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OZET

Yaptigimiz c¢alisma; Kahramanmaras ilinde bulunan gokkusagi alabaligi
(Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) isletmelerinde baliklardan alinan 6rneklerden
Yersinia ruckeri’nin bakteriyolojik kiiltiir yontemi ile izolasyon ve identifikasyonu yani
sira Polimeraz Zincir Reaksiyonu kullanilarak etken DNA’smin  amplifikasyonu
amaglanmistir. Bu amagla Nisan 2013 ve Eyliil 2014 tarihleri arasinda 16 farkli alabalik
isletmesinden, Gokkusagi alabaliklarindan, karaciger, dalak, bobrek ve bagirsaklardan
ornekler alinmigtir. Toplam 115 6rnek incelenmistir. Bunlardan 14 6rnekte Yersinia
ruckeri tespit edilmistir. Calisma yapilan 16 farkli isletmeden, 7 tanesinde hastalik tespiti
yapilmugtir.

Enterik kizil agiz hastaligi etkeni olan Yersinia ruckeri, 10 °C ve Uzeri su
sicakliginda hastalik olusturmaktadir. Hastalik belirtileri bu su sicakligi degerinden sonra
goriilmektedir. Bu nedenle numune aliminda su sicakliklarinin arttigi donemler secilmistir.
Bolge ortalama 800 metre rakima sahip olup, genellikle bahar ve yaz dénemlerinde su
sicakliklar1 artmaktadir. Bu nedenle 6zellikle 2013 yili ilkbahar, yaz ve sonbahar ile 2014
yilt ilkbahar ve yaz mevsiminde alabalik isletmelerinde kontroller yapilmistir. Balik
numunelerinin se¢iminde; rengin koyulagsmasi, agiz i¢ ve dis kisimlarinda, operkulumlarda,
viicudun dis ylizeyinde ve yiizgeclerin tabaninda kanamalar, karinda sislik, ekzofalmus
belirtisinin bir veya birkagin1 gosteren ya da gayesizce su ylizeyinde yiizen 5-200 gram
aras1 baliklar tercih edildi. Hastalik belirtisi tespit edilmeyen bazi alabalik isletmelerinde
bazen hicbir belirti gostermeyen baliklar numune olarak alindi. Bu amagla, gokkusagi
alabalik isletmeleri tarandi. Alinan numunelerde laboratuvar kosullarinda otopsi yapildi.

Yersinia ruckeri nin tespiti ve ayristirtlmasi i¢in baliklarin karaciger, dalak, bobrek
ve bagirsaklarindan alinan Orneklerin dnce besi yerlerine ekimi yapildi. Bu amagla Brain

Heart Infusion Agar (BHIA) ve Tryptic Soy Agar (TSA) tercih edildi.



Alabalik isletmelerinden alinan bu 6rneklerden elde edilen saf suslara biyokimyasal
tanimlama testleri; Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) uygulanip fenotipik

Ozellikleri incelenmistir.

Bakterinin fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore belirlenen 14 adet Yersinia
ruckeri susunun Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) teknigiyle teyit edilmesinde spesifik
primer kullanildi. Takiben bu suslarin tamaminin molekiiler olarak Yersinia ruckeri oldugu

teyit edildi. Ayrica antibiyotige kars1 duyarliligini saptamak i¢in antibiyogram testi yapildi.

Sonug olarak; Kahramanmaras ilinde Yersinia ruckeri teshisi dogru ve kesin olarak
yapildi. Kahramanmarag ilinde gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinin bazilarinda
Enterik Kizil Agiz Hastaligi mevcuttur. Bu nedenle, bolgede bulunan isletmeler; asi
uygulamali, baliklarda bagisiklik sistemini artiric1 vitaminler kullanmali, kiiltiirel 6nlemleri
almali, baliklarda olusacak stres faktorlerini en aza indirmeli, asir1 stoklamadan
kacinmalidir. Buna ragmen, hastalik tesiste goriilmiis ise Once hastalik laboratuvar
kosullarinda tam olarak tespit edilmeli, antibiyotige duyarlilig1 saptanmali, hastaliga kars1

ilacl miicadele baslatilmalidir.
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I11, PCR, antibiyogram test
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ABSTRACT

What we do is work; Located in the province of Kahramanmaras of rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) in fish taken from the sample of Yersinia ruckeri's
bacteriological culture method with insulation and appreciation as well as polymerase
chain reaction amplification factors using DNA was aimed. For this purpose, from business
16 different trout between September 2014 and April 2013 were taken in samples the gut
and kidney, spleen, liver rainbow trout. Total of 115 samples were examined. Of these, 14
have been identified in Yersinia ruckeri example. Working in 16 different from business, 7

of them were the detection of the disease.

Enteric red mouth disease factor is Yersini ruckeri, 10 °C and higher water
temperature constitute illness. Symptoms of the disease that are seen after the water
temperature value. Therefore the temperature of the water increases in the purchase of a
sample chosen periods. At an altitude of 800 meters on average, the region has generally
been increasing water temperatures in the spring and summer period. For this reason,
especially the year 2013 spring, summer and fall, the season of spring and summer of 2014
with trout in control again. In the selection of the sample of fish; darkening, the internal
and external parts of the mouth, the body's outer surface and fins in operkulum are at the
base of the bleeding, abdominal swelling, indicating that one or more of the symptoms of
ekzofalmus or other flots floating on the water's surface from 5 to 200 grams of fish were
preferred. Some trout have not been detected signs of disease in fish samples did not show
any symptoms, sometimes taken as. To this end, we screened businesses in rainbow trout.

Samples taken at autopsy was performed under laboratory conditions.

Yersinia ruckeri to fish identification and parsing of the liver, spleen, kidney and
intestines taken from specimens before fattening their cultivation was made.For this
purpose, Brain Heart produced by Agar (BHIA) and Tryptic Soy Agar (TSA) were

preferred.



The pure strains obtained from these samples from trout farms were evaluated
phenotypic characteristics applied with Biolog System Connection (The Genie biolog
micro plate) and Biochemical tests.

Specific primer were used to confirm 14 Yersinia ruckeri with PCR after
determined according to bacteria the phenotype and genotype characteristics.

Subsequently, these strains were confirmed as Yersinia ruckeri with DNA.

As a result; In the province of Kahramanmaras Yersinia ruckeri diagnosis was
made correctly and precisely. In the province of Kahramanmaras, when rainbow trout
aquaculture in some of Enteric Red mouth disease is available. Therefore, enterprises
located in the zone; vaccination is applied, the fish immune system booster vitamins should
| use, cultural measures will occur in fish stress factors, minimize, refrain from excessive
buffer at. Despite this, the disease was seen in the facility before the disease must be found
exactly under laboratory conditions, they must be started to fight against disease, antibiotic

sensitivity identified medicated.

Key Words: Rainbow trout, Yersiniozis, Yersinia ruckeri, BIOLOG GEN Ill, PCR,
Antibiotic susceptibility testing.
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TESEKKUR

Tez calismamin planlanmasinda, ylriitiilmesinde ve tamamlanmasinda bilgi ve
destegini esirgemeyen, karsilastigim sikint1 ve engelleri asmamda her zaman yardimci olan
sayin danisman hocam Yrd. Dog. Dr. Mikail OZCAN’a ¢alismalarim sirasinda goriis ve
Onerilerinden yararlandigim degerli hocam Prof. Dr. Ahmet ALP ve Prof. Dr. Hakan Murat
BUYUKCAPAR’a, analiz ¢alismalarimda bana yardime1 olan KSU Ziraat Fakiiltesi Su
Uriinleri Béliimii Doktora dgrencisi Yasemin BARIS'a, boliim asistan1 arkadaslarim ve
boliim yiiksek lisans dgrencilerine ve ¢aligma arkadaslarima tesekkiirlerimi sunarim.

Deneysel ¢alismalarim sirasinda yardimlarini esirgemeyen, bilgisi ile bana destek
ve yardimei olan kardesim Biyolog Tamer GOK'e, tez calismam icin balik yetistiricilik
tesislerinde c¢alismamiza ve Ornekler almamiza izin veren Kahramanmaras il ve
ilcelerindeki tim alabalik yetistiricilik tesisleri yetkililerine ve ¢alisanlarina tesekkiir
ederim.

Buraya ismini yazamadigim ancak tez g¢alismalarim boyunca bana destek olan

degerli hocalarima ve tiim arkadaslarima sonsuz tesekkiirler.

Mesut Recep GOK
KAHRAMANMARAS, 2015
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1.GIRIS

Stirekli olarak gelisen ve biiyiiyen diinyanin karsilasti§i ve karsilacak oldugu en
bliylik sorunlardan biri, niifus artisina bagl olarak dengeli, saglikli ve yeterli gidalarla

beslenme sorunudur.

Nifus artisina paralel olarak diinyada, hayvansal protein agig1 giderek
bliylimektedir. Bu grupta yer alan su triinleri daha da 6nem kazanmaktadir. Sanayilesme
ile birlikte ig¢sularin ve denizlerin kirlenmesi, su kaynaklarindan ve su iirlinlerinden
yararlanma miktarint giderek diisiirmektedir. Bu nedenle diinyada ve iilkemizde kiiltiir
balik¢iligina verilen 6nem her gegen gilin artmaktadir. Su {riinlerinin énemini anlayan
iilkeler, hayvansal protein elde edebilmek i¢in su firiinleri kaynaklarini en iyi sekilde
kullanarak, su driinleri elde edebilmenin yollarin1 aramaktadirlar (Tekelioglu ve ark.,
2007).

Kiiltlir balik¢ilig1r son 20 yilda hizla geligmistir. Birgok tilkede kiiltiir balik¢iligt
endiistri halini almistir. Kiiltiir balik¢iliginda birim alandan en ¢ok balik elde edilmesi
amaclandigindan, yogun stoklama balik hastaliklarini artirmistir. Hastaliklara karsi basarili
miicadele, balik yetistiriciliginin gelecegi i¢in ¢ok dnem kazanmistir (Tekelioglu ve ark.,

2007).

Kiiltiir balikgiliginda baliklarin iginde yasadiklart ortamin, fiziksel, Kimyasal,
biyotik ve abiyotik optimal yasam kosullarinin olumsuz yonde degismesi bunlarin kisa
sire i¢inde diizelmemesi ve devam etmesi, Ozellikle, bir c¢ok infeksiydz hastaligin

ctkmasina neden olmaktadir (Arda ve ark., 2005).

Enterik Red Mouth (ERM) ya da Yersiniozis olarak bilinen Enterik Kizil agiz
hastaligr ilk defa 1950’li yillarda ABD’deki gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
isletmelerde yiiksek mortalite ile seyreden, subakut ve akut formda septisemik bir hastalik
olarak rapor edilmistir (Bullock ve Anderson, 1984; Busch, 1982; Frerich ve Roberts,
1989; Lucangeli ve ark., 2000; Ross ve ark., 1966). ERM hastalig1 diinyanin bir¢ok
bolgesinde yayilmis durumdadir (Bullock ve ark., 1977; Roberts, 1983; Lesel ve ark.,
1983; Stevenson ve Daly, 1982).

Tirkiye’de Yersinia ruckeri’nin neden oldugu Yersiniozis 1991 yilinda gokkusagi
alabaliklarinda saptanmistir. Alabalik isletmelerinin yayginlasmasi ile birlikte hastalik

miktar1 artmis ve ekonomik kayiplara neden olmaya baslamistir. Halen bu hastalik alabalik
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isletmelerinde yaygin halde goriilmektedir ve ililkemizin en 6nemli bakteriyel hastaligi
haline gelmistir (Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1991; Kubilay, 1997; Kubilay ve Diler, 1999;
Timur ve Timur, 1991). Tedavisi masraflidir ve is giici gerektirmektedir. Ayrica tedavisi
icin antibiyotik kullanimi gerektirdiginden, antibiyotigin uygun ve yeterli dozda
kullanilmamas1 durumunda antibiyotige karsi direncli bakteriler gelismekte ve bu durum
tedaviyi zorlastirmaktadir. Antibiyotige karsi direngli bakterilerin olusmasi insan ve
hayvan saglhiginmi tehdit etmektedir. Bu nedenlerle bu hastaliga kars1 ilagli miicadele degil,
hastaliktan korunma yollar1 aragtirllmakta ve uygulanmaktadir. Yersinia ruckeri'den
korunma yollart uygulandiginda basarisiz sonu¢ elde edilirse, ilagli mucadeleye

gecilmektedir (Timur ve Timur, 1991).

