGAGATGCCTTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCT
GTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGC
CCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGTGAA
GCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCACATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGA
TTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAG
ATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCC

>BYR1
GAAGGGGATAACTACTGGAAACGGTAGCTAATACCGCATAACCTCGCAA
GAGCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCTCACGCCATCGGATGAACCCAGAT
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GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTA
GCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCC
TGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCA
CTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTAAGTGTTAATAGCACTGAACATTGACG
TTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAA
TACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGC
AGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACT
GCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCA
GGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAG
GCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGC
AAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCTGTAAACGATGTCGACTTG
GAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGACGGGG
GCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGA
ACCTTACCTACTCTTGACATCCACAGAACTTGGCAGAGATGCCTTGGTGC
CTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTG
TGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTG
CCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAGGGAGACTGCCGGTGACAAACCGG
AGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGCAGATACAAAGTGAAGCGAACTCGCGAGAGC
AAGCGGACCACATAAAGTCTGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCG
ACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTAGATCAGAATGCTACGGTG
AATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCC

>FYR1
AATGTCTGGGGATCTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTA
GCTAATACCGCATAACCTCGCAAGAGCAAAGTGGGGGACCTTCGGGCCT
CACGCCATCGGATGAACCCAGATGGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAATG
GCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCAGCCAC
ACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGA
ATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCAGCGAGGAGGAAGGGTTAAGT
GTTAATAGCACTGAACATTGACGTTACTCGCAGAAGAAGCACCGGCTAA
CTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
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ATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAA
ATCCCCGAGCTTAACTTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTC
TTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGAT
CTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGC
TCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTC
CACGCTGTAAACGATGTCGACTTGGAGGTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTT
CCGGAGCTAACGCGTTAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGT
TAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTGACATCCACAG
AACTTGGCAGAGATGCCTTGGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTG
CATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAAC
GAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCACGTAATGGTGGGAACTCAAG
GGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCA
TCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCAGATACA
AAGTGAAGCGAACTCGCGAGAGCAAGCGGACCACATAAAGTCTGTCGTA
GTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGTAGATCAGAATGCTACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC
CGCC

Tez galismasi siiresince gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinden 22 adet L. garvieae, 7
adet V. anguillarum, 13 adet Y. ruckeri, 2’ser adet ise P. fluorescens ve A. hydrophila

susu izole edilmis olup, izolasyon yiizdeleri Tablo 4.9°’da sunulmustur.

Tablo 4.9: Calismada izole edilen bakteriyel balik patojenleri.

Patojen Ideng;i;lzf:l l(i:::il:tl; Sus izolasyon Yiizdesi (%)
A. hydrophila 2 4,3
L. garvieae 22 47,8
P. fluorescens 2 4,3
V. anguillarum 7 15,2
Y. ruckeri 13 28,3
TOPLAM 46 100,0
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4.4 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Alternatif Kromojenik Besiyerlerinde

Ureme Performanslari

4.4.1 Aeromonas hydrophila

Bakteriyel balik patojenlerinin iireme kabiliyetlerinin ilk kez denendigi
besiyerlerinde A. hydrophila yalnizca chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5%
sheep blood ve chromID® CPS® Elite besiyerinde iireme gosterip, agik kahverengi
koloniler olustururken, chromID® MRSA Smart, chromID® S. aureus Elite ve
chromID® Vibrio besiyerinde tireme gdzlenmemistir (Sekil 4.27).

1€:80 op Y
Xuatsanols Seoy oo AEMIAG

Sekil 4.27: A: chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
besiyerinde A. hydrophila, B: chromID® CPS® Elite besiyerinde A. hydrophila, C:
chromID® MRSA Smart besiyerinde A. hydrophila, D: chromID® S. aureus Elite

besiyerinde A. hydrophila, E: chromID® Vibrio besiyerinde A. hydrophila.
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4.4.2 Lactococcus garvieae

L. garvieae suslarinin chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood ve
chromID® CPS® Elite besiyerlerinde yesil koloniler olusturdugu tespit edilirken,
chromID® MRSA Smart, chromID® S. aureus Elite ve chromID® Vibrio

besiyerinde tireme olmadigi gozlenmistir (Sekil 4.28).

Sekil 4.28: A: chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
besiyerinde L. garvieae, B: chromID® CPS® Elite besiyerinde L. garvieae, C:
chromID® MRSA Smart besiyerinde L. garvieae, D: chromID® S. aureus Elite

besiyerinde L. garvieae, E: chromID® Vibrio besiyerinde L. garvieae.

83



4.4.3 Pseudomonas fluorescens

chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood, chromID® CPS® Elite
ve chromID® Vibrio besiyerinde koloni olusumu goésteren P. fluorescens
chromID® Vibrio  besiyerinde  turuncu renkli  koloniler  olusturmustur.
chromID® MRSA Smart ve chromID® S. aureus Elite besiyerinde ise iireme
gozlenmemistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29: A: chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
besiyerinde P. fluorescens, B: chromID® CPS® Elite besiyerinde P. fluorescens, C:
chromID® MRSA Smart besiyerinde P. fluorescens, D: chromID® S. aureus Elite
besiyerinde P. fluorescens, E: chromID® Vibrio besiyerinde P. fluorescens.
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4.4.4 Vibrio anguillarum

chromID® CPS® Elite / Columbia CNA  +5%  sheep Dblood ve
chromID® CPS® Elite besiyerinde V. anguillarum suslar1 kahverengi koloniler
olusturmus, Vibrio tiirleri i¢in segici olarak belirtilen chromID® Vibrio besiyerinde
ise koyu pembe/mor koloniler gézlemlenmistir. V. anguillarum, chromID® MRSA

Smart ve chromID® S. aureus Elite besiyerlerinde ise lireme gostermemistir (Sekil
4.30).

Sekil 4.30: A: chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
besiyerinde V. anguillarum, B: chromID® CPS® Elite besiyerinde V. anguillarum,
C: chromID® MRSA Smart besiyerinde V. anguillarum, D: chromID® S. aureus
Elite besiyerinde V. anguillarum, E: chromID® Vibrio besiyerinde V. anguillarum.
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4.4.5 Yersinia ruckeri

chromID® CPS® Elite / Columbia CNA  +5%  sheep Dblood ve
chromID® CPS® Elite besiyerinde kahverengi koloni olusumu gézlenen Y. ruckeri,
chromID® MRSA Smart ve chromID® S. aureus Elite besiyerinde hafif pembe,
Vibrio tiirleri igin segici olan chromID® Vibrio besiyerinde ise yesil renk

olusturmakla birlikte koloni olusumu gézlenmemistir (Sekil 4.31).

Sekil 4.31: A: chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood
besiyerinde Y. ruckeri, B: chromID® CPS® Elite besiyerinde Y. ruckeri, C:
chromID® MRSA Smart besiyerinde Y. ruckeri, D: chromID® S. aureus Elite
besiyerinde Y. ruckeri, E: chromID® Vibrio besiyerinde Y. ruckeri.
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Bes farkli bakteriyel balik patojeninin 5 farkli kromojenik besiyerinde 21 °C 48 saat

inkiibasyonu sonucu iireme performanslart Tablo 4.8’de sunulmus olup en fazla

tiremenin tiim patojenlerde chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep

blood ve chromID® CPS® Elite besiyerlerinde goriildiigii tespit edilmistir (Tablo

4.10).

Tablo 4.10: 5 farkli bakteriyel balik patojeninin 5 farkli kromojenik besiyerindeki
iireme performanslari.

chromID® CPS® | chromID® chromID® Ch'r\;l)glgz® cgromID®
Toplam | Elite/Columbia | CPS® Elite | Vibrio S Bt
Patojenler CNA +5% sheep | besiyerinde | besiyerinde Lo I
SuS SayISt | plood besiyerinde | iireyen sus ireyen sus be siyerinde be siyerinde
ureyen sus say1st sayisl say1s1 ureyen sus ureyen sus
Sayis1 sayis1
A. hydrophila 2 2 2 0 0 0
L. garvieae 21 21 21 0 0 0
P. fluorescens 2 2 2 2 0 0
V. anguillarum 6 6 6 6 0 0
Y. ruckeri 14 14 14 3 2 3
4.5 VITEK MS Sonuclar:

VITEK MS ile gerceklestirilen analizler sonucunda izole edilen A. hydrophila, L.

garvieae, P. fluorescens, Y. ruckeri ve V. anguillarum suslar1t VITEK MS/IVD/V.3.0

(BioMérieux,

France) veritabaninda

tanimlanmustir (Sekil 4.32, Tablo 4.11).
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Sekil 4.32: VITEK MS/IVD/V.3.0 (bioMérieux, France) veritabaninda sonuglarin
degerlendirilmesi.
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Tablo 4.11: Bakteriyel balik patojenlerinin VITEK MS (MALDI-TOF MS)

identifikasyon sonuglari.

VITEK MS (MALDI-TOF MS) | VITEK MS YUZDESI

NUMUNE KODU | ENTIFIKASYON SONUCU (%)
CAH1 Aeromonas hydrophila 99.9
EAH1 Aeromonas hydrophila 99.9
ALG4 Lactococcus garvieae 99.9
GLG1 Lactococcus garvieae 99.9
ILG1 Lactococcus garvieae 99.9
CPF1 Pseudomonas fluorescens 99.9
CPF2 Pseudomonas fluorescens 99.9
AVAl Vibrio anguillarum 99.9
BVA1 Vibrio anguillarum 99.9
EVAlL Vibrio anguillarum 99.9
AYR1 Yersinia ruckeri 99.9
BYR1 Yersinia ruckeri 99.9
FYR1 Yersinia ruckeri 99.9

4.6 Bakteriyel Balik Patojenlerinin Taramah Elektron Mikroskobu (Scanning

Electron Microscope — SEM) Gériintiileri

Calismada izole ve identifiye edilen A. hydrophila, L. garvieae, P. fluorescens, V.

anguillarum ve Y. ruckeri’ye ait SEM goriintiileri Sekil 4.33; 4.34; 4.35; 4.36;

4.37°de sunulmustur. Raman spektroskopisinde pik degerleri belirlenen bakterilerin

besiyeri kalintis1 i¢ermedigi ve herhangi bir deformasyona ugramadigi tespit

edilerek, Raman analizleri i¢in uygunlugu belirlenmistir.

88




Sekil 4.33: Aeromonas hydrophila SEM goriintiileri.
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Sekil 4.34: Lactococcus garvieae SEM goriintiileri.
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Sekil 4.35: Pseudomonas fluorescens SEM goriintiileri.
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Sekil 4.37: Yersinia ruckeri SEM goriintiileri.
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4.7 izole Edilen Bakteriyel Balik Patojenlerinin Raman Spektrumlari

Gokkusagr alabaliklarindan izole edilen ve identifikasyonu gergeklestirilen
Aeromonas hydrophila, Lactococcus garvieae, Pseudomonas fluorescens, Yersinia
ruckeri ve Vibrio anguillarum patojenlerinin Raman spektrumlari tespit edilmis ve

asagida sunulmustur.

