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MERSIN’DE AVLANAN MULLUS SPP.’"DE MYCOBACTERIUM SPP.
VARLIGI VE MiKROBIYAL YUKUN ARASTIRILMASI

Pmnar SEVIM
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Ulkemizde gida giivenligi baglaminda baliklarla ilgili mikrobiyolojik
calismalar daha ¢ok yetistiriciligi yapilan tiirler tizerinde yogunlagmakta olup, avcilik
yolu ile elde edilen tiirlerde yapilan arastirmalar sinmirhdir. Bu calismada,
ihtyozoonotik etkiye sahip Mycobacterium spp. varligi, iilkemizde 6zellikle Akdeniz
ve Ege denizinde yaygin olarak avlanan Mullus cinsi baliklarda arastirilmistir.
Ayrica, genel mikrobiyal yiiklerinin belirlenmesi amaciyla baliklarin deri, kas ve i¢
organlarinda toplam mezofilik ve psikrofilik aerobik bakteri ve koliform bakteri
sayimlart yapilmistir.

Calisma kapsammda Mersin Ilinde Merkez-Karaduvar, Anamur ve
Tasucu’nda faaliyet gosteren balik¢ilardan temin edilen toplam 208 adet balik drnegi
kullanilmistir. Mycobacterium spp. izolasyonu klasik yontemlerle gerceklestirilmis,
izolatlar PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile cins diizeyinde ve PZR-RLFP
(restriction fragment length polymorphism) ile de tiir diizeyinde identifiye edilmistir.
Toplam mezofilik ve psikrofilik aerobik bakteri ve toplam koliform bakteri sayimlari
klasik yontemlerle yapilmistir.

Toplam 13 adet balik 6rneginde (% 6,25) 6 farkl tiirden 13 adet mikobakteri
tanimlanmistir. Bu mikobakterilerin 4’4 M. genavense, 3’4 M. fortuitum, 3’i M.
scrofulaceum, biri M. marinum, biri M. vaccae, biri M. aurum olarak belirlenmistir.
Izolatlarin 12’si balik orneklerinin derisinden, biri de i¢ organlarindan izole
edilmistir. Mikobakterilerin tespit edildigi balik orneklerinde hastalik bulgusuna
rastlanmamustir.

Toplam 208 adet balikta toplam mikrobiyal yiikiin ortalama degerleri,
mezofilik aerobik bakteri sayisi icin deri Orneklerinde 1,62x10” kob/g, kas
orneklerinde 4,83x10° kob/g ve i¢ organlarda 2,60x10° kob/g; psikrofilik aerobik
bakteri sayilart sirasiyla 9,10x10°, 4,44x10° ve 4,49x10° kob/g ve toplam koliform
bakteri sayilar1 ise sirasiyla 3,95x105, 1,83x 10* ve 1,86)(105 kob/g olarak
belirlenmistir.

Mikrobiyal yiikiin standartlarin  {izerinde olmasi ve 13 Ornekte
Mycobacterium spp. tespit edilmesi gida giivenligi acisindan daha ayrintili
arastirmalarin yapilmasi icin zemin olusturmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mullus spp., Mycobacterium spp., Mikrobiyal Yiik, PZR, PZR-
RLFP

Damsman: Prof. Dr. Ferit RAD, Mersin Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Su
Uriinleri Anabilim Dal1

Es Damsman: Yrd. Do¢ Dr. Selmin OZER, Mersin Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, Su Uriinleri Anabilim Dali
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INVESTIGATION OF PRESENCE OF MYCOBACTERIUM SPP. AND
MICROBIAL LOAD IN MULLUS SPP. FISHED IN MERSIN/TURKEY

Pmnar SEVIM

ABSTRACT

Microbial studies associated with food safety issues are mainly focused on
farmed fish and thereby scarce for wild fish in Turkey. Presence of ichtiyozoonotic
Mycrobacterium spp. in Mullus spp., a widely caught species in Mediterranean and
Aegean Sea, was investigated in this study. Total mesophilic and psychrophilic
aerobic bacteria and coliform bacteria were further counted in skin, muscle and
internal organs to determine the general bacterial loads in fish.

To this end 208 fish samples, collected from fishermen in Centrum-
Karaduvar, Anamur and Tasucu in Mersin province (Turkey), were studied.
Mycobacterium spp. were isolated using conventional methods and identified at
genus level with PCR (polymerase chain reaction) and at species level with PCR-
RFLP (restriction fragment length polymorphism). Conventional methods were used
for total mesophilic and psychrophilic aerobic bacteria and total coliform bacteria
counts.

A total of 13 mycobacteria (6.25 %) of six different species were detected in
13 fish samples. Of these, four were identified as M. genavense, 3 as M. fortuitum, 3
as M. scrofulaceum, one as M. marinum, one as M. vaccae and one was found to be
as M. aurum. These mycobacteria were isolated from the skin (12) and internal
organs (1) of sampled fish. No diseases symptoms were observed in fish samples
infected by Mycobacterium spp.

Mean values of total microbial loads were determined as following; for
mesophilic aerobic bacteria in skin as 1.62x10’ cfu/g, in muscle as 4.83x10° cfu/g
and in internal organs as 2.60x10° cfu/g; for psychrophilic aerobic bacteria as
9.10x10°, 4.44x10° and 4.49x10° cfu/g, respectively and finally for coliform bacteria
as 3.95x10°cfu/g in skin, as 1.83x 10* cfu/g in muscle and as 1.86x10° cfu/g in
internal organs.

From food safety perspective microbial loads exceeding standards and
detection of Mycobacterium spp. in 13 samples do indicate the need for further and
more comprehensive studies.

Key words: Mullus spp., Mycobacterium spp., Microbial Load, PCR, PCR-RFLP
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1. GIRiS

Sanayinin gelismesi ve niifus artisi ile birlikte fiziksel, kimyasal ve biyolojik
cevre kirleticilerinin de c¢ogalmasi, insanlar1 gida giivenligi konusunda daha da
bilin¢li olma zorunluluguna y6neltmistir.

Gida giivenligi, gida maddelerinin her tiirlii bozulma ve bulagsma etkisinden
uzaklagtirilarak tiiketime uygun halinin saglanmasi ve korunmasidir [1, 2, 3]. Diinya
Saglik Orgiiti (WHO) [4] ve Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) [5] gida giivenligini
“Saglikli ve kusursuz gida iiretimini saglamak amaciyla gidalarin iiretim, isleme,
muhafaza, tasima ve dagitim asamalarinda gerekli kurallara uyulmasi ve 6nlemlerin
alinmas1” olarak tanimlamiglardir.

Gida giivenligi, gidalarin tiretimden son tiiketiciye giivenli bir sekilde
ulagmast i¢in gereken biitiin siiregleri kapsar. Gida giivenligi icin, yOnetim
sistemleriyle kontrol edilmesi gereken islenme, depolanma, nakliyat, saklanma ve
son tiiketiciye ulastiritlma gibi asamalarin her biri 6nem tasimaktadir [6].

Gidalardan kaynaklanan riskler, gidanin tiretimden tiiketim asamasina kadar
gecirdigi tiim asamalarda ayr1 ayr degerlendirilmekte ve fiziksel, kimyasal ve
biyolojik riskler olarak gruplandirilmaktadir [7].

Gidalara karisan cam kiriklar, plastik, tas, toprak, tahta, metal pargalari,
sa¢, tirnak, sigara kiilli, sinek, bocek, radyoaktivite gidaya iligkin fiziksel riskleri
olusturmaktadir. Kimyasal riskler, mikotoksinler gibi dogal toksinleri, civa, kursun,
dioksin, kadmiyum gibi cevresel metalleri, patateste bulunan glikoalkaloid gibi
bitkilerdeki dogal kimyasallari, pestisit ve veterinerlik ilaglarmin kalintilarini ve gida
katki maddelerini icermektedir [4].

Biyolojik kirlenme bakteri, mantar, maya, viriis ve parazitlerin neden
oldugu kirlenmedir. Gida kaynakli hastaliklarin ¢cogu da mikroorganizma faaliyetleri
sonucunda olugmaktadir [8].

Gida kaynakli hastaliklar ve dogurdugu sonuclarin biitiin diinyada giderek
artan boyutlar kazanmasi, tiiketicilerin ve sorumlularin endiselerini artirmaktadir.
Ingiltere’de her yil toplam niifusun % 20'si, Amerika Birlesik Devletleri'nde de %
28'1 gida kaynakli hastaliklara yakalanmaktadir. Gelismekte olan iilkelerde ise cok
daha fazla kisinin bu hastaliklara yakalandig: tahmin edilmektedir [6]. Diinya Saglik

Orgiitii (2006)’niin bildirdigine gore, az gelismis iilkelerde su ve gidalarin neden



Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmast, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

oldugu ishalli hastaliklar nedeniyle her yil, cogunu c¢ocuklarin olusturdugu
1,8 milyon kisi 6lmektedir [8].

Gida giivenliginin Oneminin tamamen anlasildigi diinyamizda, insan
saghigiin  korunmasi1 amaciyla, tiim gidalarda kimyasal, toksikolojik ve
bakteriyolojik kontroller yapilmaktadir. Bu nedenle, rutin gida kontrollerinde
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Vibrio spp., Listeria
monocytogenes gibi 6nemli bazi patojenlerin varligina bakilmaktadir. Gida
giivenliginin siirdiiriilebilmesinde, gida kaynakli hastaliklarin olusumunda risk
olusturan bu patojen bakterilerin kontrolleri yaninda, gidalarin genel mikrobiyolojik
yapilariin bilinmesi de olduk¢a énemlidir. Gidalarin mikrobiyal yiikiiniin bilinmesi,
o gidalarin genel hijyenik yapilart ve gida giivenligi acisindan fikir edinilmesini
saglamaktadir. Bu amacla, aerobik bakteri ve koliform bakteri sayimlar1 da gida
kontrolii laboratuvarlarinin rutin analizlerinde yer almaktadir [9].

Giintimiizde, gerek bitkisel ve gerekse de hayvansal iiriinlerden bircok
patojen mikroorganizmanin insanlara bulasarak ©nemli hastaliklara yol actigi
yapilmis olan arastirmalarla ortaya konulmus, gida giivenligi riskinin yaklasik
% 90’min hayvansal kaynakli gidalardan kaynaklandigi bildirilmistir [10]. Su
tiriinleri de, yiiksek besin degeri nedeniyle hayvansal gidalar arasinda 6nemli bir yer
tutmalarina karsin, mevcut gidalar icinde en hizli bozulan ve kokusan besin
maddelerindendir. Bu nedenle, su iiriinlerinin hasat edilmelerinden itibaren korunma,
tasinma ve islenmelerinin uygun tekniklerle yapilmasinin 6nemi gida giivenligi
acisindan daha da artmaktadir [6].

Gida giivenligi acisindan 6nemli bir¢ok infeksiy6z etken hem insanlar1 hem
de hayvanlar hastalandirabilmektedir (zoonoz). Baliklar icin patojen olan bazi
mikroorganizmalarin da insanlarda infeksiyonlara neden olabilecegi bilinen bir
gercektir (ihtyozoonoz) [11].

Bazi1 bakteriyel balik patojenleri, etkenlerle bulasik su iiriinlerinin ve suyun
derideki yirtik ve yaralara temasi veya gida olarak tiiketilmesi sonucu insanlara
bulasmaktadir. Insanda bakteriyel balik patojenleri ¢ogunlukla gastroenterit, deri
veya diger bazi dokularin infeksiyonlarina sebep olurken, nadiren yiiksek oranda

mortalitelerle sonuglanan sistemik infeksiyonlara da yol acabilmektedirler [11].
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Su ve su iiriinlerinden insanlara bulasan baslica bakteriyel etkenler Shigella
spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus spp., Salmonella spp., Edwardsiella spp.,
Vibrio spp., Aeromonas spp., Clostridium botulinum, C. perfringens, Listeria spp.,
Erysipelothrix rhusiopathie, Escherichia coli, Bacillus cereus, Plesiomonas
shigelloides, Camphylobacter spp., Mycobacterium spp. ve Legionella pneumophila
olarak bildirilmistir [12, 13].

Ihtyozoonotik ~ bakteriler ~arasinda ise  Aeromonas,  Clostridium,
Edwardsiella,  Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas,  Staphylococcus,
Streptococcus ve Vibrio cinslerinin baz1 iiyeleri yer almaktadir. Gida giivenligi
bakimindan 6énemi giderek artan patojenlerden biri de Mycobacterium spp.’dir. Su ve
su driinlerinin bulag kaynagi oldugu tiiberkiiloz disi mikobakteriler (NTM), hem
insan ve hem de bir¢ok hayvan i¢in firsat¢t patojen karakter tasimaktadirlar [14, 15,
16, 17].

Mikobakteriler insanlarda ¢ogunlukla yumusak doku ve deri infeksiyonu
olmak iizere cesitli infeksiyonlara neden olurken, su iiriinleri kaynakli mikobakteriler
ozellikle balik¢1 ve akvaryum sahibi kisiler icin infeksiyon riski olugturmaktadir [18].

Baliklarda ise bu etkenler, eskiden ‘balik tiiberkiilozu’ olarak tanimlanmis
olan ‘balik mikobakteriozisi’ne neden olmaktadir. Balik mikobakteriozisi, baliklarin
i¢ organlarinda tiiberkiillerin olusumu ile karakterize, sistemik ve kronik bir
hastaliktir [16, 19].

Balik mikobakteriozisi tiim tathsu, deniz ve akvaryum baliklarinda
goriilebilmektedir. Baliklarda mikobakteri diinyanin bir¢ok {iilkesinde arastirilmis
olmasina karsin [20, 21, 22, 23], iilkemizde bu konuda yeterli diizeyde arastirma
yapilmamus, bir kafes isletmesinde Levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax)
meydana gelen hastalik olgusunda histopatolojik muayene bulgusu olarak
bildirilmistir [24].

Yetistiricilik yolu ile iiretilen baliklarin (¢iftlik baliklari) tiretim ve hasat
asamalarinda mikrobiyolojik olarak denetlenebilmelerine karsin avcilik ile elde
edilen su iiriinlerinde bu denetimlerin daha zor olmasi gida giivenligi acisindan
konunun ©nemini dogadan yakalanan baliklarda artirmaktadir. Ulkemizde ve
ozellikle Ege ve Akdenizde sevilen ve sik tiiketilen balik tiirlerinin basinda avcilik

yolu ile elde edilen Barbun (Mullus barbatus, Linnaeus 1758) ve Tekir (Mullus
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surmuletus, Linnaeus 1758) gelmektedir. Nitekim Akdeniz bolgesinde 27700 ton
olan toplam balik iiretiminin 1166 tonunun Barbun baligi ve 124 tonunun Tekir
balig1 oldugu bildirilmistir [25]. Mersin’de Barbun balig1 olarak satilan bu baliklarin
Mullidae familyasindan Mullus (Mullus barbatus, Mullus surmuletus) ve Upeneus
(Upeneus mollucensis, Upeneus pori) cinslerine ait dort tiirli icerdigi bilinmektedir
[26].

Ulkemizde su iiriinlerinin gida olarak tiiketimi artmasina karsin, su
tiriinlerinde ve 6zellikle avcilik yolu ile dogan yakalanan baliklarda mikobakterilerin
varlig1 konusunda yapilan calismalar sinirhidir. Bu tezin temel konusu da; Mersin ili
sinirlart iginde aveiligl yapilan Mullus cinsi baliklarda hem balik sagligi ve hem de
gida gilivenligi acisindan O6nem arz eden Mycobacterium spp. varligin
arastirilmasidir. Ayrica, mezofilik ve psikrofilik aerobik bakteri ve koliform bakteri
sayilarinin da saptanarak bu baliklarin genel mikrobiyal yiiklerinin belirlenmesi de
hedeflenmistir. Bu yonii ile bu calisma; Mullus cinsi baliklarin avciligi sirasinda
balik¢ilar ve tiiketiminde tiiketiciler acisindan tasiyabilecekleri potansiyel biyolojik

riske 151k tutmay1 amaglamaktadir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. BARBUN VE TEKIR BALIKLARI
2.1.1. Sistematikteki Yeri [27, 28]

Alem : Animalia
Alt alem : Metazoa
Sube : Vertebrata

Alt sube : Pisces

Sinif : Osteichthyes

Takim : Teleostei

Aile : Mullidae

Genus : Mullus

Species : Mullus barbatus (Barbun balig1) (Sekil 2.1)
Species : Mullus surmuletus (Tekir baligi) (Sekil 2.2)

2.1.2. Ekolojik Ozellikleri

Perciformes takiminin Mullidae ailesinden olan bu baliklar 1lik ve sicak
denizlerin derinligi 200-300 m'ye kadar olan sahillerinde siirii héalinde
bulunmaktadirlar. Dipleri kumlu, ¢amurlu ve kayalik bolgelerde yasamaktadirlar.
Etcil olan bu baliklarin besinlerini kurt, istakoz, yenge¢ yavrulanyla, kiiciik baliklar
olusturmaktadir. Yavrular ise planktonlarla beslenmektedir. Ortalama 12-15 cm
olmakla beraber, en ¢ok 40 cm’e kadar biiyiimektedirler. Su 1sisinin artmasiyla
derinlerden sahile mevsimsel gocler yapmaktadirlar. Yasam siireleri 10-12 yili

bulmaktadir [27, 28].

2.1.3. Biyolojik Ozellikleri
2.1.3.1. Barbun baliginin biyolojik 6zellikleri

Barbun baliginin viicudu yanlardan hafifce basiktir. Bas tarafi kuyruk
bolgesine nazaran biiyiiktiir. Karin ylizgecleri gogiis yiizgeclerinin altinda olup, anal
yiizgecine erismemektedir. Birinci sirt ylizgecinin baslangici, gogiis ylizgeclerinin
baslangic noktasinin biraz gerisindedir. Viicudunda kirmizi renk hakimdir ve
cizgisizdir. Yiizgecleri sar1 renklidir. Ust cenede disler yoktur. Viicudu orten iri

pullar (sikloid) kolayca dokiilmektedir. Yan ve karin taraflar giimiisi veya beyazdir.
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Alt cenede bir cift biyig1 vardir. Viicudunun uzunlugu bas boyunun 4,8-5,0 kati
kadardir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Barbun balig1 [29]

Cinsi bakimdan olgunlasma 1-2 yaslarinda baslamaktadir. Yumurtlama
periyodu Karadeniz ve Azak denizlerinde Mayis-Temmuz aylarinda, su sicakligr 19-
23°C arasinda ve 10-25 m aras1 derinliklerde meydana gelmektedir. Marmara
Denizi'nde ise yumurtlama periyodu Mayis basindan Temmuz sonuna, Akdeniz’de
ise Mayis ayinda baslayarak Haziran ayinin sonuna kadar devam etmektedir.15-
100000 yumurta dokmektedirler. Yumurtalan pelajiktir ve caplar 0,65-0,75 mm
arasindadir. Yumurtadan c¢ikan larvalar iki ay kadar pelajik yasadiktan sonra,
erginlerin Ozelligini kazanarak diplere inmektedirler. Kendine 6zgii kirmizi renk

genglik sathasinda yaklasik olarak 45-50 mm'de olusmaktadir [27, 28].