Gram negatif, enterik bir bakteri olan Yersinia ruckeri, genel olarak 0,5 x 1,5 - 2
um boyutunda, hafif kivrik, ¢gomak seklinde, 7 — 8 peritirik flagellaya sahip hareketli, tek
tek yada kisa zincirler olusturan kokobasil yada basil formlarinda olabilir (Ross ve ark.,
1966; Busch, 1982; Frerichs ve Roberts, 1989; Arda ve ark., 2005). Yersinia ruckeri, 15-27
°C’de aktif hareket gosterirken, 9 °C’ deki inkubasyonda flagellalar mevcut olmasina
ragmen hareketsiz, 35 °C’ de inkiibe edildiginde ise flagella olmadigindan dolay1 tamamen

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

Hastalik; renkte koyulasma, agizin i¢ ve disinda, operkulumda ve viicudun dis
ylzeyi ile yizgeclerin tabaninda kanamalar, karinda siskinlik ve sivi toplanmasi, tek yada
cift tarafli ekzoftalmus gibi belirtilerle kendini gosterir. Bu belirtilere bakarak degil,
laboratuvar caligmalar1 ile kesin teshis konabilir (Arda ve ark., 2002). Ayrica; aniis
civarinda, yuzgecler ve deride erimeler, goz cukurunda ve iriste kanamalar gorultr. Otopsi
sonucu yapilan incelemede i¢ organlarda kanamalar, karn boslugunda ve mide de sarimsi

bir s1v1 gortilebilir (Diler, 2004).

Yersinia ruckeri’nin patojenitesi Ozellikle su sicakligi ve balik biiyiikliigiine gore
ayrica ortam sartlari, beslenme ve stres kosullar1 gibi faktorlere bagh olarak degismektedir.
Su sicakliginin 10 °C’nin tizerinde olmasi halinde hastalik olusmaktadir, 10 °C’nin altinda
mortalitesi oldukca distiktiir. Asir1 yemleme, stres sartlar1 ve 7,5 cm den kiiciik baliklarda
Oltimler artmaktadir (Busch, 1982; Frerichs ve Roberts, 1989; Austin ve Austin, 1993;
Arda ve ark., 2005). Bu enfeksiyon temel olarak gen¢ gokkusagi alabaliklarinda
gorilmektedir (Bullock ve Cipriano, 1990; Horne ve Barnes, 1999).



Yersiniozis etkeni once saglikli baliklarin bagirsaklarina yerlesmektedir. Stres,
portdr baliklarda re-enfeksiyonu, saglikli baliklarda ise enfeksiyon siirecini baslatmaktadir
(Busch ve Lingg, 1975; Hunter ve ark., 1980). Gerek tasiyici1 gerekse bagirsaklarinda
kolonize olmus halde Yersinia ruckeri bulunduran baliklarin ellenmesi, asir1 kalabalik
halde stoklanmasi, sudaki amonyak ve diger zararli maddelerin artmasi, oksijen diizeyinin

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

Gerek beseri ve gerekse veteriner hekimlikte bakteriyel hastaliklarin teshisinde,
kiiltiir metodu ve biyokimyasal analizlerin yani sira, aglutinasyon, immunodiffiizyon,
immunofloresans, hemaglutinasyon, radioimmun assay, enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), komplement fikzasyon gibi serolojik testler, histopatolojik yontemler ve
molekiiler biyolojide biiyiik dnem kazanan Polimeraz Zincir Reaksiyon (PCR) teknigi de
kullanilmaktadir (Anderson, 1974; Bullock, 1989; Plumb ve Bowser, 1983; Tanrikul ve
ark., 1996).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu - PZR (Polymerase Chain Reaction - PCR); kisa bir
zaman i¢inde aranan etkenlerin genetik materyalini saptamak amaciyla hedeflenen niikleik
asitin (DNA) biyokimyasal olarak ¢gogalmasini saglayan bir yontemdir (Saiki ve ark., 1988;
Mullis, 1990; Bej ve ark., 1991; Taylor, 1993). Bu yontemde; hedef organizmadan elde
edilen genin bir parcasi milyonlarca ¢ogaltilarak kolayca tespit edilebilecek seviyeye
getirilmektedir. PZR, halen mevcut kiltir tekniklerine gore 12-24 saat gibi kisa siirede
sonu¢ vermektedir. Bu teknik hastalik teshisinde dogrudan uygulamaya sahip oldugu gibi
ayn1 zamanda nedeni bilinmeyen hastaliklarda, epidemiyoloji sahasinda patojen etkenin
identifikasyonunda ve mikroorganizmalarin smiflandirilmasinda da kullanilmaktadir
(Marx, 1988; Coote, 1990; Quirke, 1992; Arda, 1995; Ar1, 1999).

Antibakteriyel ilaglara karsi duyarlilik bir¢ok yontem ile saptanabilmektedir. Rutin
laboratuvarlarda uygulanan testlerle genellikle ilaglarin bakteriyostatik ve bakterisit
aktivitesi degerlendirilir (Baker ve ark., 1991; Jorgensen, 1997; Giilay, 1999; Lalitha,
2004).



2. ONCEKI CALISMALAR

[lk defa 1950°de Amerika’da Hagerman Vadisinde gokkusagi alabalig
ciftliklerinde tespit edilmistir. Buralarda biiyiik kayiplar vererek, kendini gdstermistir.
Glinlimiizde hemen hemen diinyanin her yerine yayillmustir. Birgok tesiste sorunlar
meydana getirmektedir. Hastalik 1966 yilinda Rucker tarafindan belirlenmistir. 1978
yilinda Ewing ile birlikte arkadaslart DNA ¢alismasi yapmis ve hastaligi ilk izole eden
Rucker'e saygi i¢in Yersinia ruckeri olarak adlandirmislardir (Diler, 2004; Alvarez ve ark.,
1992, Bullock ve ark., 1978; Bullock ve Snieszko, 1975; Gelev ve ark., 1984; Cengizler,
2000).

Yersinia ruckeri’nin belirtileri diger bakteriyolojik belirtilerle benzemektedir.
Hastaliga 6nce Hagerman Kizilagiz Hastaligi, Kizil Bogaz Hastalig1, Kizil Karin Hastaligi
ve Bakteriyolojik Hemoraji seklinde degisik isimler verilmistir. Ancak, 1975 yilinda
Amerikan Balik¢ilik Birligi, Balik Sagligi Bolimi (American Fisheries Society, Fish
Health Section AFS/FHS) tarafindan "Enteric Red mouth Disease” (ERM) olarak
adlandirilmigtir. Hastalik giiniimiizde daha ¢ok Kizilagiz Hastalig1 veya Yersiniozis olarak

isimlendirilmektedir (Post, 1987).

Yersinia ruckeri Amerika'da ortaya ¢iktiktan sonra hizla 6nce Amerika'nin gesitli
bolgelerine sonra da tiim diinyaya yayilmistir. 1978 yilinda Avustralya, 1982 yilinda
Kanada, 1983 yilinda Ingiltere ve Almanya, 1985 yilinda Kuzey Avrupa, 1990 yilinda
Yunanistan ve 1999 yilinda Iran'da goriilmiistiir. Bu hastalik ilk ortaya ¢ikt1§1 zamanlarda
sadece enfekte olan baliklar yoluyla gecebildigi ve kuzey Amerika'nin disina ¢ikamayacagi
diistiniilmekteydi. Ancak hizla diinyanin ¢esitli alanlarina yayilmasi, hastaliga dikkatleri

¢ekmistir (Tiravoglu, 2006; Yonar, 2008).

Yersiniozis; bakteriyel hemorajik septisemi (Aeromonas hydrophila ve
Pseudomonas fluorescens), vibriozis ve furunkulozis gibi diger bakteriyel hastaliklarla
benzer belirtiler verebilir. Ozellikle furunkulozise benzer. Yani kasta, bagirsaklarda,
karaciger ylizeyinde kanamalar vardir. Ama Yersiniozis'te 6zellikle gézde, damarlarda ve
beyin kilcallarinda kan birikmesi s6z konusudur, bu Furunkulozis'ten ayiran belirtidir

(Kocabatmaz ve Ekingen, 1984; Ispir ve ark., 2004).

Baliklar1 hastaliktan korumak i¢in, asir1 stok yogunlugundan kagimmmali ve strese

neden olan faktdrler en aza indirilmelidir. Karantina uygulamalart mutlaka yapilmalidir.
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Ozellikle hastalik goriilen bdlgelerden, hastalik gériilmeyen bélgelere canli balik ve balik
yumurtasi tasirken gerekli dezenfeksiyon 6nlemleri mutlaka alinmalidir (Cengizler, 2000;
Diler, 2004). Yersinia ruckeri, yumurta yoluyla gecmemektedir. Fakat yumurtalarin
yiizeyinde tasinabilmektedir. Bu nedenle yumurtalar iyot ile dezenfekte edilmelidir.
Gerektiginde baliklarin bagisiklik sistemlerini giliclendirmek icin 6zellikle vitamin C ve
vitamin E, sabah yemlerine katilarak verilebilir. Bu vitaminlerin su sicaklarinin arttigi

ilkbaharda verilmesi uygun olacaktir (Arda ve ark., 2002).

Balik yetistiricilik igletmelerinde hastaliklarin ¢ikmamasi i¢in 6nce olumsuz tiim
kosullar diizeltilmeli yada minimal diizeye indirilmelidir sonra da genel koruma dnlemleri

alinmalidir. Bunlara ragmen hastalik bulasmigsa ilagh miicadeleye gegilmelidir (Arda ve

ark., 2002).

Yersinia ruckeri ile en iyi ve en etkili miicadele sekli asilamadir. Asilama yontemi
seciminde baligin biiyiikligli ve bolgenin durumu goéz oniline alinmalidir. Bu hastalik igin
hazirlanmis ticari asilar piyasada bulunmaktadir. Asilama yaklasitk 6-12 ay koruma
saglayabilmektedir (Diler, 2004).

Hastalig1 belirlemenin en giivenilir yolu genetik kriterleridir. Yersinia ruckeri gram
negatif, kokobasil yada basil seklinde, oksidaz negatif, periferik flagellalar1 sayesinde aktif
hareketli, aerobik kosullarda iireyebilen, fermentatif bir bakteri olmasindan dolay1
Enterobacteriacea familyasinda, Yersiniozis cinsinde yer alan bir basildir. Biyokimyasal
reaksiyonlari, guanin sitozin orant ve DNA hibridizasyon g¢aligmalarina gore Yersinia

ruckeri olarak isminin kullanilmasina karar verilmistir (Stevenson, 1997).

Laboratuvarlarda kullanilan genel besi yerleri olan Triptik Soy Agar (TSA), Brain
Heart Infusion Agar (BHIA) ve Ribose Ornithine Desoxycholate Agar (ROD) besiyerinde
kolayca Urer. Bu genel besi ortamlarinda etken, 20-25 °C’de 24-48 saatte Urer. Genel besi
yerlerinde 48 saat sonunda, kenarlar1 diizgilin, hafif bombeli, kabarik, yuvarlak, parlak
renkte, krem ile beyaz renk arasinda bir renkte koloniler olusturur (Cengizler, 2000; Arda

ve ark., 2002).

Ayrica son zamanlarda kullanilan Shotss-Watman(SW) besi yeri bakteri i¢in ayirt
edici besi yeri olarak kullanilmaya baglanmigtir. Bu besiyerinde 20-25 °C’de 48 saat
sonunda yesil renkli, hidroliz zonlu Yersinia ruckeri kolonileri gorilmektedir (Diler,

2004). Enterik bakteriler iginde yer alan Edwardsiella’nin iki tiirii de bu besi yerinde yesil



koloniler olustururlar. Fakat her iki tiirde de hidroliz zonu olusmaz. Bu besiyerinde
Enterobacter ve Aeromonas hydrophila sar1 renkli koloniler olusturur ve bu kolonilerin
etrafinda hidroliz zonu bulunmayabilir yada bulunabilir. Ama koloni sar1 renklidir

(Kubilay, 1997).