4.7.1 Aeromonas hydrophila

Tanimli A. hydrophila suslarina ait Raman spektrumlari tespit edilmis olup, 785 nm
dalga boyunda gerceklestirilen tarama sonuglarinda CAH1 ve EAH1 suslarinda en
belirgin anlamli pikler 552, 560 cm-1 siddetleri ile polisakkaritler, 777, 782, 840 ve
852 cm-1 siddetleri ile niikleik asitler, 1004 ve 1080 cm-1 ile aminoasitler ve 1445,
1453, 1664 ve 1667 cm-1 siddetleri ile de yag asitlerinin temsil edildigi bolgelerde
gozlenmistir (Sekil 4.38; 4.39). A. hydrophila suslarinin Raman spektrum
siddetlerinin karsilastirilmast  Sekil 4.40°da spektrumlarin ortalamasi ise Sekil

4.41°de sunulmustur.
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Sekil 4.38: CAH1 susunun Raman spektrumu.
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Sekil 4.39: EAH1 susunun Raman spektrumu.
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Sekil 4.40: CAH1 ve EAH1 suglarinin Raman spektrumlari.
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Sekil 4.41: CAH1 ve EAH1 suslarinin ortalama degerleri.

98

(— T
1600 1700

T
1800



4.7.2 Lactococcus garvieae

Tanimhi ILG1, GLG1 ve ALG4 L. garvieae suslarinin 785 nm dalga boyunda
gerceklestirilen tarama sonuglarina ait Raman spektrumlar tespit edilmis olup, en
giiclii raman pikleri polisakkaritlerin karakteristik oldugu 323, 324, 426, 428, 490,
554, 558 ve 567 cm-1, niikleik asitlerin karakteristik oldugu 724, 726, 781, 782, 816,
923, 927 ve 952 cm-1, aminoasitlerin temsil edildigi 1002, 1003, 1004, 1101, 1104,
1110 ve 1328 cm-1 ve yag asitlerinin gozlendigi 1455, 1457, 1458, 1575, 1576,
1580, 1656, 1660, 1666 ve 1795 cm-1 noktalarinda tespit edilmistir (Sekil 4.42; 4.43;
4.44). L. garvieae suslarmin Raman spektrum siddetlerinin karsilastirilmas: Sekil

4.45°de,  spektrumlarin  ortalamas1  ise  Sekil 4.46’da  sunulmustur.
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Sekil 4.42: ILG1 susunun Raman spektrumu.

100



Counts

1.057

0.95-
0.9
0.85-
0.8°
0.75-
0.7
0.65-
0.6
0.55-
0.5
0.457
0.47
0.35-
0.3
0.25-
0.2
0.15°
0.1
0.051

w2608 0

W 428.2 06971

554.4 04973

838.7 0.2758

- 7828 05386
1004 0.5384
1104 0.5384

7245 0.3908

== 9521 03964

132¢

1457 0.8188

1575 0.2862

1666 0.61086

200

i
300

—
400

500

i
600

I
700 800 900 1000 1100 1200
Raman Shift [1/cm]

Sekil 4.43: GLG1 susunun Raman spektrumu.
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Sekil 4.44: ALG4 susunun Raman spektrumu.
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Sekil 4.45: ILG1, GLG1 VE ALG4 suslarinin Raman spektrumlari.
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4.7.3 Pseudomonas fluorescens

Tanimli CPF1 ve CPF2 P. fluorescens suslarinin Raman spektrumlar belirlemis, 785
nm dalga boyunda gerceklestirilen tarama sonuglarinda en belirgin anlamli pikler
425, 436, 485, 557, 559, 617, 619, 696 ve 698 cm-1 siddetinde polisakkaritler, 776,
782, 823, 826, 920, 925 cm-1 de niikleik asitler, 1004, 1098 ve 1100 cm-1 siddetinde
amino asitler ve 1445, 1449, 1573, 1589, 1663 ve 1665 cm-1 siddetinde yag
asitlerinin temsil edildigi bolgelerde gézlenmis, fluresan 1sima kaynakli dalga
boylarinin titresimlerinde karismalar oldugu goézlenmistir (Sekil 4.47; 4.48). P.
fluorescens suslarinin Raman spektrum siddetlerinin karsilagtiritlmasi Sekil 4.49°da,

spektrumlarin ortalamasi ise Sekil 4.50’de sunulmustur.
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Sekil 4.48: CPF2 susunun Raman spektrumu.
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4.7.4 Vibrio anguillarum

Tanimli BVA1, EVA1 ve AVAL V. anguillarum suslarina ait Raman spektrumlari
belirlenmis, 785 nm dalga boyunda gerceklestirilen tarama sonuglarinda en belirgin
anlaml pikler 313, 316, 323, 424, 427, 428, 492, 494, 557, 561, 562, 622, 623, 624
ve 666 cm-1 siddetleri ile polisakkaritler, 723, 724, 725, 780, 781, 822, 825, 901, 928
ve 934 cm-1 siddetleri ile niikleik asitler, 1002, 1003, 1091, 1099, 1100, 1312, 1326
ve 1352 cm-1 siddetleri ile aminoasitler ve 1443, 1444, 1449, 1573, 1574, 1658,
1659 ve 1666 cm-1 siddetleri ile de yag asitlerinin temsil edildigi bolgelerde
gozlenmistir (Sekil 4.51; 4.52; 4.53). V. anguillarum suslarinin Raman spektrum
siddetlerinin karsilagtirilmasi Sekil 4.54’de, spektrumlarin ortalamasi ise Sekil

4.55’de sunulmustur.
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Sekil 4.53: AVA1 susunun Raman spektrumu.
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4.7.5 Yersinia ruckeri

Tanimli AYR1, FYR1 ve BYRI1 Y. ruckeri suslarinin Raman spektrumlar1 tespit
edilerek 785 nm dalga boyunda gergeklestirilen tarana sonuglarinda en giiglii Raman
pikleri 313, 319, 425, 430, 432, 484, 552, 561, 622, 624 ve 641 cm-1 siddetlerindeki
polisakkaritler, 723, 724, 725, 783, 823, 828, 852, 924, 939 ve 952 cm-1
siddetlerindeki niikleik asitler, 1002, 1003, 1008, 1084, 1097, 1128, 1244, 1321,
1323 ve 1343 cm-1 siddetlerindeki aminoasitler ve 1445, 1449, 1576, 1577, 1664,
1666, 1669, 1759 ve 1760 cm-1 siddetlerinde goriilen yag asitleri ile karakteristik
oldugu bolgelerde tespit edilmistir (Sekil 4.56; 4.57; 4.58). Y. ruckeri suslarinin
Raman spektrum siddetlerinin karsilagtirllmasi  Sekil 4.59’da, spektrumlarin

ortalamasi ise Sekil 4.60’da sunulmustur.
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Sekil 4.57: FYR1 susunun Raman spektrumu.
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Sekil 4.58: BYR1 susunun Raman spektrumu.

119

—
1300

T
1400

—
1500

—
1600

—
1700

T
1800



Counts

1.05+

0.957 A\ - 8
0.9- . e S — AYR1
i 5 S @ — FYR1
0.85 - o g8 @ — BYR1
0.8- 8 © s
E [rs] @
0.757] o © i
E © [T+]
0.7- @ i &
; @ 3
0.65 z
0.6 I &
1

0.55-
0.5-
0.451
0.4-
0.357
0.3
0.257)
0.2
0.15-

=
0.1

s 7232 0424
= B823.9 0.546
w8527 0475

4252 0299

4842 0233

e 1577 0316

G 5523 0.24

T e

A

i

Sekil 4.59: AYRI1, FYRI1 ve BYRI suslarinin Raman spektrumlari.
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Raman spektrumlar arasindaki farkliliklar ve PCA analiz sonuglar Sekil 4.61; 4.62;

4.63 ve 4.64’de sunulmustur.
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Sekil 4.61: Bakteriyel balik patojenlerinin ortalama Raman spektroskopik sinyalleri.
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Sekil 4.64: Hiicresel biyokimyasallarda gozlenen farkliliklar (protein, lipid ve
karbonhidrat bolgeleri arasindaki farkliliklar).
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5. TARTISMA

Bakteriyel balik patojenleri kiiltiir balik¢iliginda biiyilik kayiplara neden olan baslica
etkenlerden biri olmakla birlikte genellikle stres faktorlerinin bulunmasiyla ortaya
cikan firsatc1 patojenlerdir [117]. Baliklarda goriilen klinik ve patolojik vakalarin
meydana getirdigi ekonomik zararlar, yanlis tedavi uygulamalarinin g¢evre ve insan
saglig1 lizerine olumsuz etkileri ve yliksek 6liim oranlarina bagh kayiplar hizli ve
dogru identifikasyonu oldukca onemli kilmaktadir. Bu ama¢ dogrultusunda Eyliil
2016 — Mayis 2018 tarihleri arasinda Giliney Ege Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaligi
ciftliklerinde goriilen hastalik vakalarindan izole edilen A. hydrophila, L. garvieae,
P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri’nin klinik ve patolojik bulgulari ile
mikrobiyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri belirlenmis, hizli ve giivenli
identifikasyon i¢in alternatif besiyeri ve tanimlama metotlar1 denenmistir.

Calisma siiresince 10 farkl gokkusagi alabalig: ¢iftliginden farkli zamanlarda izole
edilen bakteriyel balik patojenleri ve goriilme yiizdeleri Sekil 5.1’de sunulmustur. %
47,8’lik oranla L. garvieae’nin etken oldugu Laktokokkozis en ¢ok tespit edilen
hastalik olmakla birlikte, 3-4 gramlik gokkusagi alabaliklarindan anac¢ baliklara
kadar tiim gramajlardan izole edilmis olmasi, hastaligin yayginligi ve etkinliginin

boyutunu gostermektedir.
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Sekil 5.1: Calisma stiresince gokkusagi alabalig ciftliklerindeki hasta baliklardan
izole edilen bakteriyel balik patojenlerinin yiizde oranlari.

Gokkusagi alabalig: ciftliklerinde A. hydrophila izole edilen baliklarda klinik ve
patolojik bulgular olarak viicut yilizeyinde {ilser ve furunkullar, ekzolftalmus,
viicudun ventral bolgesinde hemoroji, karacigerde petesiyel hemoraji ile karaciger ve
dalakta biliyiime ve bagirsakta hemorojik diyare gozlenmistir. Kopriicii (2001),
gokkusagi alabaliklarinda deneysel olarak olusturulan A. hydrophila enfeksiyonunun
patolojik etkilerinin arastirdigi doktora ¢alismasinda, benzer sekilde baliklarin viicut
yiizeyinde hemorajili lezyonlar, aniis bodlgesinde hemoraji ve ventral yiizgec
tabaninda petesiyel hemoraji goriildiigiinti bildirmistir [316]. Denizci (2007) cesitli
tath su baliklarinda A. hydrophila’nin identifikasyonunu gergeklestirdigi
caligmasinda ise hastaligin klinik ve otopsi bulgular1 olarak viicut yiizeyinde iilseratif
lezyonlar, abdominal boslukta sivi ve karacigerde hemoraji gorildigiini
raporlamistir [317]. Cipriano (2001) hastalifin akut formunda fatal septiseminin
balik 6lmeden hemen once sekillenebilecegini, enfeksiyona ait klinik semptom
goriilen vakalarda ise, eksoftalmus, deride kizarma, abdomenin 6deme bagli olarak
sis olmasi ve dermiste lilser sekillenmesinin goriilebilecegini bildirmistir [318]. A.
hydophila’nin etken oldugu bu vakalarda goriilen klinik ve patolojik bulgularin,
mevcut ¢alismada belirlenen bulgularla benzerlik gdsterdigi belirlenmistir.