2.1.3.2. Tekir baliginin biyolojik 6zellikleri

Tekir baliginin viicudu kirmizi ve pembe renkli olup uzun sar1 bantlari
vardir. Sirt1 yesilimsidir. Karninin alt kismi sar1 ya da pembedir. Basi biiyiiktiir.
Viicudunun uzunlugu bas boyunun 4-4,3 kat1 kadardir. Agiz kiigiik ve egridir. Ust
cenede dis yoktur, alt cenede vardir. Alt cenede bir cift biyik vardir. Viicut pullari iri
olup biraz ovalaninca kolayca dokiilmektedir (Sekil 2.2) [27, 28].
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Sekil 2.2. Tekir balig1 [30]

Cinsi olgunluklar1 1-2 yaslarinda baslamakta, en cok 10-12 yil
yasamaktadirlar. Yumurtlama periyodu Marmara Denizi'nde Mayis basindan
Temmuz sonuna, Akdenizde ise Mayis-Agustos aylar1 arasinda devam etmektedir.
Yapigkan yumurtalarini 10-60 m derinlere birakmaktadir. Yumurtasi pelajiktir ve
yumurta ¢aplar1 0,80-0,90 mm arasindadir. Yumurtadan ¢ikan larvalar 1-2 ay pelajik
yasadiktan sonra, erginlerin 6zelligini kazanarak diplere inmektedirler. Genglik
safhasinin 45-50 mm oldugu zamanki déneminde ergine ait kirmiz1 renk meydana

gelmektedir [27, 28].

2.1.3.3. Barbun ve Tekir baliklarinin ayirici 6zellikleri

Barbun baligi ile Tekir baligi birbirlerine ¢ok benzemektedirler.
Aralarindaki 6énemli farklar sunlardir: Barbun baliginda basin iist profili birdenbire
sona erecek sekilde dik ya da dike yakin durumdadir. Viicutta boyuna uzanan sari
bantlar1 yoktur. Birinci sirt ylizgeci renksiz ya da pembemsidir. Tekir baliginda ise
basin iist profili tam egiktir. Viicudu kirmizi ve sort sira sar1 bantlar1 vardir. Birinci
sirt ylizgecinde esmer bant ve sari1 lekeler bulunmaktadir. Barbun ve Tekir

baliklarinda yalniz alt ¢cenede disler bulunmaktadir [27].
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2.2. MIKOBAKTERILER
2.2.1. Sistematikteki Yeri [31]

Alem : Bacteria

Sube : Actinobacteria
Sinif : Actinobacteria
Altsiif : Actinobacteridae
Takim : Actinomycetales
Alttakim : Corynebacterineae
Aile : Mycobacteriaceae
Cins : Mycobacterium

2.2.2. Mikobakterilerin Genel Ozellikleri

Mycobacteriaceae familyasina ait tek genus bulunmaktadir. Prokaryotiklerin
isimlerinin yer aldig1 “List of Procaryotic names with Standing in Nomenclature’’a
gore 03.06.2012 tarihi itibariyla Mycobacterium cinsine bagh identifiye edilen tiir
sayist 156’ya ulagsmistir. Mikobakteriler aerobik, sporsuz, hareketsiz, hafif kivrik,
diizgiin comak veya kokoid seklinde ve 0,2-0,7x1,0-10 um boyutlarindadirlar [32].
Mycobacterium cinsi bakterilerin temel Ozellikleri, yavas {iiremeleri ve hiicre
duvarlarinda bol miktarda lipid bilesikleri icermeleri nedeniyle asite direngli (asido-
rezistan) olmalaridir (Sekil 2.3) [33, 34]. Gram boyama ile zayif bir pozitiflik
vermektedirler [16].

Mikobakterilerin hiicre duvar1 yapist diger bakterilerden olduk¢a farklidir.
Lipit yoniinden zengin, karmasik biyokimyasal yapilar icermesi, kullanilan boyalarin
hem hiicre icersine girmesini, hem de disar1 ¢ikmasin zorlastirir. Bu, mikobakterileri
diger bakterilerden ayirt edilmesini saglayan asite direncli bakteri boyama
yontemlerinin temelini olusturmaktadir. Ulkemizde de en yaygin kullamlan asite
direncli bakteri boyama yontemi Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN)’dir. Bunun diginda
soguk boyama olarak bilinen Kinyoun ve floresan yonteme dayali Auramin-rodamin

boyama yontemleri de kullanilmaktadir [35].
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A s st RY

Sekil 2.3. EZN pozitif Mycobacterium tuberculosis, [36]

Mikobakterilerin ikiye boliinmesi icin gerekli siire 16-18 saat kadar
oldugundan izole edilmeleri igin besiyerlerinin uzun siire inkiibe edilmesi
gerekmektedir. Insan saglig: agisindan énemli mikobakterilerin izolasyonunda, 35-
37°C’de 7-21 giinde iiremeye baslayan bu etkenlerin inkiibasyonlar1 6-8 hafta kadar
sirmektedir [37]. Cevresel mikobakterilerin iireme sicakliklar1 ise genellikle 20-
30°C olmasina karsin, bazi tiirleri 37°C’de, hatta daha az1 olmak iizere 42°C’de de
iireyebilmektedirler [14, 16].

Mikobakteri tiirleri arasinda en c¢ok bilinen tiir insanlarda tiiberkiiloz
meydana getiren Mycobacterium tuberculosis’tir. Tibbl mikrobiyolojik alanda,
insanlarda tiiberkiilloz olusturan Mycobacterium tuberculosis kompleksi (M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. bovis BCG, M. microti, M. canettii, M.
pinnipedii ve M. mungi [38] disinda kalan tiim mikobakteriler ‘tiiberkiilloz dis1
mikobakteriler’ [Nontuberculous mycobacteria (NTM)], ‘atipik mikobakteriler’ ya
da ‘tuberkiil basilleri disinda kalan mikobakteriler’ [Mycobacterium other than
tuberculosis (MOTT)] olarak adlandirilmaktadir [9]. NTM’ler dogada yaygin olarak
bulunmalar1 nedeniyle “cevresel mikobakteri” olarak da tamimlanmaktadirlar [15].

[k kez Ernest Runyon, 1959 yilinda M. tuberculosis ve M. bovis disindaki
mikobakterileri gruplamak icin bir sema olugturmustur. Bu sema NTM’leri yavas ve
hizli iireyenler olarak iki ana gruba ayirmakta ve yavas iireyenleri de pigment

ozelliklerine gore siniflandirmaktadir:
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1. Fotokromojenler [Runyon Grup I- (Sadece 1s18a maruz kaldiginda
pigment olusturanlar)]: M. kansasii, M. simaiae, M. marinum (M. balnei), M.
asiaticum

2. Skotokromojenler [Runyon Grup II- (Hem karanlikta hem de aydinlikta
pigment olusturanlar)]: M. scrofulaceum, M. szulgai, M. gordonae, M. flavecens

3. Nonkromojenler [Runyon Grup III- (Pigment olusturmayanlar): M.
avium-intracellulare, M. xenopi, M. ulcerans

4. Hizli ireyenler [Runyon Grup IV]: Mycobacterium celatum, M.

Sfortuitum, M. chelonae, M. thermoresistible, M. smegmatis [39].

Mikobakteriler insanlarda hastalik yapabilme Ozelliklerine gore de
siniflandirilmisgtir:

1. Insanlar icin patojen olanlar: M. tuberculosis kompleksi ve M. leprae

2. Potansiyel (firsat¢1) patojenler: M. avium-intracellulare, M. kansasii, M.
fortuitum, M. chelonae, M. scrofulaceum, M. hemophilum, M. xenopi, M. szulgai, M.
malmoense, M. simiae, M. marinum, M. ulcerans, M. genavense, M. celatumyer

3. Saprofit olup da ¢ok nadir hastalik yapabilenler: M. gordonae, M.
asiaticum, M. paratuberculosis, M. terrae-triviale kompleksi, M. gastri, M.
nonchromogenicum, M. flavescens, M. termoresistibile, M. smegmatis, M. vaccae

[40], M. parafortuitum kompleksi ve M. phlei [9].

Farkli ¢evrelerde (toprak, toz, su, siit, yiyecekler, vahsi ve evcil hayvanlar)
yaygin olarak bulunan NTM tiirlerinin bir¢ogu dogada saprofit olarak yasarken,
bazilar1 insan, kus ve baliklar da dahil bircok hayvan tiiriinii infekte edebilme 6zelligi
tasiyan firsatci patojen karaktedirler. Insanlarda, 6zellikle immun sistemi baskilanmis
bireylerde oldugu gibi normal bireylerde de tuberkiiloz dis1 infeksiyonlar meydana
getirebilen NTM tiirlerinin cogunda bulas kaynaginin su oldugu kabul edilmektedir.

Bu bakterilerin bulagma kaynaklar arasinda baliklar da bulunmaktadir [41].

10
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2.2.3. Mikobakterilerin Izolasyon ve identifikasyon Teknikleri

NTM’lerin izolasyon ve identifikasyonunda klasik ve hizli kiiltiir
yontemleri, molekiiler ve kromatografik yontemler kullanilmaktadir.

Mikobakterilerin izolasyonu amaciyla incelenen ornekler, mikobakterilerle
birlikte kontaminasyona neden olan diger bakteri ve mantarlar1 ve bu
mikroorganizmalarin ¢ogunlugunun etrafim sararak cevre sartlarina direngli hale
gelmelerine neden olan kan, diger viicut sivilar1 ve doku gibi organik kalintilar1 da
icermektedir. Kontaminasyona neden olan bu mikroorganizmalar, ¢ok daha kisa
sirede  iireyebildikleri  i¢in  besiyerlerinde = mikobakterilerin  tiremesini
baskilamaktadirlar. Bu nedenle, organik kalintilar1 sindirmek (digestion) ve
kontaminasyona neden olan bakteri ve mantarlar1 elimine etmek amaciyla
dekontaminasyon islemi uygulanmaktadir. Baz1 yontemlerde her iki islem i¢in tek bir
madde kullanmlirken (% 4 NaOH), bazi yontemlerde bu iki islem icin ayr ayrn
maddeler kullanilmaktadir [37].

Kiiltiir yontemlerini klasik ve hizli kiiltiir sistemleri olarak ikiye ayirmak
miimkiindiir. Mikobakterilerin izole edilmeleri ve cesitli 6zelliklerinin incelenmesi
amaciyla kullanilan geleneksel besiyerleri kati ve sivi olmak iizere iki tiptir. Kati
ozellikteki besiyerleri yumurta ve agar bazlidir. Tam yumurta ya da yumurta sarisi
iceren yumurta temelli besiyerleri (Lowenstein-Jensen (L-J), Petragnani, American
Trudeau Society besiyerleri) arasinda bugiin en yaygin kullanilam L-J besiyeridir.
Tipik koloni morfolojisi olusturmalar1 ve daha bol iiremeleri nedeniyle, 6zellikle
primer izolasyonda L-J besiyerinin kullanilmasi 6nerilmektedir. Kolonilerin goriiniir
hale gelisi 18-24 giinii bulmaktadir. Agar bazli besiyerlerinden Middlebrook 7H10 ve
7H11 agar en cok tercih edilenleridir. Besiyerleri seffaf oldugundan ekim yapildiktan
10-12 giin sonra koloniler goriilebilir. Ancak pahali ve raf Omrii nispeten kisa
besiyerleridir. Sivi besiyerleri Middlebrook 7H9 ve Dubos Tween Albumin
mikobakterilerin stok suslarin subkiiltiirlerinin yapilmasi, duyarlik deneyleri ve diger
invitro deneylerde inokulum hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica bakteri
sayisinin az oldugu steril bolgelerden alinan klinik 6rneklerde, bakteriyi ¢ogaltmak

ve dolayisiyla izolasyon sansini artirmak amaciyla da kullanilabilmektedir [37, 42].

11
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NTM tiirlerinin  tamimlanmasi amaciyla kullamlan c¢esitli  klasik
biyokimyasal yontemler mevcuttur. Bu biyokimyasal yontemlerde genel olarak,
kiiltiir yontemleriyle bakteri tiretildikten sonra, NTM tiirlerinin fenotipik 6zellikleri
arastirilmaktadir. Katalaz testi, arilsulfataz testi, kristal violesiz Mac Conkey agarda
tireme, demir alimi, niasin birikimi, nitrat indirgenmesi, pirazinamidaz testi, sodyum
klorid tolerans testi, tiyofen-2-karboksilik asit hidrazid ile inhibisyon, tellurit
indirgenmesi, Tween 80 hidrolizi, iireaz aktivitesi mikobakterilerin tanimlanmasinda
kullanilan biyokimyasal testlerdendir. Biyokimyasal testler, ancak belli mikobakteri
tiirlerinin birbirlerinden ayirt edilmesini saglayabilmektedir. Ayrica kesin tanimlama
yapilabilmesi icin bu testlerin hepsinin uygulanmasi gerektiginden ve bunun ig¢in
uzun bir siire gerektiginden, giiniimiizde biyokimyasal testler rutin kullanimda ¢ok
fazla tercih edilmemektedir [42].

NTM infeksiyonlarinin laboratuar tanisinda en yaygin olarak kullanilan hizl
kiiltiir yontemi BACTEC 460 TB sistemidir. BACTEC 460 TB sisteminde NAP (p-
nitro-a-acetylamino-B-hydroxypropiophenone) testi ile M. tuberculosis kompleksi ve
NTM ayrimi yapilabilmektedir. Ulkemizde NTM infeksiyonlarinin tamisinda halen
en yaygin olarak kullanilmakta olan yontem NAP testidir. Ancak testin sonu¢lanmasi
bir haftayr bulmakta ve NTM tiirlerinin tiir diizeyinde isimlendirilebilmesi miimkiin
olmamaktadir [42, 43].

Giintimiizde klinik Orneklerde saptanan mikobakterilerin tiir diizeyinde
identifikasyonu amaciyla biyokimyasal testler yerine molekiiler yontemler tercih
edilmektedir. Mikobakterilerin molekiiler yontemlerle identifikasyonunda, hedef
olarak secilmis olan en 6nemli gen bolgeleri 16S rRNA, hsp65, recA ve rpoB
genleridir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) uygulamalarinda, bazen klasik
molekiiler agirlik standartlart ile yapilan karsilastirmalarda birbirine ¢ok yakin
bantlarin degerlendirilmesinde giicliikler yasanabilmektedir [43]. Telenti vd. (1993)
tilm mikobakterilerde bulunan 439 baz ¢ift (b¢)’lik 1s1 sok proteinini kodlayan hsp65
geninin restriksiyon enzimi ile kesilmesi esasina dayali hizli ve kolay olan PZR-
parca uzunluk polimorfizmi [PZR-restriction fragment length polymorphism (PZR-
RFLP)] teknigini gelistirmislerdir. Bu teknikte, mikobakteri DNA’s1 PZR ile
cogaltildiktan sonra BstE II ve Hae III restriksiyon enzimleri ile kesilmektedir. Bu

kesilen bolgeler poliakrilamid jel elektroforezinde molekiiler agirlik standartlarina
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gore birbirilerinden ayrilip, genotiplendirme semasina gore tiir bazinda mikobakteri
tiplendirilmesi yapilmaktadir [44]. Bu iki molekiiler agirhik standardi ile
karsilastirma yapilirken, elde edilmis olan bantlarin tamaminin bir karsilig
oldugundan, degerlendirme sirasinda hata pay1 onemli Olciide azalmaktadir [43].

NTM bakterilerinin identifikasyonunda kromatografik yodntemler son
yillarda mikolik asit analizi amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Mikolik asitler
mikobakteri hiicre duvarinin 6nemli bir kismini olusturan uzun zincirli -hidroksi
yag asitleridir. Bu amacla ince tabaka kromatografisi [thin-layer chromatography-
TLC], yiiksek performans sivi kromatografisi [high-performance liquid
chromatography-HPLC] ve gaz-sivi kromatografisi [gas-liquid chromatography-
GLC] yontemleri kullanilmaktadir [43, 44, 45, 46].

2.3. CEVRESEL MIKOBAKTERILER

Mikobakteriler dogada, ozellikle de suda yaygin olarak bulunmaktadir.
Farkli su kaynaklarinda yapilmis olan arastirmalar, tiim canlilar i¢in vazgecilmez
olan suda insan ve balik sagligim tehdit edebilecek bir¢ok mikobakteri tiirii oldugunu
gostermektedir.

Su ortaminda en yaygin bulunan tiirler M. gordonae, M. avescens,
M. fortuitum ve M. chelonae’dir. M. marinum c¢ogunlukla akvaryum ve yiizme
havuzlarindan izole edilirken, M. kansasii ve M. xenopi 6zellikle icme sularinda ve
dagitim sebekelerinde bildirilmistir [47, 48].

Hunter 1997 yilinda, insanlarda hastaliklara neden olan su kaynakli sekiz
mikobakteri tiirlinii bildirmistir: M. avium kompleksi (MAC), M. fortuitum, M.
gordonae, M. marinum, M. scrofulaceum, M. terrae, M. ulcerans ve M. xenopi.
Giinlimiizde bu liste gitgide biiyiiyerek M. chelonae, M. immunogenum,
M. abscessus, M. kansasii, M. ulcerans, M. szulgai, M. simiae, M. palstre ve M.
avium subsp. paratuberculosis (MAP) tiirleri de eklenmistir [15].

Covert vd. (1999), Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde i¢gme suyu,
siselenmis su ve buz oOrneklerinden olusan 139 adet 6rnek NTM yoniinden
incelemislerdir. NTM, siselenmis su Orneklerinin hi¢ birinde bulunamazken, buz

orneklerinin % 54 ve igme suyu Orneklerinin ise % 35’inden izole edilmistir. Bu su
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orneklerinde M. gordonae, M. mucogenicum, M. intracellulare, M. fortuitum,
M. scrofulaceum, M. avium, M. peregrinum ve M. chelonae identifiye edilmistir [49].

Le Dantec vd. (2002), Fransa’da icme suyu olarak kullanilan yeralti ve
islem gormiis yiizey suyu 6rneklerini mikobakteri varligi yoniinden arastirmiglardir.
Toplam 144 6rnegin % 72’sinde Mycobacterium spp. belirlenmis olup, bu oran
yeralt1 su ornekleri i¢in % 68 (41/60), islem gormiis yiizey suyu Ornekleri icin de
% 69 (33/48) olarak bildirilmistir. Tiim pozitif drneklerin % 29’unda M. gordonae,
% 11’inde M. nonchromogenicum, % 7’sinde M. chelonae. % 6’sinda
M. peregrinum, % 5’inde M. fortuitum, % 1’inde M. aurum, % 1’inde M. gadium ve
bir ornekte M. intracellulare tespit edilmistir [50].

Pryor vd. (2004), igme suyu dagitim sistemlerinde bircok mikobakteri tiirii
bildirmislerdir. icme sularinda saptanan mikobakteri tiirleri M.avium kompleksi, M.
brumae, M. chlorophenolicus, M. flavens, M. fortuitum, M. genavense, M. gordonae,
M.  haemophilus, M. intracellulare, M. kansasii, M. malmoense, M.
nonchromogenicum, M. senagalense, N. simiae, M. smigmatis, M. szulgai, M.
vaccacae’dir [51].

Mersin’de 29 farkli su dagitim sisteminden alinan 101 adet ornek
Mycobacterium spp. varligi yoniinden incelenmistir. Su 6rneklerinin 5’inde (% 4,9)
NTM pozitifligi saptanmis ve Mycobacterium chelonae tip 1l ve Mycobacterium
kansasii tip 11 tiirleri identifiye edilmistir [52].

Nichols vd. (2004), Diinya Saghk Orgiiti’niin “Sularda patojenik
mikobakteriler” ile ilgili yaymminda c¢esitli su kaynaklarindan identifiye edilen
mikobakteri tiirlerini bildirerek, suyun NTM infeksiyonlar1 i¢in tagiyabilecegi 6nemi
vurgulamiglardir [15].