Hastalik genellikle akut seyretmekte ve yiiksek 6liim oraniyla sonuglanmaktadir.
Bu nedenle hastalia karsi miicadele i¢in dogru ve hizli teshis yontemlerine ihtiyac
duyulmustur. Bu amagla kullanilan Polimeraz Zincir Tepkimesi (PCR) en ¢ok kullanilan
yontemdir. Bu yontem hizli ve dogru sonuglar vermektedir. Gibello ve ark. (1999),
tarafindan yapilan bir ¢aligmada, PCR'in enfekte olmus balik dokularinda da Yersinia
ruckeri' yi tespit edebildigi anlagilmistir. Bundan baska API-20, ELISA, Immunperoksidaz
ve FAT gibi hizl1 teshis yontemleri de mevcuttur (Arda ve ark., 2002).

Bakterinin 5 Tipi vardir. Tip 1 ve Tip 2 patojen tiplerdir. Tip I, Hagermann serotipi
olarak adlandirilmakta ve bu tip ile enfeksiyonlarda 6liim %100’e ulasabilmektedir. Lizin
dekarboksilaz, voges proskauer (VP), jelatin hidrolizi ve hareketlilik testlerinin suslar
arasinda farklilik gosterdigi bildirilmistir. Yersinia ruckeri, Yersinia cinsinin diger
tirlerinden dekarboksilazi ve jelatini eritmesi ile farklilik gostermektedir. Bakterinin tip
farkliliklar1 sorbitolii fermente etme yetenegine gore belirlenir. Tip 1'in viriilans1 ytiksektir.
Bunun serolojik olarak belirlenmesi icin floresan antikor yada aglutinasyon testleri
uygulanir. Tip 1’in lethal dozu 3x105 hiicre/ml’dir. Serotiplerle calisilmasi asilarin ortaya

cikarilmasi bakimindan 6nem tasimaktadir (Diler, 2004).

Yersinia ruckeri, sivi ortamlarda kokoid-¢omakciklar 0,5-0,8x1,0-2 um boyutunda
olup, s1v1 olmayan kiiltiirlerde ise kisa boyda flamentler meydana getirir. Izolat yoniinden
ve biyokimyasal aktiviteleri yoniinden degismeyen 6zellikler gosterirler. Plasmidin varlig
oldugu bazi arastiricilar tarafindan bildirilmektedir. Viicutta olusturdugu immun yanit
farklar1 mevcuttur. Yersinia ruckeri'de, H-antijenleri ve somatik-O antijeni bulundugu
bildirilmistir (Arda ve ark., 2002).

Yersinia ruckerimin izolatlar1 incelendiginde; hareketli, gram negatif, katalaz
pozitif, oksidaz negatif, nitritleri nitratlara indirgemesi ve O/F glikoz ortaminda fermantatif
ozellikleri ile enterik bakterilerin tiim karakteristik Ozelliklerini yansitmaktadir. Sitrat
kullanim testi, ornitin dekarboksilaz testleri ve metil kirmizisi (MR) test sonuglari
pozitiftir. HS Uretimi, indol Gretimi, glikozdan gaz Uretimi, sitokrom oksidaz, uUreaz,

testlerinin ise negatif reaksiyon verdigi gozlemlenmistir. Karbonhidrat fermantasyon
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testlerinden; mannoz, galaktoz, mannitol, maltoz, trehaloz, ve dekstrozu fermentte ettigi,
salisin, sorbitol, laktoz, adonitol, sakaroz, adonitol, ramnoz, ve arabinozu ise fermente
edemedigi bildirilmistir (Kilig¢ ve ark., 2007).

Yersiniosis akut, subakut ve kronik olarak goriiliir. Akut durumda hastalik hizli
geligir. Daha 6nce Yersinia ruckeri gecirmis ya da ilk kez geg¢irmekte olan baliklarda suyun
sicakligiin artmasi, elleme, yogun stoklama, sudaki oksijen oraninin diismesi, suda zararl
maddelerin ve amonyagin artmasi durumlarinda ve suyun aniden 1sindig1 ilkbahar
aylarinda hastalik akut olarak goriiliir. Akut durumda hastalik higbir belirti vermeden
aniden goriilmektedir (Cengizler, 2000). Akut durumda baliklar yem almaz ve durgunlasir.
Hastalik belirtileri olusmadan baligin rengi koyulasir ve ylizeye yakin ylizer (Frerichs ve
ark., 1985). i¢ organlarda tahribat yapar. Bobrek ve dalak siser, karacigerin rengi degisir,
solar. Gozlerde kanama ve tek ya da ¢ift tarafli ekzoftalmus goriilebilir. ileri asamasinda

korliik olusabilir (Emre ve Kiriim, 1998).

Subakut durumlarda 6zellikle deri ve yuzgeclerde belirtiler biraz daha belirgindir.
Dalak ve bobrek cok daha fazla sigkindir. Kronik durumlarinda akut ya da subakut
durumlardan daha farkli bir gériiniim s6z konusudur. Hasta baliklar, uyusuk bir goriiniim
alir, havuz kenarinda gayesizce yiizerler. Karin asagiya dogru sarkmistir. Solungaclar
solmustur. Yem almadigr i¢in sindirim kanalinda gida bulunmaz. Bazi baliklarda asir

zayiflama goriiliir. Oliim oram kronik durumlarda % 10—60 arasinda degismektedir (Emre

ve Kirlim, 1998; Arda ve ark., 2002).

Etkenin bulagsmasinda daha once hastalik ge¢irmis portor baliklarin etkisi biiytiktiir.
Daha oOnce hastalik geg¢irmis tasiyict durumundaki baliklarin diskisiyla etken, suya
dagilmaktadir ve diger baliklara hastaliin bulagsmasina neden olmaktadir. Hastaligin
baliklar arasindaki gecisi su yoluyla gerceklesir. Hastalig1 geciren ve 6lmeyen baliklarin
%60-70’1 portordiir. Hastalik geciren ve tasiyict olarak kalan baliklar stres kosullar
olugmadikg¢a hastalig1 saglikli baliklara bulastirmazlar (Diler, 2004).

Yersinia ruckeri geciren baliklar tasiyici olarak kalmaktadirlar. Uygun sartlar
sagladiginda hastalik kendini tekrar gostermektedir (Austin ve Austin, 1993; Kubilay,
1997).

Yersinia ruckeri, bagimli bir patojendir, yasayabilecegi konakg1 bulamazsa tiremeye

giicli yetmez, digarida sinirli siire yasayabilir (Emre ve Kiriim, 1998).



Gol, akarsu ve sedimentte 4 aya kadar yasayabilmektedir. Mutlaka konakg¢iya
ihtiyaci vardir (Austin ve Austin, 1993; Altun, 2001).

Etken, en basta salmonidlerde goriiliir. En ¢ok etkilenen ise gen¢ gokkusagi
alabaliklaridir. Ayrica diger dogal alabalik tiirleri ve kiiltiir alabaliklar1 da hastaliga
duyarlidir. Gokkusagi alabaliklarinda 6liim oranmi %25-75 iken, bu hastaliga karsi daha
direncli olan Kahverengi alabalikta bu oran %5-10 arasindadir (Austin ve Austin, 1993;

Arda ve ark., 2005).

Mersin baligi, sudak, kalkan baligi ve Levrek'te de goriilmistiir. Fakat bunlarda

6lim oraninin oldukga diisiik oldugu tespit edilmistir (Cengizler, 2000; Diler, 2004).

Yersinia ruckeri bir¢ok deniz ile tatli su balig: tiirlerinde ve su samuru, marti, rat,
misk sicani, kerkenes gibi diger hayvanlarda da goriilmiistiir. Kaldi ki, bu hayvanlarda
hastalig1 tastyabilmektedir. Bunlarin iginde ozellikle mart1 hastaligin diger bolgelere
tasinmasinda etkilidir. Kisaca dogada hastaligin tasinmasinda kuslar, omurgasizlar ve

yabani baliklar etkilidir (Horne ve Barnes, 1999).

Rucker tarafindan 1966 yilinda yapilan bir ¢caligmada Yersinia ruckeri tasiyan bir
alabaligin bulundugu suya saglikli bir alabalik birakilmis ve saglikli baligin hastalandigi
tespit edilmistir. Ayn1 sekilde atlantik salmonunda yapilan arastirma da da benzer sonug
elde edilmistir (Bullock ve ark., 1976). Hasta baligin diski yoluyla yada temas yoluyla
etkeni saglikli baliklara gecirdigi tespit edilmistir. Hastalik durumlarinda hastaligin
inkubasyon siireci 1s1, ¢6ziinmiis oksijen gibi ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Emre

ve Kiriim, 1998; Cengizler, 2000).

Zarar gormils deri, yaralanmalar ve solunga¢ yoluyla etken diger baliklara gecer
(Ellis, 1988; Austin ve Austin, 1993; Arda ve ark., 2005). Hastalik daha ¢ok su sicakliginin
arttig1 nisan ve eyliil aylar arasinda goriiliir. Daha cok 5 ile 200 gram arast baliklari
etkiler. Hastalik, mutlaka tiim baliklari dldiiriir denilemez. Oliim oram1 sartlara gore degisir

(Diler, 2004).

Etken bagirsak, bobrek, dalak ve karacigerde hemen kendini gosteririr. Hastalik ilk
kez goriiliiyorsa, uygun su sicakliginda, stres altinda baliklar1 5-7 giin iginde hasta eder.
Ama daha once bu hastalik goriilmiis ve baliklar tasiyici durumunda ise 3-5 giin iginde

hastalik goriiliir (Arda ve ark., 2005).



Hastalik tasiyan baliklarin uygun su sicakliginda strese bagli olarak hastaligi
yayabildigi, stres sartlarinda bulunmayan baliklarin ise etkeni diger baliklara yayamadigi

tespit edilmistir (Rodgers, 1991).

flagh tedavide antibiyotigin yetersiz kullanmimi, degisken dozda kullanimi, tedavi
stiresinin dikkate alinmamasi, yeterli olmayacak sekilde kisa siire antibiyotik kullandiktan
sonra tekrar ve kisa donemli olarak antibiyotik kullanimi antibiyotige karsi direncli

Yersinia ruckeri suslarinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Cengizler, 2000).

Amerika'da ¢ogu bolgede sulfamerazin veya oksitetrasiklinlerin  yanlis
uygulanmasina bagli olarak bu antibiyotiklere tamamen direngli Yersinia ruckeri suslari

gelismistir (Cengizler, 2000).

Yersinia ruckeri'nin tedavisinde kullanilacak antibiyotikler, antibiyogram test

sonuglar1 dogrultusunda uygulanmalidir (Arda ve ark., 2002).

Hastalik belirtilerinde yemlere katilmak tizere su antibiyotikler kullanilmaktadir;
a) Kloramfenikol 50 mg / kg canli balik /giinliik doz / 5 giin sureyle,

b) Siilfamerazin 66 mg / kg canli balik / giinliik doz / 5 giin siireyle,

veya, Siilfamerazin 200 mg / kg balik CA / 3 giin siireyle,,

c¢) Oksitetrasiklin 50-60 mg / kg balik CA / 10 giin siireyle,

d) Tribressen 30 mg / kg balik CA / 10 giin siireyle,

e) Oksolinikasit 10 mg / kg CA /10 gun sureyle,

Kahramanmaras bolgesi tatlisu kaynaklari bakimindan oldukg¢a zengin olmasina
ragmen bu kaynaklar yillarca sadece sulama ve igme suyu amacli kullanilmistir. 1980’1
yillardan sonra bolgede barajlar kurulmaya ve su kaynaklari elektrik tiretimi amacgh da
kullanilmaya baglanmistir. S6z konusu barajlarda su tutulmasiyla birlikte bu rezervuarlar
baliklandirilmis ve avlanabilir balik stoklar1 olusmaya baslamistir. Bu durgun sularin
yaninda ¢ok sayida kaynak sular1 mevcut olup, bu kaynaklar alabalik tesisi kurulmasi
acisindan uygundur. Ancak, 1990’lara kadar s6z konusu kaynak sularindan
yararlanilmamistir. Buradan da anlasilacagi iizere iilkemizdeki su iirlinleri sektdriiniin
gelisme siireci, Kahramanmaras Bolgesi'ne c¢ok ge¢ gelmistir. Kahramanmarag
Bolgesi’ndeki su kaynaklarinda su {irtinleri agisindan 1990’lara kadar herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir (Alp ve Biiyiik¢apar, 2006).
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Kahramanmaras ilinde, su firiinleri acisindan 6nem arz eden ve debisi 1000
litre/sn’nin lizerinde olan toplam 20 civarinda akarsu varligi mevcuttur. Bunlarin toplam
uzunlugu 1034 km ve toplam debisi ise 60721 litre/sn dir. Bolgede 8 adet baraj golii ve 7
adet golet mevcut olup bunlarin olusturdugu toplam yiizey alan1 18317 hektardir (Alp ve
Buyukcapar, 2006).