Laktokokkozis tespit edilen baliklarin klinik belirtileri durgun ylizme, renkte
kararma, tek veya cift tarafli ekzoftalmus, korneada opaklik, periokiiler kanama,
asites, pelvik ve pektoral yiizge¢ kaidelerinde hemoraji ve prolapsus olarak tespit

edilmis, otopsi bulgularinda ise karacigerde soluk renk, karaciger ve dalakta biiylime,
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testisler, yag doku, hava kesesi ve pilorik sekada petesiyel hemoraji, bagirsakta
hemorajik diyare, abdominal boslukta kanli sivi birikmesi ve periton duvarinda
ekimoz olustugu belirlenmistir. Avci ve dig. (2010), L. garvieae ile dogal enfekte
gokkusagi alabaliklarinda gergeklestirdikleri patolojik incelemelerde letarji, anoreksi,
renkte kararma, pelvik ve pektoral yiizgec kaideleri ile aniis gevresinde hemoraji
tespit etmis, nekropside abdominal boslukta ser6z hemorajik sivi, mide, pilorik seka
ve hava kesesinde petesiyel hemorajiler goriildiigiinii bildirmistir [319]. Benzer
sekilde Didinen ve dig. (2014) L. garvieae ile dogal enfekte gokkusagi
alabaliklarinda mono ve bilateral ekzoftalmus, i¢ organlarda petesiyel ve fokal
hemorajiler ile karaciger ve dalakta bliylime goriildiigiinii raporlamistir [320]. Avci
ve dig. (2014) L. garvieae ile deneysel enfeksiyon olusturduklar gékkusagi
alabaliklarinda ise bir¢ok balikta perikardiyal boslukta hemoraji, solungac yaylari
cevresinde petesiyel hemoraji, hava kesesi, peritoneum ve abdominal yag dokuda
hemoaji, lateral abdominal duvarlardaki kaslarda derin hemorajiler ve aniis
cevresinde vaskiiler lezyonlar tespit etmistir [321]. Ayrica Ozellikle bagirsaklarda
hiperemi ve hemorajinin yaygin oldugunu da bildirmistir. Durmaz ve Kiligoglu
(2015) 1se bir gokkusagi alabaligi ciftliginde gozlenen Laktokokkozis vakasinda
klinik ve nekropsi bulgular1 olarak baliklarda durgun ylizme, istahsizlik, korneada
konjesyon, yiizge¢ kaideleri ve dalak, bobrek, karacigerde hemoraji, hava kesesinde
siskinlik ile birlikte yang1 ve bagirsaklarda sarimtirak siv1 tespit ettiklerini sunmustur
[322]. Oztiirk ve dig. (2013) Karadeniz bolgesinde goriilen bir Laktokokkozis
salgininda gokkusagi alabaliklarinda istahsizlik, durgunluk, tek ve ¢ift tarafli
ekzoftalmus, renkte koyulasma, korneada opaklik, karinda sislik ve nekropside viicut
boslugunda kanli s1vi, bobrek, dalak ve karacigerde biiylime, karacigerde petesiyel
kanama ve karaciger renginde acilma oldugunu raporlamistir [323]. Pereira ve dig.
(2004) Portekiz’de yetistiriciligi yapilan ve L. garvieae izole edilen gokkusagi
alabaliklarinda tek veya ¢ift tarafli ekzoftalmus, periokiiler hemoraji ve bazi
vakalarda goziin kaybedilmesinin yani sira klinik olarak peritoneal boslukta asidik
stv1 birikmesi, karaciger ve kaslarda hemoraji tespit ettiklerini bildirmislerdir [171].
Sharifiyazdi ve dig. (2010) Iran’da gokkusagi alabaligi yetistiren ciftliklerde
gozlemledikleri Laktokokkozis vakalarinda yiizme bozukluklari, renkte kararma, tek
veya cift tarafli ekzoftalmus goriildiigiinii tespit etmislerdir [324]. Bu g¢alismada

Laktokokkozis vakalarinda tespit edilen klinik ve otopsi bulgularinin, Onceki

126



caligmalarda sunulan verilerle benzerlik gosterdigi ve hastalifin farkli klinik ve
patolojik bulgular ile seyrettigi goriilmektedir.

P. fluorescens izole edilen hasta gokkusagi alabaliklarinda renkte kararma, kaudal
ylizgeg ve gevresi ile dorsal yiizgec gerisinde erime, nekropside abdominal boslukta
stvi toplanmasi, karaciger ve dalakta biiyiime ve bagirsakta kanli diyare tespit
edilmistir. Kayis ve dig. (2009) Giiney Karadeniz Bdlgesi'nde gokkusagi
alabaliklarinda goriilen bakteriyel patojenleri arastirdiklart caligmalarinda P.
fluorescens izole edilen bireylerde abdomende petesiyel hemorajiler goriildiigiini
bildirmistir [325]. Akayli ve Timur (2004) 3-4 gramlik gokkusagi alabalig
yavrularinda ani Olim ile seyreden P. fluorescens vakasinda deri renginde
koyulagma, istahsizlik, ylizgeclerde erime, solungaglarda solgunluk, deride ve dorsal
yiizgec kaidelerinde yiizeysel ilseratif lezyonlar, ekzoftalmus, i¢ organlarda ise
dalakta biiylime, bobreklerde erime ve karacigerde solgun goriiniim tespit etmistir
[326]. Mevcut ¢alismaya benzer sekilde Sakai ve dig. (1989) hastalik etkenini izole
ettikleri gokkusagi alabaliklarinin yiizge¢ kaidelerinde ve anal bdlgede hemoraji, i¢
organlarda, Ozellikle bagirsaklarda yaygimn hemoraji goriildiigiinii bildirmislerdir
[327]. P. fluorescens’in etkeni oldugu hastalik vakalarinda goézlenen klinik ve
patolojik bulgularin benzerlik gosterdigi belirlenmis, literatiirde bildirilen bulgularin
mevcut caligmadaki verileri destekledigi tespit edilmistir.

Caligsma stiresince Vibriozis vakasi goriilen gokkusagi alabaliklarinin viicutlarinin
cesitli bolgelerinde ekimoz ve iilser, asites, ekzoftalmus, yiizge¢lerde erime, pektoral
ve anal ylizge¢ kaidelerinde hemoraji, agi1z i¢i ve ¢evresinde hemoraji ile prolapsus
gbzlenmis, otopside yag dokuda yaygin hemoraji, midede siv1 birikmesi, karacigerde
solgun renk ve petesiyel hemoraji ile bagirsakta hemorajik diyare tespit edilmistir.
Avci (2009) V. anguillarum ile enfekte edilen gokkusagi alabaliklarinda morfolojik
ve immunohistokimyasal degisimleri inceledigi doktora tez ¢alismasinda
ekzoftalmus, renkte koyulasma, periokuler kanama, viicudun ventralinde 1-3 cm
caginda hiperemi ve kanamali deri lezyonlari, deride diizensiz dagilimli petesiyel
kanamalar karacigerde petesiyel kanamalar, solunga¢ lamellerinde hiperemi, karin
boslugu yag tabakasinda petesiyel kanamalar goriildiiglinii bildirmistir [42]. Tanrikul
(2007) Giiney Ege Bolgesi’nde 8 farkli gokkusagi alabaligi ciftliginde Vibriozis
vakalarin1 inceledigi calismasinda baliklarda diizensiz yiizme davraniglari, renkte
kararma, ekzoftalmus, anal ve pektoral yiizge¢ kaideleri ile abdomende hemoraji,

viicut yiizeyinde iilser, kaslarda yaygin veya petesiyel hemoraji ile karaciger, pilorik
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seka, peritoneal ve subperitoneal membranlarda, periviseral yag ve bagirsaklarda
yaygin veya petesiyel hemorajiler tespit etmistir [38]. Lamas ve dig. (1994)
gokkusagi alabaliklarinda deneysel olarak olusturduklar1 Vibriozis enfeksiyonlarinda
benzer sekilde viicudun ventral bolgesinde petesi, abdomende sislik, otopsi
bulgularinda ise dalakta biiyiime ve karaciger renginde koyulasma tespit edildigini
bildirmistir [328]. Vibriozisin gokkusagi alabaliklarinda genellikle kanamali deri
lezyonlar1 ve yaygin hemorajiler ile gozlendigi ve bu calismada tespit edilen
vakalarla benzerlik gosterdigi belirlenmistir.

Yersiniozisli gokkusagi alabaliklarinda klinik belirtiler; renkte kararma, goz
cevresinde hemoraji, periokuler kanama, karakteristik belirti olan agiz ve agiz
cevresinde hemoraji, operkul gevresi ve yiizge¢lerde hemorajinin yan1 sira otopside
abdomen boslugunda sivi toplanmasi, karaciger ve dalakta biliylime, karacigerde
soluk renk ve petesiyel hemoraji, pilorik seka, bobrek, yag doku ve testislerde yaygin
hemoraji le bagirsaklarda hemorajik diyare gozlenmistir. Avcr (2004) deneysel
olarak Y. ruckeri ile enfekte edilmis gokkusagi alabaliklarinda akut formda baliklarin
su ylizeyine yakin yiizdiiklerini ve nekropside dorsal, ventral ve anal yiizgeclerin
tabanlarinda, aniis c¢evresinde, gozlerde ve solungaglarda kanama, karaciger ve
dalakta biiytime, karaciger, hava kesesi, mide ve kaslarda petesiyel kanamalar
goriildiigiinii bildirmistir [109]. Hastaligin kronik formunda ise anoreksi, ylizeye
yakin ylizme, nekropside gozde kanama, ekzoftalmus, hafif siskin karaciger, mide,
pilorik seka ve bagirsaklarda koyu kivamli igerik belirlenmistir. Guguianu ve dig.
(2009) Kuzey Romanya’da bulunan gokkusagi alabaligi c¢iftliginde go6zlenen
Yersiniozis salgiinda baliklarda melanosis, viicut ylizeyinde petesiler, deride ilser,
ekzoftalmus ve okiiler hemoraji, otopside ise periviseral yag dokuda hemorajiler
goriildiigiinii bildirmistir [329]. Chettri ve dig. (2012) gokkusagr alabalig: larva ve
yavrularinda Y. ruckeri’nin baliklarin agiz ¢evresinde hiperemik bolgeler ile viicudun
dorsal bolgesinde inflamasyon olusumuna neden oldugunu rapor etmistir [330].
Karatas ve dig. (2004) Karadeniz Bolgesi’'nde Kkiiltlirii yapilan gokkusagi
alabaliklarinda Yersiniozis vakalarinda ekzoftalmus, ventral ylizgec ve agizda
hemoraji, abdominal bélgede sislik, prolapsus ve aniis ¢evresinde hemoraji ile hava
kesesi ve kas dokuda hemoraji, karaciger, bobrek ve dalakta biiylime oldugunu
bildirmislerdir [331]. Timur ve Timur (1991) da benzer sekilde gokkusagi
alabaliklarinda Yersiniozis semptomlar1 olarak ekzoftalmus, genellikle gdzde

hemoraji, baligin renginde koyulasma, dalakta biiylime, mide, pilorik seka, karaciger
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ve peritoneal yilizeyde hemorajiler ile mide ve bagirsakta sarimst sivi tespit

etmislerdir [111].

Gokkusagr alabalig1 ¢iftliklerinden izole edilen A. hydrophila suslarina ait

biyokimyasal Ozellikler ile onceki c¢alismalar ile karsilastirmalari Tablo 5.1°de

sunulmustur. Biyokimyasal parametreler arasinda farklilik olmadigi belirlenmistir.

Tablo 5.1: Izole edilen A. hydrophila suslari ile diger arastirmacilarin izolatlarinin
morfolojik ve biyokimyasal test profillerinin karsilastirilmasi.