Balik mikrofloras1 ve su mikroflorasinin paralelligi uzun yillardir bilinen bir
gercektir. Nitekim, mikobakterilerin de hem baliklarin icinde yasadigi su

ortamlarinda ve hem de balik 6rneklerinde bulundugu kanitlanmastir [53, 54].
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2.4. BALIK MIKOBAKTERIOZISi
2.4.1. Genel bilgiler

I¢ organlarda gri-beyaz granulomlarin olusmasi ile karakterize, sistemik ve
kronik bir infeksiyon olan balik mikobakteriozisi, ilk defa 1897 yilinda tatlisu
baliklarinda (Sazan bah@) tammlanmustir. Ikinci kez, 1910 yilinda bir deniz
baliginda bildirilen mikobakteriozisin, giiniimiizde, tiim teleostlar1 (talisu, deniz ve
akvaryum baliklar1) etkileyebilecegi bilinmektedir. Hastalik Onceleri, insanlarda
verem etkeni M. tuberculosis ile taksonomik olarak benzerlik gostermesi nedeniyle
‘balik tiiberkiilozu’ olarak adlandirilmis, ancak 1960 yilinda yapilan bir arastirma
neticesinde bu tanimlamanin yanlishgr ortaya konularak ‘balik mikobakteriozisi’
ismi benimsenmistir [16, 19].

Hasta baliklarda en sik bildirilen mikobakteri tiirleri Mycobacterium
marinum, M. fortuitum ve M. chelonae olup, infekte baliklar diger baliklar igin
oldugu kadar, sektor calisanlart ve tiiketiciler icin de infeksiyon kaynagi riski

tasimaktadirlar [55].

2.4.2. Etiyoloji

Hasta ya da tasiyict baliklardan en c¢ok izole edilen mikobakteri tiirleri
Mycobacterium fortuitum, M. marinum ve M. chelonae olup, cesitli balik tiirlerinde
bugiine kadar M. abscessus, M. algericum, M. aurum, M. avium, M. avium subsp.
hominissuis, M. celatum, M. chesapeaki, M. diernhoferi, M. flavescens, M. gordonae,
M. haemophilum, M. insubricum, M. interjectum, M. intracellulare, M.
kumamotonense, M. montefiorense, M. neoaurum, M. nonchromogenicum, M.
parafortuitum, M. peregrinum, M. poriferae, M. pseudoshottsii, M. scrofulaceum,
M. simiae, M. shottsii, M. terrae, M. triplex ve M. triviale tiirleri bildirilmistir [56,
57, 58, 59, 60, 61, 62, 63].

Baliklarda izole edilen mikobakteri tiirlerinin Gram pozitif, asite direncli,
hareketsiz, 1,5-2,0x0,25-0,35um ol¢iilerinde ve pleomorfik karakterde oldugu
bildirilmistir. Balik kaynakli mikobakteriler Runyon siniflandirmaya gore her dort
gruptan da tiirleri icermekte, kat1 besiyerlerinde solgun kremden sari-turuncuya varan
renkte koloniler iiretmektedirler. Optimum iireme sicakliklar1 25°C olup, 37°C ve

hatta 42°C’de iireyen tiirler de bulunmaktadir [14, 16].
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Gauthier vd. (2009) balik mikobakterilerinin izolasyonunda oda sicakligi
23-25°C’yi onermekte, ancak tiir bazindaki farkliliklara da dikkat ¢ekmektedirler.
Arastiricilar, M. abscessus’un 25°C’de 14-28 giinde diizgiin beyaz koloniler
olusturdugunu; M. chelonae’nin 10-30°C’de, M. montefiorense’nin 25°C’de 2 ayda,
M. neoaurum’un oda sicakliginda 5-7 giinde, M. pseudoshotsii’nin 23°C’de 2 ayda
sar1 koloni olusturarak, M. shotsii’nin de 23-30°C’de 4-6 haftada iiredigini
belirtmislerdir [56]. Sakai vd. (2005) M. gordonae izolasyonu igin infekte
Lepistesleri % 2 NaOH ile 20 dakikalik muameleden sonra % 1 Owaga Yumurta
besiyerine inokiile ederek 30°C’de bir ay inkiibe ettiklerini bildirmislerdir [63].

Bercovier vd. (2001) de M. marinum’un 30°C (subkiiltiirlerinin 37°C’de
tiremeye adapte edilebilecegi bildirilmistir), M. fortuitum, M. chelonae, M.
genavense ve M. abscessus’un 30-37°C ve M. fortuitum, M. genavense ve M.
scrofulaceum’un da 42°C’ye kadar iireyebildikleri bildirmislerdir. M. marinum, M.
fortuitum, M. chelonae ve M. abscessus hizli tireme gosterirken, M. genavense ve M.
scrofulaceum’un yavas iiredigi bildirilmistir [14].

Balik kaynakli mikobakterilerin tanimlanmasinda kullamilan klasik
biyokimyasal karakterler diger NTM’lerle ayni olup, tiirlere gore farkliliklar
gosterebilmektedirler [16, 64].

2.4.3 Epizootiyoloji

Bu mikobakteri tiirleri, baz1 balik tiirleri daha yiiksek risk altinda olmasina
ragmen tim balik tiirlerinde goriilebilmektedir. Bugiine kadar Salmonidae
familyasina ait baliklarda, Levrek (Dicentrarchus labrax L.), Cipura (Sparus aurata),
Cizgili levrek (Morone saxatilis), Uskumru (Scomber scombrus), Morina baligi
(Gadus morhua), Miiren balig1 (Gymnothorax funebris), Kilic baligi (Xiphophorus
hellerii), Gokkusagi alabaligi (Oncorynchus mykiss), Iskorpit baligi (Leptocottus
armatus), Guimiis tekir (Mugil curema), Tilapia (Oreochromis spp.) ve akvaryum
baliklarinin da i¢inde bulundugu tatli ve tuzlu sularda yasayan 150’den fazla balik

tiiriinde mikobakteriler bildirilmistir (Cizelge 2.1) [17, 56].
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Cizelge 2.1. Bazi balik tiirlerinde bildirilmis olan bazi mikobakteriler [56]

Mikobakteri Tiir Ad1

Balik Adi

Referanslar

M. abscessus

M. avium

M. chelonae

M. chesapeaki
M. fortuitum

M. gordonae
M. haemophilum

M.lentiflavum-like
M. marinum

M. montefiorense

M. montefiorense-like
M. peregrinum
septicum

M. neoaurum

M. pseudoshottsii
M. scrofulaceum

M. shottsii
M. simiae

M. triplex-like

Zebra balig1 (Danio rerio)
Medaka (Oryzias latipes)
Carpan balig1 (Chanos chanos)

Amerikan ciklet balig1 (Apistogramma
cacatuoides)
Salmonid

Cizgili levrek (Morone saxatilis)
Neon tetra (Paracheirodon innesi)

Japon balig1 (Carassius auratus)
Lepistes (Poecilia reticulata)
Melek balig1 (Pterophyllum scalare)

Zebra balig1 (Danio rerio)
Kili¢ balig1 (Xiphophorus hellerii)
Levrek (Dicentrarchus labrax)

Miiren bali1 (Gymnothorax funebris)
Kaya baliklar1 (Sebastes spp.), Gokkusagt
alabali1 (Oncorynchus mykiss)
Zebra balig1 (Danio rerio)

Ciklet balig1 (Pseudotropheus lombardoi)
Kral salmon (Oncorhynchus tschawytscha)
Cizgili levrek (Morone saxatilis)
Iskorpit baligi (Leptocottus armatus)
Beyaz kefal (Mugil curema)
Cizgili levrek (Morone saxatilis)

Tatlisu akvaryum balig1 (Cichlasoma
bimaculatum)

Cizgili levrek (Morone saxatilis)

Teska vd., 1997; Astrofsky vd., 2000;
Chang vd., 2006

Lescenko vd., 2003

Ashburner, 1977; Arakawa ve Fryer, 1984;
Bruno vd., 1998; Whipps vd., 2007a
Heckert vd., 2001
Ross ve Brancato, 1959; Puttinaowarat vd.,
2002; Bragg vd., 1990.

Lescenko vd., 2003; Pate vd., 2005;
Sakai vd., 2005

Whipps vd., 2007
Poort vd., 2006
Ucko vd., 2002; Ucko ve Colorni, 2005;
Ranger vd., 2006
Herbst vd., 2001; Levi vd., 2003
Whipps vd., 2003; Gauthier vd., 2009

Kent vd., 2004; Pate vd., 2005

Backman vd., 1990
Rhodes vd., 2004; Rhodes vd., 2005
Lansdell vd., 1993; Perez vd., 2001

Rhodes vd., 2003; Rhodes vd., 2004;
Rhodes vd., 2005
Lansdell vd., 1993

Rhodes vd., 2004

Atipik mikobakteriler diinyanin pek cok iilkesinde dogadan avlanan ve
yetistiriciligi yapilan deniz ve tathisu baliklarinda arastirilmistir. Bu arastirmalar
ozellikle akvaryum baliklar1 ve tath su baliklar iizerine yogunlasmistir. Akvaryum
baliklarinda yapilmis olan arastirmalarda daha ¢cok M. marinum, M. fortuitum, M.
gordonae ve M. chelonae bildirilmistir.

M. marinum ilk defa 1926’da Aronson tarafindan bir akvaryum baliginin
dalak, karaciger ve bobreklerinden izole edilirken, M. fortuitum da ilk defa 1953
yilinda Neon baliklarinda (Paracheirodon inesi) saptanmistir [16].

Bachman vd. (1990) gozlerde 6dem ve eksoftalmus belirtileri goriilen
Atlantik salmonlarda M. neoaurum saptamislardir [16].

Bragg vd. (1990), Giiney Afrika’da yogun oliimlerin gozlendigi akvaryum

baliklarinda Mycobacterium fortuitum tanimlamiglardir [65].
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Puttinaowarat vd. (2002), hasta akvaryum baliklarindan 29 izolat elde etmis
ve PZR-reverse cross blot hybridization (RCBH) yontemi ile 15’inin Mycobacterium
fortuitum, 14’iintin ise M. marinum tiirlerine ait oldugu belirlemislerdir [66].

Yetmis akvaryum baliginin graniiler lezyon varli§i yoniinden incelendigi
aragtirmada, baliklarin 44’iinde graniiller gbzlenmis ve bunlardan 29’unda EZN
boyama sonuclart pozitif c¢ikmistir. Bu izolatlara uygulanan biyokimsal test
sonucunda ise 12 balik 6rneginde Mycobacterium marinum, M. triviale ve M. avium
tiirleri tammmlanmustir [57].

Slovenya’da farkl tiirden 35 akvaryum balig1 6érneginde mikobakteri varligi
kiiltiir ve molekiiler yontem kullanilarak arastirilmistir. Yirmidokuz balik dérneginde
Mycobacterium spp. belitlenmistir (% 89,2). Iki balik 6rneginde EZN boyama
sonucunun pozitif, kiiltlir sonucunun ise negatif oldugu, 4 ornekte ise hem EZN
boyama hem de kiiltiir sonucunun negatif oldugu bildirilmistir. Pozitif sonu¢ veren
balik orneklerinde ise Mycobacterium fortuitum (7 balik), M. gordonae (6), M.
marinum (6), M. chelonae (3), M. peregrinum (1), Mycobacterium spp. (5) ve karisik
kiiltiir (1) olarak identifiye edilmistir [67].

Beran vd. (2006), akvaryumlardan aldiklar1 cesitli ornekleri mikobakteri
varligr yoniinden incelemislerdir. Saglikli baliklara ait 38 doku, 65 akvaryum
(plankton, salyangoz, yem, akvaryum sistemleri, sediment ve su) ve 4 yumurta
ornegi degerlendirilmistir. Balik dokusu ve yumurta orneklerinin 18’inde (% 42,9),
akvaryum orneklerinin ise 49’unda (% 75,4) Mycobcterium spp. izole edilmistir. Bu
izolatlar M. fortuitum, M. flavescens, M. chelonae, M. gordonae, M. terrae, M.
triviale, M. diernhoferi, M. celatum, M. kansasii ve M. intracellulare olarak
tamimlanmustir [58].

Seok vd. (2006), Zebra baliklar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada baliklarda deri
ilserleri, skolyoz, viicudun i¢inde ve disinda graniilomlarin oldugunu
gozlemlemislerdir. EZN boyama ile cok sayida aside direngli basil goriilmiistiir.
Selektif besiyerine ekim ve PZR uygulamasindan sonra insanlar i¢cinde patojen olan
Mycobacterium chelonae ve Mycobacterium abscessus identifiye edilmistir [68].

Passatino vd. (2008), Italya’da gerceklestirdikleri calismada 27 baligin

bulundugu akvaryumdan alinan 7 6lii balig1 (Danio rerio) mikrobiyolojik incelemeye
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almiglardir. Direkt doku oOrneginden uygulanan PZR yontemiyle hastalik etkeni
olarak Mycobacterium fortuitum identifiye edilmistir [69].

Zanoni vd. (2008)’nin Italya’da gerceklestirdikleri arastirmada, ilk 6rnek
grubunda 387 balik, ikinci rnek grubunda ise italya’ya ithal edilen 127 adet gesitli
tirdeki tatlisu ve deniz akvaryum baligi Ornekleri klasik metotla inceleyerek
Mycobacterium spp. varligim ortaya koymuslardir. Incelenen o6rneklerden M.
Jortuitum (ilk 6rnek grubunda % 49,1, ikinci 6rnek grubunda % 21,1), M. peregrinum
(% 23,8 - % 23,7), M. chelonae (% 11,6 - % 15,8), M. abscessus (% 5,0 - % 13,2),
M. marinum (% 4,4 - % 5,3), M. gordonae (% 3,3 - % 2,6), M. nonchromogenicum
(% 2,8 - % 10,5) ve M. interjectum (sadece ikinci 6rnek grubunda % 2,6) tiirleri ayirt
edilmistir [59].

Misir’da farkl tiirlere ait siis baliklarindan (Carassius auratus, Xiphophorus
helleri, Poecillia latipinna ve Gambusia gaigei) 480 adet 6rnek toplanmistir. Asir
mukus salgisi, iilserasyon, pullarda dokiilme, eksoftalmus ve viicut deformasyonu
yoniinden klinik olarak incelenmislerdir. Baliklardan elde edilen 30 izolatin
identifikasyonu sonucunda M. fortuitum (20 izolat), M. marinum (8 izolat) ve
Mycobacteria spp. (2 izolat) elde edilmistir. Mikobakteriozise ait bulgularin yilin her
mevsimi goriilebilecegi bildirilmistir [70].

Yetistiricligi yapilan ve dogadan yakalanan tathsu baliklarinda da benzer
bulgulara rastlanmistir.

Yetistiriciligi yapilan Channa striatus turii tathisu baliklarinda goriilen
lezyonlardan alinan orneklerden, mikobakterilere ait hiicre duvari mikolik asitleri
HPLC teknigi ile izole edilmis, sonuglar klasik metotla teyit edilmistir. M. poriferae,
M. aurum ve M. parafortuitum tiirleri tanimlanmagtir [61].

Novonty vd. (2010)’nin yapmis oldugu arastirmada 36 tiire ait, viicutlarinda
lezyon goriilen 322 tatlisu balig1 6rnegi incelenmistir. Orneklerin deri, solungag, kas,
bagisak, karaciger, dalak ve bobrek dokulari incelenmis ve 96 drnekte aside direncli
bakteriler izole edilmistir. PZR uygulamasi sonucunda 12 balik 6rneginde M.
marinum, M. gordonae, M. fortuitum, M. triviale ve M. avium subsp. hominissuis
tiirleri tanmmlanmustir [62].

Cekoslakya’da Mrlik vd. (2012), hastalik belirtisi tagimayan 25 tiire ait 717

adet tath su baligim 2 baraj, 5 golet ve iki isletmeden temin ederek mikobakteri
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varligi yoniinden arastirmiglardir. 12 balik 6rneginde (% 1,7) 13 adet mikobakteri
izole edilen calismada, M. algericum, M. fortuitum, M. gordonae, M. insubricum, M.
kumamotonense, M. nonchromogenicum, M. peregrinum, M. terrae ve M. triplex
identifiye edilmis tiirlerdir [60].

Yetistiriciligi yapilan deniz baliklarinda da mikobakteriozis olgulari
bildirilmis, yine M. chelonae, M. fortuitum ve M. marinum en fazla bildirilen tiirleri
olusturmustur.

Iskogya’da Atlantik Salmon (Salmo salar) yetistiriciligi yapilan iki
isletmeden alinan pazar boyuna ulasmis ve cesitli dokularinda beyazimsi tiiberkiiller
olusmus 50 adet 6lii balik incelenmistir. Orneklerden yapilan biyokimyasal testler,
lipid analizi ve PZR teknigi sonucunda M. chelonae tamimlanmstir [71].

Venezuela’da 40 adet Giimiis Tekir baligi (Mugil curema) Ornegi asite
direncli bakterilerin varligi yoniinden incelenmistir. Toplam 40 6rnegin 20’si kiiltiir
balig1, 20’si ise avcilikla elde edilen yabani baliklardir. Her iki grupta da 5’er balik
orneginde asite direngli bakterilerin varhigi tespit edilmistir. Yabani baliklarda M..
chelonei subsp. abscessus (syn. M. abscessus), M. chelonei subsp. chelonei (syn. M.
chelonae) ve M. scrofulaceum; kiiltiir baliginda ise M. fortuitum identifiye edilmistir
[22].

Dos Santos vd. (2002)’nin Portekiz’de gerceklestirdikleri ¢calismada 30 adet
olu ve klinik olarak saglikli goriinen 19 Kalkan baligin1 (Scophthalmus maximus)
degerlendirmeye almiglardir. Organlardan ve organlarda olusan graniillomlardan
yapilan bakteriyolojik inceleme sonucunda, Olii olarak toplanan baliklardan 1
adedinde M. marinum, 8’inde M. chelonae, saglikli goriinen baliklardan ise 3’iinde
M. marinum ve 2’sinde de M. chelonae identifiye edilmistir [72].

Korun vd. (2005)’nin yapmis oldugu arastirmaya gore iilkemizde ilk defa
2005 yilinda yetistiriciligi yapilan Levrek baliklarinda (Dicentrarchus labrax L.)
mikobakteriozis olgusu bildirilmistir. 2003 yilinin ocak ayinda 6liim olaylarinin
gozlendigi isletmeden ©lii olarak alinan 5 adet balik 6rneginin i¢ organlarn (dalak,
karaciger ve bobre) incelenmistir. Hasta baliklarda uyusukluk, su yiizeyinde yiizme,
eksoftalmus ve i¢ organlarda gri-beyaz nodiiller belirlenmis, doku orneklerinden
yapilan EZN boyama sonuglarina gore hastalik etkeninin Mycobacterium spp. oldugu

sonucuna varilmistir [24].
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Kilo kaybi, uyusukluk, deride iilserler, eksoftalmus gibi belirtiler gosteren
kiiltir Torik baliklart (Rachycentron canadum)’nin incelenmesi sonucunda izole
edilen bakteriler arasinda Mycobacterium spp. de bulunmustur [73].

Chanos chanos tiirii baliklarda goriilen yiiksek orandaki oliimler (% 66,7)
sonucu yapilan aragtirmada, karin yiizeyi, karaciger, dalak, bobrek ve bagirsaklarda
nodiiller olan 5 balik 6rnegi incelenmistir. Tayvan’da Chanos chanos tiirii baliklarda
ilk kez M. abscessus infeksiyonu rapor edilmistir [74].