Sonug olarak, Kahramanmaras’ta toplam balik iiretiminin yilda yaklasik 5000 tonu
buldugu ve bolgedeki su kaynaklarmin yeterince kullanilmasi halinde ise bunun 12000

ton/y1l’1 asabilecegi tahmin edilmektedir (Alp ve Biiyiik¢apar, 2006).

Kahramanmaras Bolgesi’nde su iiriinleri agisindan i¢ sular; kaynak sulari, akarsular

ve durgun sular bulunmaktadir.

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

alabalik yetistiriciligidir (Alp ve Biiyiikcapar, 2006).

Bolgede toplam 34 adet alabalik tesisi bulunmaktadir. Bu isletmelerin proje bazinda
yillik kapasiteleri 3-950 ton/yil arasinda degismektedir. Proje bazinda, bolge de bulunan
isletmelerin toplam iiretim kapasitesinin 4.838 ton/y1l dir (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. Kahramanmaras il ve ilgelerindeki alabalik tesisleri (Anonim, 2015)

SiraNo Ilge Tesis Adi Kapasite
(ton)

1 Afsin Golpinar Tic.Ltd.Sti 20
2 Andirin Harun Kus 25
3 Andirin Kasim Durmus Dalaklioglu 7

4 Andirin Mehmet Glingo6r 25
5 Andirin S.Kdéksalan-I.Durmusoglu-M.Cinkara 75
6 Andirin Stleyman Koksalan 150
7 Caglayancerit Mehmet Zorkun (M.Toydas dan devir) 25
8 Elbistan Ahmet Savur 20
9 Elbistan Ali Soystren 48
10 Elbistan Alima Ltd. 0

11 Elbistan Aydin Goziiagik 20
12 Elbistan Kemal Kara 20
13 Elbistan Seref Alag6z 25
14 Goksun Bahri Daric1 6

15 Goksun Goksun Su Ur. (Muammer Isik'dan devir) 50
16 Goksun Ramazan Kaya(Kaya Alabalik) 20
17 Goksun S.S.Mehmetbey Koyii Tarim. Kal. Koop. 30
18 Merkez Ali Soysuren (C. Soysuren den devir) 90
19 Merkez Bafa Su Urn. 950
20 Merkez Bafa Su Urn. 950
21 Merkez Bafa Su Urn. 950
22 Merkez Bafa Su Uriinleri A.S. 0

23 Merkez Bafa Su Uriinleri A.S. 25
24 Merkez Bafa Su Uriinleri Yavru A.S. 950
25 Merkez Caglayan Alabalik 2 29
26 Merkez Caglayan Alb.Ltd. Sti. 90
27 Merkez Ersin Aras 29
28 Merkez Firniz Alabalik-1 125
29 Merkez Firniz Alabalik-2 20
30 Merkez H.Ongel-A.Gorguli(Em-Te Alabalik) 50
31 Merkez Kar-Su Alabalik 150
32 Merkez Mehmet Karatas 3

33 Merkez Tekir Ltd. 115
34 Nurhak Adil Gevrek 12
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada 6rnek almis oldugumuz Gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinin

konumu Sekil 3.1.’de gosterilmistir.

} ./‘ 3
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Sekil 3.1. Gokkusagi alabaligi 6rneklerinin toplandigi isletmelerinin yeri ve konumu

® Yersinia ruckeri izole edilmeyen isletmeler
B Yersinia ruckeri izole edilen isletmeler
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3.1.1. Hastaliktan siipheli baliklarin morfolojik olarak incelenmesi

Balik havuzlarinda tespit edilen hastalikli baliklari, havuzdan ¢ikaracagimiz ve
tasimada kullanilacagimiz alet ve ekipmanlar titizlikle hazirlandi. Numune olarak alinan
baliklarda; rengin koyulagmasi, agzin i¢ ve dis kisimlarinda, operkulumlarda, viicudun dis
ylizeyinde ve yiizgeclerin tabaninda kanamalar, karinda sivi toplanmasi, siskinlik,
ekzoftalmus olup olmadig1 kontrol edilerek morfolojik incelemesi yapilmistir.

Hastaliktan siipheli baliklar havuzdan ¢ikarildiktan sonra su igersinde canli olarak
degisik zamanlarda Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi Ziraat Fakultesi Su Uriinleri

Anabilim Dali Laboratuvarina getirildi.
3.1.2. Mikrobiyal izolasyon

Izolasyon igin klasik besi yerleri kullamldi. Kullandigimiz besi yerleri Tryptic Soy
Agar ve Brain Heart Infusion Agar'dir. Bunlar1 hazirlamak i¢in 40 gr Tryptic Soy Agar'in
uzerine 1000 ml distile su ilave edildi. Brain Heart Infusion Agar 52 gr tartilarak, {izerine
1000 ml distile su ilave edildi. Bu sivilar, 121 °C’de 15 dakika boyunca otoklavda steril
edildi. Besiyerleri 50 °C'ye kadar sogutuldu. Otoklavdan ¢ikarildiktan sonra sivi halde
bulunan hazirladigimiz karigimlar, steril petri kaplarina dokiilerek, kati hal almalar1 i¢in

bekletildi (Arda, 2002). Kat1 hal almalari ile TSA ve BHIA besiyerleri hazirlanmis oldu.
3.1.3. Biyokimyasal identifikasyon

Biyokimyasal identifikasyon icin ayri1 bir besi yeri hazirlandi. Hugh-Leifson
besiyerinden 11 gram, Vogas Proskauer-Metil Kirmizisi(VP-MR) 17 gram ve Simmons
Sitrat 23 gram olacak sekilde tartildi. Sonra da 1000 ml distile su eklenerek bunlar eriyene
kadar benmaride bekletildi. Besiyerleri 121 °C*de 15 dakika siireyle otoklavda steril edildi
ve 50 °C’ye kadar sogutuldu. Sonra da steril petri kaplarina dokiildii.

Yaptigimiz ¢alismada kullandigimiz antibakteriyel tani disklerinin adlari ve

miktarlar1 Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Calismada kullanilan antibakteriyel diskler, miktarlar1 ve standart zon ¢aplari
(Anonim, 2000; Anonim, 2001)

Antibakteriler ve disk icerikleri Direngli < Orta derece Duyarl1 > mm
(ug /0) mm (R) duyarh (S)
mm
)
Eritromisin (E) (15 ug) 13 14-22 23
Streptomisin (S) (10 pg) 11 12-14 15
Enrofloksasin (ENR) (5 ng) 15 16-20 21
Florfenikol (FFC) (30 pg) 14 15-18 19
Amoksisilin (AX) (25 pg) 8 9-10 11
Ampisilin (AMP) (10 pg) 13 14-16 17
Basitrasin (B) (30 ug) 8 9-12 13
Gentamisin (CN) (10 pg) 12 13-14 15
Nalidiksik Asit (NA) (30ug) 13 14-18 19
Oksitetrasiklin (OT) (30 pg) 14 15-18 19
Neomisin (N) (30 pg) 12 13-16 17
Batrim - Trimetoprim + 19 20-28 29
Sulfametoksazol
(BC) (1,25ug+23,7 pg)

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

kullanilmistir.

3.1.4. Molekduler identifikasyon

Gokkusagr alabaligi yetistiricilik tesislerinden alinan orneklerden izole edilen
Yersinia ruckeri siiphesi bulunan izolatlarin fenotipik 6zellikleri belirlendi. PZR tekniginin
uygulanmas1 asamasinda olusabilecek kontaminasyonlar1 tespit etmek ve uygun DNA

ekstraksiyon tekniginin uygulanmasi i¢in 10 defa tekrarlandi.
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3.2. Metot

3.2.1. Yersinia ruckeri'nin mikrobiyal izolasyonu

Ornek almis oldugumuz gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinden Yersinia
ruckeri'nin izolasyonu igin; alman orneklerin 6nce viicut yiizeyi % 70’lik etil alkolle
dezenfekte edildi. Balik ¢iftliklerinden hastalik tagima siiphesi nedeniyle alinan baliklarin
otopsisinde belirti durumuna gore bobrek, karaciger, dalak ve bagirsaklarindan Gze
yardimiyla 6rnek alinarak klasik besi yerleri olan Brain Heart Infusion Agar (BHIA) ve
Tryptic Soy Agar (TSA) besi yerine ekimleri yapildi. Besiyerleri 24 °C’de 48 saat

inkiibasyona birakildi. Alinan 6rneklerin listesi Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Alian 6rneklerin isimleri, alinan isletme, 6rnegin alindig: tarih, su sicakligi,

kullanilan besiyerleri ve Yersinia ruckeri varligi

Aliman Ornegin Su Kullanilan Y.ruckeri
No Ornek ad1 isletme alindigs tarih _1s1s1 (°C) Besiveri varhgi
1 Karaciger 1.isletme 17.04.2013 8 TSA -
2 Bagirsak l.igletme 17.04.2013 8 TSA -
3 Dalak l.isletme 17.04.2013 8 BHIA -
4 Bobrek l.igletme 17.04.2013 8 TSA -
5 Karaciger 1.Isletme 11.06.2013 11 TSA -
6 Bagirsak l.igletme 11.06.2013 11 BHIA -
7 Dalak 1.isletme 11.06.2013 11 TSA -
8 Karaciger l.isletme 20.08.2013 13 BHIA -
9 Dalak 1.isletme 20.08.2013 13 BHIA -
10 Bobrek l.igletme 20.08.2013 13 TSA -
11 Karaciger 2.igletme 17.04.2013 8 TSA -
12 Bobrek 2.igletme 17.04.2013 8 BHIA -
13 Bobrek 2.igletme 17.04.2013 8 BHIA -
14 Karaciger 2.igletme 20.08.2013 13 TSA +
15 Bagirsak 2.igletme 20.08.2013 13 BHIA +
16 Bagirsak 3.isletme 17.04.2013 8 TSA -
17 Karaciger 3.isletme 17.04.2013 8 TSA -
18 Dalak 3.isletme 17.04.2013 8 BHIA -
19 Bobrek 3.isletme 17.04.2013 8 TSA -
20 Karaciger 3.isletme 03.07.2013 11 TSA -
21 Bagirsak 3.isletme 03.07.2013 11 TSA -
22 Bobrek 3.isletme 03.07.2013 11 BHIA -
23 Dalak 3.isletme 03.07.2013 11 BHIA -
24 Karaciger 3.isletme 18.10.2013 10 TSA -
25 Bdbrek 3.isletme 18.10.2013 10 BHIA -
26 Karaciger 4.igletme 03.04.2013 8 TSA -
27 Bobrek 4.igletme 03.04.2013 8 BHIA -
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Cizelge 3.2. devami