Gonzalez- | » .. Austin Laith
P Oztiirk ._ . | Orozova
Meveut Kopriicii Sarra}?o ve dig. ve Denizci ve dig. ve
calisma (2001) ve dig. (2007) Austin | (2007) (2010) Najiah
[334] (2002) [336] (2007) | [332] [335] (2013)
[333] [2] [7]
Sg;;?na - @12) i i L(12/12) | -(16/16) | -(11/11)
Hareket +(2/2) + +(12/12) | +(16/16) | +(11/11)
Oksidaz +(2/2) +(12/12) +(11/11)
Katalaz +(2/2) +(12/12) +(11/11)
ONPG +(2/2) . +(12/12)
ADH +(2/2) +(12/12) v | +(12/12) :
LDC -(212) +(12/12) - +(10/12) | +(12/16)
oDC -(212) -(12/12) - -(12/12) | -(16/16) .
Sitrat -(212) . +(10/12) . +(11/11)
H,S +(2/2) + - . -(16/16) .
Urease -(212) - - -(12/12) -(11/11)
TDA -(212) : . .
Indole +(2/2) . . + +(12/12) . +(11/11)
VP +(2/2) + +(12/12) v +(12/12) | +(13/16) | +(11/11)
Gelatin +(2/2) . + +(12/12) . +(11/11)
Glucose +(2/2) +(12/12) +(12/12) | +(16/16) | +(11/11)
Mannitol +(2/2) +(12/12) +(12/12)
Inositol -(212) - -(12/12) :
Sorbitol +(2/2) + -(16/16)
Rhamnose | -(2/2) . . .
Sucrose +(2/2) + +(12/12) +(10/12)
Melibiose -(212)
Amygdalin | +(2/2) . . .
Arabinose | +(2/2) +(9/12) +(12/12) | +(13/16)

+: Pozitif; -: Negatif

129




Calisma siiresince izole edilen 11adet L. garvieae susunun biyokimyasal 6zellikleri

onceki caligmalarla benzerlik gostermektedir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2: izole edilen L. garvieae suslari ile diger arastirmacilarin izolatlarmin
morfolojik ve biyokimyasal test profillerinin karsilastirilmas.

Durmaz

Diler ve Cagirgan Sharifiyazdi Tanlnk Didinen ve Duman
Mevcut dig. ve dig. u ve dig. < ve dig.
cahsma | (2002 | (2904) (2010, 0012) | (o | Kiwogl | oo
[70] [96] [324] [241] [320] ([230212? [337]
Sg;;qa +(22122) | +(3/3) | +(20/20) | +(32/32) +(25/25) | +(4/4) | +(20/20)
Hareket | <(22/22) | -(3/3) | -(20/20) | -(32/32) (25/25) | -(4l4) | -(20/20)
Oksidaz | -(22/22) | -(3/3) | -(20/20) -(32/32) -(25/25) | -(4/4) | -(20/20)
Katalaz | -(22/22) | -(3/3) | -(20/20) -(32/32) . -(25/25) | -(4/4) | -(20/20)
ADH +(21/22) | +(3/13) | +(20/20) | +(32/32) + +(25/25) . +(20/20)
BGLU +(2122) | +(313) . . +(20/20)
BGAR | -(22/22) | -(3/3) | -(20/20) (25/25) | -(4l4) | <(20/20)
BGUR -(22122) | -(3/3) | -(20/20) -(25/25) . -(20/20)
GAL -(22122) | -(313) | -(20/20) -(25/25) -(20/20)
PAL -(22122) | ~(3/3) | -(20/20) . - -(25/25) -(20/20)
RIB +(22/22) | +(3/3) | +(20/20) V + Y, . +(15/20)
MAN +(22/22) | +(3/13) | +(20/20) | +(32/32) 5 Y, +(4/4) | +(20/20)
SOR -(22122) | ~(3/3) | -(20/20) | +(32/32) - -(25/25) | -(4/4) | -(20/20)
LAC -(21/22) | ~(3/3) | -(20/20) | +(32/32) - -(25/25) | +(4/4) | -(20/20)
TRE +(22/22) | +(3/13) | +(20/20) | +(32/32) + +(25/25) . +(18/20)
RAF -(22/22) | ~(3/3) | -(20/20) -(32/32) - -(25/25) -(20/20)
VP +(22/22) | +(3/3) | +(20/20) . + +(25/25) +(20/20)
APPA +(22122) | +(313) . . +(20/20)
BGAL -(22/22) | ~(3/3) | -(20/20) -(20/20)
PyrA +(22/22) | +(3/3) | +(20/20) +(20/20)
BNAG -(22/22) | ~(3/3) | +(20/20) -(20/20)
GTA -(21/22) | ~(313) -(20/20)
HIP -(22/22) | +(3/3) | +(20/20) . -(17/20)
GLYG | -(22122) . -(20/20) -(25/25) -(20/20)
PUL -(22122) | -(313) . . . . -(20/20)
MAL +(22/22) | +(3/13) | +(19/20) | +(32/32) +(25/25) | +(4/4) | +(20/20)
MEL -(22122) | ~(3/3) | -(20/20) . V . -(20/20)
MLZ -(22122) | ~(3/3) | -(20/20) -(25/25) -(20/20)
SAC -(16/22) | +(3/3) | +(20/20) +(25/25) . -(16/20)
LARA | «(22/22) | -3/3) | -(20/20) (25/25) | -(4l4) | -(20/20)
DARL -(22122) | ~(3/3) | -(20/20) -(25/25) . -(20/20)
MBDG | +(17/22) | +(3/3) | -(20/20) -(25/25) +(20/20)
TAG +(22/22) | +(3/3) | +(20/20) +(25/25) +(16/20)
BMAN | -(22/22) . . . -(20/20)
CDEX -(22122) | -(313) . . -(18/20)
URE -(22122) | ~(313) | -(20/20) -(25/25) -(20/20)
+: Pozitif; -: Negatif
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P. florescens mevcut galismada sadece bir adet giftlikten iki farkli sus olarak izole
edilmis, biyokimyasal test sonuglarinin benzer ¢aligmalarla karsilagtirmasi Tablo
5.3’de sunulmustur. Urease, VP, mannitol, sorbitol ve sucrose parametrelerinde

farkliliklar goriilebildigi tespit edilmistir.

Tablo 5.3: Izole edilen P. fluorescens suslari ile diger arastirmacilarin izolatlarinin
morfolojik ve biyokimyasal test profillerinin karsilastirilmasi.

(2010) Barde (2015)
calisma (2004) (2007) [339] [338]
[326] [2]

Gram boyama - (212) - ~ G -
Hareket +(2/2) + + +(3/3) .
Oxidase +(2/2) + + *(3R3) i
Catalase +(2/2) : + *(373)
ONPG -(212) = :
ADH +(2/2) + \4
LDC -(2/2) - -
oDC -(2/2) - : .
Sitrat +(2/2) : : +B373) -
H,S (212) - ; (33) :
Urease -(212) +(3/3) -
TDA -(212) : : : :
Indole -(212) . - -(3/3) -
VP +(2/2) + - -(3/3) -
Gelatin +(212) . + : *
Glucose +(2/2) + +(2/3)
Mannitol -(212) . +(3/3)
Inositol -(2/2) - :
Sorbitol -(212) +(2/3)
Rhamnose -(2/2) . :
Sucrose -(2/2) - +(3/3)
Melibiose +(2/2)
Amygdalin -(212) :
Arabinose +(2/2) +

+: Pozitif; -: Negatif
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Bu ¢alismada izole edilen V. anguillarum suslarinin biyokimyasal test sonuglari ile
literatlirde bildirilen bazi ¢alismalarin karsilastirilmast Tablo 5.4’de sunulmustur.

Ozellikle indole ve inositol sonuglarmin farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Tablo 5.4: izole edilen V. anguillarum suslari ile diger arastirmacilarin izolatlarnin
morfolojik ve biyokimyasal test profillerinin karsilastirilmas.

Demircan Tanrikul | Dinctiirk
< Tanrikul
Meveut Cagirgan ve dig. ve Tanrikul "Ve ve

(1993) Candan (2007) Giiltepe | Tanrikul

galisma | “ro (2[8%) (2006) [38] (2011) | (2018)

[180] [341] [340]
Gram -7y | -(6/6) | -(13113) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
boyama

Hareket +(77) | +(6/6) | +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Oksidaz +(7/7) | +6/6) | +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Katalaz +(7/7) +(6/6) +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
OIF F(717) | F(6l6) F(34/34) | F(12/12) F F(12/12)
0/129 +(7/7) | +6/6) | +(13/13) | +(31/34) | +(12/12) + +(12/12)
ONPG +(717) . +(1113) | +(34/34) | +(12112) + +(12/12)
ADH +(717) | +(6/6) | +(12/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
LDC -(717) «6/6) | -(13/13) | -(34134) | -(12/12) - -(12/12)
oDC -(717) . -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Sitrat +(717) | +(6/6) +9/13) | +(32/34) | +(12112) + +(12/12)
H,S -(7I7) -(5/6) -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Urease -(717) -6/6) | -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
TDA -(717) ; -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Indole -(717) . +(7/13) | +(30/34) | -(12/12) - -(12/12)
VP +(77) | +(5/6) | +(12/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Gelatin +(717) | +(6/6) | +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Glucose +(7/7) | +6/6) | +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Mannitol | +(7/7) | +(6/6) | +(13/13) | +(23/34) | +(12/12) + +(12/12)
Inositol +(7/7) -(6/6) -(8/13) -(34/34) +(12/12) + +(12/12)
Sorbitol +(717) . +(9/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Rhamnose | -(7/7) . -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Sucrose +(7/7) | +(6/6) | +(13/13) | +(34/34) | +(12/12) + +(12/12)
Melibiose | -(7/7) . -(13/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Amygdalin | -(7/7) . -9/13) | -(34/34) | -(12/12) - -(12/12)
Arabinose | +(7/7) | +(6/6) | -(12/113) | +(20/34) | +(12/12) + +(12/12)

+: Pozitif; -: Negatif
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Calisma siiresince izole edilen Y. ruckeri suslarmin biyokimyasal test sonuglarinin
daha oOnce gerceklestirilmis analiz sonuglartyla karsilastirmast Tablo 5.5°de
sunulmustur. Y. ruckeri suslarinin biyokimyasal test sonuglarinin diger ¢alismalarla
bliyiik olgiide benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 5.5: Izole edilen Y. ruckeri suslari ile diger arastirmacilarin izolatlarmin
morfolojik ve biyokimyasal test profillerinin karsilastiriimasi.