Aranaz vd. (2007), Bat1 Ispanya’da yetistiriciligi yapilan Kadife baliklarinda
(Tinca tinca) mikobakteriozis belirtileri gosteren ve saglikli goriinen ornekleri
secerek yaptiklar1 arastirmada Mycobacterium peregrinum’u hastalik etkeni olarak
tanimlamislardir. Calisma kapsaminda incelenen 14 baligin 10’unda i¢ organlarda
semptomlar belirlenmistir [75].

Japonya’da  yetistiriciligi ~ yapilan = Sarikuyruk  baliklan  (Seriola
quinqueradiata)’'nda M. marinum infeksiyonu rapor edilmistir. Ekim 2004 (6 balik)
ve Subat 2005°de (6 balik) hastalik belirtileri gosteren 12 adet balik incelenmis,
halsizlik, istasizlik, asites, hemorajik deri ilserleri ve deride nodiiller belirlenmistir
[76].

Japonya’da 1999-2008 yillar1 arasinda yetistiriciligi yapilan hasta
Sarikuyruk (Seriola quinqueradiata), Seriola dumerili, Pseudocaranx dentex,
Epinephelus septemfasciatus ve Seriola lalandi baliklarindan izole edilmis olan 24
mikobakterinin multigenotipik analizi yapilmistir. Hasta baliklarda genellikle
halsizlik, istahsizlik, zayiflama ve assitese bagl karinda siskinlik saptanmis, yogun
Olumler meydana gelmistir. Bazi olgularda deri ve g6z korneasinda iilser
goriilmiistiir. Ozellikle, biiyiimiis dalak ve bobreklerde olmak iizere, i¢ organlarda
beyaz nodiiller bildirilmistir. Inkiibasyon 23-25°C’de 2-3 ay siirdiiriilmiistiir.
Etkenlerin tamami M. pseudoshottsii olarak tanimlanmistir [77].

Diamant vd. (2000), yetistiriciligi yapilan deniz  baliklarinda
mikobakteriozisin artis gostermesi iizerine, M. marinum’u esas alarak hastaligin
dogadaki baliklar iizerine etkisini arastirmay1 hedeflemislerdir. Bu amacla Israil’in
Kizildeniz sahillerindeki isletmelerin degisik mesafelerinden ii¢ yil siireyle 1142 adet
yabani Carpan balig1 (Siganus rivulatus)’mi incelemislerdir. Kafeslerin ig¢inden

yakalanan Carpan baliklarinin % 50’si infekte bulunurken, kafeslerin etrafindaki
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baliklarda bu oran % 39; 1,2 km batisindaki kumsallarda % 21; 3 km giineyindeki
Eilat limaninda % 35 ve kafeslerin 10 km giineyindeki mercan kayaliklarinda % 42
olarak belirlenmistir. Ayrica, Kizildeniz’in dogal habitatinda bulunan 147 adet balik
isletmelerin etrafindan ve mercan kayaliklarindan yakalanarak incelenmis, mercan
kayaliklarindaki baliklarda Mycobacterium spp. saptanamazken, kafes etrafindan
yakalanan 14 6rnekten 9’unun infekte oldugu belirlenmistir. Sekans analizleri, izole
edilen bu bakterilerin kiiltir Levrek baliklar1 (Dicentrarchus labrax)’ndan izole
edilenlerle 6zdes oldugunu gostermistir [78].

Dogadan yakalanan deniz baliklarinda saptanmis olan mikobakteri tiirleri ve
baliklarda yarattiklar1 hastalik bulgular1 yetistiriciligi yapilan deniz ve tatlisu
baliklar1 ile benzerlikleri, bu bakterilerin her ortamda iireyebildigini, tiire Ozgii
olmadigin1 gostermektedir.

Yabani deniz baliklarinda ilk tiiberkiiler lezyonlar bir Morina baliginda
(Gadus morhua L.) Alexander tarafindan 1913 yilinda Ingiltere’de bildirilmistir [17].
Bugiine kadar yabani deniz baliklarinda M. marinum (Aronson 1926’a atfen) [17, 23,
53, 78], M. chelonae (Ya Ross 1960’a atfen) [17], M. similae, M. scrofulaceum [23,
22, 79], M. shottsii [53, 80], M. fortuitum, M. absscessus [22], M. chesapeaki [81],
M. montefiorense [82, 83], M. interjectum, M. ulcerans, M. szulgai, M. triplex [23]
ve M. pseudoshottsii [53, 84] tiirleri bildirilmistir.

Lansdell vd. (1993) yabani deniz baliklarmin infekte organlarinda
(karaciger, dalak ve bobrek) klasik izolasyon ve identifikasyon teknigiyle M. simiae,
M. scrofulaceum, M. marinum, M. chelonae ve M. fortuitum izole edilmistir [79].

Rhodes vd. (2001) ABD’nin Chesapeake korfezindeki Cizgili levrek
(Morone saxatilis)’lerde goriilen salgin iizerine 20 adet balig1 incelemeye almislardir.
20 baliktan 13’iinde pullarinda dokiilme ve deride kaslara dogru derinlesen
hemorajik lezyonlar, 18’inin i¢ organlarinda ise dalak, karaciger ve bobreklerde tipik
granulomlar goriilmiistiir. L-J ve 7H10 besiyerlerine yapilan ekimlerin 30°C’de 2
aylik inkiibasyonu neticesinde bazi izolatlar zayif {iremis, yeni bir inokiilasyon
gerceklestirilerek 23°C’de 4-6 haftalik inkiibasyonla tipik izolatlar elde edilmistir.
Etken M. shottsii olarak tanimlanmustir [80].

Levi vd. (2003), ABD’de avlanan Miiren baliklarinda goriilen granulomattz

lezyonlardan M. montefiorense izole ettiklerini bildirmiglerdir [83].
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Whipps vd. (2003), Pasifik levregi (Sebastes alutus), Sanagiz kayabalig
(Sebastes reedi) ve Sarikuyruk kayabaligi (Sebastes flavidus) tiirlerinin bobrek ve
dalaklarindan alinan 6rneklere PZR uygulayarak Mycobacterium spp. ayirt etmisler,
izolatlarin filogenetik analizlerinde M. montefiorense ve M. triplex-benzeri oldugunu
bulgulamisglardir [82].

Rhodes vd. (2004), yine Chesapeake Korfezi’'ndeki yabani Cizgili
Levreklerde goriillen bir mikobakteriozis salgininda iireme karakteristikleri, aside
dayaniklilik ve gen sekansi sonuglar1 dogrultusunda incelenen baliklarin % 76’sinda
(n=149/196) mikobakteri saptanmustir. Orneklerin % 57’sinde (n=109/196) ise
onceki salginlara neden olan Mycobacterium shottsii saptanmistir. na gore izolatlarin
mikobakteri cinsine ait oldugu belirlenmistir. Optimum iiremenin Middlebrook 7H10
agar’da 23°C’de 3 aylik inkiibasyonla saglandigi arastirmada M. interjectum, M.
marinum, M. scrofulaceum, M. szulgai, M. triplex ve M. marinum tiirleri de izole
edilmistir [23].

M. pseudoshottsii de aym korfezdeki yabani Cizgili Levreklerde goriilen bir
mikobakteriozis salgininda saptanmistir [84].

Kane vd. (2007), Chesapeake korfezinde varligimi siirdiiren diger balik
tiirlerinde de mikobakteri tiirlerinin saptandigini1 bildirmislerdir. Arastirma amaciyla
yakalanan baliklardan Atlantik Ringa balign (Brevootia tyrannus)’lerin derisinde
kaslara dogru derinlesen iilserler saptanirken, diger tiirlerde (Alosa aestivalis,
Paralichthyes dentatus, Fundulus majalis, F. majalis, Micropterus salmoides,
Cynoscion regalis), Leiostomos xanthurus, Morone americana) herhangi bir hastalik
bulgusu goriilmemistir [85].

Yapilmig olan arasgtirmalarin 15181 altinda, ayni ortaminda bulunan balik
tiirlerinde bulunabildigi anlasilan mikobakterilerin epizootiyolojisi ile ilgili ¢cok az
bilgi mevcuttur. Hastaligin yayilmasina neden olan faktorler tam olarak
bilinmemekle beraber, bulasik yem ve infekte baliklarin yenilmesi ve suyla temasla
hastaligin yayildigi tahmin edilmektedir. Ayrica, intraovarian bulagma, yumurta ve
sperma yoluyla bulasmanin varlig1 da bildirilmistir [16, 17].

Gauthier vd. (2010), M. shotsii ve M. pseudoshotsii’nin deniz suyu,
sediment ve baliklarda [Cizgili Levrek (Morone saxatilis), Atlantic menhaden

(Brevoortia tyrannus), hamsi (Anchoa mitchilli)] bulundugunu gostermislerdir [53].
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Su, hem balik hem de insan i¢in NTM rezervuaridir. Baliklarda su kaynakli
bulagsma Zerihun vd. (2012) tarafindan kanitlanmistir. Arastiricilar, Atlantik Morina
baliklarinin (Gadus morhua) Mycobacterium salmoniphilum’a duyarhiligini test
etmistir. Etken baliklara 2 farkli dozda (10" ve 10° mL™") I.P. olarak uygulanmus,
infekte edilen baliklarin yanina saglam baliklar da yerlestirilmistir. Yiiksek dozda
injeksiyonun gerceklestigi grupta bakteriler hem injekte edilen hem de injekte
edilmeyen baliklardan izole edilebilmistir. Injekte edilen baliklarda 6lim % 47
edilmeyenlerde ise % 28 olarak gerceklesmistir. Ozellikle mezenterium, dalak,
bobrek ve karaciger olmak iizere tiim i¢ organlardan yaygin granulomlar gelismistir.
Infeksiyonun ilerleyen asamalarinda, hem injekte edilen ve hem de injekte edilmeyen
baliklarin kalp ve solungaglarinda da granulomlar olusmustur [86].

Zebra baliklarinin banyolama ve agizdan intiibasyonla M. marinum ve M.
peregrinum ile infekte edildigi deneysel c¢alismada, etkenin solungaclardan ziyade
tirogenital acikliktan bulastigi bildirilmistir. Etkenler bir amip (Acanthamoeba
castellani)’e pasajlandiginda amip icinde bakterilerin sayica artmis olmasina karsin
baliklara bulagsma olmadig goriilmiistiir [87].

Pasifik salmonlarda goriilen salginin infekte baliklardan meydana geldigi
saptanmis, balik unlarinin pastorize edilmesiyle Oniine geg¢ilmistir. Transovarian
bulasma da chinook salmon (Oncorhynchus tshawytscha)’da bildirilmistir. Cizgili
levreklerde M. marinum’un olusturdugu salginda populasyon yogunlugu hazirlayici
faktor olarak bildirilmistir. Deri yaralanmalar1 ya da diger vektor canlilar da
bulasmada etkili olabilmektedir. Akvakiiltiirde bildirilmis vakalarda populasyon
fazlahigina bagh stres, diisiik su kalitesi, kontamine besinler hazirlayici faktorler
olarak bildirilmistir [17].

Mikobakterilerin patojenite ve virulans ¢aligmalar1 akvaryum baliklarinda
ve yetistiriciligi yapilan baliklarda yiiriitiilerek, farkli mikobakteri tiirlerinin farkli
baliklarda farkli virulans ve patojenik etkiye sahip olduklar1 goriilmiistiir.
Arastirmalar, kronik bir hastalik olmasina ragmen, mikobakteriozis olgularinda
yiiksek oliimlerin meydana geldigini gdstermektedir.

Arakawa ve Fryer (1984)’in yaptiklar1 deneysel ¢alismada, 12°C’de yasayan
Gokkusagl alabaliklarina 107 adet M. chelonae subsp. piscarium’un 1.P. yolla
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verilmesiyle % 20 - 52, yavru Chinook salmon’larda da 18°C’de 10 giin i¢inde % 98
olum gerceklesmistir [20].

Talaat vd. (1999), 166 adet Japon baligi (Carassius auratus) érnegi 107, 10°
ve / veya 10° kob dozunda M. fortuitum ATCC 6841, M. smegmatis ATCC 19420 ve
M. smegmatis mc’155 suslar1 ile infekte edildiginde, dogal olarak olusan
mikobakteriozis ile aym belirtilerin ortaya ¢iktigini ve hem M. fortuitum hem de M.
smegmatis’in baliklar i¢in patojen oldugu bildirmislerdir. 10® kob’lik dozda, M.
smegmatis ATCC 6841ile infekte edilenlerde % 40, M. smegmatis mc*155 ile % 10
ve M. fortuitum ATCC 6841 ile de % 21 oraminda 6lim gozlenirken, 10° kob’lik
dozda M. fortuitum ATCC 6841 ile baliklarin tamami1 dlmiistiir [88].

Watral ve Kent (2006), mikobakterilerin patojenitesi ile ilgili yaptiklar
deneysel calismada Zebra baliklarina M. abscessus, M. peregrinum, M. chelonae ve
M. marinum’u 5x10" bakteri/balik dozunda LP yolla uygulamuslardir. Arastima
sonucunda, M. marinum’un Zebra baliklar i¢in yiiksek patojeniteye sahip oldugunu
(morbidite % 100, mortalite % 30-100) bildirmislerdir [89].

Cizgili Levrek’lerin 10° adet M. marinum, M. shottsii veya M. gordonae ile
intra peritonal (I.P.) injeksiyonuyla M. marinum belirgin peritonitis ve i¢ organlarda

ganulomlar olustururken, diger iki bakteri hafif lezyonlar olusturmustur [90].

2.4.4. Semptomlar

Balik mikobakteriozisi, zayiflama, eksoftalmus, deride yangi, acik lezyon ve
tilser gibi eksternal semptomlar gosteren (Sekil 2.4, 2.5) ve baliklarin cesitli organ ve
dokularinda kiigiik graniilomlarin olusmasi ile karakterize, bulasici ve kronik bir
hastaliktir. Mikobakteriozis olgularinda, hastaligin yavas gelisimi nedeniyle, yavru
baliklarda eksternal bulguya rastlanmamaktadir. Balik biiyiidiikge ve stres arttik¢a
infeksiyon tehlikesi de artmaktadir. Hasta baliklar halsiz, sismis, istahsiz olup,

yiizgeglerinde erozyonlar, ciirlimeler, pul dokiilmeleri olusabilmektedir [17, 91].
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Sekil 2.4. Cizgili levrek (Morone saxatilis)’de mikobakteriozise bagl viicut
yiizeyinde iilserler [92]

Sekil 2.5. Cipura’nin viicut yiizeyinde deri tilserleri [93]

Internal olarak karaciger, bobrek, dalak, kalp ve kaslarda gri-beyaz
granulomlar (nodiiller) meydana gelmektedir (Sekil 2.6, 2.7). Organlarda nodiiller
gelistigi zaman, peritonitis ve assites de olusmaktadir. Infeksiyonun kemik dokuya
yayillmast durumunda omurga egrilikleri saptanabilmektedir. Graniilomlar, infekte
dokularin mikroskopik incelemesiyle ya da hastaligin ilerlemis evrelerinde ciplak
gozle goriilebilmektedir. Balik nihayetinde dayanamayarak olmektedir. Hastaligin

seyri ve siddeti yiiksek oranda mikobakteri tiiriine ve konak¢iya baghdir [17, 19, 91].
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Sekil 2.7. Avrupa Kadife baliginda paransim organlarinda granulomat6z lezyonlar

[95]

2.4.5. Teshis

Baliklarda mikobakteriozis tanis1 siirekli gelisme gostermektedir. Klinik
belirtiler ve otopsi bulgular1 mikobakteriozis i¢in bir 6n bilgi verebilirse de, belirtiler
hastaliga Ozgii olmayip hastaligin olusum sekli ve siddetine gore degisiklik

gosterebilmektedir. Bir¢cok olguda eksternal hastalik belirtilerine rastlanmamakla
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birlikte, baz1 arastiricilar deri lezyonlar, renk degisimleri, zayiflama, biiyiimede
gerilik, durgunluk ve eksoftalmus saptadiklarimi bildirmislerdir [80, 96]. I¢
organlarda goriilen granulomatdz yangi da mikobakteriozise 0zgii olmayip, bircok
baska hastalikta goriilebilmektedir [17]. Yine de, hastalik bulgular1 g6z Oniinde
bulundurularak, mikobakteriozis tamis1 koymak i¢in dokulardan histopatolojik
incelemeler ve EZN boyama tekniginden yararlanilan arastirmalar mevcuttur [24, 90,
97].

Mikobakterilerin ¢ogu yavas iirediklerinden, klasik kiiltiir teknigi ile
izolasyonlar1 uzun siirmekte, negatif bulgu karar1 verebilmek icin 2-3 ay beklemek
gerekmektedir. Insan mikobakteriyel patojenlerinin iiretilmesinde kullanilan yiiksek
sicakliklar genellikle balik patojenlerinin iiremesini inhibe edebilmektedir. Ureme
gerceklestikten ve bakterinin asite direngli oldugu belirlendikten sonra, koloniler
diger testler icin kullamilabilmektedir [14, 56]. Giiniimiizde, klasik biyokimyasal
yontemler ¢cok uzun zaman gerektirdiginden ve zahmetli oldugundan cok tercih
edilmemektedir. Ancak, tiim zahmetine ragmen hala altin standart olarak kabul géren
klasik izolasyon ve identifikasyon teknikleri balik kaynakli mikobakterilerin
biyokimyasal karakterlerini ortaya koymak amaciyla da kullanmilmistir [90, 97].

PZR tekniginin gelismesi ile birlikte, hizli ve giivenilir sonuglar alinabilmesi
nedeniyle = mikobakterilerin ~ tanimlanmalarinda da  molekiiler  teknikler
kullanilmaktadir. Tibbl mikrobiyolojik alanda gelistirilmis olan DNA problar ve gen
sekanslar1 teknikleri balik mikobakterilerinin tanimlanmasinda da kullanilmaktadir.
Balik mikobakterilerinin saptanmasinda 16S rRNA geni [58, 81, 82, 83, 99, 100], 65-
kDa heat shock protein geni (hsp65) [84, 100, 101], RNA polimeraz B subunit geni
(rpoB) [100, 101] amplifikasyonuna dayali PZR teknikleri yapilmistir. Su ve su
iriinlerinde mikobakteri varligmma yonelik olarak Real-time PZR [86] ve PZR-
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) [44, 46, 52, 67, 88, 102]
uygulanan diger tekniklerdir. Dokulardan direkt sekans analizleri de basar ile
uygulanmistir [21, 78, 82, 100]. Ayrica, HPLC teknigi ile mikolik asitin tespitine
dayal1 balik mikobakterilerinin identifikasyonu da gerceklestirilmistir [23, 84].
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2.4.5. Tedavi, koruma ve kontrol

Baliklarda mikobakteriozisin tedavisine yonelik calismalarda etkili bir
yontem bulunanmamistir. Insan tiiketimine sunulmak icin yetistirilen baliklarda
goriilen mikobakteriozise karst Amerikan Gida ve Hag Dairesi (FDA, U.S.; Food and
Drug Administration) tarafindan, baliklarda kullanilmak {izere o©nerilen bir ilag
bulunmamaktadir. Mikobakteriozis’in asisi da olmadigindan, dogru bakim ve
besleme, koruyucu onlemler, karantina tedbirleri ve dezenfeksiyon protokollerinin
uygulanmasi ¢ok onemlidir [55].