Alinan Ornegin Su Kullanilan Y.ruckeri
No Ornek adi isletme alindig tarih _1s1s1 (°C) Besiyeri varhgi
28 Dalak 4.igletme 03.04.2013 8 TSA -
29 Bobrek 4.igletme 20.08.2013 15 TSA +
30 Bagirsak 4.isletme 20.08.2013 15 BHIA +
31 Bagirsak 5.igletme 17.04.2013 8 TSA -
32 Karaciger 5.isletme 17.04.2013 8 TSA -
33 Dalak 5.isletme 17.04.2013 8 BHIA -
34 Bobrek 5.igletme 17.04.2013 8 TSA -
35 Karaciger 5.isletme 20.08.2013 13 TSA -
36 Bagirsak 5.isletme 20.08.2013 13 TSA -
37 Bobrek 5.isletme 20.08.2013 13 TSA -
38 Dalak 5.isletme 20.08.2013 13 BHIA -
39 Bagirsak 5.isletme 18.10.2013 11 TSA -
40 Dalak 5.isletme 18.10.2013 11 TSA -
41 Karaciger 6.isletme 03.07.2013 12 BHIA -
42 Bagirsak 6.isletme 03.07.2013 12 TSA -
43 Bobrek 6.isletme 03.07.2013 12 BHIA -
44 Karaciger 6.isletme 18.10.2013 10 TSA -
45 Bobrek 6.isletme 18.10.2013 10 TSA -
46 Karaciger 7.isletme 17.04.2013 9 BHIA -
47 Bagirsak 7.isletme 17.04.2013 9 BHIA -
48 Dalak 7.isletme 17.04.2013 9 BHIA -
49 Bobrek 7.isletme 17.04.2013 9 TSA -
50 Karaciger 7.igletme 20.08.2013 13 TSA -
51 Bobrek 7.isletme 20.08.2013 13 BHIA -
52 Karaciger 7.igletme 18.10.2013 11 TSA -
53 Bobrek 7.isletme 18.10.2013 11 TSA -
54 Karaciger 8.isletme 16.08.2014 17 BHIA +
55 Bobrek 8.isletme 16.08.2014 17 TSA +
56 Bagirsak 8.isletme 16.08.2014 17 BHIA +
57 Karaciger 9.isletme 16.08.2014 17 BHIA +
58 Bobrek 9.isletme 16.08.2014 17 BHIA +
59 Karaciger 10.1sletme 03.07.2013 12 TSA -
60 Bobrek 10.isletme ~ 03.07.2013 12 TSA -
61 Bagirsak 10.isletme  03.07.2013 12 BHIA -
62 Dalak 10.isletme ~ 03.07.2013 12 BHIA -
63 Karaciger 10.isletme 14.04.2014 9 TSA -
64 Bobrek 10.isletme  14.04.2014 9 TSA -
65 Bagirsak 10.isletme  14.04.2014 9 BHIA -
66 Dalak 10.isletme  14.04.2014 9 BHIA -
67 Karaciger 10.isletme 16.08.2014 13 BHIA -
68 Bobrek 10.isletme  16.08.2014 13 TSA -
69 Dalak 10.isletme  16.08.2014 13 BHIA -
70 Bagirsak 10.isletme 16.08.2014 13 BHIA -
71 Bobrek Il.isletme  03.07.2013 12 TSA -
72 Karaciger 1lisletme  03.07.2013 12 TSA -
73 Dalak 11.isletme  03.07.2013 12 BHIA -
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Cizelge 3.2. devam

Alinan Ornegin Su Kullanilan Y.ruckeri
No Ornek adi isletme alindig tarih _1s1s1 (°C) Besiyeri varhgi
74 Bagirsak Il.isletme  03.07.2013 12 BHIA -
75 Karaciger 11.isletme 14.04.2014 9 TSA -
76 Dalak Il.isletme  14.04.2014 9 BHIA -
77 Bagirsak 11.isletme 14.04.2014 9 BHIA -
78 Bobrek Il.isletme  14.04.2014 9 TSA -
79 Bobrek 1l.isletme  16.08.2014 13 TSA -
80 Karaciger 11.isletme 16.08.2014 13 BHIA -
81 Bagirsak 11.isletme 16.08.2014 13 BHIA -
82 Dalak Il.isletme  16.08.2014 13 BHIA -
83 Karaciger 12.isletme 11.03.2014 8 TSA -
84 Bobrek 12.isletme  11.03.2014 8 TSA -
85 Dalak 12.isletme ~ 11.03.2014 8 BHIA -
86 Bagirsak 12.isletme  11.03.2014 8 BHIA -
87 Karaciger 12.isletme  27.08.2014 13 TSA +
88 Karaciger 13.isletme 10.05.2014 10 BHIA -
89 Dalak 13.isletme ~ 10.05.2014 10 BHIA -
90 Bagirsak 13.isletme 10.05.2014 10 BHIA -
91 Karaciger 13.isletme  27.08.2014 14 TSA -
92 Bobrek 13.sletme  27.08.2014 14 TSA -
93 Bagirsak 13.isletme  27.08.2014 14 BHIA -
94 Dalak 13.isletme  27.08.2014 14 BHIA -
95 Bobrek 14.isletme  11.03.2014 8 TSA -
96 Dalak 14.isletme  11.03.2014 8 BHIA -
97 Bagirsak 14.isletme 11.03.2014 8 BHIA -
98 Bdbrek 14.isletme  27.08.2014 13 TSA +
99 Bagirsak 14.isletme  27.08.2014 13 BHIA +
100  Karaciger 14.i5letme  27.08.2014 13 TSA +
101  Bobrek 15.isletme  11.03.2014 8 TSA -
102  Dalak 15.isletme  11.03.2014 8 BHIA -
103  Bagirsak 15.isletme  11.03.2014 8 BHIA -
104  Karaciger 15.i5letme 16.08.2014 13 TSA +
105 Karaciger 16.isletme  03.04.2014 8 BHIA -
106  Bobrek 16.isletme  03.04.2014 8 BHIA -
107  Dalak 16.isletme  03.04.2014 8 TSA -
108  Bagirsak 16.isletme ~ 03.04.2014 8 BHIA -
109 Bagirsak 16.isletme  04.06.2014 10 TSA -
110  Karaciger 16.isletme  04.06.2014 10 BHIA -
111  Bobrek 16.isletme  04.06.2014 10 TSA -
112 Karaciger 16.isletme  27.08.2014 13 TSA -
113  Bagirsak 16.isletme  27.08.2014 13 TSA -
114  Dalak 16.isletme  27.08.2014 13 BHIA -
115 Bdbrek 16.isletme  27.08.2014 13 TSA -
Bolge’de bulunan 16 isletmeden alinan ornekler icinden 2. Isletme’de 2; 4

isletme’de 2; 8. isletme’de 3; 9. isletme’de 2; 12.isletme’de 1; 14.isletme’de 3; 15.
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isletme’de 1 ornekte olmak iizere toplam 7 farkl isletme’de 14 6rmekte Yersinia ruckeri

izole edilmistir.

3.2.2. Biyokimyasal identifikasyon

Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion) Agar (BHIA) a ekilip Gremesini
tamamlayan kolonilerden subkultlr elde etmek igin Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain
Heart (Infusion) Agar (BHIA) a ekildi. Agarlar 24°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.2.1. Koloni morfolojisi
Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion) Agar (BHIA)’da ortaminda
24°C’de 1 giinliik inkiibasyondan sonra gelisen bakterilerin, petrilerdeki kolonilerinin

makroskobik goriiniislerine renklerine ve sekline bakilarak degerlendirme yapildi.

3.2.2.2. Gram boyama

Yersinia ruckeri’nin izolatlar1 Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion)
Agar (BHIA) ortaminda 24°C’de tretildi. Bir 6ze yardimiyla tek diigmiis koloni alinarak
lam Uzerine konuldu ve steril su ile lam yiizeyine iyice yayildi. Lam, steril kabin igerisinde
kuruyana kadar bekletildikten sonra bakterileri fikse etmek igin lam 3 defa alevden
gecirildi. Bakterilerin fikse edildigi lam tizerine kristal viyole ¢ozeltisi damlatilarak 1
dakika beklendi ve su ile yikanarak kristal viyole uzaklastirildi. Kristal viyole ile boyanmig
lama lugol ¢ozeltisi damlatilarak 1-2 dak bekletildi ve sonra distile su ile yikanarak lugol
coOzeltisi uzaklastirildi. Lugal soliisyonu uzaklastirilan lam iizerine %96’lik etil alkol
damlatilarak 15-30 saniye beklendi ve daha sonra distile su ile yikandi. Karsit boya olarak
safranin damlatildi ve 40 - 50 saniye beklendi. Lam distile su ile yikanarak kendi haline
kurumaya birakildi. Lam {izerine immersiyon yagi damlatildi ve 100’lik objektifle
OLYMPUS (BX51) mikroskopta incelendi ve fotografi ¢ekildi. Boyama sonucu mor renkli
bakteriler Gram pozitif, pembe-kirmizi renkli bakteriler ise Gram negatif olarak
degerlendirildi (Lelliott ve Stead, 1987).

3.2.2.3. Potasyum hidroksit (KOH) ile gram reaksiyon testi

Lam {izerine bir damla %3’lik potasyum hidroksit soliisyonu damlatildi. Brain
Heart Infusion Agar (BHIA) ve Tryptic Soy Agar (TSA) besiyerinde tiremis taze bakteri
izolatlarindan 6ze yardimiyla lam {izerine alinarak dairesel hareket yapilarak karistirildi.
Sonra 15-20 saniye beklendi ve 6ze yukar1 dogru yavasca kaldirildi. Oze yukar1 dogru
yavasca kaldirilirken meydana gelecek yapiskanimsi siinme durumu gézlendi. Oze yavasca
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kaldirildiginda 0,5 cm den fazla siinme olusursa gram negatif bakteri olarak degerlendirildi
(Sands, 1990).

3.2.2.4. Oksidaz testi

Seritler halinde kesilmis steril kurutma kagid1 iizerine oksidaz ayiract damlatilarak
emdirildi. Steril bir 6ze yardimiyla Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion) Agar
(BHIA) besiyerlerinden alinan siipheli Yersinia ruckeri kolonileri bu serit tizerine siirtildii.
Bir dakika icinde mor renk goriilmesi halinde oksidaz pozitif olarak degerlendirildi
(Covan, 1974, Bilgehan, 1995).

3.2.2.5. Katalaz testi

Kat1 besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiirtine H2O. (hidrojen peroksit) ilave
edildiginde, serbest oksijenin gaz kabarciklar1 haline gelmesi ve bunun gdzlenebilmesi,
hidrojen peroksitin ayrigmasini dolayisiyla katalaz enziminin varligin1 gosteren bir testtir.
Steril bir 6ze yardimiyla besiyerlerinde iireyen siipheli Yersinia ruckeri kolonileri yeterince
alinarak, lam tizerine konulmustur. Distile su ile iyice yayilmistir. Sonra bir kag damla %
30’luk hidrojen peroksit damlatilmig ve laboratuvar ¢ubugu ile karistirilmistir. Oksijen
aciga c¢ikmasiyla hava kabarciklar1 olusturanlar, katalaz pozitif olarak degerlendirildi.

Negatif olan bakterilerde ise gaz olusumu gergeklesmedi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).

3.2.2.6. Voges proskauer (VP)-Metil kirmizisi (MR) testleri

Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion) Agar (BHIA) besiyerinde Ureyen
stipheli Yersinia ruckeri kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda alinarak
tiplerdeki Clark — Lups broth’a ekim yapildi ve 24 °C’de 24 saat siireyle inkubasyona
birakildi. Uretilen kiiltiiriin, yaris1 alinarak iizerine 4-5 damla metil red soliisyonundan
damlatildi. Kirmiz1 renk olusumu pozitif metil kirmizisi testi kabul edildi. Kiiltiiriin kalan
yarisina ise 3 ml % 5°lik alfanaftol soliisyonundan ilave edilerek karistirildi. Bunun iizerine
% 40’lik KOH ¢o6zeltisinden 1 ml ilave edilerek 2—5 dakika icerisinde pembe renk olusumu
Voges Proskauer (\VVP) testi pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).

3.2.2.7. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testleri

Tryptic Soy Agar (TSA) ve Brain Heart (Infusion) Agar (BHIA) besiyerinde tireyen
stipheli Yersinia ruckeri kolonilerinden steril igne uglu bir 6ze yardimiyla yeterli miktarda
alinarak, 2 tiipte bulunan Hugh ve Leifson besiyerine dik bir sekilde ekim yapildi.

Tiiplerden birisine lcm kalinlikta olacak bi¢iminde sivi steril parafin ilave edildi. Diger
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tiipe ise herhangi bir igslem uygulanmadi. Tiiplerin agz1 iyice kapatilarak 24° C’de 24 saat
stireyle inkiibe edildi. Parafinsiz tiipte sar1 renk olugmasi ve parafinli tiipte renk degisimi
olmamast oksidasyon pozitif, her iki tiipte de sari renk olugmasi fermentasyon pozitif

olarak degerlendirildi (Bilgehan, 1995; Arda, 2000).

3.2.2.8. Indol testi

Triptofan bulunan bir besiyerinde gelistirilen bakterilerin, triptofant hidrolize
ugratarak indol olusturup olusturmadiklarini belirlemek amaciyla, BHIA ve TSA
besiyerinde bulunan siipheli Yersinia ruckeri kolonileri icinden igne ucglu bir 06ze
kullanilarak fazla miktarda koloni alindi. Siilfat-indole-Motility (SIM) besiyerine ekim
yapildi. Besiyeri 20°C’de 4 giin siireyle inkiibe edildi. Bu kiiltiir iizerine 0.4 ml’lik kovacs
ayraci ilave edildi. Ug dakika icinde olusan halkalara gére yorumlama yapildi. Uzerinde
kirmizi halka olusmussa pozitif, sari-kahverengi halka olusmussa negatif indol olarak

degerlendirildi.