Tanrikul Guguianu Tinsley Altunve | Altunve | Altinok
Mevcut (1994) ve dig. (2010) dig. dig. ve dig.
calisma [44] (2009) [344] (2010) (2013) (2016)
[329] [237] [342] [343]
Gram
boyama - (13/13) | +(3/3) - (20/20) . -(21/21) | - (717
Hareket + (13/13) +(3/3) . . . .
Oksidaz - (13/13) -(3/3) - (20/20) . - (21/21) | - (17/17)
Katalaz +(13/13) | +(3/3) +(20/20) . +(21/21) | +(17/17)
ONPG + (13/13) : +(20/20) . +(21/21) . .
ADH - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | - (21/21) . - (31/40)
LDC +(13/13) | +(3/3) +(20/20) +(7/7) | +(21/21) . +(27/40)
OoDC +(13/13) | +(3/3) +(20/20) +(7/7) | +(21/21) . +(32/40)
Sitrat + (13/13) : +(20/20) -(77) | +(16/21) | +(17/17) | +(31/40)
H,S - (13/13) -(3/3) - (20/20) -7 | -(21/21) | - (17/17) .
Urease - (13/13) -(3/3) - (20/20) - (17 | - (21/21) . - (23/40)
TDA - (13/13) ; - (20/20) -(77) | - (21/21) . - (36/40)
Indole - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | -(21/21) | - (17/17) .
VP + (13/13) -(3/3) - (20/20) -(4/7) | -(A7/21) | - (A7/17) | +(29/40)
Gelatin +(13/13) | +(3/3) - (20/20) +(5/7) | +(16/21) | +(17/17) | - (21/40)
Glucose +(13/13) | +(3/3) +(20/20) +(7/7) | +(21/21) ' +(38/40)
Mannitol +(13/13) | +(3/3) +(20/20) +(7/7) | +(21/21) | +(16/17) | +(32/40)
Inositol - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | - (21/21) . .
Sorbitol - (13/13) -(2/3) - (20/20) -(47) | -(19/21) | -(12/17) | - (31/40)
Rhamnose - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | -(21/21) | - (17/17) .
Sucrose - (13/13) . - (20/20) -(77) | - (21/21) . - (31/40)
Melibiose - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | - (21/21) .
Amygdalin | - (13/13) . - (20/20) -(77) | - (21/21) . .
Arabinose - (13/13) -(3/3) - (20/20) -(77) | - (21/21) . - (30/40)

+: Pozitif; -: Negatif
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izole edilen ve biyokimyasal tanimlamasi gergeklestirilen A. hydrophila suslarmin
16S rRNA gen sekanslarmin belirlenmesiyle GenBank’ta MKG880338.1 ve
MKO014495.1 suslartyla % 100 benzerlik gosterdigi tespit edilmis olup, filogenetik

agacta benzer taksonlarla karsilastirilmasi Sekil 5.2’de sunulmustur.

28 A.hydrophilaMH307977.1
§ A hydrophilaMH979999.1
A.hydrophilaMK272941.1
A.hydrophilaMK478865.1
EAH1 MK880338.1
A.hydrophilaMK534009.1
8 CAH1 MK014495.1
15 A.hydrophilaMF511716.1
A.hydrophilaMH890460.1
2 |A.hydmphifalvﬂ<089544.l
|A.hydmphffa1\dK007301.l
12 A.hydrophilaMK044848.1
A.hydrophilaL.C383901.1
|A.hydmphz’faLC420136.1
A.hydrophilal.C462176.1

38

99|

Sekil 5.2: 16s rRNA gen sekanslarina gore izole edilen A. hydrophila suslarinin
benzer taksonlarla karsilastirilmasi.
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izole edilen ve biyokimyasal tanimlamasi gerceklestirilen L. garvieae suslarmin 16S
rRNA gen sekanslarinin belirlenmesi sonucu Lactococcus genusuna ait oldugu
belirlenmis, GenBank’ta MK559554.1, CP026502.1 ve LC377165.1 suslartyla %
100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Suslarin gen sekanslarinin karsilastirilmasi

Sekil 5.3’de sunulmustur.

43 L.garvieae KF279393.1

40 L.garvieae KF279394.1

L.garvieae KF279392.1

[ Sv]

L.garvieae KF918779.1

GLG1 MK559554.1

— 34 L.garvieae X54262.1

L.garvieae AF352166.1

. L.garvieae KC883976.1

0 p L.garvieae AB018211.1

11 L.garvieae EUT727199.1
29 L.garvieae AB267897.1

L.garvieae HF562964.1

9 L.garvieae JX975402.1

21 L.garvieae IX975432.1

L.garvieae AF283499.1

35 ILG1 CP026502.1

8 L.garvieae KC333889.1

L.garvieae KC213918.1

1 ALG4 LC377165.1

L.garvieae KC213917.1

12 L.garvieae DQ010113.1
48 L.garvieae KF668016.1

10

Sekil 5.3: 16s rRNA gen sekanslarina gore izole edilen L. garvieae suslarinin benzer
taksonlarla karsilastirilmasi.

135



P. fluorescens suslarmin 16S rRNA gen sekanslarmin belirlenmesi sonucu
GenBank’ta CP017296.1 susuyla % 100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.
Suslarin gen sekanslarinin benzer taksonlarla filogenetik agacgta karsilastirilmasi

Sekil 5.4’de sunulmustur.

P fluorescens KP126776.1

> |P.ﬂuorescens GU198107.1

| P fluorescens LN651257.1

P fluorescens KT767961.1
P fluorescens KY446060.1
P fluorescens K1534494.1

3 13 — CPF1-CPF2 CP017296.1

10

—

99 | P fluorescens HQ420253.1

P fluorescens MK217783.1

6 P fluorescens AB626117.1
15 P fluorescens HQ880245.1

P fluorescens MH580200.1

P fluorescens KU305728.1
P fluorescens AB968092.1
P fluorescens K1767924.1

23 P fluorescens HQ840764.1

—
[ ]
[ ]

Sekil 5.4: 16s rRNA gen sekanslarina gore izole edilen P. fluorescens suslarinin
benzer taksonlarla karsilastirilmas.
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izole edilen ve biyokimyasal tamimlamasi gerceklestirilen V. anguillarum suslarmin

16S rRNA gen

sekanslarinin belirlenmesi

sonucu GenBank’ta

CP020534.1,CP011436.1 ve LC475108.1 susuylariyla % 100 benzerlik gosterdigi

tespit edilmistir. Suslarin gen sekanslarmin filogenetik agacta benzer taksonlarla

karsilastirilmast Sekil 5.5’de sunulmustur.

14

[

V.anguillarum KF460456.1

V.anguillarum AY963631.1

BVA1 CP020534.1

16

EVA1 CP011436.1

V.anguillarumDQ247927.1

- V.anguillarum KC404866.1

V.anguillarum EF091702.1

—

V.anguillarumKF306281.1

0 10

V.anguillarum GQ205445.1
99 | V.anguillarum1.C369688.1

11

V.anguillarum1L.C369687.1

AVA11LC475108.1

19

V.anguillarum KC884632.1
|V anguillarumKF150778.1

9 | V.anguillarumKF150776.1
V.anguillarum1L.C365681.1 (ATCC 43307)
45|_[ V.anguillarumKU204891.1

20 [V V. anguillarum KP792697.1

V.anguillarum AY662305.1

V.anguillarum JX684108.1

V.anguillarum AB680389.1

Sekil 5.5: 16s rRNA gen sekanslarina gore izole edilen V. anguillarum suslarinin

o8 | V.anguillarum MH036330.1
V.anguillarumNR 113609.1

benzer taksonlarla karsilastirilmasi.
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Calismada izole edilen Y. ruckeri suslarinin 16S rRNA gen sekanslarinin
belirlenmesi sonucu GenBank’ta CP025800.1,MK548507.1 ve CP011078.1
susuylariyla % 100 benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Suslarin gen sekanslarinin

filogenetik agacta benzer taksonlarla karsilastirilmasi Sekil 5.6’da sunulmustur.

o
E ]

Yruckeri X75275.1 (ATCC 29473)
Yruckeri FN668389.1
Y.ruckeri FN668382.1

9 Yruckeri KJ606914.1

68

—
|w

Yruckeri HQ222844.1
|J”.rzeckeri AB681666.1
Y.ruckeri NR 041833.1
FYR1 CP025800.1
20 Y.ruckeri KC291168.1
Yruckeri MK396587.1
8 Y.ruckeri MH371013.1

99 [~ Y.ruckeri EU401667.1

3 | ¥ ruckeri LT899970.1

Yruckeri KC291153.1
26 AYR1 MK548507.1
Yruckeri FI873802.1
BYR1 CP011078.1
Y.ruckeri F1908709.1
4 YruckeriKC291162.1
34 | Y-ruckeri KC951925.1
99 lY.mckeri GQ359958.1

99|

k2

[
(o]

[ o]

50

Sekil 5.6: 16s rRNA gen sekanslarina gore izole edilen Y. ruckeri suslarmin benzer
taksonlarla karsilastirilmasi.

Calisma siiresince izole edilen enfeksiydz balik patojenleri 5 farkli kromojenik
besiyerine ekilmis ve bu patojenlerin izolasyonunda kullanilan selektif besiyerleriyle
koloni morfolojileri, tiremesi, bakteriyel balik patojenlerinin tespit ve identifikasyon

Ozellikleri karsilastiriimistir.
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chromID® CPS® Elite agar son yillarda iiriner sistem enfeksiyonlarindaki bakteri
izolasyonu ve identifikasyonu ile koloni morfolojileri temel alinarak, 6zellikle E.
coli, Enterococcus ve bazi Proteeac grubu iiyelerinin tespitinde kolaylik saglanmasi
amaciyla gelistirilmis kromojenik bir besiyeridir. Yarbrough ve dig (2016) E.
coli’nin chromID® CPS® Elite besiyerinde Gram boyama ve biyokimyasal testlere
gerek olmadan koloni goriinimiine bagli olarak direk identifiye edilebilecegini
bildirmistir [274]. Bu ¢alismada ise bakteriyel balik patojeni etkenlerinden A.
hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri chromID® CPS® Elite
agarda koyu bej renginde iirerken, sadece L. garvieae kolonileri yesil renk vermistir.
Ayrica chromID® CPS® Elite / Columbia CNA +5% sheep blood ayn1 petri kabinda
iki farkli besiyeri bulundugundan ayni anda kullanma ve sonuglarini gézlemleme
acisindan kolaylik saglamaktadir. Ozellikle Gram (+) bakterilerin izolasyonu igin
kullanilan Columbia CNA +5% sheep blood agarin L. garvieae izolasyonu ve
identifikasyonu i¢in olduk¢a avantajli oldugu tespit edilmistir. Bu kombine
besiyerinin kullanimi1 laboratuarlarda standart besiyeri kullanimini azaltacak ve
ekonomik olarak avantaj saglayacaktir. Ayrica, her iki besiyerinde koloni
morfolojilerini ayn1 anda gozlemlenin de mikrobiyolojik calismalarda daha kolay,
giivenilir izolasyon ve identifikasyon sagladig tespit edilmistir.