Colorni vd. (1998) deneysel olarak M. marinum ile infekte ettikleri Levrek
baliklarin1 antibiyogram test neticesinde duyarli olan streptomisin ve sarmisak oziitii
ile tedavi programina almiglar, ancak invivo uygulamalarda mikobakterilerin

0lmedigini belirlemisler, tedavide basar1 saglayamamiglardir [96].

2.5. CEVRESEL MIKOBAKTERILERIN INSAN SAGLIGINDAKI YERI VE
ONEMI

Yapilmis olan arastirmalar, cevresel mikobakterilerin suda, c¢amurda,
yetistiriciligi yapilan ve avcilik yoluyla hasat edilen, dolayisiyla gida olarak tiiketilen
ve ruh saglhigimiza destek niyetiyle yetistirilen akvaryum baliklar1 da dahil, neredeyse
tim balik tiirlerinde bulundugunu gostermektedir. Su iiriinleri tiiketiminin siirekli
artig gostermesine karsin, dondurulmus baliklarla ilgili mikobakteriyel arastirmalar
oldukca smirhidir. Ispanya’da Mediel vd. (2000)’nin insan tiiketimine sunulmak
izere dondurulan baliklarda yapmis olduklar1 arastirma, canli baliklarda elde edilen
mikobakteri sonuglarina benzerlik gostermektedir. Arastiricilar, -18 ve -22°C arasi
sicakliklarda muhafaza edilen Dil baligt (Solea solea), Berlam (Merluccius
merluccius), Morina (Gadus morhua), Genypterus blacodes ve Keler balig1 (Lophius
piscatorius) Orneklerinden 10’ar adet ve bu Orneklerin ¢6ziindiiriilmesi sirasinda
olusan her bir balik drnegine ait sivilar1 incelemislerdir. Toplam 100 6rnegin (50
balik ve 50 s1v1) incelendigi calisma sonucunda, 19 sivi (% 38) ve 10 balik 6rneginde
(% 20) L-J besiyerine ekim ve EZN boyama sonucunda pozitif sonu¢ alinmis ve PZR
metoduyla identifikasyonda M. fortuitum, M. peregrinum, M. gordonae, M. terrae,

M. nonchromogenicum tiirleri tammlanmistir. Arastiricilar inkiibasyonlar1 4°C, 25°C
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ve 37°C’de gerceklestirmisler, izolatlarin % 95,6’simin  25°C’de iiredigini
bildirmislerdir [102].

Bilindigi gibi, baliklarda saptanmis olan mikobakterilerin bircogu
ihtyozoonotik karakterlidir. Boylece, cevresel mikobakterilerin insanlara bulag
kaynaklar1 arasinda su, camur, toz ve bir¢ok gidaya ek olarak tiiketilen su iiriinlerinin
yenilmesi ve temas edilmesi de bulunmaktadir. Mikobakteriyel etkenler insanlara
temasla, solunum yoluyla (damlacik infeksiyonu), agiz yoluyla, deri yaralanmalariyla
bulasmaktadir [14, 34, 103].

NTM’in 6nemi, 6zellikle gelismekte olan iilkeler ve AIDS gibi bagisiklik
sistemi sorunu olan bireylerde gittikge artmaktadir. Baliklardan insanlara bulagan
mikobakteriler insanlarda el, kol, ayak, bacak gibi uzuvlarda yara infeksiyonlarina
yol agmaktadir. NTM, insanlarda alt1 énemli klinik tablo olusturmaktadir: Akciger
infeksiyonlari, lenf yumrusu iltihabi, lokalize deri ve yumusak doku infeksiyonlari,
dissemine (biitiin viicuda yayilmig) infeksiyonlar, tendon, kemik ve eklem
infeksiyonlar ve kateter infeksiyonlarndir [41, 43].

NTM infeksiyonlarimin bildirimi zorunlu olmadigi i¢in prevalansi ancak
tahmin edilebilmektedir. Amerika’da cogu akciger olmak iizere her yil 2 / 100000
NTM infeksiyonu goriildiigii ve prevalansin giderek arttign bildirilmektedir.
Incelenen 6rnek sayisinin artmasinin yanisira, son yillarda NTM hastaliginin klinik
tanimlanmasindaki gelismelerin de bu artisa katkida bulundugu belirtilmektedir [41].

Insan saghgm tehdit eden ihtyozoonotik mikobakteriler icinde
Mycobacterium marinum daha sik goriilmekle birlikte, M. fortuitum ve M. chelonae
tirleri de Oonem tasimaktadir. Bu etkenlerin meydana getirdigi infeksiyonlar ilk
olarak 1939 yilinda Isve¢’te ve 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde
bildirilmistir. Her iki olguda da M. marinum varhig saptanmistir. M. marinum
infeksiyonu cesitli meslek gruplar (evcil hayvan magazalar calisanlari, balik¢ilar)
icin daha fazla tehlike olusturmakla birlikte, evinde akvaryum bulunan insanlar1 da
etkilemektedir [18]. M. marinum’un 37°C’de iireyebilen bazi suslarinin insanlarda
sistemik infeksiyonlara neden olabildigi, 37°C’de iiremeyen bazi M. marinum
suglarinin da insanlara daha ¢ok su kaynaklarindan temasla, solunum yoluyla ya da
yenilmesiyle bulagsa da, insandan insana temasla bulastigi da gosterilmistir [17].

Giiniimiizde, NTM infeksiyonlarinin ¢ikisinda Avrupa iilkelerinde balik tanklar ve
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yiizme havuzlar1 en yaygin kaynak iken, Tayland gibi iilkelerde balik¢ilar siklikla
etkilenmektedir [104].

Saglikli insanlar etkenle bulasik balik veya diger su {iriinlerini,
klorlanmamis havuzlar1 veya su tanklarini temizlerken olusan yaralanmalar sonucu
infekte olmaktadirlar. Ulkemizin su iiriinleri tiiketim aliskanliklar1 gz Oniine
alindiginda, baliklarin taze olarak tiiketiminin tercih edildigi ve genellikle evlerde
temizlendigi bildirilmektedir [105].

Etkenle bulasik gida, havuz veya su tanklariyla temastan 2-3 hafta sonra el,
yiiz, ayak ve kollarda kiiciik menekse renginde papiiller olugsmaya baslayarak, derin
olmayan kabuklu iilserler ve yara izleri meydana gelmektedir [41, 106, 107, 108].

Sanders vd. (1995), ABD’de bir AIDS hastasinda kronik iilseratif ve
nodiiler deri lezyonlar1 gézlemlemis ve M. scrofulaceum izole etmislerdir [109].

Steitz vd. (1997) tarafindan 5 vaka bildirimi gerceklestirilmis, farkli yas
grubuna dahil, parmak ve ellerinde deri infeksiyonu olan hastalarin tamaminda M.
marinum tiird tanimlanmistir [104]. Benzer sekilde Caputo vd. [2010] de 3 olguda
tath su akvaryumu sahibi kisilerin ellerinde olusan infeksiyonlardan alinan

orneklerden M. marinum identifiye etmislerdir [110].

Sekil 2.8. Elde M. marinum kaynakli yumusak doku infeksiyonu [110]
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Han vd. (2000)’nin ABD’de gerceklestirdigi arastirmaya gore 2000-2005
yillar1 arasinda 115 vakaya ait ornekler toplanmis, klinik ve mikrobiyolojik olarak
analiz edilmigtir. Solunum sistemi, deri, yumusak doku, kan ve yara
infeksiyonlarindan alinan ornekler incelenerek Mycobacterium mucogenicum, M.
Sfortuitum complex ve M. abscessus tanimlanmigtir [111].

Collina vd. (2002) tarafindan ise bagisiklik sistemleri baskilanmamis iki
kiside balik avladiktan sonra gelisen deri infeksiyonunun sebebi arastirilmis, L-J ve
EZN sonuglar1 negatif ¢ikmasina ragmen 16S rDNA amplifikasyonu ile M. fortuitum
ve M. chelonae belirlenmistir [112].

Singapur’da 59 yasindaki bir erkek hastanin sol el bileginde goriilen
infeksiyon etkeninin M. marinum oldugu saptanmistir [113].

M. chelonae, Hindistan’da eklem iltihabindan [114], Tayvan’da karin zar
iltihabindan [115] ve Hollanda’da kornea iltihabindan [116] identifiye edilmistir.

Ulkemizde Aksu vd. (2001), kilo kayb, ates, karin agris1 gibi semptomlar
gosteren bir hastada M. fortuitum ve M. chelonae bildirmislerdir [117].

M. flavescens de Singapur’da bir erkek hastada yumusak doku, eklem,
kemik ve akciger infeksiyonunun etiyolojik ajani olarak rapor edilmistir [118].

ABD’de saglikli geng bir kadin hastada gelisen akciger hastaliginda yapilan
arastirmada M. terrae, M. nonchromogenicum ve M. triviale tiirlerinin tanimlandig
bildirilmistir [119].

Mycobacterium aurum ilk defa bagisiklik sistemi zayiflamis yetiskinlerde
1988 yilinda Ispanya’da [120] ve bagisiklik sistemi baskilanmis ¢ocuklarda 2003
yilinda ABD’de [121] patojen olarak tanimlanmisgtir.

1969-1996 yillar1 arasinda diinya genelinde, etkeninin M. marinum oldugu
kabul edilen 652 vaka bildirimi gerceklestirilmistir. Bunlarin % 85’inin kaynagi
olarak akvaryum ve akvaryum baliklar1 nedeniyle meydana gelen yaralanmalar
oldugu bildirilmistir [13].

M. genavense musluk suyu, evcil hayvan ve saglikli insanlarin sindirim ve
bosaltim sistemlerinden izole edilebilen bir tiir olup [122], Japonya’da bagirsak
tikanmasi teshisi konulan bir hastada [123] ve Fransa’da birisi bobrek nakli yapilan,

digeri de HIV pozitif olmak iizere iki hastada bildirilmistir [124].
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Ingiltere’de balik¢ilikla gecinen bir kiside yiizgec 15101 batmas1 sonucu avug
icinde apse olustugu ve M. fortuitum tanimlandigi bildirilmistir [125].

Her ne kadar bagisiklik sistemi hastaliklarinin artmasiyla birlikte insanlarda
mikobakteri olgularinda artis1 goriilse de [34], gida kaynakli bakteriyel hastaliklarda
basi c¢ceken Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Clostridium spp. gibi bakterilerin olusturdugu tehlike
kadar onemli bir yer tutmamaktadir [126, 127]. Nitekim, Diinya Saghk Orgiitii
(2008) raporunda NTM bakterileri halk saglig1 agisindan 6nemli bakteriler listesinde
yer almamaktadir [128]. Amerika’da 1993-1997 yillart arasinda meydana gelen gida
kaynakli hastalik olgularinda 2751 salgin (86058 olgu) goriilmiis, bu salginlarin %
75’ini bakteriyel patojenler olusturken, hastalik olgularinin % 86’s1 Salmonella
enteritidis tarafindan meydana gelmistir [129]. Oysa 1993-1996 yillar1 arasindaki
verilerde sadece 198 adet M. marinum olgusu bildirilmistir [127].

Gida kontrolii laboratuvarlarinda, gidalarin rutin analizlerinde insan saglig
acisindan en onemli bakteriler yer almakta, tiim patojenlerin kontroliiniin yapilmasi
uygulama zorluklar1 agisindan olanaksiz goriinmektedir. Bu nedenle, énemli bazi
patojen bakterilerin kontrolii yaninda, gidalarin genel bakteri yiikiiniin anlagilmasi, o
gidanin hijyenik yapisi hakkinda genel bir fikir edinilmesini saglamaktadir. Bu
amagla, indikator mikroorganizma olarak belirtilen mezofilik aerobik bakteri,
psikrofilik aerobik bakteri ve koliform bakteri sayimlar1 rutin gida kontrollerinde

mutlaka yer almaktadir.

2.6. BALIKLARIN MIKROBIYAL YUKU

Baliklarin  bozulmasinda balik biinyesinde bulunan enzimlerin, cevre
kosullarinin ve mikroorganizmalarin ¢esitli etkileri vardir. Baliklarda biyolojik denge
icinde kalite ve kantite bakimindan devamli degisim gosteren bir mikroflora
mevcuttur. Balik mikroflorasi, balik tiirii, baligin yasadigi sular, mevsimler,
beslenme durumu ve gelisim donemleri gibi faktorlere bagli olarak siirekli
degismektedir. Balik eti, mikrobiyal ve infeksiy6z hastaliklar diginda in vivo olarak
mikropsuzdur. Temiz sartlarda yetismis ve hijyenik olarak islenmis taze balik etinde
baslangicta mikroorganizmalar bulunmamaktadir. Normal kosullarda pazarlanan

baliklarin yiizeyinde 10* - 10’/cm?, solungaglarinda 10° - 10%g ve bagirsaklarinda
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10> - 10%g oranlarinda degisen mikrofloraya rastlanmaktadir. Mikroorganizmalar
baligin oliimii sonras1 donemde dokulara girmekte ve zamanla treyerek biitiin
dokular1 sarmaktadir. Mikroorganizmalarin bilyiik boliimii primer olarak cevrede,
baliklarin derisinde, solungaglarinda ve bagirsak iceriginde bulunmaktadir. Bunlarin
icinde aerobik ve anaerobik basiller, Pseudomonas’lar, fosforesan bakteriler,
Flavobakteri’ler, Achromobacter’ler, mayalar ve kiif mantarlar1 yer almaktadir.
Mikroorganizmalarin diger bir kismi da sekonder olarak isleme, tasima ve pazarlama
sirasinda baliklara ge¢mektedir. Bunlarin arasinda enterobakterler, basiller,
mikrokoklar, maya ve kiif mantarlar1 baskindir [130, 131].

Dogada genis bir yayilim alan1 bulan mikroorganizmalarin aslen ¢ok az bir
kismi1 insanlar i¢in patojen karakterdedir. Bununla beraber, besin maddesinde
bulunan ya da bulunma olasiligi yiiksek olan patojen mikroorganizmalarin
saptanmasi gerek ticari ahlak, gerekse kanuni yiikiimliilikler nedeni ile bir
zorunluluktur. Patojen mikroorganizmalar1 ve bunlarn salgiladiklart toksinleri
belirlemede kullanilan yontemler, karisik, uzun siire alan ve pahali yontemlerdir. Bu
nedenle gidalarin rutin kontrollerinde tiim patojen mikroorganizmalarim ya da
metabolitlerin aranmas1 yerine, dnemli bazi patojenlerin aranmasi yaninda indikator
mikroorganizmalarin saptanmasi1 mikrobiyal problemlerin ¢o6ziimiine yardimci
olacaktir. Ciinkii, indikatdor mikroorganizmalarin gidalardaki varliklar1 ve sayilari,
patojen mikroorganizmalarla bulagsma olasiligin1 gosterebilmektedir [132].

Gidalarin genel hijyenik yapilarimin belirlenmesi amaciyla, mikrobiyolojik
muayenelerinde “mezofilik aerobik bakteri sayimi”, “psikrofilik aerobik bakteri
sayim1” ve “toplam koliform bakteri sayimi” teknikleri uygulanmaktadir. Mezofilik
aereobik bakteri sayis1 o gidanin genel bakteri yiikii ile bilgi edinmemizi saglarken,
psikrofilik bakteri sayis1 da sofukta muhafaza esnasinda gidalarin bozulmasina
neden olabilecek bakteri yiikiinii gostermektedir. Koliform bakteri sayisi ise
gidalarda olas1 patojen bakterilerin varligini hakkinda bir fikir vermektedir.

Mezofilik aerobik bakteri sayisi, genel olarak insan saghigini etkileyen
mezofil ve aerobik karakterdeki saprofit ve patojen mikroorganizmalarin sayisini
gostermekterir. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi ile gida hammaddeleri,
yardime1 maddeleri, amabalaj materyali, genel olarak isleme kogsullari, isleme sonrasi

depolama ve tasima kosullarinin standartlara uygun olup olmadigi, gidada
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bozulmanin baslamasi ve raf omrii belirlenebilmektedir. Psikrofil aerobik bakteri
sayist ise buzdolabi sicaklifinda iiremelerini siirdiiren ve genellikle gidalarin
bozulmalarinda rolii olan ‘soguk seven’ bakterilere isaret etmektedir [133]. Koliform
grubu bakteriler de, Enterobacteriaceae familyasi i¢nde yer alan, fakiiltatif anaerob,
Gram negatif, spor olugturmayan, 35°C’de 48 saat i¢nde laktozdan gaz olusturan,
cubuk seklinde bakterilerdir. Bu bakterilere pek c¢ok gida hammaddesinde
rastlanmaktadir. Bunlarin basinda, taze sebzeler, taze yumurta, ¢ig siit, kanatl etleri
ve koliform bakimindan zengin sulardan alinan kabuklu ve diger su {iriinleri
gelmektedir. Gidalarda koliform bulunmasi koti sanitasyon kosullarinin  bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir [134].

Ulkemizde yiiriirliikte olan “Su Uriinleri Yonetmeligi”nde yer alan
‘dondurulmus ve islenmis baliklarda yapilacak analizler ve kabul edilebilir degerler’
listesine gore, dondurulmus baliklarda kabul edilebilir mezofilik aerobik bakteri
sayist olarak 10° kob/g (koloni olusturan birim / gram), maksimum kabul edilebilir
deger olarak da 10’ kob/g (analizi yapilmasi zorunlu 5 6rnekten 2’sinde maksimum
deger olabilir) bildirilmistir. Kabul edilebilir koliform bakteri sayis1 da 160-210
kob/g olarak belirtilmistir [135].

Geng (2006), ortam sicakliginin toplam aerobik mezofil bakteri, fekal
koliform, Vibrio parahymoliticus sayisi ve Listeria monocytogenes varligi iizerindeki
etkisini arastirmistir. Materyal olarak Dogu Karadeniz’de yaygin olarak tiiketilen
Mezgit (Merlangus merlangus, L., 1758), Istavrit (Trachurus mediterraneus, L.,
1758) ve Palamut (Sarda sarda, L., 1758) tiirleri kullanilmistir. Incelenen 96 balik
seyyar balik¢ilardan temin edilmistir. Arastirma sonucunda ortam sicakliginin
degisimi ile mezofilik bakteri, fekal koliform ve V. parahymoliticus sayilarinin
degistigi belirlenmistir. Toplam bakteri sayisinda elde edilen en yiiksek degerler
Mezgit, Istavrit ve Palamut rneklerinde sirasiyla 5,6x10°, 1,1x10° ve 1,0x10° kob/g
olarak bildirilmistir. Bu tiirlere gore ifade edilen degerler taze olarak tiiketilen deniz
iriinleri igin tolere edilebilir degerlerin (10* - 10° kob/g) iizerinde oldugu
belirlenmistir. Fekal koliform sayisinda ise en yiiksek degerler sirasiyla 7,6x10%,
4,6)(104 ve 7,0)(104 kob/g olarak bulunmustur. Tiirk Gida Kodeksi ve ICMSF [1986]

kriterlerine gore, Orneklerin tamaminin bu degerlerin iizerinde oldugu ve hijyenik

kalitenin diisiik oldugu belirlenmistir [136].
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Atasoglu (2007), Sinop ilinde satis1 yapilan Mezgit baliklar1 (Merlangius
merlangus euxinus)’'nin fileto, mide-barsak ve solungaclarinda toplam mezofilik
aerobik mikroorganizma, toplam psikrofilik aerobik mikroorganizma, koliform
bakteri, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella ve Vibrio
paraheamolyticus  mikroorganizmalarinin  varliklarim1  arastirmigtir.  Filetoda
mikroorganizmalarin minimum ve maksimum sayilar1 toplam mezofilik aerobik
bakteri sayis1 33,1+£1,78 kob/g ve 1,82x10511,0 kob/g, toplam psikrofilik aerobik
bakteri sayisi 3,31x103il,10 log kob/g ve 4,07x104il,10 kob/g ve koliform bakteri
6,31x10°+1,55 kob/g ve 3,02x10"£1,07 kob/g olarak tespit edilmistir [137].