3.2.2.9. Hareket testi

Hareketli bakteriler flagellaya sahiptir. Hareket testi ile flagellalarin gésterilmesi
degil, hareketin gosterilmesi amaglanmistir. BHIA ve TSA besiyerinde bulunan siipheli Y.
ruckeri kolonileri i¢inden igne uglu bir 6ze kullanilarak fazla miktarda koloni alindi.
Silfat-indole-Motility (SIM) besiyerine ekim yapildi. Besiyeri 20°C’de 4 giin siireyle
inkube edildi. Besiyerinde batirma hatti1 boyunca siirli bir tireme olugmasi hareket negatif,

besiyerinde homojen bir bulaniklik meydana gelmesi hareket pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.2.10. Antibakteriyel duyarhlik testi

Bu test disk difiizyon yontemine gore yapildi. Bu test, disklere emdirilen
antibiyotigin, duyarlilig1 arastirilan organizmanin inokiile edildigi besiyerine difiize olmas1
esasina dayanir. Tespiti yapilan Yersinia ruckeri 4 ml nutrient broth bulunan tiplere ekildi.
Besiyeri 24 saat 20°C’de etiivde bekletildi (Bauer ve ark., 1966; Plumb, ve Browser, 1983;
Koneman ve ark., 1997; Arda, 2000; Furones 2001). Tiiplerdeki bakteri miktart 0,5
McFarland standart miktarina gelinceye kadar etiivde bekletildi. Nutrient broth
besiyerlerinde Greyen kilturden 0,1 ml steril pipet ile Mueller-Hinton agar besiyerine
aktarilarak yayma islemi yapildi. Pens kullanilarak Standart antibakteriyel diskleri,
petrideki besiyeri lizerine esit araliklarla yerlesmesi saglandi. Bu sekilde hazirlanan petriler
5-6 glin 20°C’de inkiibasyona birakildi. Mikroorganizma g¢ogalmaya basladi. Bu sire

sonunda her diskin ¢evresinde bulunan inhibisyon zonun ¢aplar1 milimetrik olarak dl¢iildii.
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Olgiilen bu degerler standart zon caplar ile karsilastirilarak degerlendirildi (Anonim, 2000;
Anonim, 2001). Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarliysa, diskin etrafinda olusan zon o
kadar genis olacaktir. Ciinkii ilacin etkili oldugu konsantrasyonlarda diskin g¢evresinde

ureme gorilmez.

3.2.2.11. Biolog sistemi ile identifikasyonu

Mikroorganizmayi, 71 farkli karbon kaynaginin kullanimi ve 23 kimyasala karsi
(belirlenen kimyasallara dayaniklilik) hassasiyet yoniinden olmak iizere 94 fenotipik test
(Cizelge 3.3) yonlnden analiz eden sisteme, Biolog Sistemi (The Biolog GEN IlI

MicroPlate) denilmektedir.

The Biolog GEN Il MicroPlate plakalari (BIOLOG 21124 Cabot Blvd. Hayward,
CA 94545) sistemi ile 94 biyokimyasal testi yapilabilmektedir. Boylece gram-negatif ve
gram-pozitif bakterilerin tur seviyesinde belirlenmesi mimkindir (Bochner, 1989a ve
1989D).
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Cizelge 3.3. Mikroplakalarda kodlanan 94 adet karbon kaynagi ve kimyasal listesi
(Anonim, 2008)

Al | A2 A3 |A4 | A5 | A6 A7 A8 A9 | A10 All | Al2

Nega | Dext | D- | D- D- | Genti | Sucro | D- Stac | Positi |pH6 | pH5
tive |rin Mal | Treh | Cell | obios | se Turan | hyos | ve

Cont tose |alos | obio | e ose e Contr

rol e se ol

Bl B2 B3 B4 |B5 |BG6 B7 B8 B9 | B10 B11 | B12

D- a-D- | D- | B- D- |N- N- N- N- | 1% 4% | 8%
Raffi | Lact | Mel | Met | Sali | Acety | Acety | Acetyl | Acet | NaCl | NaC | NaC
nose | ose |ibio | hyl- |cin |I- I-B- - yl I I
se DGl DGlu | DMan | DGala | Neu
ucos cosam | nosam | ctosa | rami
ide ine ine mine | nic
acid
ClL |C2 C3 [C4 |C5 |C6 C7 C8 C9 |C10 Cl1 | C12
a-D- | D- D- |D- |3- D- L- L- Inos | 1% Fusi | D-
Gluc | Man | Fru | Gala | Met | Fucos | Fucos | Rham |ine | Sodiu |dic | Seri
ose | nose |ctos |ctos | hyl |e e nose m Acid | ne
e e Glu Lactat
cose e

D1 D2 D3 (D4 | D5 | D6 D7 D8 D9 | D10 D11 | D12

D- D- D- |myo | Gly | D- D- D- D- | Trolea | Rifa | Min
Sorb | Man | Ara | - cero | Gluco | Fructo | Aspart | Seri | ndom | myci | ocyc
itol | nitol | bito | Inos | I se- se- ic ne ycin n line
I itol 6- 6-PO4 | Acid SV
PO4

El E2 E3 |E4 |E5 |E6 E7 E8 E9 | E10 E1l | E12
Gela | Glyc | L- L- L- L- L- L- L- Linco | Gua | Niap
tin yl-L- | Ala | Argi | Asp | Gluta | Histid | Pyrogl | Seri | mycin | nidi | roof

Proli | nine | nine | artic | mic ine utamic | ne ne 4

ne Aci | Acid Acid HCI

d

F1 F2 F3 |F4 |F5 |F6 F7 F8 F9 | F10 F11 | F12
Pecti | D- L- |D- D- | Glucu | Mucic | Quinic | D- | Vanco | Tetr | Tetr

n Gala | Gal | Gluc | Glu | ronam | Acid | Acid | Sacc | mycin | azoli | azoli
cturo | acto | onic | curo | ide hari um | um
nic nic | Acid | nic c Viol | Blue
Acid | Aci Aci Acid et

d d
Lact
one

Gl | G2 G3 |[G4 |G5 |G6 G7 G8 G9 |Gl10 Gl1l | G112

p- Meth | D- | L- Citri | a- D- L- Bro | Nalidi | Lithi | Pota

Hydr | yl Lact | Lact | c Keto- | Malic | Malic | mo- | xic um | ssiu

oxy- | Pyru |ic ic Aci | Glutar | Acid | Acid | Succ | Acid | Chlo | m
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Phen | vate | Aci | Acid | d ic inic ride | Tell

ylace d Acid Acid urite
tic Met
Acid hyl

Este

H1 H2 H3 | H4 H5 | H6 H7 H8 H9 H10 H11 | H12
Twe | vy- - B- - Aceto | Propi | Acetic | For | Aztreo | Sodi | Sodi
en Ami | Hyd | Hyd | Ket |acetic |[onic | Acid | mic |nam um | um
40 no- | rox |roxy | o- Acid | Acid Acid Buty | Bro
Butr | y- - But rate | mate
yric | But | D,L | yric
Acid | yric | Buty | Aci
Aci |ric |d

d Acid

Bakterilerin metobolik faaliyetlerine gore tanimlanmasi yapilacaktir. Bu amagla;
tanis1 yapilacak bakteri izolatlart BHIA ve TSA besiyerinde 2 giin boyunca 20°C’de
inkubasyona birakilmistir. Tampon ¢Ozelti olarak kullanilacak olan BIOLOG IF-A
¢ozeltisinden, siispansiyon hazir hale getirilmistir. Bakteri konsantrasyonu turbidimetre ile
%92-98 olarak, standart turbudity tiipiinde ayarlanmistir. Bakteriyel slspansiyonlar,
yogunluklar1 ayarlanarak, mikroplakalardaki her c¢ukura 100 pl konulmustur. Bu
mikroplakalar 4-24 saat 26 °C’de inkiibasyona birakilmigtir. (Anonim, 2008). En son
olarak, mikroplaka okuyucuda okutularak sistemin veri bankasi ile karsilastirilmis ve

bakterinin teshisi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Molekdler identifikasyon

3.2.3.1. Kromozomal DNA izolasyonu

Kromozomal DNA, klonlanacak genlerin ¢ogaltilmasinda kullanilmak i¢in Yersinia
ruckeri susundan kromozomal DNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmistir. DNA
izolasyonu TSA besiyeri ortaminda 24 °C’de 24 saatte biiyiitiilmiis bakteriler kullanilarak

yapilmistir.

3.2.3.2. DNA’nin jel elektroforezi

Tez kapsaminda; izole edilen kromozomal DNA, plazmit DNA ve PCR iiriinleri
9%0.6 ile %2 arasinda degisen konsantrasyonda Agaroz jelde kosturulmustur. Agaroz 1X
TBE (90 mM Tris Base; 90mM Borik Asit; 2 mM EDTA; pH 8.0) tamponu icerisinde

uygun konsantrasyonlarda eritilerek tanklara dokiilmiistiir. Analiz edilecek Orneklerin
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uygun diliisyonlarindan genellikle 5 pL alinarak, 1 pL 6X yiikleme ile karistirtlmistir.
DNA kontrolii olarak uygun boyutlardaki DNA referansi; A DNA 100 baz ciftlik ya da
1000 baz ¢iftlik DNA markoérleri (Thermo Scientific) kullanilmistir. Agaroz jel EtBr (0.5
pug/mL) ile 30 dakika boyanarak UV 1s1ginda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

3.2.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Toplam 40 pl’lik hacimde hazirlanan PCR karigiminda; 1 uL (20 pikomol) ileri
primer,1 pL (20 pikomol) geri primer, 1 uL dANTP (1 mM), 4 uL buffer (NH4)2SO4 (10X),
1,6 uL MgCl12, 1uL DNA polimeraz (5 u/uL) [25 mM Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 mM EDTA,
I mM DTT ve %50 (v/v) gliserol], 1 puL kalip DNA (~400 ng/mL), 29,4 uL dH2O ile
toplam hacim (40 pL) tamamlanarak hazirlanmistir. PCR amplifikasyonunda 94 °C’de 1
dakika On denaturasyon asamasini takiben, toplam 35 PCR siklusu 94 °C’de 1 dakika
denaturasyon, 55 °C’de 1 dakika hibridizasyon, 72 °C’de 1 dakika DNA sentezi ve 72
°C’de 8 dakika son uzatma islemi yapildi.

3.2.3.4. izolatlarin molekiiler olarak tamimlanmasi

Yersinia  ruckeri’nin  16S  rRNA  geninden tiiretilen YER8  (5°-
GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3?) ve YERI10 (5
GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’) primer ¢ifti (Gibello ve ark., 1999) kullanildu.

3.2.3.5. Bakterilerin stoklanmasi

Bakteriler kisa stireli kullanimlar i¢in %15°lik gliserol igerisine alinarak -20°C’de
saklanmistir. Uzun siireli saklama ise, besiyerinde 16 saat biiyiitiilen bakterilerden 200 pl
aliarak 12000 rpm (14515 g)’de 3 dakika coktiiriilerek peletlerin %30 gliserol iceren LB
veya GM17 besi yerinde ¢ozdiiriip, sok sogutma ile -80°C’de saklanmuistir.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik bulgular

Kahramanmaras'ta faaliyet gosteren gokkusagi alabalik tesislerinden alinan
numuneler genellikle hastalik siiphesi tasiyan numunelerdir. Havalarin isinmast ve su
sicaklarinin artmasi ile birlikte tesislerde hastalik belirtisi gdsteren numuneler aranmustir.
Bazi tesislerde de belirti olmadigi halde numune alimi gerceklesmistir. Alinan numune
sayisinda ciftliklerin iiretim miktan, ¢iftlik ve ciftlik sahiplerinin durumlarn dikkate
alimmustir. Havalarin 1sinmasini beklememizin sebebi, daha 6nce yapilan arastirmalarda, 10
°C'yi gecmeyen su sicakliklarinda bu hastaligin goriillmemesidir. Ciftliklerde; rengi
koyulasan, agzin i¢ ve dis kisimlarinda, operkulumlarda, viicudun dis yiizeyinde ve
ylizgeglerin tabaninda kanamalar, karinda siskinlik, gzlerde ekzoftalmus gorilen ve havuz
kenarlarinda, su yilizeyinde uyusuk, hareketsiz duran yada gayesizce yiizen baliklar gozle
ve elle muayene edilerek numune olarak seg¢ilmistir. Alinan numuneler 5-200 gram arasi
baliklardir. Hasta baliklarda, deride kararma ve ekzoftalmus (Sekil 4.1 ve 4.2), i¢ organda
meydana gelen kanama ve tahribatlar (Sekil 4.3-4.4 ve 4.5) goruldu.