Vibrio cinsine ait tiirler ozellikle insanlarda hastaliga neden olan V. cholerae
(epidemik kolera etkeni) ve V. parahaemolyticus (deniz iiriinleri tiikketimine bagl
olarak gelisen gastroenteritis etkeni) biiyilk Oneme sahiptir [345-348].
chromID® Vibrio V. cholerae ve V. parahaemolyticus’un diger Vibrio tiirlerinden
kolayca ayrilmasi amaciyla gelistirilmistir. Besiyeri iizerinde V. cholerae mavi/yesil
renkli koloniler ile go6zlenirken, V. parahaemolyticus pembe koloni goriinimii
vermektedir. Vibrio selektif besiyeri olarak kullanilan TCBS agar Vibrio tiirleri
arasinda diisiik segicilige sahiptir. Ornegin; koloni morfolojileri dikkate alindiginda
V. cholerae ile V. alginolyticus ve V. fluvialis; V. parahaemolyticus ile de V. mimicus
ve V. vulnificus ayirt edilememektedir [348]. chromID® Vibrio koloni rengine bagh
olarak farkli bir se¢icilik sunmaktadir. TCBS ile kiyaslandiginda kromojenik olan bu
besiyerinin herhangi bir dogrulamaya gerek olmaksizin Vibrio tiirleri igin 2 kat daha
secici oldugu belirtilmistir [348]. V. cholerae beta-galaktosidaz iiretiminden dolayi
chromID® Vibrio besiyeri tizerinde mavi/yesil renkli koloniler ile goriilmekte iken,
V. parahaemolyticus ise arabinose asimilasyonundan kaynakli pembe renkli koloniler
ile tespit edilmektedir. Pinto ve dig. (2011) Vibrio CHROMagar plates (CAV, PBI
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International, Milan, Italy)’in TCBS agara gore V. parahaemolyticus ve V. fluvialis
izolasyonunda daha yiiksek spesifiklige ve kesinlige sahip oldugunu rapor etmistir
[349]. Balik patojeni olan V. anguillarum’un ise bu ¢alismada chromID® Vibrio
besiyerindeki iireme performansi gozlenmis, koyu pembe/mor renkli koloniler tespit
edilmistir. Koloni renklenmesinin nedenine iliskin bir bilgi bulunmamakla birlikte,
aydinlatilmasi i¢in ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.

chromID® MRSA Smart methicillin direngli S. aureus (MRSA) izolasyonu igin
tasarlanmis olup, chromID® S. aureus Elite ise S. aureus’un direk identifikasyonu
igin gelistirilmistir. chromID® S. aureus Elite besiyeri lizerinde S. aureus glukosidaz
tiretiminden dolayr yesil koloniler ile gozlenmektedir. Staphylococcus genusu
baliklarda septisemi benzeri belirtiler ile birlikte ekzoftalmus ve yiizgec ¢evrelerinde
lezyonlar ile seyreden Klinik belirtilere neden olmaktadir [350;351]. Diger bir 6nemli
bakteriyel balik patojeni olan L. garvieae ise gokkusagi alabaligi ¢iftliklerinde
toplam tretimin yaklasik % 50’sinin kaybina neden olabilen bir hastalik etkenidir
[64;241;352]. Ayrica enfekte ve tasiyict baliklarla hastaligin saglikli baliklara
yayilmas1 da ¢iftliklerde biiylik ekonomik kayiplara neden olmaktadir [353].
Tiirkiye’de enrofloksasin, florfenikol ve oksitetrasiklin gibi bir¢ok farkli antibiyotik
tedavisi Laktokokkozis ile miicadele amaciyla gokkusagi alabaligi ciftliklerinde
kullanilmaktadir [325;354]. Antibiyotiklere kars1 direngli bakteri ile hayvanlar ve
insanlar arasindaki potansiyel transfer ve sonug olarak antibiyotik tedavisinin etkili
olmamasi antibiyotik kullaniminda baslica kaygilardir [354;355;356].

Bu ¢alismada Gram (+) koklar igersinde olan Staphylococcus tiirlerinin kolay izole
edilmesi amaciyla kullanilan chromID® MRSA Smart ve chromID® S. aureus Elite
kromojenik besiyerleri gokkusagi alabaligr ciftliklerinde 6nemli kayiplara neden olan
L. garvieae’nin liremesini inhibe etmistir. Bu nedenle bu iki besiyerinin baliklarda
stafilokokla streptokok enfeksiyonlariin teshisinde L. garvieae gibi streptokok
tirlerinden kaynaklanan hastaliklarla beraber mix kok enfeksiyonlarinda
stafilokoklarin daha kolay izole edilmesinde faydalanilabilecegi diistiniilmektedir.
Tez calismas siiresince hastalik vakalarindan yapilan izolasyonlarda stafilokokun
iireyecegl genel besiyerleri de kullanilmasma ragmen stafilokok enfeksiyonuna
rastlanmamuistir. Ancak bu iki kromojenik besiyerinde laboratuvarlarda yapilan
calismalarda stafilokoklarin ¢ok baskin ve yogun bir sekilde tiredigi bildirilmektedir
[269].
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Mikrobiyolojide son zamanlarda organizmalarin tanimlanmasinda fenotipik ve
genetik ozellikler temel alinarak ¢esitli metotlarin kombinasyonlar1 kullanilmaktadir.
Klasik bakteriyel taksonomi, morfoloji, beslenme, fizyoloji ve habitat gibi
parametrelere dayanmakla birlikte, endospor, flagella gibi morfolojik karakterlerin
varligi da mikroorganizmalarin klasifiye edilmesine yardimci olmaktadir. Farkli
boyama yontemlerinin kullanilmasi da (Gram boyama, asit-fast boyama gibi)
bakterilerin hiicre duvarmin kimyasal yapisina bagli olarak tanimlanmak istenen
mikroorganizmaya dair hizli bilgi edinilmesini saglamaktadir. Biyokimyasal testler,
giintimiizde ¢esitli ticari kitler ile kolaylikla uygulanabilmekte olup, bakterilerin
spesifik  kiiltiir kosullarindaki enzimatik aktivitelerine bagli olarak sonug
vermektedir. Molekiiler taksonomi ise organizmalarin genomik DNA’larina bagh
olarak gelistirilen ¢esitli tekniklerle gerceklestirilmektedir [357].

rRNA gen dizilemesi bakteri ve mantar tiirlerinin identifikasyonunda genellikle
tercih edilen bir yontem olmakla birlikte 6zel cihazlar ve laboratuvar altyapisi ile bu
konuda 6zel egitimli kisilere ihtiya¢ saglamaktadir. Son 20 yildir basarili diagnoz
saglamasina ragmen rutin uygulamada etkili sekilde kullanilamamasi g¢esitli
zorluklara neden olmaktadir. Bu 6nemli bosluklar1 doldurabilecek gecerli, alternatif
bir hizli tan1 yontemi olarak MALDI-TOF MS teknolojisi gelistirilmistir [358].
Giivenilirligi yiiksek olan molekiiler yontemlerle ayni potansiyele sahip, ancak
uygulamada daha pratik, hizli ve ucuz olan MALDI-TOF MS sistemleri teknolojinin
daha ulagilabilir olmasiyla birlikte klinik mikrobiyoloji laboratuarlarinda
kullanilmaya baglanmistir [359].

Bu c¢alismada MALDI-TOF MS teknolojisini kullanarak identifikasyon yapan
VITEK-MS cihaz ile gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan A. hydrophila, L.
garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri Tiirkiye’de ilk kez calisiimis
olup, % 99.9 basar1 oraniyla identifiye edilmistir.

Konvansiyonel mikrobiyolojik tekniklerle MALDI-TOF MS teknolojisinin
karsilastirildigr birgok calismada MALDI-TOF MS’in yakin zamanda geleneksel ve
siirli tekniklerin yerini alabilecegi bildirilmistir [282;360-362]. Dubois ve dig.,
(2012) VITEK-MS teknolojisini klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin
tanimlamada denedikleri ¢alismalarinda, sistemin % 96.2 oraninda dogru
identifikasyon gergeklestirdigini ve veritabaninin zenginlestirilmesi ile bu oranin
daha da artabilecegini rapor etmislerdir [363]. Martiny ve dig. (2012), MALDI-TOF

MS teknolojisinin enterik hastaliklarin teshisinde laboratuvarlarda rutin olarak
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kullanilabilecegini ve o6zellikle klinik mikrobiyolojide digki 6rneklerinde normal
floradan potansiyel patojenleri ayirt etmede olduk¢a kullanigh bir arag oldugunu
belirtmistir [282].

Van Veen ve dig. (2010) Gram (+) ve Gram (-) bakterilerin identifikasyonunda
konvansiyonel metotlarin MALDI-TOF MS sistemiyle karsilagtirildiginda daha
yiiksek hata oraniyla daha az sayida tiir tanimlamasina olanak sagladigini bildirmis
[285], Kierzkowska ve dig. (2013) ise Gram (+) anaerobik koklarin
identifikasyonunda tiir seviyesinde kesin teshisin sadece MALDI TOF MS ile
gerceklestirielbildigini  belirtmistir [364]. Sala-Comorera ve dig. (2016) aym
bakteriye ait farkli mevsimlerde farkli su kaynaklarindan izole edilen 300 adet susun
tamimlanmasinda MALDI-TOF MS sisteminin API identifikasyon Kitleri ve 16s
rRNA gen sekanslamasi ile karsilastirildiginda daha giivenilir bulundugunu
bildirmistir [365].

Lopez-Fabal ve dig. (2015), Streptococcus pneumoniae (43 adet), Moraxella
catarrhalis (44 adet) ve Haemophilus influenzae (64 adet) tiirlerinin
identifikasyonunda MALDI-TOF MS VITEK ile fenotipik metotlarin
karsilastirmasini yapmis, sonuglar1 da 16s rRNA gen dizilemesi ile kiyaslamiglardir.
Calisma sonucunda biyokimyasal ve otomatik identifikasyon sistemlerinin % 75
oraninda dogru identifiye ederken MALDI-TOF MS VITEK ile S. pneumoniae’nin
% 86, H. influenzae’nin % 79, M. catarrhalis’in ise % 100 oraninda identifiye
edilebildigi, kiitle spektrometrisinin bakterilerin identifikasyonunda daha hizli ve
konvansiyonel metotlara gore daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir [366].

Moon ve dig., (2013) klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda rutin olarak izole edilen
Gram pozitif koklardan 424 susun VITEK MS, 16s rRNA ve geleneksel yontemler
ile identifikasyonunu karsilastirmig, VITEK MS sisteminin tiir seviyesinde % 97.9
oraninda dogru tanimlama yaptigini belirtmistir [367]. Wieser ve dig. (2012) ise tek
bir MALDI-TOF MS sistemi ile Gram pozitif ve Gram negatif bakteri ile maya
tirlerinin  biyokimyasal testlere ihtiya¢ duyulmadan identifiye edilebilecegi
avantajina dikkat ¢ekmistir [300].

Calisma siiresince MALDI-TOF MS teknolojisi ile VITEK-MS kullanarak ve 16S
rRNA gen sekanslamasi ile identifiye edilen bakteriyel balik patojenlerinin
karsilastirilmast Tablo 5.6’da sunulmustur. VITEK-MS ile molekiiler tanimlamanin
benzer sonuclar verdigi ve MALDI-TOF MS teknolojisinin balik patojenlerinin

tanimlanmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir.
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Tablo 5.6: Bakteriyel balik patojenlerinin VITEK MS (MALDI-TOF MS) ve 16s
rRNA gen sekanslarina gore identifikasyon ylizdelerinin karsilagtirilmasi.