Olgunoglu (2007), marine edilmis hamside (Engraulis engrasicholus)
duyusal, kimyasal ve mikrobiyolojik degisimleri incelemis, taze materyaldeki toplam
mezofilik aerob bakteri sayisini 6,5x10" kob/g, toplam psikrofil bakteri sayisini
7,0x10” kob/g ve koliform yogunlugunu da 1,84x10 kob/g olarak bildirmistir [138].

Baliklarin i¢inde yasadigi su Orneklerinde de indikatdér mikroorganizma
sayimlar1 yapilmistir.

Dionisio vd. (2000) Portekiz’in giiney sahillerindeki deniz suyu
orneklerindeki toplam koliform degerlerinin maksimum 3,0x10° kob/mL oldugunu
bildirmislerdir [139].

Urdiin’de sahili boyunca 3 farkli noktada alinan deniz suyu orneklerindeki
toplam bakteri yiikii sirastyla 5,01x10%+33,88; 3,71x10°+147,91 ve 2,51x19*+33,11
kob/mL olarak bildirilmistir [140].

Bu tezin amaci da, uzun bir sahil seridine sahip Mersin ilinde avlanan ve
sevilerek tiiketilen Barbun ve Tekir baliklarinda olas1 ihtyozoonotik mikobakterilerin
varligim1 ve toplam bakteri yiikiinii arastirarak, bu baliklar1 gida giivenligi acisindan

sorgulamaktir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL
3.1.1 Balik Orneklerinin Alindig istasyonlar

Mersin ili sinirlan igersinde Mersin-Karaduvar, Mersin-Camlibel, Silifke-
Tasucu, Silifke-Yesilova, Aydincik, Bozyazi ve Anamur olmak iizere 6 balik¢i
barinag (karaya ¢ikis noktasi) bulunmaktadir. Tez kapsaminda, calisilabilir 6rnek
hacmi ve maliyet g6z oniinde bulundurularak ve Mersin ili kiy1 seridini kapsayacak
sekilde 3 karaya cikis noktasi se¢ilmistir. Bunlar; Mersin merkez-Karaduvar, Silifke-

Tasucu ve Anamur’dur (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Balik 6rneklerinin alindig: istasyonlar [141].

3.1.2 Balik Ornekleri

Orneklerin tamam insan tiiketimine sunulmak icin avlanan Mullus cinsi
baliklardir. Balik ornekleri, belirlenen istasyonlardan sonbahar, kis ve ilkbahar
mevsimlerinde olmak iizere rastgele ornekleme metoduna gore alinmistir.

Balik orneklerinin temin edildigi balik¢1 teknelerinin gerekli hijyenik

donanima sahip olmadiklar1 goriilmiistiir.
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Anamur, Tasucu ve Karaduvar istasyonlarindan 23.09.2009-26.10.2010
tarihleri arasinda toplam 208 adet balik 6rnegi Mersin Universitesi Su Uriinleri

Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvarina getirilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Istasyonlara ve tarihlere gore incelenen balik 6rnegi sayilari

Tarih Anamur Tasucu Karaduvar
23.09.09 20
05.10.09 10

14.10.09 10

27.10.09 10

23.11.09 10
08.01.10 10

21.01.10 15

04.02.10 14
25.02.10 19

10.03.10 15

17.03.10 15
28.04.10 15

21.09.10 15

12.10.10 15
26.10.10 15

Istasyon Toplami 55 79 74
Genel Toplam 208

Laboratuvara getirilen balik drneklerinin tiir tayinleri morfometrik olarak tiir
anahtan ile gerceklestirilmistir [142]. 208 balik 6rneginin 135’inin Mullus barbatus
(Sekil 3.2) ve 73’tiniin Mullus surmuletus (Sekil 3.3) tiirlerine ait olduklari
belirlenmistir (Ek 3.1, 3.2 ve 3.3).

Toplam 208 adet balik 6rneginin ortalama boyu 14,40+2,12 cm (min. 10,0 —
max. 19,50 cm), ortalama agirligr ise 36,42+15,90 g (min. 10,15 — max. 87,70 g)
olarak belirlenmistir. Balik tiirlerine gore boy ve agirlik ortalamalar ise sirasiyla
Mullus barbatus igin 13,80£2,10 cm ve 31,67+14,58 g; Mullus surmuletus icin de
15,4941,70 cm ve 45,20+£14,52 g’dir (Cizelge 3.2). Ek 3.4, Ek 3.5 ve Ek 3.6’da her
tic istasyondan elde edilen balik oOrneklerine ait boy ve agirhik degerleri yer

almaktadir.
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Cizelge 3.2. Balik orneklerinin istasyonlara gore ortalama boy ve agirliklar ve

istatistiksel degerlendirmeleri

Boy (cm) Agirlik (g)

n Ortalama Min.-Max. Ortalama Min.-Max.
Anamur 55 15,92+1,46 13,50-19,50 47,28+13,75 28,74-87,70
Tasucu 79 15,53+1,13*  13,00-18,00 44,71£9,15*  27,69-69,72
Karaduvar 74 12,06+1,09%"  10,00-14,50 19,50+5,82*"  10,15-34,94
M. barbatus 135 13,80+2,10%* 31,67+14,58%*
M. surmuletus 73 15,49+1,70 45,20+14,52
p degeri <0,001 <0,001

a: Anamur ile istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.
t: Tasucu ile istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.
**: Tiirler arasindaki istatistiksel farki gostermektedir.

Sekil 3.2. Barbun balig1 (Mullus barbatus) 6rnekleri (orijinal)
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't_ P - =
Sekil 3.3. Tekir balig1 (Mullus surmuletus) 6rnekleri (orijinal)

3.1.3. Laboratuvar Arag ve Geregleri
Tez caligmasi kapsaminda kullanilan cihazlar, laboratuar malzemeleri,
kimyasal maddeler, Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boya soliisyonlar1 ve besiyerleri

asagida verilmistir.

3.1.3.1 Cihazlar

Tezin yiiriitiilmesinde PZR cihazi (Thermal Cycler, Eppendorf Mastercycler),
giivenlik kabini (Heraeus, HERA safe), elektroforez gii¢ kaynagi (Biometra P30),
elektroforez tanki (Agargel Mini Biometra), jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat
Marne La Vallée, France), sogutmali mikrosantrifiij (Hettich, Universal 32 R),
mikrodalga firin (Beko, MD 1500), inkiibator (Memmert), otoklav (Niive, OT 032),
hassas terazi (Scaltec), vorteks (VELP-SCIENTIFIC), su banyosu (Memmert), distile
su cihazi (Niive, NS 108), mikropipet seti (Gilson, Pipetman-P 10-P100-F1000),
sekans dikey jel tanki (Life Technologies, Gibco BRL Sequencing System, Model
S2, Gaithersbug, MD 20884-9980, USA), santrfiij (SIGMA), homojenizatér (IKA,
Germany), derin dondurucu (Ugur), buzdolab1 (VESTEL), faz-kontrast mikroskop
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(NIKON, ECLIPSE-80i), pasteur firm1 (NUVE), sogutmali etiiv (NUVE),

homojenizator (Ultraturrax, IKA) gibi cihazlar kullanilmastir.

3.1.3.2. Laboratuvar malzemeleri
Farkli ebatlarda erlenmayer, beher, balon joje, pipetler, falkon tiipii, deney
tiipleri, eppendorf tiipleri, steril plastik petri, 6zeler ve diger bir¢ok alet ve malzeme

kullanilmastir.

3.1.3.3. Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler Tris-Hidroklorid (Sigma T- 5941, Lot 31
K5466), Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)-sodyum tuzu (Lachema-302430300,
cat nr 30354), Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma L-4509, USA), Tris-baz (Sigma-
Aldrich-T8937), Borik asit (Merck K29935665 204), Brom fenol mavisi (SCP
Science B7722), Siikroz (Merck 1.07651), Etanol absolut (Riedel- deHaédn/ 32221,
Germany), Fenol kristalleri (Sigma P-1039, USA), Kloroform (Merck K28735331
107), Agaroz (Sigma- A-9539 lot 013KO0008), Tag DNA Polimeraz (Promega
M1665), 10X PCR Buffer (Mg Free) (Promega M190G), 5 mM MgCl, (Promega
A351H), 10 mM dNTP Mix (Sigma Deoxynucleotide set DNTP-100), Proteinaz K
(Sigma P 2308), 100 baz ciftlik (b¢) Marker (100 bp DNA Step Ladder) (Promega
G6951), Bazik fuksin (Sigma C-4165, USA), Etil alkol (Sigma E-285, USA), Fenol
kristalleri (Sigma P-1039, USA), Metilen mavisi (Sigma 6900, USA), Hidroklorik
asit (Sigma 920-01, USA)’tir.

Erlich-Ziehl-Neelsen (EZN) boya soliisyonlart
Karbol fuksin
Bazik fuksin 03¢g
% 95’lik etil alkol 10 mL
Fenol kristalize 5¢g
Distile su 100 mL
Bazik fuksin etil alkolde ¢oziilmiistiir. Fenol distile suda ¢oziindiiriilmiis ve

hazirlanan soliisyonlar 1:1 oraninda karistirllmstir.
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Metilen Mavisi
Metilen mavisi 03¢g
Distile su 100 mL

0,3 gr metilen mavisi tartilarak 100 mL distile suda ¢oziilmiistiir.

% 3’liik Asit Alkol
Hidroklorik asit 97 mL
% 95’lik etil alkol 3 mL
3 mL hidroklorik asit 97 mL % 95’lik etil alkolde ¢6ziilmiistiir.

3.1.3.4. Besiyerleri
Lowenstein-Jensen ( L-J) Besiyeri (Merck 01256-03 Germany)

37,5 g toz L-J besiyeri tartilarak cam balona aktarilmistir. Uzerine 600 mL
distile su ve 12 mL gliserol eklenmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanmistir.
Otoklavdan ¢ikan besiyeri benmaride 50°C’ye kadar sogutulmustur. Yumurtalarin ug
tarafi once % 2’lik iyotla, daha sonra alkol (% 70’lik etil alkol) ile silinmistir. Steril
pens ile yumurtalar ug tarafindan kirilarak, icerisinde steril cam bocuk bulunan steril
cam balona aktarilmigtir. Cam balon siirekli kanstirilarak yumurtalarin tamamen
homojenize olmasi saglanmistir. Daha sonra agiz kismu iki kat steril gazli bez ile
kaplanan steril cam meziire son hacim 1000 mL olacak sekilde aktarilmistir.
Homojenize edilen yumurtalar, hazirlanmig olan besiyeri iizerine ilave edilerek iyice
kanistirilmistir. Hazirlanan besiyerinden steril tiiplere 5’er mL dagitilmistir. Tiipler
koagiilatorde, 80°C’de egik bir sekilde, 45 dakika koagiile edilmistir. Besiyerlerinin
sterilite kontrolil i¢in ekim yapilmamis bir adet L-J besiyeri 37°C’de inkiibatdrde 2-3

giin bekletilmistir.

Middlebrook 7H9 besi yeri (Merck, Germany)

Middlebrook 7H9 toz haldeki besiyerinin 4,7 g’1 bir cam balona aktarilarak,
tizerine 2 mL gliserol ve 900 mL distile su eklenmistir. Otoklavda 121°C’de 15
dakika tutularak steril edilmistir. Otoklavdan c¢ikarilan besiyeri benmaride 50-
55°C’ye kadar sogutulduktan sonra igerisine 100 mL OADC suplement eklenmis ve

steril tiiplere dagitilmistir.
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Plate Count Agar (PCA) (Merck, Germany)
22,5 g/l olacak sekilde distile su icinde 1sitilarak eritilip, otoklavda
121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Besiyeri 50-55°C’ye kadar sogutulduktan

sonra kullanilmistir.

Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA) (Merck, Germany)
39,5 g/l olacak sekilde damitik su icinde karistirilarak kaynatilmis ve
kaynama basladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulmustur.

Besiyeri 50-55°C’ye kadar sogutulduktan sonra kullanilmstir.

Fizyolojik tuzlu su (FTS)
% 0,85’1ik tuzlu su ¢ozeltisi 121°C'de 15 dakika sterilize edilmistir.

3.1.4. Referans Suglar

Referans sus olarak Mycobacterium aurum DSMZ 6695, Mycobacterium
gordonae RSKK 14470, Mycobacterium chelonae RSKK 06064, Mycobacterium
fortuitum ATCC 6841 ve M. tuberculosis (H37Rv) kullanilmistir.

M. aurum refereans susu DSMZ  (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Almanya)’den, M. tuberculosis ve M.
fortuitum referans suslari Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi’nden, Mycobacterium
gordonae ve Mycobacterium chelonae referans suslar1 ise Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Baskanligi Ulusal Tip Kiiltiir Koleksiyonu (RSKK) laboratuvarindan temin

edilmistir.
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3.2. YONTEM
3.2.1. Balik Orneklerinin Laboratuvara Nakli

Balik ornekleri balik¢ilar tarafindan avlandiklar giin i¢inde soguk zincire ve
hijyen kurallarina uyularak Mersin Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklar1 Laboratuvarina ulastirilmistir. Balik 6rnekleri genellikle aynmi giin i¢inde
isleme alinmis, aym giin icinde isleme alinamama durumunda ertesi giin isleme

alinmak iizere +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.2.2. Balik Boy ve Agirliklarmin Olgiilmesi
Baliklarin boylan cetvelle (£ 0,5 cm) ve agirliklari da 0,01 hassasiyetindeki

terazi (Scaltec) ile olgiilerek kaydedilmistir.

3.2.3. Baliklarin Hastalik Bulgular1 Yéniinden incelenmesi
Labotaruvara getirilen balik 6érnekleri mikrobiyolojik incelemeye alinmadan
once gorsel olarak mikobakteriozis semptomlart yoniinden eksternal ve internal

olarak incelenmistir [16, 56].

3.2.4. Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analizler doku 6rneklerinin homojenizasyonu, diliisyonlarin
hazirlanmasi, mikobakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu ve mikrobiyal yiikiin
belirlenmesi amaciyla toplam mezofilik ve psikrofilik aerobik bakteri ve koliform

bakteri sayimlarini kapsamaktadir.

3.2.4.1. Doku 6rneklerinin homojenizasyonu ve dillisyonlarin hazirlanmasi

Her baligin deri, kas ve i¢c organlarindan, baliklarin biiyiikliigline bagh
olarak, 1-10 g doku 6rnegi alinmistir. Her biri ayr bir falkon tiipiine konulan deri,
kas ve i¢ organ (bagirsaklar da dahil tiim i¢ organlar) 6rneklerine 107" 1ik diliisyon
hazirlayacak miktarda FTS eklenmistir. Bu dokularin homojenizasyon islemi,
sterilite  kurallarma  uyularak, = homojenizatdor  (ultraturrax, IKA) ile
gerceklestirilmistir. Hazirlanan homojenattan 1 mL alinarak 9 mL FTS ile

karistirilmis ve 10%’1ik diliisyon hazirlanmistir. Bu sekilde 107, 10" ve 107 gibi
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farkli oranlardaki diliisyonlar hazirlanmistir [143]. Amaca ve doku 6rneklerine gore

uygulanan diliisyon oranlar1 Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.3. Bakteri sayim yontemine gore doku Orneklerine uygulanan diliisyon

oranlari
Doku Mezofilik aerobik  Psikrofilik aerobik ~ Toplam koliform
Ornegi bakteri sayimi bakteri sayimi Sayimi
Deri 107,107, 10 107,107, 10 107, 10°, 10
Kas 102,107, 10™ 102,107, 10™ 102,107, 10™
i¢c organ 107, 10, 107 102, 107, 10 102 1073, 10

3.2.4.2. Mycobacterium spp.’nin klasik yontemle izolasyonu

Mikobakterilerin klasik yontemle izolasyonunda balik doku 6rneklerinden
hazirlanmis olan homojenatlarin dekontaminasyon, dekontamine edilen rneklerin
besiyerlerine inokiile edilerek izolasyonu, dekontamine edilen doku ve besiyerlerinde
ireyen tiim izolatlarin EZN ile boyanmas1 agsamalarim icermektedir. Bu amacla Refik
Saydam Hifzissihha Merkezi Baskanligi’nin tiiberkiilozda bakteriyolojik tani icin
kullanilmakta oldugu “NaOH Modifiye Petroff Yontemi” esas alinmistir [35].

Homojenatlarin dekontaminasyonu ve mikobakterilerin izolasyonu

Hazirlanmus olan 107lik homojenattan diger mikrobiyolojik ekimler icin
gerekli s1vi miktar1 alindiktan sonra, dokularin dekontaminasyon islemi yapilmistir.
NaOH Modifiye Petroff Yontemi’'ne gére homojenize edilmis dokulara 1:2 oraninda
(v/v) % 4’liikk NaOH eklenmis, 15 dakika oda 1sisinda bekletilmistir. Bu siire icinde
ornek ve NaOH’in homojen karigiminin saglanmasi icin birka¢ kez vorteksle
karistinllmistir. Bu siire sonunda 3000xg devirde 15 dakika satrifiij edilerek olusan
supernatant atik kabina dokiilmiistiir. 15 mL steril distile su eklenerek tekrar
siispanse edilen sediment, tekrar 15 dakika satrifiij edilmis ve slipernatant atilmistir.
Islenmis her bir 6rnekten iki L-J ve Middlebrook 7H9 besiyerlerine 0,1’er mL ekim
yapilmustir. Inkiibasyon 25°C’de 6-8 hafta olarak uygulanmistir.
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Erlich-Ziehl-Neelsen boyama teknigi
a) Doku homojenatlarinin boyanmasi

Doku homojenatlarindan bir 6ze dolusu alinarak, temiz bir lama, dairesel
hareketlerle yayilmistir. Yaymalar yapildiktan sonra oda sicaklifinda bekletilerek
kurutulmustur. Sonra, bunzen bekinde mavi aleve 3-4 kez yalatarak tespit
edilmislerdir. Yaymalar, boya diizeneginin iizerine, birbirileri ile temas etmeyecek
sekilde yerlestirilmis ve {izerlerine tiim preparatin iizerini Ortecek sekilde karbol
fuksin c¢ozeltisinden dokiilmiistiir. Yaymalar, buhar ¢ikacak fakat kaynamayacak
sekilde 5 dakika boyunca alttan 1sitilmistir. Yayma iizerinde buharlagsma ile boya
eksildiginde, yine lam yiizeyini tamamen ortecek kadar karbol fuksin eklenmis ve
1sitmaya devam edilmistir. Yaymalan egerek lam iizerinde kalan karbol fuksin
artiklart akitilmistir. Yaymalar su ile yikanmis ve egerek yayma iizerinde kalan su
siizdiiriilmiistiir.

Yaymalarin iizerine % 3’likk asit-alkol ¢o6zeltisinden dokiilmiis, yayma
rengini kaybedinceye kadar beklenmistir (en fazla 3 dakika). Yaymalar su ile
yikanmis ve yaymalar egilerek yayma iizerinde kalan su dokiilmiigtiir.