B

Sekil 4.1.Balikta kararma
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Sekil 4.4. i¢ organlarda meydana gelen kanama ve tahribatlar-2
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IC ORGANLARIN INCELENMES|

Sekil 4.5. I¢ organlarda meydana gelen kanama ve tahribatlar-3

4.2. Biyokimyasal bulgular

Izole edilen gram negatif gomak sekilli 14 adet Yersinia ruckeri susun saf
kiiltirlerinden (Sekil 4.6.) fenotipik ve biyokimyasal ozellikleri belirlendi. Ayrica
biyokimyasal testlerin dogrulamak ve diger fenotipik 6zellikleri (Cizelge 4.1.) belirlemek

amaciyla Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazi kullanildi (Cizelge 4.2.).

Sekil 4.6.Yersinia ruckeri'nin koloni olusturmasi
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Cizelge 4.1. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 14 Yersinia ruckeri
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Yersinia ruckeri (n:14)
Koloni rengi Beyaz
Gram Boyama -
Sekli Comak
Oksidaz -
Katalaz +
Hareket +
H2S -
Metil Red +
Voges Proskauer -
Indol -
Ureaz Olusumu -
O/F F
MacConkey Agar +
Mueller-Hinton Agar +
0°C’de lireme -
5°C’de tlireme -
15°C’de lireme +
20°C’de tireme +
25°C’de lireme +
30°C’de ilireme +
37°C’de iireme +
% 0,0 NaCl’de iireme +
% 0,5 NaCl’de iireme +
% 1,0 NaCl’de tireme +
% 2,0 NaCl’de iireme +
% 6,5 NaCl’de iireme -
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Cizelge 4.2. Gokkusag1 Alabaliklarindan izole edilen Yersinia ruckeri'nin Biolog Sistemi
(The biolog GENIII micro plate) cihazi ile diger fenotipik 6zellikleri

o ] Izolat reaksiyonu o ] Izolat reaksiyonu
Biyokimyasal Kriter Biyokimyasal Kriter
(n:14) (n:14)
pH 5 - %8 NaCl -
pH 6 + %4 NaCl -
Positif Kontrol + %1 NaCl +
N-Acetyl
Stachyose - T +
NeuraminicAcid
N-Acetyl-D-
D- Turanose +- ) +
Galactosamine
N-Acetyl- B-D-
Sucrose - ) +
Mannosa-mine
o N-Acetyl-D-
Gentiobiose - _ +
Glucosamine
D-Cellobiose - D-Salicin -
B- Methyl-D-
D-Trehalose + ) +-
Glucoside
D-Maltose + D-Melibiose -
Dextrin + a-D-Lactose -
Negatif _
- D-Raffinose -
Kontrol
D-Serine - Minocycline -
Fusidic Acid - Rifamycin SV -
%1 Sodium Lactate + Troleando-mycin +
I Nosine + D-Serine -
L-Rhamnose - D-Aspartic Acid -
D-Fructose-6-
L-Fucose - +
Phosphate
D-Glucose-6-
D-Fucose +- +
Phosphate
3-Methyl Glucose +- Glycerol +
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D-Galactose + myo-Inositol -
D-Fructose + D-Arabitol +-
D-Mannose + D-Mannitol +
a-D-Glucose + D-Sorbitol +-
Niaproof 4 - Tetrazolium Blue +-
Guanidine HCI +- Tetrazolium Violet +-
Lincomycin + Vanco-mycin +
L-Serine + D-Saccharic Acid -
L-Pyroglutamic o )
_ - Quinic Acid -
Acid
L-Histidine - Mucic Acid -
L-Glutamic Acid + Glucoronamide +
L-Aspartic Acid + D-Glucoronic Acid +
L-Arginine - D-Gluconic Acid +
_ L-Galactonic Acid
L-Alanine + +
Lactone
Glycyl-L-Proline + D-Galacturonic Acid +
Gelatin - Pectin -
Potassium Tellurite - Sodium Bromate -
Lithium Chloride +- Sodium Butyrate +
Nalidixic Acid + Aztreonam -
Bromo-Succinic ) )
_ + Formic Acid -
Acid
L-Malic Acid + Acetic Acid +
D-Malic Acid - Propionic Acid -
a-Keto-Glutaric _ _
_ +- Acetoacetic Acid +-
Acid
o ) a-Keto- Butyric
Citric Acid +- ] -
Acid
- Hydroxy-D,L-
L-Lactic Acid + b-Hy ) Y _ -
Butyric Acid
D-Lactic Acid +- a-Hydroxybutyric +-
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Methyl Ester Acid
y-Amino-Butryric
Methyl Pyruvate + ) .
Acid
-Hydroxy-
Py ] Y ] - Tween 40 +-
Phenylacetic Acid

Yersinia ruckeri izole edildikten sonra antibiyotige karsi duyarliligini 6lgebilmek

icin Antibiyogram duyarlilik testi uygulandi ve bu amacgla 5 farkli antibiyogram disk

kullanilmistir.(Cizelge 4.3.)

Cizelge 4.3. Gokkusagi Alabaliklarindan izole edilen 14 Yersinia ruckeri antibiyogram

testi sonucu

Antibiyotikler Duyarlilik (mm)
Eritromisin (15 pg) R (0)
Streptomisin (10 pg) R (0)
Enrofloksasin (5 pg) S (22)
Florfenikol (30 pg) S (30)
Amoksisilin (AX) (25 pg) R (6)
Ampisilin (AMP) (10 pg) R (10)
Basitrasin (B) (30 ng) R (7)
Gentamisin (CN) (10 pg) S (16)
Nalidiksik Asit (NA) (30ug) S (21)
Oksitetrasiklin (OT) (30 pg) R (13)
Neomisin (N) (30 pg) R (10)
Batrim - Trimetoprim + Sulfametoksazol R (18)

(BC) (1,25ug+23,7 ng)

S: Sensitive (Duyarli)

R: Resistant (Direncli)

4.3. Molekdler bulgular

Izole edilen gram negatif, comak sekilli 14 adet Yersinia ruckeri susun saf

kiiltiirleri kullanilarak yapilan PCR fotograflar: Sekil 4.7 -4.8.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. 1-9 nolu 6rneklerin PCR goruntisi

Sekil 4.8. 10-14 nolu 6rneklerin PCR gorintusu
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5. TARTISMA

Yersinia ruckeri varliginin Kahramanmaras bolgesindeki giintimiizdeki durumunu
ortaya koymay1 amaglayan bu ¢alismada, su 1sindik¢a hastalig1 tasiyan baliklarda hastalik
etkileri goriilmeye baslamis, hastalikli balikla saglikli balig1 morfolojik olarak ayirt etmek
kolaylagsmistir. Su sicakliginin artmasi ile birlikte hastalik tasiyan baliklarda belirtiler
artmuistir. Laboratuvar ¢alismalarin da da sularin 1sinmasi ile birlikte Y.ruckeri varligi tespit
sayisi artmugtir. Ozellikle su sicakliklarmin arttig1 Haziran, Temmuz aylarinda daha yiiksek
oranda izole edilmistir. Bu durum sicaklik artist ile hastaligin goriilme siklig1 arasindaki
iliskiyi desteklemektedir. Scallan (1983), yaptig1 calismada, Yersinia ruckeri salginlarinin

su sicakliklarinin arttig1 dénemde arttigini belirtmistir.

Aliman numunelerin birgogunda, yiizgegler, agiz, g6z, operkulum c¢evresinde
kizarikliklar, hemorojiler goriilmiistir ve yapilan analizleri sonucunda Yersinia ruckeri
tespiti yapilmistir. Bu durum, Yersiniozis gesitli doku ve organlarda hemorajik zonlarin
olusmasi ile karakterize bir hastaliktir ve hastalik genel hemorojik septisemi bulgulariyla
seyreder. Ozellikle ¢ene etrafi, agiz boslugu, yiizge¢ tabanlari ve aniiste subkutan
hemorojiler gorulir (Bullock ve Snieszko, 1975; Fuhrman ve ark., 1983). Seklindeki

aciklamay1 dogrulamaktadir.

Bazi ciftliklerden morfolojik belirti gosteren numune bulunamadig i¢in rastgele
numune alimustir ancak analizi sonucunda Yersinia ruckeri teshis edilmistir. Bu durum,
Diler ve ark. (1998), yaptiklari bir caligmada Fethiye bdolgesindeki bazi alabalik
isletmelerinde hastaliga 6zgii klinik belirti gdstermeyen baliklarin i¢ organlarindan
Yersinia ruckeri izole etmislerdir. Ayrica Kilig¢ ve ark. (2007)’nin yaptiklari bir ¢alismada
da yersiniozis bakimindan herhangi bir belirti gostermeyen baliklardan bakterinin

1zolasyonu gergeklestirilmistir, seklindeki arastirmalar1 desteklemektedir.

Yersinia ruckeri’nin neden oldugu yersiniozis gokkusagi alabaligi yetistiriciligi
yapilan tesislerde yiiksek mortalite ile seyreden ve ciddi ekonomik kayiplara neden olan bir
hastaliktir (Austin ve Austin, 1993). Ozellikle yavru doneminde % 75’lara ulasan
mortaliteye neden olmaktadir (Tanrikul, 1994).

Hastaligin ortaya ¢ikmasinda strese neden olan ortamin organik kirliligi, 1s1, yogun
stoklama, elle temas ve oksijen yetersizligi gibi faktorlerin rolii oldugu tespit edilmistir

(Bullock ve Snieszko, 1975). Yaptigimiz arastirmada, asir1 derecede suyu bulanan, su
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sicakligl artan, asir1 stoklanmig balik giftliklerinde Yersinia ruckeri daha ¢ok izole

edilmistir.

Stres sartlarina bagli olarak degismekle birlikte hastalik su 1sisimnin aniden
yiikselmeye basladigi bahar aylarinda ve geng baliklarda genellikle perakut ve akut, su
1sisinin diistiigli sonbahar aylarinda ve 1 yasindaki baliklarda ise kronik seyirlidir (Collins
ve ark., 1996; Willumsen, 2006). Yaptigimiz calismada Ozellikle bahar déneminde
Yersinia ruckeri sebebiyle balik Oliimlerinin artmasi bu c¢alismayr desteklemektedir.
Scallan (1983), bakteriyel salginlarin hem su sicakliklarinin artmast hem de su
sicakliklarindaki ani degisikliklerle baliklarin strese girmesi sonucunda meydana geldigini

belirtmistir.

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

hastaliklarin goriilme sikliginin arttigini bildirmislerdir.

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

ve koti iscilikten kagimmak enfeksiyondan korunmanin en iyi yollart olarak
bildirilmektedir (Aoki, 1999).

Bir su kaynagi {izerinde ve birbirine ¢ok yakin mesafelerde kurulmus olan balik
ciftliklerinde olabilecek herhangi bir hastalik ya da zararlinin ¢ok kisa slirede ayni su
kaynag lizerinde tiim tesilerde goriilebilecegi, ayrica bolgede bulunan giftlikler arasinda
stirekli olarak yumurta, larva ve balik nakillerinin yapilmast nedeniyle hastaligin

yayilmasinin olduke¢a kolaylasabilecegi diisiiniilmektedir.

Hastaligin bu bolgede bazi ciftliklerde goriilmesine ragmen, daha yiiksek
seviyelerde oOliimlerin goriilmesi beklenirken, daha az sayida balik o&liimlerinin
gerceklesmesinin  sebebi olarak, bolgenin ortalama rakimmin Yyiksek olmasi, su
sicakliklarimin yil boyu ¢ok fazla degisiklik gostermemesi, oldukca diisiik seviyelerde

seyretmesi ve diisiik stok yogunlugunun olabilecegi diisiiniilmektedir.

Numune toplanmasi sirasinda yapilan gorigmelerde hastalik hakkinda bolgedeki

tiim {ireticilerin az ya da ¢ok bir bilgisinin oldugu tespit edilmistir. Ureticiler ciftliklerinde
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bugline kadar yersiniozis nedeniyle ¢ok biiyiik balik 6liimleri ve ekonomik anlamda
kayiplar yasanmadigini, diger ¢iftliklerde de bu hastalikla ilgili olarak ¢ok biiylik oranda

kayiplarin yasandigina dair sikayetler duymadiklarini ifade etmislerdir.