NUMUNE | VITEK MS (%) se}(ii:ﬁ’r\'lﬁagggre IDENTIFIKASYON
KODU identifikasyon (%) SONUCU
CAH1 99.9 100 Aeromonas hydrophila
EAH1 99.9 100 Aeromonas hydrophila
ALG4 99.9 100 Lactococcus garvieae
GLG1 99.9 100 Lactococcus garvieae
ILG1 99.9 100 Lactococcus garvieae
CPF1 99.9 100 Pseudomonas fluorescens
CPF2 99.9 100 Pseudomonas fluorescens
AVAL 99.9 100 Vibrio anguillarum
BVAL 99.9 100 Vibrio anguillarum
EVAL 99.9 100 Vibrio anguillarum
AYR1 99.9 100 Yersinia ruckeri
BYR1 99.9 100 Yersinia ruckeri
FYR1 99.9 100 Yersinia ruckeri

Bu calisma ile VITEK MS sistemi kullanilarak bakteriyel balik patojenlerinin
identifikasyonun miimkiin oldugu belirlenmistir. Diger yontemlere gore daha hizli ve
glivenilir olarak bildirilen MALDI-TOF MS teknolojisi ile hastalik etkenleri daha
cabuk teshis edilebilecek, boylelikle oOzellikle akut vakalarda hizlica tedaviye
gidilebilecektir. Ayrica son yillarda bakterilerin kiiltiirii yapilmadan direkt olarak
hastalik etkenini iceren karisik kiiltiir orneklerinden (viicut sivilari, kan, idrar)
identifikasyonun gerceklestirilebilmesi amaciyla protokoller gelistirilmektedir [368].
Patojen mikroorganizmalarin tanimlanmasinda klasik mikrobiyolojik yontemlere
hizli ve gilivenilir bir alternatif olarak kullanilan spektroskopik yontemler kiitle ve
titresimsel spektroskopiler olarak ikiye ayrilmakta ve tim diinyada farkl
calismalarda kullanilmaktadir. En ¢ok tercih edilen kiitle spektroskopisi olan VITEK
MS hizli, pratik ve giivenilir sonu¢ vermesinin yani sira, pahali olmasi ve genis
caligma alanmna ihtiyag duymasit dolayisiyla bir¢ok laboratuar tarafindan
degerlendirilememektedir  [369].  Titresimsel  spektroskopiler ise  kiitle
spektroskopilerine benzer olarak pratik uygulama alan1 sunmakta, ¢alisilan kiiltiiriin
kimyasal kompozisyonuna bagli olarak sonu¢ vermektedir. Dipol moment
degisimine bagli olarak absorbsiyon spektrumu veren FTIR (Fourier Transform
Infrared Spectroscopy) ile mikroorganizmalarin identifikasyonuna yonelik farkli
calismalar gergeklestirilmis ve tanimlamaya uygun alternatif bir metot olarak

onerilmistir [369-373]. IR spektroskopisinden farkli olarak polarite degisimine bagl
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sacilma spektrumu elde edilen Raman spektroskopisinde ise suyun spektruma
girisinin  az olmasi birgok avantaj saglamaktadir. Biyolojik orneklerin
degerlendirilmesi ve sulu c¢ozeltilerden de 6l¢iim alinabilmesi mikroorganizmalarin
identifikasyonunda kolaylik saglayarak FTIR’a gore Raman spektroskopisini
avantajli kilmaktadir [373;374].

Yontemin, bakteri hiicrelerinin spektrumlarinin belirlenmesiyle birka¢ dakika
igerisinde yiiksek secicilik saglayarak sonu¢ vermesi diger metotlara gére en biiyiik
avantajidir. Ozellikle bakterilerin  kiiltiir ortamindan veya kiiltiir ortaminda
tiretilmeden de tanimlanabiliyor olmast zamandan biiyiik tasarruf saglayarak bircok
avantaj1 da beraberinde getirmektedir. Yontem bu avantajlariyla birgok farkli alanda
ve konuda calisma imkani sunmaktadir. Ayrica Raman spektroskopisi ile
spektrumlar1 belirlenen 6rneklerin farkli analizler i¢in tekrar kullanilabilir olmasi da
yontemin bir diger avantajidir [375].

Bu c¢aligmada A. hydrophila, L. garvieae, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y.
ruckeri olmak tizere 5 farkli bakteriyel balik patojeninin Raman spektrumlar
belirlenerek  metodun  bakteriyel balikk  patojenlerinde  uygulanabilirligini
degerlendirmek ve spektrumlara ait bilgi elde etmek amaglanmis ve Raman
spektroskopisin bakteriyel balik patojenlerinin identifikasyonunda kullanilabilirligi
belirlenmistir. Bakterilerin polisakkarit, niikleik asit, aminoasit ve yag asitlerinin
bulundugu band bolgelerinde gozlenen farkliliklarin identifikasyonda ayirt edici
nitelikler olacag: diistiniilmektedir.

Gram (-) bakteriler olan A. hydrophila, P. fluorescens, V. anguillarum ve Y. ruckeri
patojenlerinde polisakkaritler A. hydrophila suslarinda 552 ve 560 cm-1
siddetlerinde, P. fluorescens suslarinda 425 ile 698 cm-1 arasindaki piklerde, V.
anguillarum suslarinda 313 ile 666 cm-1 arasindaki piklerde, Y. ruckeri’de ise 313
ile 641 cm-1 siddetleri arasinda degerler gostermislerdir. Niikleik asitler A.
hydrophila suslarinda 777 ve 852 cm-1 arasinda, P. fluorescens suslarinda 776 ve
925 cm-1 arasinda, V. anguillarum suslarinda 723 ve 934 cm-1 arasinda, Y. ruckeri
suglarinda ise 723 ve 952 cm-1 arasinda anlaml pikler belirlenmistir. Aminoasitler
Gram (-) bakteriyel balik patojenlerinde benzer spektrum araliklarinda tespit edilmis
olup, A. hydrophila suslarinda 1004 ile 1080 cm-1 arasinda, P. fluorescens suslarinda
1004, 1098 ve 1100 piklerinde, V. anguillarum suslarinda 1002 ve 1352 cm-1
arasinda, Y. ruckeri suslarinda ise 1002 ile 1343 cm-1 arasinda anlamli pikler ile

tespit edilmistir. Yag asitleri A. hydrophila suslarinda 1445 ile 1667 cm-1 arasinda,
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P. fluorescens suslarinda 1445 ile 1665 cm-1 arasinda, V. anguillarum suslarinda
1443 ile 1666 cm-1 arasinda, Y. ruckeri suslarinda ise 1445 ile 1760 cm-1 arasinda
anlaml pikler ile belirlenmistir (Sekil 5.7). Ozellikle P. fluorescens suslarinda dikkat
ceken dalga boylarindaki titresimlerde meydana gelen karigmalar, bakterinin fluresan
1stma Ozelliginden kaynaklandigi, Raman spektrumlarinin belirlenmesinde de en
onemli dezavantajlardan biri oldugu bildirilmistir [357;376].

Sil ve dig. (2017) bir baska Gram (-) bakteri olan Escherichia coli (E. coli)’nin
Raman spektroskopisi ile tespiti ve siniflandirilmasini gergeklestirdigi ¢alismasinda
Raman piklerinin 622 ve 643 cm-1 g¢evresinde aminoasitlere, 724 ve 783 cm-1
cevresinde bakteri DNA’sinin purin ve pirimidin bazlarina (720 cm-1’de adenin, 783
cm-1 ¢evresinde timin ve sitozin), en giiglii Raman piklerinin gézlendigi ve E. coli
icin karakteristik oldugu belirtilen 1004, 1034 ve 1668 cm-1 piklerinde proteinlere,
1094 cm-1 band bolgesi ve ¢evresinde ise karbonhidratlara ait bolgelerin belirlendigi
bildirilmistir [377]. Goeller ve Riley (2007) benzer sekilde E. coli ve iki farkli
bakteriyofajinin Raman spektroskopisi ile karakteristik piklerini belirledikleri
caligmalarinda E. coli’de anlamli piklerin 1449 cm-1’de karbonhidratlar, 1002, 1128
ve 1320 cm-1°de proteinler, 1301 cm-1’de lipitler ile lokalize olduklarmi tespit
etmis, MS2 ve PRD1 bakteriyofajlarinda ise 1249 ve 1607 cm-1 ¢evresinde giiclii
pikler ile protein sinyalleri belirlemislerdir [378]. Protein iceriginin birden fazla
noktada gozlenmesinin E. coli’nin yaklasik % 55 oraninda protein igerigine sahip
olmastyla iliskili oldugunu bildirmislerdir. Strola ve dig. (2014) Bacillus subtilis ve
E. coli suslarinin Raman spektrumlarinda genel olarak 784, 1001, 1170, 1242, 1338,
1445, 1573, 1605, 1655 ve 2925 cm-1 pikleri ile temel hiicre bilesenleri olan protein,
lipid ve niikleik aistlerin gériildiigiinii bildirmistir. Ozellikle 1655 ¢cm-1 cevresinde
cesitli protein bantlarinin goriildiigii, DNA bantlarinin ise 1573 cm-1 ¢evresinde
guanin ve adenin ile temsil edildigini belirtmislerdir [314]. Strola ve dig. (2013)
Bacillus cereus, Bacillus subtilis ve Staphylococcus epidermidis’in 1320-1340 cm-1
bolgesinde DNA titresimleri, 1650-1680 cm-1 arasinda ¢esitli proteinlerin, 1440-
1460 cm-1 arasinda c¢esitli yaglarin, 1605-1615 cm-1 arasinda aminoasit zincirlerinin
ve 1040-1100 cm-1 arasinda da karbonhidrat sinyallerinin dagilim gdsterdigi Raman
spektralarini belirlemislerdir [379].

Gram (+) streptokok tiirli olan L. garvieae suslarinda polisakkaritler 323 ile 567 cm-
1 arasinda, niikleik asitler 724 ve 952 cm-1 arasinda, aminoasitler 1002 ve 1328 cm-

1 arasinda, yag asitleri ise 1455 ile 1795 cm-1 arasinda tespit edilen piklerle
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tanimlanmistir. Harz ve dig. (2005) farkl stafilokok suslarinin farkl kiiltiir kosullari
altinda Raman spektrumlarini belirledikleri ¢alismalarinda en anlamli piklerin 1001
cm-1 ile aminoasit olan fenilalanin, 778 cm-1 ile sitozin ve urasilin gozlendigi
bolgelerde tespit edildigini bildirmislerdir. Ayrica suslarin farkli sicakliklarda (30 °C
ve 37 °C) ve farkl besiyerleri kullanilarak (CASO-agar ve CA-agar) kiiltiire edilmesi
sonucu elde edilen Raman piklerinin de esit oldugunu tespit etmisler, boylelikle 778
c¢m-1 bandinin karakteristik oldugu sonucuna varmiglardir. Stafilokok suslarinin 6 ve
72 saatlik kiiltlirlerinin Raman spektrumlarinin karsilastirilmasinda ise neredeyse
ayni bantlarin elde edildigini, ancak 1575 cm-1 bolgesinde kiiltiir saatine bagl olarak
inis ve cikislar oldugunu belirtmislerdir [380]. Wang ve dig. (2016) siitten izole
ettikleri Lactococcus lactis’in ampisilin ve siprofloksasine karsi gosterdigi etkiyi
Raman spektroskopisiyle belirlemis, antibiyotik uygulanmasindan 30 dakika sonra
hiicrelerin biyokimyasal igeriklerinde herhangi bir degisiklik goriillmezken, 60 ve 90.
dakikalarda ciddi spektral degisimler oldugu gozlenmistir [309]. Gokkusag: alabaligi
yetistiriciliginde bir¢ok ciftlikte yaygin olarak izole edilen ve gelistirdigi antibiyotik
direnci ile miicadelede ciddi problemler yasanan Bu calisma ile L. garvieae’nin
Raman spektroskopisi’nde tanimlayici piklerinin belirlenmesinin, antibiyotik
direncinin hizli ve giivenilir sekilde belirlenebilmesinde referans veri olmasi

beklenmektedir.
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Bu arastirma bakterilerin identifikasyonu i¢in olusturulacak veritabanina yonelik ilk
caligmadir. Bakteriyel hiicrelerin Raman spektrumlari zengin bir bilgi kaynagi
olmasmin yani sira, olduk¢a komplekstir. Bir¢ok avantajinin yani sira bakteri
orneklerinden identifikasyonun gercgeklestirilebilmesi i¢in veri tabanina ihtiyag
duyulmasi da metodun gerekliligidir. Ayrica bakteriyel hiicre bilesenlerinin ayrintili
olarak analiz edilebilmesi i¢in gelistirilmis yaklagimlarin ¢alisilmas: gerekmektedir.
Raman spektroskopisi ile bakteriyel hiicre bilesenlerinin tespitinde, hiicre
kompozisyonunun dogru sekilde belirlenebilmesi, kiiltiir kosullariyla yakindan
iligkilidir [357]. Bu nedenle ¢aligma siiresince her bir denemede ayni bakterilerin
farkli suslartyla c¢alisilmis, giivenilir Raman piklerinin elde edilebilmesi igin
bakteriler aymi kosullarda kiiltiire alinarak c¢alisilmistir. Kiiltiir kosullarindan
olusabilecek farkliliklarin sonuglara olan etkilerinin belirlenebilmesi i¢in de
istatistiksel olarak karsilastirmalar yapilmistir.