Tiim preparatin iizerini Ortecek sekilde metilen mavisi ¢ozeltisinden
dokiilmiis, 20-30 saniye beklendikten sonra yaymalar egilerek lam iizerinde kalan
metilen mavisi artiklarni akitilmistir. Yaymalar su ile yikanmis, dik bir sekilde
yerlestirilerek oda 1sisinda kurumaya birakilmistir.

Boyanmis preparata bir damla immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta
x1000 biiyiitme altinda incelenmistir. Mavi zeminde pembe-kirmizi renkte basillerin

saptandig1 6rnekler Mycobacterium spp. siipheli olarak degerlendirilmistir [35].

a) lIzolatlarin boyanmasi

L-J besiyerlerinde iireyen kolonilere EZN boyama metodu uygulanmistir.
L-J besiyerinde goriilen kolonilerden bir 6zenin ucu ile bakteri almip FTS ile steril
bir lam iizerine preperat hazirlandiktan sonra yukarida anlatilan aym islemler
gergeklestirilmistir. Pembe-kirmizi renkte basiller Mycobacterium spp. siipheli olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.4.3. izolatlarin polimeraz zincir reaksiyon (PZR) yontemi ile identifikasyonu
EZN boyama ile siipheli kabul edilen izolatlarin DNA’lar1 ekstrakte edilerek
[144], once primer spesifik PZR teknigi ile hsp65 gen bolgesinin amplifikasyonu
sonucu mikobakteriler cins diizeyinde tespit edilmistir [44]. Mycobacterium spp.
oldugu belirlenen izolatlar son asamada polimeraz zincir reaksiyonu-restriction
fragment length polymorphism (PZR-RFLP) teknigi ile tiir diizeyinde identifiye
edilmislerdir [44]. izolatlarin PZR teknigi ile identifikasyonlar1 Mersin Universitesi

Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Bakteriyel DNA ekstraksiyonu

Mycobacterium spp. izolatlarinin DNA ekstraksiyonu i¢in Sajduda vd.
(2004)’nin gelistirmis oldugu hizli yontem modifiye edilerek kullanilmistir [144]. L-
J besiyerinde iireyen Mycobacterium spp. siipheli mikobakteri kolonilerine hizli
DNA ekstraksiyon islemi uygulanmigtir. Besiyerinde iireyen kolonilerden bir 6ze
dolusu bakteri 1 mL steril distile suda siispanse edilmis ve 20 dakika kaynar suda
bekletilmistir. Siire sonunda Ornekler 12000xg’de 15 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant kismi atilarak pellete 200 uL kloroform eklenerek bir dakika vorteks ile
karistirllmistir. Daha sonra 200 pL niikleaz icermeyen distile su ilave edilerek tekrar
vorteks ile karistirilmis, 12000xg’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
siipernatant elde edilmistir. Bu siipernatant PZR amplifikasyonda kalip DNA olarak

kullanilmustir.

Primer spesifik PZR teknigi (hsp65 gen bolgesinin amplifikasyonu)

DNA ekstraktlarindan hsp65 gen bolgesinin amplifikasyonu spesifik bir
primer kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu amacla, her bir reaksiyon tiipiine kalip
DNA’nin 5 pL’si eklenmistir. PZR karisimi 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3),
1,5 mM MgCl,, % 10 gliserol, her bir deoksiniikleosid trifosfattan 200 uM, 0,5 uM
primer (Tbl1 5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT, MOLBIOL, Germany; Tb12 5'-
CTTGTCGAACCGCATACCCT, MOLBIOL, Germany) ve 1.25 U Taq DNA
polimeraz (Sigma-Aldrich, D-1806 5U/uL)’dan olusmaktadir. Amplifikasyonda
kullanilan PZR programi su sekildedir: 94°C’de 5 dakika ilk denatiirasyon, sonra 45
amplifikasyon dongiisii (94°C’de 1 dakika, 60°C’de 1 dakika, 72°C’de 1 dakika)
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uygulanmis ve 72°C’de 10 dakika son uzama i¢in beklenmistir. Amplifikasyon
sonrast 439 baz c¢ifti (b¢) uzunlugundaki fragment, etidyum bromid eklenmis %
1,5’luk agaroz jele yiiklenerek elektroforez sonrasi UV lambasi altinda

degerlendirilmistir [44].

Polimeraz zincir reaksiyonu-restriction fragment length polymorphism (PZR-RFLP)
teknigi

PZR-RFLP 439 b¢ uzunlugundaki amplifikat kullanilarak gerceklestirilmistir.
BstEIl (Fermentas, #ER0391, Fermentas GMBH, Germany) enzimi ile kesim icin 0,5
uL (5 U) enzim, 2,5 uL enzim tamponu (10X Buffer-O) ve 11 pL niikleaz icermeyen
distile su ile hazirlanan karigima 10 pL PZR iiriinii eklenerek 37°C’de dort saat
inkiibe edilmistir. Aym islemler Haelll enzimi (Fermentas, #ER0151, Fermentas
GMBH, Germany) ile kesim reaksiyonu hazirlamak i¢in yapilmistir. Kesim
tiriinlerinin elektroforezi % 2’lik agaroz jelde yapilmistir. Kesim reaksiyonu sonrasi
olusan paternlerin degerlendirilmesi ile mikobakteriyel izolatlarin tiir seviyesinde

ayrimi yapilmistir [44].

3.2.4.4. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi

Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi icin ekimler iki paralelli ve ‘cift
kat dokme Kkiiltiirel sayim yontemine’ gore uygulanmistir. Steril Petri kutularina
uygun diliisyon oranlarindan (Cizelge 3.3) 1 mL aktarilmis, metoda uygun olarak
Plate Count Agar (PCA) dokiilmiistiir. 35°C’de 48 saatlik inkiibasyon uygulanmistir.
Inkiibasyon sonunda 30-300 aras1 koloni bulunan petriler esas alinmis ve sonuclar

‘koloni olusturan birim (kob)/g’ olarak belirtilmistir [145].

3.2.4.5. Toplam psikrofilik aerobik bakteri sayimi
Toplam psikrofilik aerobik bakteri sayimi icin ekimler mezofilik aerobik
bakteri sayimi yontemine gore uygulanmis, ancak inkiibasyon 4-7°C’de 10 giin

olarak gerceklestirilmistir [145].
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3.2.4.6. Toplam koliform bakteri sayimi

Koliform bakteri sayimi icin de ekimler iki paralelli ve ‘cift kat dokme
kiiltiirel sayim yontemine’ gore yapilmistir. Toplam koliform sayiminda uygun
diliisyon oranlar1 (Cizelge 3.3) ve VRBGA kullanilmis, 35°C’lik etiivde 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 30-300 arasi koloni bulunan petriler
degerlendirmeye alinarak koyu pembe / mor renkte olan koloniler sayilmistir.

Sonuglar kob/g olarak bildirilmistir [134].

3.2.5. Istatistiksel analizler

Veriler SPSS 11.5 paket programina girildikten sonra siirekli degiskenlere ait
normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmis ve normal dagilim gosterdigi
belirlenmistir. Siirekli parametrelerin istasyonlar ve mevsimler bakimindan karsilagtirmalari
icin tek yonlil varyans analizi (One Way ANOVA), tiirler bakimindan karsilagtirmalari i¢in
student t testi kullanilmigtir. Varyanslarin homojenligi kontrolii i¢in Levene testi yapilmis ve
baz1 parametrelerin homojen olmadigi tespit edilmistir. Anlamli farkliliklar icin ikili
karsilastirmalarda varyanslart homojen olanlar icin Tukey testi, olmayanlar icin ise Games
Howell testi kullanilmistir. Tanimlayict istatistikler olarak ortalama ve standart sapma
degerleri verilmistir. Stirekli 6l¢timler arasindaki iliski icin Pearson korelasyon katsayis1 elde

edilmistir. Istatistik anlamlilik olarak p<0,05 alinmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. Baliklarda D1s Baki ve Otopsi Bulgulari
Istasyonlardan elde edilen toplam 208 balik drneginin dis baki ve i¢ organ
muayeneleri yapilmistir. Dokuz balik 6rneginde solgun karaciger olgusuna

rastlanmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Cizelge 4.1. Solgun karaciger bulgusuna ulasilan balik orneklerinin temin edildigi

tarihler ve balik numaralar1

Tarih Balik no Semptom
23.09.2009 5 Solgun karaciger
8 Solgun karaciger

23.11.2009 26 Solgun karaciger
29 Solgun karaciger

05.10.2009 3 Solgun karaciger
14.10.2009 16 Solgun karaciger
21.09.2010 67 Solgun karaciger

10.03.2010 39 Solgun karaciger
49 Solgun karaciger

Sekil 4.1. Mullus barbatus 6rneginde solgun karaciger bulgusu (orijinal)

Sekil 4.2’de ise herhangi bir hastalik bulgusuna rastlanilamayan bir balik

ornegi goriilmektedir.
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Sekil 4.2. Hastalik semptomu goriilmeyen Mullus barbatus 6rnegi (orijinal)

4.1.2. Baliklardan zole Edilen Mycobacterium Tiirleri
4.1.2.1 Klasik metotla saptanan mikobakteri siipheli izolatlar

Anamur, Tagsucu ve Karaduvar istasyonlarindan temin edilen toplam 208
adet baliktan hazirlanan 624 doku 6rnegi Mycobacterium spp. varligl yoniinden
incelenmistir. Bu amacgla Lowenstein Jensen (L-J) besiyerine yapilan ekim
sonucunda 73 tiipte bakteriyel tireme gozlenmistir (Cizelge 4.2). Middlebrook 7H9
siv1 besiyerindeki ilireme sonuglart ve L-J besiyerlerindeki iiremelerin paralellik
gosterdigi  belirlenmistir. Middlebrook 7H9 sivi besiyerindeki {iremeler sadece

bulaniklik olarak goriilebildiginden, sadece kati olan L-J besiyerindeki izolatlar

(Sekil 4.3, 4.4) degerlendirmeye alinmaistir.

-------

Sekil 4.3. L-J besiyerinde iireyen koloniler (orijinal)
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Cizelge 4.2. L-J besiyerinde iireyen bakteri kolonilerine ait balik numarasi ve doku

bilgileri

Anamur Tasucu Karaduvar

Balik No Doku Balik No Doku Balik No Doku

13 Deri 4 Deri 10 Deri

20 I¢ organ 11 Deri 14 Deri

20 Deri 18 ic organ 15 Deri

24 Deri 21 Ic organ 16 Deri

25 Deri 21 Kas 18 Deri

26 Deri 22 ic organ 21 Kas

26 Kas 22 Kas 22 Deri
28 Deri 25 Deri 23 I organ

28 Kas 27 Deri 24 Deri

29 I¢ organ 30 Deri 27 Kas
29 Deri 33 Deri 27 I organ

31 Deri 35 Kas 28 Deri
35 Kas 52 Deri 29 I¢ organ

35 Deri 55 Deri 30 Kas

39 Deri 56 Deri 32 Deri
44 Deri 57 Deri 32 I¢ organ

46 Deri 58 Deri 33 Deri

48 Deri 62 Deri 34 Deri
56 Ic organ 63 Deri 36 I¢ organ

63 Deri 65 Ic organ 38 Deri

68 Deri 39 Deri

70 Deri 42 Deri

72 Deri 42 Kas

78 Deri 44 Kas

44 Deri

45 Deri

46 Deri

47 Deri
53 I¢ organ

Toplam 20 24 29

Sekil 4.4. L-J besiyerinde Mycobacterium sp. kolonisi

52



Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmast, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

4.1.2.2. Erlich-Ziehl-Neelsen boyama bulgulari
Doku homojenatlart bulgulart
Doku homojenatlarindan hazirlanan preparatlarin boyanmasi sonucunda

hicbirinde pembe-kirmiz1 renkte basil belirlenememistir.

Bakteriyel izolat bulgular

L-J besiyerinde goriilen liremelere boyama yapilarak asite direngli pembe-
kirmizi renkte basiller degerlendirmeye alinmistir. 18.11.2009, 15.12.20009,
23.2.2010, 9.4.2010, 10.6.2010 ve 30.11.2010 tarihinde yapilan EZN teknigi ile
boyamalarda toplam 22 pozitif sonu¢ elde edilmistir (Cizelge 4.3). Sekil 4.5 ve
4.6’de ENZ boyama ile olumsuz sonug¢ veren kolonilere ait goriintiiler, Sekil 4.7 ve
4.8°da ise pozitif sonu¢ verenler yer almaktadir. Pozitif sonuc¢ veren izolatlar
mikobakteri siipheli olarak degerlendirilerek bir sonraki isleme alinincaya kadar

buzdolabinda +4°C’de muhafaza edilmistir.

Cizelge 4.3. EZN pozitif izolatlara ait tarih, istasyon, balik numarasi ve doku bilgileri

Tarih Istasyon Balik no Doku
18.11.09 Karaduvar 14 Deri
Karaduvar 15 Deri
Karaduvar 16 Deri
Karaduvar 18 Deri
15.12.09 Anamur 13 Deri
Tasucu 11 Deri
23.2.10 Anamur 28 Deri
Tasucu 22 I¢ organ
9.4.10 Karaduvar 32 I¢ organ
Karaduvar 34 Deri
Karaduvar 36 Ic organ
Karaduvar 42 Deri
10.06.2010 Karaduvar 46 Deri
Karaduvar 47 Deri
Anamur 46 Deri
Anamur 48 Deri
Tasucu 56 Deri
Tasucu 57 Deri
Tasucu 65 Ic organ
30.11.2010 Tasucu 68 Deri
Tasucu 70 Deri
Tasucu 72 Deri
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Sekil 4.5. EZN negatif izolat (Erlich-Ziehl-Neelsen boyama, x1000)

Sekil 4.6. EZN negatif izolat (Erlich-Ziehl-Neelsen boyama, x1000)
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P

Sekil 4.7. EZN pozitif izolat (Erlich-Ziehl-Neelsen boyama, x1000)

Sekil 4.8. EZN pozitif izolat (Erlich-Ziehl-Neelsen boyama, x1000)

4.1.2.3. Primer spesifik PZR teknigi ile Mycobacterium spp. olarak tanimlanan
izolatlar

Primer spesifik PZR teknigi kullanilarak gerceklestirilen hsp65 gen
bolgesinin amplifikasyonu i¢in EZN boyama ile pozitif sonug veren 22 adet izolatin
ekstraksiyonu neticesinde elde edilen kalip DNA’lar kullanmilmistir. Bu izolatlardan
13 adedinin Mycobacterium spp. oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.4°de

Mycobacterium spp. olarak belirlenen izolatlara ait bazi bilgiler yer almaktadir.
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Cizelge 4.4. Mycobacterium spp. izolatlarinin tarih, istasyon, balik ve koloni bilgileri

Tzolat No Tarih Mevsim Istasyon Balik no Doku Koloni morfolojisi
A13D 27.10.09 Sonbahar Anamur 13 Deri Krem rengi, bilyiik ve rizoid
A28D 21.01.10 Kis Anamur 28 Deri Sar1, konveks ve biiyiik
A46D 10.03.10 Tlkbahar Anamur 46 Deri Koyu sari, diizgiin ytizeyli
T2210¢ 08.01.10 Kis Tasucu 22 Ic organ Acik sari, kiigiik
T56D 28.04.10 Ilkbahar Tasucu 56 Deri Turuncu, biiyiik ve konveks
T57D 28.04.10 ilkbahar Tasucu 57 Deri Turuncu, biyiik ve konveks
T68D 21.09.10 Sonbahar Tasucu 68 Deri Krem rengi, bityiik ve rizoid
T70D 21.09.10 Sonbahar Tasucu 70 Deri Turuncu, biiyiik ve konveks
T72D 21.09.10 Sonbahar Tasucu 72 Deri Krem rengi, biiyiik ve rizoid
K14D 23.09.09 Sonbahar Karaduvar 14 Deri Krem rengi, kiigiik
K16D 23.09.09 Sonbahar Karaduvar 16 Deri Krem rengi, kiigiik
K 18D 23.09.09 Sonbahar Karaduvar 18 Deri Krem rengi, kiigiik
K42D 04.02.10 Kis Karaduvar 42 Deri Krem rengi, kiigiik

A: Anamur K: Karaduvar  T: Tasucu D: Deri I: I¢ organlar

Primer spesifik PZR yontemi ile amplifikasyon sonrasi olusan 439 baz cifti
(b¢) uzunlugundaki mikobakteriyal DNA fragmentlerin varhi§i izolatlarin
Mycobacterium spp. oldugunu ortaya koymustur. Primer spesifik PZR yontemi ile
amplifikasyon sonrasi olusan 439 b¢’lik bolgenin % 1,5’luk agaroz jel elektroforez

goriintiisii Sekil 4.9’de verilmistir.

500 be
400 be

300 be
200 be

100 b

M 12 13 14 15 16 17 18 19 M

500 be
400 be - e ww e <«<——— 439 b¢
300 be

200 be

100 be

Sekil 4.9. Primer spesifik PZR yontemi ile amplifikasyon sonrasi olusan 439 bg¢’lik bolgenin %
1,5’luk agaroz jel elektroforez goriintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi
(Amresco DNA Molecular Weight Marker, 100 bp Ladder, K180-250UL), 1-13 nolu o6rnekler:
Kiiltiirde izole edilen mikobakteri tiirleri; 14: M. gordonae, 15: M. fortuitum, 16: M. chelonae, 17: M.
aurum, 18: M. tuberculosis, 19: Negatif kontrol].
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4.1.2.4. PZR-RFLP teknigi ile identifiye edilen mikobakteri tiirleri

PZR-RFLP teknigi primer spesifik PZR yontemi ile Mycobacterium spp.
olarak belirlenen 13 adet izolatin 439 b¢ uzunlugundaki fragmanlan kullanilarak
gerceklestirilmistir. PZR-RFLP teknigi sonrasi olusan bant paternleri ile baliklardan
izole edilen mikobakteriler tiir seviyesinde tanimlanmistir (Cizelge 4.5).

Primer spesifik PZR yontemi ile amplifiye edilen 439 b¢’lik bolge BstE 11
ve Hae III restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Kesim sonucu olusan
RFLP iiriinlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.10’da ve Sekil

4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Mikobakterilerin PZR-RFLP teknigi ile enzim tiiri ve baz cifti

uzunluklarina gére tanimlanmalart

Sira Izolat No BstEII Hae III Mikobakteri tiirii
1 K 14D 325 be, 125 be 140 be, 105 be M. genavense
2 A 13D 245 be, 125 be, 80 be 155 be, 135 bg M. fortuitum
3 K16D 325 bg, 125 bg 140 bg, 105 bg M. genavense
4 K 18D 325 bg, 125 bg 140 bg, 105 bg M. genavense
5 A28D 245 be, 220 be 160 be, 115 be, 80 be M. marinum
6 T221c¢ 245 be, 140 be, 85 be 175 be, 80 be M. aurum
7 K42D 325 bg, 125 bg 140 bg, 105 bg M. genavense
8 A46D 439 be 175 be, 80 be M. vaccae
9 T56D 245 be, 220 be 155 be, 135 be, 95 be M. scrofulaceum
10 T57D 245 be, 220 be 155 be, 135 be, 95 be M. scrofulaceum
11 T68D 245 be, 125 be, 80 be 155 bg, 135 be M. fortuitum
12 T70D 245 bg, 220 bg 155 bg, 135 bg, 95 be M. scrofulaceum
13 T72D 245 be, 125 be, 80 be 155 bg, 135 bg M. fortuitum

Referans suslar

14 RSKK 14470
15 ATCC 6841

16 RSKK 06064
17 DSMZ 6695

18 H37Rv

245 b, 125 be, 80 bg
245 be, 125 b, 80 bg
245 bg, 220 be
245 bg, 140 be, 85 bg
245 be, 125 be, 80 be

170 bg, 115 bg

155 bg, 135 bg

160 bg, 60 be

175 be, 80 bg
160 bg, 140 bg, 70 bg

M. gordonae
M. fortuitum
M. chelonae
M. aurum
M. tuberculosis

A: Anamur

K: Karaduvar

T: Tasucu

D: Deri I: I¢ organlar

Primer spesifik PZR yontemi ile amplifiye edilen 439 b¢’lik bolge BstE II ve

Hae III restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesilmistir. Kesim sonucu olusan

RFLP iiriinlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforez goriintiileri Sekil 4.10’da ve Sekil

4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.10. Primer spesifik PZR yontemi ile amplifiye edilen 439 bg’lik bolgenin BstE II restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucu olusan RFLP iiriinlerinin %2’lik agaroz jel elektroforez
gortintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (Amresco DNA Molecular Weight
Marker, 100 bp Ladder, K180-250UL), 1-13 nolu 6rnekler: Kiiltiirde izole edilen mikobakteri tiirleri;
14: M. gordonae, 15: M. fortuitum, 16: M. chelonae, 17: M. aurum, 18: M. tuberculosis, 19: Negatif
kontrol].