Hastaliga kars1 as1 ve ast uygulamalar ile ilgili olarak bolgede yapilan goriisme ve
tespitler sonucunda baz ¢iftliklerde diizenli olarak asilama yapildigi anlasilmistir. Ancak
son yillarda mevsimlerdeki degisiklik, bolgeye cok sayida yapilan gol ve goletlerin
etkisiyle havalarin eskisi kadar soguk gitmemesi nedeniyle bu hastalik oraninda siirekli
olarak bir artig goriildiigii ve kiigiik isletmeler seklinde faaliyet gosteren ¢iftlik sahiplerinin
de konuya ilgi duymaya basladig1 iireticiler tarafindan ifade edilmistir. Ilag
uygulamalarinda bir su tiriinleri mithendisi ya da veteriner hekim tavsiyesi olmadan sadece
baska iireticilerin tavsiyeleri ya da uygulamalarina gore hareket edildigi anlasilmistir.

Genel anlamda c¢iftliklerde bilingsizce antibiyotik uygulanmakta oldugu goriilmiistiir.

Kiiltir balikgiliginda bakteriyel hastaliklarin sagaltimi veya kontrol altinda
tutulmasinin temelinde iyi bir bakimin yattig1 vurgulanmakla birlikte asilama ve immun
sistemi uyarici ila¢ uygulamalarinin da kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Ancak stres, su
kirliligi ve beslenme yetersizligi gibi ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikan hastaliklarla etkin bir
sekilde miicadele sinirli da olsa antibakteriyel ila¢ uygulamalarinin géz ard: edilemeyecegi

belirtilmektedir (Burhan ve ark., 1996; Kum ve ark., 2004).

Antibakteriyel ilaglar; insan, hayvan ve bitki enfeksiyonlarinin kontrol ve
onlenmesi icin yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Fakat bircok calisma, bu bakteriyel
ilaglarin asir1 kullanilmasinin direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina neden oldugunu

gostermektedir (Cabello, 2006).

Tesis calisanlarinin genel anlamda sterilazasyona 6nem vermedikleri, tesislerin

genel anlamda kontrol havuzlart kullanmadiklar1 anlagilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu arastirmada Kahramanmaras ilinde bulunan 16 farkli gokkusagi
alabahig: yetistiricilik tesisinden Yersinia ruckeri siipheli 5-200 gram arasi numuneler
alimmistir. Degisik zamanlarda ve degisik miktarlarda numune alinan 16 isletmeden, 2.
isletme, 4. isletme, 8. isletme, 9. isletme, 12. isletme, 14. isletme ve 15. isletmeler olmak
Uzere toplam 7 farkli isletmede Yersinia ruckeri izole edilmistir. Toplam 115 6rnek
incelenmistir. ~ Yersinia ruckeri'nin  klasik kaltur yontemleriyle izolasyonu ve
identifikasyonunu ger¢eklestirmek icin ¢aligmalar yapilmistir. Sonra da Biolog (The biolog
GENIII micro plate) cihazi ile biyokimyasal testler dogrulanmis ve diger fenotipik
ozellikler belirlenmistir. 94 fenotipik test basarili bir sekilde yapilmistir. PCR' da DNA
caligmasi yapilarak kesin teshis konulmustur. Molekiler olarak 14 érnekte Yersinia ruckeri
izole edilmistir. En son olarak ise; bolgede tespiti yapilan Yersinia ruckeri'nin
antibiyotiklere karsi duyarliligini 6lgebilmek i¢in antibiyogram testi yapilmistir. Yapilan
tiim bu ¢alismalar sonucunda Yersinia ruckeri'nin fenotipik ve genotipik dzellikleri ortaya
cikarilmistir. Hastaliktan siipheli baliklarin morfolojik 6zelliklerine bakilarak kesin ve
dogru teshisi miimkiin degildir. Bu nedenle yukarida saymis oldugumuz analiz ve testler

yapilmistir.

Kahramanmaras ilinde bazi gokkusagi alabalik yetistiricilik tesislerinde Yersinia
ruckeri tespit edilmistir. Bolgede Yersinia ruckeri izole edildiginden, bolgede bulunan tiim

tesislere Yersinia ruckeri'nin (kizil agiz hastalig) bulagma riski de vardir.

Bolge daglik ve ortalama rakimi yiksektir. Genel olarak goriilmiistiir ki, su
sicakligi 9-10 ve iizeri derecelerde hastalik belirtileri ve hastalik sayisinda artis
goriilmiistiir. Takibi yapilan bolgede genel olarak, nisan ayinda su sicakligi heniiz 9-10
dereceye ulasmamistir. Mayis ayindan itibaren su sicakliklarimin artmasi ile birlikte
Yersinia ruckeri izolasyonu artmistir. Sicakliklarin kis yaklasirken tekrar diismesi ile

birlikte Yersinia ruckeri izolasyonu sayisinda bir azalma olmustur.

Bolgede bulunan alabalik tesisleri, birbirlerinden yavru balik ve porsiyonluk balik
aligverisi yapmaktadirlar. Bu nedenle, isletmeler sterilizasyona gerekli onemi vermeli

mutlaka kontrol havuzlart kullanmalidir.

Calisma sonucunda hastaligin bolgede ekonomik anlamda biiyiik zararlar meydana

getirmedigi goriilmiistiir. Ureticilerin hastaliklara kars1 ila¢ uygulamalar1 konusunda tam
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ve yeterli bilgiye sahip olmamalarinin yaninda bakteriyel patojenlerin zaman icinde
antibakteriyellere kars1 farkli duyarlilik diizeyleri gelistirdikleri g6z 6niinde bulundurularak
ureticilerin bilingsiz ila¢ uygulamalarindan kaginmalari saglanmalidir. Balik hastalik ve
zararlilarina karst kullanilan her tiirlii as1, ilag, hormon, dezenfektan ve kimyasallarin satisi
kontrol altina alinmali, bilgisiz ve yetkisiz kisilerin ¢iftliklerde satis yapmalari
engellenmelidir. Hastalik etkeni ve sus lar1 tam olarak tespit edilmeli, rastgele ilag

kullanmaktan kac¢inilmalidir.

Isletmeler, koruyucu olarak ve baliklarin bagisiklik sistemini artirmasi igin 6zellikle
bahar donemlerinde yemlere katilmak {izere Vitamin C ve Vitamin E kullanim1 konusunda

bilinclendirilmelidir.

Isletme sahipleri ve calisanlar; kiiltiirel dnlemler, dezenfekten tedbirleri, hastalik
belirtileri, numune se¢gme, numune tagima, miiracaat edecegi yerler hakkinda

bilgilendirilmeli ve egitilmelidir.

Isletmelerde; once kiiltiirel 6nlemler alinmali, as1 uygulamalar1 yapilmali, hastalik
bulagsmasin1 Onleyecek dezenfekten tedbirleri alinmalidir. Bunlara ragmen hastalik
goriilmiis ise Once hastalik tam olarak tespit edilmeli, antibiyotik duyarlilik testi yapilmali

ve hastaliga karsi ilagli miicadele baglatilmalidir.
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Ek 1. Gokkusagi1 Alabaliklarindan izole edilen Yersinia ruckeri'nin biolog sonuglari

Program

Praoject

File Mame

dzer

|Figtrument
[hgtrument S/
Incubation Hours
Flate Mumber
Flate Tope
Protocol

Ornek Mo

izole edidigi yer
izole eden

T arurnlayan
Tarh

Drate & Time of Read

Microlog 3/5.2.01 33
kLG

23.05.2014.D5E
biolog

MicroStation 2 Reader
]

18.00

1

GEM NI

A

Fatib k.a

B alik.

Wik ail DZCAN
Mustafa KOSEE,
23/065/2014

Map 23 2074 315 AM

Biolog 1D DE Biolog GEM Il 2_E_1_0D8.150G

Reszult Species 1D Yerzinia rucken

Cormment

Motice

R ank. | FPROE  SIM DIST  Organism Type Species

1 0930 0EEE  4EB35 GM-Ent Ferginia rucker

2 ooy 00023 7825 GM-Ent Edwardziella ictaluri

3 Qo03 0001 3397 GM-Ent Leclercia adecarbosylata

4 0ooo Qo000 9708 GM-Ent Yerzinia kristenseni

=TT <x positive, ® negative, <x- mismatched positive, =+ mismatched negative, {x borderline, -x less than &1 well

Well Color Walues

Plate 1 2 3 4 ] B 7 a 9 10 11 12
B B {136 {150 < 1BE a9 al 7B {1m g0 <186 <167 - Bl
B an a0 a5 94 B0 <216 {148 <182 <174 {137 41 42
C <162 {146 <164 { M7+ S5 93 a7 {128 {151 43 56
] 1108 < 174 47 87 {134 {119 A2 a0 59 T4+ <1597 a0
E oz 11A a7 {121 {130 94 9 <168 {123 1 95 <172
F B4 <163 < 1BE- <185 {149 {129 a3 aa B8 <162 <197 < 198
G g2 {17 94 {143 {128- 98 43 {144 {130 43 a3 14
H i 110 7a ala] ar 32 {128 52 {115 4a 53 G0 72
Report [ ate bay 23 2014 3:06 P

45




Kisisel Bilgiler

OZGECMIS

Ad, soyadi :Mesut Recep GOK

Uyrugu :T.C.

Dogum tarihi ve yeri  : 1973-Boyabat/Sinop

Medeni hali - Evli

Telefon :0.530.561.54.22

Faks -

e-posta : mesutsinop@hotmail.com

Egitim

Derece Egitim Birimi Mezuniyet tarihi

Yiksek lisans

Lisans

Lise

Is Deneyimi
Yil

1999-Devam

Yabanc Dil

Ingilizce

Hobiler

KSU / Ziraat Fakdiltesi Su Uriinleri Bélumi 2015
19 Mayis Univ./ Su Urlnleri Muh. Bolumi 2007

Sinop Boyabat Lisesi 1991

Yer Gorev

Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Personeli ~ Su Urlnl.Miih

Balikeilik, Yiizme, Futbol, Dalgi¢clik

46


mailto:umityildiz@hotmail.com

	3. MATERYAL VE METOT
	3.1. Materyal
	Çalışmada örnek almış olduğumuz Gökkuşağı alabalık yetiştiricilik tesislerinin konumu Şekil 3.1.’de gösterilmiştir.
	3.1.1. Hastalıktan şüpheli balıkların morfolojik olarak incelenmesi
	3.1.2. Mikrobiyal izolasyon
	3.1.3. Biyokimyasal identifikasyon
	3.1.4. Moleküler identifikasyon

	3.2. Metot
	3.2.1. Yersinia ruckeri'nin mikrobiyal  izolasyonu
	3.2.2. Biyokimyasal identifikasyon
	3.2.2.1. Koloni morfolojisi
	3.2.2.2. Gram boyama
	3.2.2.3. Potasyum hidroksit (KOH) ile gram reaksiyon testi
	3.2.2.4. Oksidaz testi
	3.2.2.6. Voges proskauer (VP)-Metil kırmızısı (MR)  testleri
	3.2.2.7. Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testleri
	3.2.2.8. İndol testi
	3.2.2.9. Hareket testi
	3.2.2.10. Antibakteriyel duyarlılık testi
	3.2.2.11. Biolog sistemi ile identifikasyonu

	3.2.3. Moleküler identifikasyon
	3.2.3.1. Kromozomal DNA izolasyonu
	3.2.3.2.  DNA’nın jel elektroforezi
	3.2.3.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
	3.2.3.4. İzolatların moleküler olarak tanımlanması
	3.2.3.5. Bakterilerin stoklanması


	4. BULGULAR
	4.1. Morfolojik bulgular
	Şekil 4.5. İç organlarda meydana gelen kanama ve tahribatlar-3
	4.2. Biyokimyasal bulgular

	Çizelge 4.1. Gökkuşağı Alabalıklarından izole edilen 14 Yersinia ruckeri               morfolojik ve biyokimyasal özellikleri
	Çizelge 4.2. Gökkuşağı Alabalıklarından izole edilen Yersinia ruckeri'nin Biolog Sistemi (The biolog GENIII micro plate) cihazı ile diğer fenotipik özellikleri
	Çizelge 4.3. Gökkuşağı Alabalıklarından izole edilen 14 Yersinia ruckeri antibiyogram testi sonucu
	4.3. Moleküler bulgular

	Şekil 4.7. 1-9 nolu örneklerin PCR görüntüsü
	5. TARTIŞMA