Raman spektroskopisi ile identifiye edilen bakterilerin analize hazirlanmasi, lireme
fazi, tireme sicakligi, lireme siiresi gibi parametrelerin elde edilen spektrumlara etki
edebilecegi bildirilmistir ve metodun kesinlestirilebilmesi i¢in halen tartigsmalar
sirmektedir [375]. Ancak bakterilerin kiiltiirii ve analize hazirlanmasinin diger
metotlarda uygulandigr gibi  uygun ve stabil kosullarda gerceklestirilmesi
durumunda analiz sonuglarinin giivenilir olacagi diisiiniilmektedir [375;381-384].
Veritabani i¢in yeterli veri elde edildiginde Raman spektroskopisi ile istatistiksel
modellerin bir arada kullanilacagi bir klasifikasyon modelinin olusturulabilecegi
bildirilmistir [375]. Modelin giivenilirliginin saglanmasi ve bilinmeyen &rneklerin
identifikasyonunun yapilabilmesi i¢in aym tiire ait orneklerin farkli suslarmin da
veritabaninda tanimlanmasi1 olduk¢a Onemlidir. Bu dogrultuda bakteriyel balik
patojenlerinin Raman spektroskopisiyle identifikasyonunun dogru, hizli ve giivenilir
sekilde gerceklestirilebilmesi i¢in farkli bolgelerden izole edilen suslardan bir
veritaban1 i¢in ¢alismalar yapilmasi onerilmektedir. Ilerleyen asamalarda Raman
spektroskopisi ile direk identifikasyonun saglanabilmesi, gerek az miktarda 6rnek ile
Olcim alinabilmesi, gerekse Orneklerin analize hazirlanmadan 6nce kisa on isleme
ihtiya¢c duymasi bakteriyel balik hastaliklarinin hizli identifikasyonunda 6nemli bir
adim olacaktir. Ayrica bakteriyel balik hastaliklarin izlenmesi ve rutin kontrollerde
de yeni bir yontem olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.

Cam ve dig. (2010) bakteriyel karisimda surface enhanced Raman spektroskopy
(SERS)’in kullanilabilirligini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda birbiriyle baglantili 3
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bakteri cinsini i¢eren (Shigella sonnei, Erwinia amylovara ve Proteus vulgaris)
karisimda  bakterilerin - basarili  sekilde ayr1 ayr1 identifiye edilebildigini
bildirmiglerdir [385]. Gokkusagi alabaliklarinda yaygin olarak goriilen V.
anguillarum ve L. garvieae’den kaynaklanan mix enfeksiyonlar kiiltiir balik¢iliginda
kayiplara neden olmaktadir [341]. Bununla beraber farkli bakteriyel etkenlerin
olusturdugu mix enfeksiyonlarla son yillarda daha cok karsilasiimakta, bu
enfeksiyonlardan hastalik etkenlerinin izolasyon ve identifikasyonu zor olmaktadir.
Bakteri spektrumlarinin Raman spektroskopisi ile belirlenmesiyle de mix-
enfeksiyonlarin da teshisinde kolaylik saglanacagi diistiniilmektedir.

Gliniimiizde klinik mikrobiyolojide Raman spektroskopi ile bakteri identifikasyonu
amactyla ticari olarak gelistirilmekte olan bazi {riinler bulunmakla birlikte
(BioParticle Explorer, raplD, Germany; SpectraCell RA, RiverD, the Netherlands),
hizli, kolay ve giivenilir teshis imkani sundugundan Oniimiizdeki yillarda bakteri
tanimlamada yaygin sekilde kullaniliyor olacagi 6n goriilmektedir [375].

Bakteriyel balik patojenlerinin giivenli ve hizli identifikasyonu dogru tedavinin
zamaninda belirlenip uygulanabilmesi i¢in olduk¢a 6nemli olup, diger akuatik
canlilar ve insan saghgi ile de iliskilidir [386]. Wang ve dig. (2007) enfekte
baliklarin tiiketiminin insanlarda gastrointestinal hastaliklara neden oldugunu
bildirmis [178], Maquelin ve dig. (2002) gida zehirlenmesine neden olan bu
mikroorganizmalarin  ve endosporlarinin identifiye edilmesinin, tedavi ve
hastaliklarla kontrol a¢isindan oldukc¢a 6nemli oldugunu vurgulamistir [387]. Bu
calismada izole edilen bakteriyel balik patojenlerinden biri olan A. hydrophila suda,
toprakta ve saglikli baligin sindirim sisteminde bulunan firsat¢1 bir patojen olup,
zoonotik hastaliklara ve gida kaynakli enfeksiyonlara neden oldugu bildirilmistir
[7;388-392]. Baliklarda septisemi ve iilseratif lezyonlara neden olan P. fluorescens’in
insanlarda kontamine ekipman kullanimima bagli olarak bakteriyemiye [30;338],
baliklarda enterik kizilagiz hastaligi etkeni olan Y. ruckeri’nin ise nadir vakalarda da
olsa insanlarda klinik vakalara sebep olabilecegi rapor edilmistir [345]. Mezofilik bir
bakteri olan ve gokkusagi alabaliginda siklikla goriilen laktokokkozis etkeni L.
garvieae ise zoonoz ve oportiinist karaktere sahiptir [15;178]. Insanlarda neden
oldugu ilk enfeksiyon 1991 yilinda bildirilmis [172], ardindan bir¢ok aragtirmaci
tarafindan endokardit [173;174], karaciger absesi [175], osteomyelit [176], spondilit
[177] ve ikincil peritonit [178] etkeni olarak izole edildigi bildirilmistir. Raman

spektroskopisi son yillarda medikal ve gida kaynakli patojen mikroorganizmalarin
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hizli ve giivenilir teshisinde kullanilmaya baslanmis, 6zellikle viicut sivilart ve
gidadan patojenlerin direkt olarak belirlenebilmesi konusunda sagladigi avantajla
gelecek vaad eden bir yontem oldugu birgok calismada belirtilmistir
[309;311;375;380;393]. Bu patojenler akuakiiltiir sektoriinde ciddi ekonomik
kayiplara neden olmalarinin yani sira toplum sagligi icin de zoonoz olmalari
nedeniyle risk olusturmaktadir. Bu sebepten etkenlerin hizli ve giivenilir sekilde
teshis edilebilmesi uygun kontrol ve tedavi yoOntemlerinin hizli sekilde
belirlenebilmesi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Raman spektroskopisinin
baliklarda zoonoz olan bu bakteriyel patojenlerin teshisinde de etkili sekilde

kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Su iriinleri yetistiricilik sektoriiniin siirdiiriilebilirligi agisindan balik hastaliklari
basariy1 etkileyen en 6nemli faktordiir. Hastalik etkenlerinin hizli teshis edilerek
tanimlanmasi, erken ve etkili tedavi saglanacagindan ekonomik kayiplarin 6niine
gecilebilmesi agisindan oldukga 6nemlidir. Bakterilerin kiiltiir ve identifikasyonunda
biyokimyasal yonler 5 giin, molekiiler yontemlerle tanimlama ise kimi zaman 20
giine varan siirelerle gerceklestirilmekte, bu durum etken patojenlerin hizli teshis
edilebilmesi i¢in alternatif yontemlere olan ihtiyaci gostermektedir. Ayrica molekiiler
tanimlamada uzman kisilere ve spesifik laboratuvarlara ihtiyag duyulmasi da
hastaliklara hizli miidahalede karsilagilan problemlerdir. Raman spektroskopisi
kullanilarak bakteriyel balik patojenlerinin tanimlanmasi durumunda, identifikasyon
stiresi birka¢ dakikaya diismekle birlikte patojenlere 6zgii parmak izi niteliginde
biyokimyasal karakterleri temel alinarak elde edilecek olan analiz sonuclar yiiksek
oranda kesinlik icerecektir. Bu yontem ile viicut sivilar1 veya organlardan direk
identifikasyonla ilgili ¢aligmalarin yapilmasi gerekmekte, ancak direk tanimlama
yapilabilmesi i¢in ayni tiir bakteriye ait ¢ok sayida spektrumun, farkli bakteriyel
patojenlere ait spektrumlarin, lilke igerisinde farkli lokasyonlardan izole edilecek
bakterilere ait spektrumlarin ve farkli iilkelerden temin ediecek farkli patojenlere ait
spektrumlarin elde edilerek bir veri bankasi olusturulmasi ve bir identifikasyon
yazilimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Boylelikle, etken patojenlerin teshisi kisa siirede
yiiksek dogruluk oraniyla gerceklestirilebilecektir.

Calismada gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde akut hastalik vakalarindan izole
edilen bakteriyel patojenlere ait Raman spektrumlar ilk kez belirlenmis olup, hizli
identifikasyon icin gerek metodolojinin gerekse elde edilen spektrumlarin bu
alandaki caligmalar i¢in Oncli nitelikte olacagr diisiiniilmektedir. Raman
spektroskopisi kullanilarak rutin identifikasyonun gerceklestirilebilmesi durumunda,
hizli ve kesin teshise bagli olarak etkin tedavi, uygun antibiyotik kullanimina bagh
olarak patojenlerde diren¢ mekanizmalarinin Oniine gecilebilmesi ve mortalite

oranlarinin diistiriilmesi ile balik hastaliklarina bagl ekonomik kayiplar 6nlenecek ve
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su uiriinleri sektoriine biiyiik oranda katki saglanmis olacaktir. Ayrica bakteriyel balik
patojenlerinin izolasyonunda bu c¢alisma ile Onerilen kromojenik besiyerlerinin
kullanimu ile V. anguillarum ve L. garvieae’nin hizli 6n tanis1 miimkiin olacaktir.

Sonug olarak; bu calismada gokkusagi alabaligi yetistiriciliginde ciddi ekonomik
kayiplara sebep olan bakteriyel balik patojenlerinin kromojenik besiyerlerinde iireme
performanslar1 belirlenmistir. Ayrica bakteriyel balik patojenlerinin tanimlanmasinda
MALDI-TOF MS teknolojisine sahip VITEK MS ilk kez denenerek rutin kullanima
uygun bulunmus, patojenlerin Raman spektroskopisinde belirgin anlamli pikleri ilk
kez tanimlanmigtir. Daha Once bakteriyel balik patojenlerinin tanimlanmasinda
kullanilmamis olan bu yeni kiitle ve titresimsel spektroskopik metotlarin, rutin olarak
kullanilmakta olan biyokimyasal ve molekiiler yontemlere alternatif olarak

kullanilabilecegi ortaya konmaya c¢alisilmistir.
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Harmonization of Biodiversity and Marine Endustries Turkey-
Japan Marine Forum

How to Write a Scientific Paper Harol Rosenthal One Day
Course Programme

ISO 14001 Certificate Program
ISO 9001 Certificate Program
OHSAS 18001 Certificate Program
ISO 22000 Certificate Program
ISO 19011 Certificate Program
ISO 19011 Certificate Program

Centro Linguistico di Ateneo - Corso di Italiano / Universita
del Salento

Ege Water Forum EGESKUT
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