9 10 11 M
e

M 12 13 14 15 16 17 '18 19 M
|

Sekil 4.11. Primer spesifik PZR yontemi ile amplifiye edilen 439 bg’lik bolgenin Hae III restriksiyon
endoniikleaz enzimi ile kesimi sonucu olusan RFLP {iriinlerinin % 2’lik agaroz jel elektroforez
gortintiisii [Kolon M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik standardi (Amresco DNA Molecular Weight
Marker, 100 bp Ladder, K180-250UL), 1-13 nolu 6rnekler: Kiiltiirde izole edilen mikobakteri tiirleri;
14: M. gordonae, 15: M. fortuitum, 16: M. chelonae, 17: M. aurum, 18: M. tuberculosis, 19: Negatif
kontrol].
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Tez kapsaminda incelemeye alinan 208 adet Mullus cinsine ait balik
orneginin 13’iinde (% 6,25) 13 adet Mycobacterium spp. tespit edilmistir (Cizelge
4.8). Bu izolatlarin 10’u (% 76,9) Mullus barbatus, 3’i (% 23,1) ise Mullus
surmuletus tiirlerinden saptanmistir.

Mikobakteri bulgulari mevsimsel agidan incelendiginde, toplam 13 adet
izolatin 4 adedinin 2009 y1li sonbaharinda (% 30,8), 3’er adedinin de 2010 sonbahar
(% 23,1), kis (% 23,1) ve ilkbaharda (% 23,1) alinan balik 6rneklerinde tespit
edildigi goriilmektedir.

Mersin kiy1 seridinde avcilikla elde edilen Mullus spp. baliklarinda
mikobakterilerin varlig1 proje kapsamina alinan her {i¢ istasyonda da tespit edilmistir.
Istasyonlara gore Mycobacterium spp. bulgularina bakildiginda, 3 adedi Anamur (%
23), 6 adedi Tasucu (% 46) ve 4’ii Karaduvar (% 31) istasyonlarindan tespit edildigi
anlasiimistir.

Anamur istasyonundan sonbaharda alinan bir balik Orneginden
Mycobacterium fortuitum, kisin alinan bir balik Orneginden M. marinum ve
ilkbaharda alinan bir balik 6rneginden ise M. vaccae identifiye edilmistir.

Tasucu istasyonundan sonbaharda alinan ii¢ balik 6rneginden M. fortuitum,
M. scrofulaceum ve M. fortuitum, kisin alinan bir balik orneginden M. aurum ve
ilkbaharda alinan iki baliktan M. scrofulaceum tiirleri tanimlanmustir.

Karaduvar istasyonundan sonbahar aylarinda temin edilen {i¢ ve kisin alinan
bir balik 6rneginden M. genavense identifiye edilmistir (Cizelge 4.6).

Mikobakterilerin izole edildikleri dokular incelendiginde ise, tez
kapsaminda identifikasyonlar1 gergeklestirilen mikobakteri tiirlerinin, Tasucu
istasyonundan kisin alinan 22 nolu balik 6rnegi harig, tiimiiniin balik orneklerinin
deri dokusundan belirlendikleri goriilmektedir. Tasucu istasyonundan alinan balik
ornegindeki mikobakteri tanimlamasi ise i¢ organlardan gerceklestirilmistir (Cizelge

4.6).

59



Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmast, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

Cizelge 4.6. Balik dokularindan izole edilen mikobakteri tiirlerinin istasyon ve

mevsime gore dagilimlar

Istasyon ad1 Mevsim  Balik no Doku Izolatno  Mikobakteri tiirii
Anamur Sonbahar 13 Deri A14D M. fortuitum
Anamur Kis 28 Deri A28D M. marinum
Anamur [Ikbahar 46 Deri A46D M. vaccae
Tasucu Kis 22 fcorgan T221¢ M. aurum
Tasucu flkbahar 56 Deri T56D M. scrofulaceum
Tasucu [lkbahar 57 Deri T57TD M. scrofulaceum
Tasucu Sonbahar 68 Deri T 68D M. fortuitum
Tasucu Sonbahar 70 Deri T70D M. scrofulaceum
Tasucu Sonbahar 72 Deri T72D M. fortuitum
Karaduvar Sonbahar 14 Deri K 14D M. genavense
Karaduvar Sonbahar 16 Deri K16D M. genavense
Karaduvar Sonbahar 18 Deri K 18D M. genavense
Karaduvar Kis 42 Deri K42D M. genavense

4.1.3. Baliklarin Genel Mikrobiyal Yiikleri

Balik orneklerinin genel mikrobiyel yiiklerinin belirlenebilmesi amaciyla
her bir baliga ait deri, kas ve i¢ organ dokularinin psikrofilik aerobik bakteri sayimi,
mezofilik aerobik bakteri sayim1 ve toplam koliform degerleri saptanmistir.

Toplam 208 adet baligin mikrobiyal yiikiine bakildiginda, ortalama toplam
mezofilik aerobik bakteri sayisi deri rneklerinde 1,62x107 kob/g, kas orneklerinde
4,83x10° kob/g ve i¢ organlarda 2,60x10° kob/g; psikrofilik aerobik bakteri sayilari
sirasiyla 9,10x106, 4,44)(105 ve 4,49)(105 kob/g ve toplam koliform bakteri sayilari ise
sirastyla 3,95x10°, 1,83x 10* ve 1,86x10° kob/g olarak belirlenmistir.

Anamur, Karaduvar ve Tasucu istasyonlarindan elde edilen oOrneklerin
mezofilik aerobik bakteri, psikrofilik aerobik bakteri ve toplam koliform bulgular1 Ek
4.1, 4.2 ve 4.3’ de verilmistir.

Istasyonlar bakimindan toplam mikrobiyal yiike ait tanimlayici istatistikler Ek

4.4’de yer almaktadir.

4.1.3.1. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayilari
Istasyonlara ve toplam 208 balik &rnegine ait ortalama mezofilik aerobik
bakteri sayilari ve farkliliklarinin istatistiksel anlamliliklann Cizelge 4.7°de

verilmistir.
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Cizelge 4.7. Istasyonlara gore mezofilik aerobik bakteri sayilart

Deri (kob/g)  Kas (kob/g)  I¢ organ (kob/g)

Anamur 2,15x10’ 2,33x10° 2,27x10°
Karaduvar  2,42x10"™" 1,07x10%* 4,75x10%"
Tasucu 5,10x10%*  1,06x10™* 8,21x10°
Toplam 1,62x10’ 4,83x10° 2,60x10°
P <0,001 <0,001 0,004

p: Istatistiksel farklilik
a: Anamur ile istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir
t: Tasucu ile istatistiksel farkliliklar1 gostermektedir.

Deri orneklerinde saptanan mezofilik aerobik bakteri sayisinin ortalamasi
Anamur’da 2,15){107 kob/g, Karaduvar’da 2,42)(107 kob/g ve Tasucu’da 5,10)(106
kob/g olarak belirlenmistir.

Deri orneklerinde saptanan mezofilik aerobik bakteri sayis1 bakimindan
istasyonlar incelendiginde farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,001). Farkliliklar incelendiginde ise, Anamur ile Tasucu istasyonlar1 arasinda
deri orneklerinde saptanan mezofilik aerobik bakteri sayis1 bakimindan farklilik
anlamli olup, Anamur’daki ortalama deger Tasucu’na gore daha yiiksek bulunmustur
(p<0,001). Ayrica, Tasucu ve Karaduvar istasyonlarn arasindaki farklilik anlaml
olup, Tasucu ortalama degeri Karaduvar’a gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Kas orneklerinde saptanan mezofilik aerobik bakteri sayisi ortalamalari
Anamur’da 2,33){106 kob/g, Karaduvar’da 1,07){106 kob/g ve Tasucu’da 1,06)(105
kob/g olarak tespit edilmistir.

Kas orneklerinde saptanan mezofilik aerobik bakteri sayis1 bakimindan da
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Anamur-Karaduvar,
Anamur-Tagsucu ve Tasucu-Karaduvar istasyonlar1 arasinda kas orneklerinde
saptanan mezofilik aerobik bakteri sayist1 bakimindan farklilik anlamli bulunmus
olup, Anamur’daki kas ornekleri degerleri Karaduvar ve Tasucu’ndakine gore daha
yiiksektir (her iki p degeri de p<0,001).

I¢c organlardaki ortalama degerler ise sirasiyla 2,27x10° kob/g, 4,75x10°
kob/g ve 8,21x10’ kob/g olup, Tasucu ile Karaduvar istasyonlari arasinda ortalamalar

bakimindan farkliliklar anlamli bulunmustur (p=0,004).
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4.1.3.2. Toplam psikrofilik aerobik bakteri sayilari
Istasyonlara ait ortalama psikrofilik aerobik bakteri sayisi ortalamalari

Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Istasyonlara gore ortalama psikrofilik aerobik bakteri sayilari

Deri (kob/g)  Kas (kob/g) I¢ organ (kob/g)

Anamur 1,17x10’ 5,64x10° 2,26x10°
Karaduvar 1,59x10™" 7,24x10°" 1,05x10%>*
Tasucu 1,17 x10% 7,45x10* 5,58x10™*
Toplam 9,10x10° 4,44 x10° 4,49x10°
P <0,001 <0,001 <0,001

p: Istatistiksel farklilik

Deri orneklerinde saptanan psikrofilik aerobik bakteri sayisinin ortalamasi
Anamur’da 1,17x107, Karaduvar’da 1,59x107ve Tasucu’da 1,17)(106 kob/g; kaslarda
saptanan psikrofilik aerobik bakteri ortalamalar1 Anamur’da 5,64x10°, Karaduvar’da
7,24x10° ve Tasucu’da 7,45x10" kob/ g; i¢ organlardaki ortalama degerler ise sirasiyla
2,26x10°, 1,05x10°ve 5,58x10* kob/g olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Deri ornekleri psikrofilik aerobik bakteri sayilar1 bakimindan istasyonlar
arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Farkliliklar
incelendiginde ise, Anamur-Tasucu ve Tasucu-Karaduvar istasyonlar1 arasinda deri
orneklerinde saptanan psikrofilik aerobik bakteri sayis1 bakimindan farklilik anlaml
bulunmus olup, Anamur ve Karaduvar’daki degerler Tasucu’na gore daha yiiksek
bulunmustur (her iki p degeri p<0,001).

I¢c organlarda saptanan psikrofilik aerobik bakteri sayisi bakimindan da
farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). Farkliliklar
incelendiginde ise, Tasucu-Karaduvar istasyonlar1 arasinda farklihik anlaml
bulunmus olup, Karaduvar verileri daha yiiksek bulunmustur (p<0,001).

Kas orneklerinde saptanan psikrofilik aerobik bakteri sayis1 bakimindan
istasyonlar arasinda farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustir (p<0,001).
Farkliliklar incelendiginde ise, Tasucu-Karaduvar istasyonlar1 arasindaki farklilik
anlamli bulunmus olup, Karaduvar’daki kas Orneklerinde saptanan psikrofilik
aerobik bakteri sayis1 ortalama degeri Tasucu ve Anamur’dakine gore daha yiliksek

bulunmustur (p<0,001).
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4.1.3.3 Toplam koliform bakteri sayilar
Istasyonlara ait ortalama koliform bakteri sayim1 ortalamalari Cizelge 4.9°da

verilmistir.

Cizelge 4.9. Istasyonlara gore ortalama toplam koliform bakteri sayilart

Deri (kob/g)  Kas (kob/g) I¢ organ (kob/g)

Anamur 1,03x10° 3,75x10" 4,38x10°
Karaduvar 2,28x10°4 2,10x10™ 1,36x10%*
Tasucu 7,52x10™* 2,28x10>* 5,64x10™*
Toplam 3,95x10° 1,83x10" 1,86x10°
P 0,001 <0,001 0,001

p: Istatistiksel farklilik

Koliform bakteri sayimi sonucglari ise deri Orneklerinde Anamur’da
1,03x10°, Karaduvar’da 2,28x10°ve Tasucu’da 7,52x10* kob/g; kas oOrneklerinde
Anamur’da 3,75x104, Karaduvar’da 2,10)(104 ve Tasucu’da 1,83)(104 kob/g ve i¢
organ oOrneklerinde sirasiyla 4,3x10°, 1,3x10°ve 5,6x10" kob/ g olarak elde edilmistir.

Istasyonlar deri (p=0,001), kas (p<0,001) ve i¢ organ (p<0,001)
orneklerindeki koliform bakteri sayilari bakimindan incelendiginde farkhiliklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Farkliliklar incelendiginde ise, deri
verilerinde Anamur-Tasucu ve Anamur-Karaduvar istasyonlar1 arasindaki degerlerde
farklilik anlamli bulunmus, Anamur degeri Tasucu ve Karaduvar istasyonlarindan
daha yiiksek bulunmustur (p=0,001). Kas orneklerinde de Anamur ile Tasucu
istasyonlar1 arasinda, Tasucu ile Karaduvar istasyonlar1 arasinda da farklilik
anlamlidir (p<0,001). I¢c organ orneklerinde de 3 istasyon arasindaki farkliliklar
anlamli bulunmustur (p<0,001).

Balik dokularindan elde edilmis olan mikrobiyal yiik verileri mevsimler (Ek
4.11) bakimindan incelendiginde ise, deri orneklerinin psikrofilik aerobik bakteri
sayilar (p<0,001), kas koliform (p=0,047) ve psikrofil bakteri sayilar1 (p=0,005), i¢
organ koliform (p=0,042) ve psikrofil bakteri sayilart (p=0,048) arasindaki
farkliliklar anlamli bulunmustur.

Sitirekli ol¢iimler arasindaki iliskiler istatistiksel acidan incelenerek

korelasyon katsayilar1 ve p degerleri Ek 4.12’de verilmistir.

63



Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmast, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

Balik boy ve agirliklarina gore mikrobiyal yiik ortalamalar1 arasindaki
istatistiksel iliskiye (Ek 4.13) bakilacak olursa, deri ve kas orneklerinin mezofilik
aerobik bakteri sayilar ve deri ve i¢ organ Orneklerinin psikrofilik aerobik bakteri
sayilarinin baliklarin hem boy ve hem de agirlik olciileri ile ters bir iliski icinde
olduklar1 (p<0,001), balik boyu kiiciildiik¢e bakteri yiikiiniin arttig1 goriilmiigtiir.

Ortalama mikrobiyal yiiklerini balik tiirleri ile iligskisine (Ek 4.14) bakacak
olunursa, sadece i¢c organ drneklerinde belirlenen psikrofilik bakteri sayisinda tiirler
arasindaki fark istatistiksel acidan anlamli bulunmus (p=0,011), Mullus barbatus

degerlerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

4.2. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, insan tiiketimine sunulmak iizere Akdeniz’in Mersin
kiy1 seridinde balik¢ilar tarafindan avlanan Mullus cinsine ait balik tiirlerinde hem
balik ve hem de insan sagligi icin tehdit olusturabilme kapasitesine sahip
Mycobacterium spp.’nin varhi@ arastirllmis ve genel hijyenik durumlan hakkinda
fikir edinilmistir.

NTM ya da ¢cevresel mikobakteri olarak tanimlanan mikobakteriler doganin
her alaninda, ozellikle de su ve camurda yaygin olarak bulunabilen, genellikle
saprofit ya da insan, kus, balik ve daha bir¢ok hayvan icin firsat¢i patojen 6zellige
sahip basillerdir. Deniz, tathisu, acisu gibi her tiirlii su ortaminda bulunabilen bu
etkenler, dogal olarak su i¢inde yasayan su iiriinlerinde / baliklarda bulunmalar1 da
kacimilmazdir. Dogal habitati su olan bircok firsat¢1 patojen mikroorganizma gibi
mikobakteriler de baliklar1 hastalandirabilmektedir. Bu nedenlerle, bu bakterileri
biinyelerinde tasiyabilen hasta ya da saglikli baliklar insan saglig1 i¢in de zoonotik
bir risk kaynagi niteligindedir [14, 17].

Baliklarda mikobakteriler bugiine kadar neredeyse tiim diinyada, degisik su
kaynaklar1 ve bir¢ok balik tiiriinde bildirilmistir. Su iiriinlerinde mikobakteriler daha
cok akvaryum baliklarinda [16, 57, 58, 65, 66, 67, 69, 79] ve yetistiriciligi yapilan
tatlisu [60, 61, 62] ya da deniz baliklarinda [22, 24, 71, 72, 73] arastirilmis, dogadan
yakalanan [17, 23, 53, 78, 79, 80] ve insan tiikketimine sunulmak iizere dondurulmus
deniz baliklarinda [102] yapilan calismalar oldukca sinirhidir. Bugiine kadar
yetistiriciligi yapilan Atlantik Salmon (Salmo salar) [71], Glimiis Tekir balig1 (Mugil
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curema) [22], Kalkan baligim1 (Scophthalmus maximus) [72], Levrek baliklarinda
(Dicentrarchus labrax) [24], Torik baliklar1 (Rachycentron canadum) [73], Chanos
chanos [74], Kadife baliklarinda (Tinca tinca) [75], Sarikuyruk baliklan (Seriola
quinqueradiata) [76] ve yabani Morina balig1 (Gadus morhua) [17], Cizgili levrek
(Morone saxatilis) [23, 80], Pasifik levregi (Sebastes alutus), Sariagiz kayabaligi
(Sebastes reedi), Sarikuyruk kayabaligi (Sebastes flavidus) [82] ve Atlantik Ringa
balig1 (Brevootia tyrannus) [85] gibi deniz baliklarinda mikobakteriozis yoniinden
incelemeler yapilmustir. Ulkemizde de balik mikobakteriozisi ilk defa 2006 yilinda
Korun vd. [24] tarafindan yetistiriciligi yapilan Levrek baliklarinda goriilen bir
hastalik olgusunda bildirilmistir. Yiiriitiilmiis olan bu tezde ise dogadan yakalanan
Barbun (Mullus barbatus) ve Tekir (Mullus surmuletus) baliklarinda mikobakteriyel
analizler gerceklestirilmis olup, iilkemiz icin bir ilk niteligi tastmaktadir.

Balik muayenelerinde Mycobacterium spp. izolasyonlarinin hem hastalik
belirtisi gosteren ve hem de gostermeyen Orneklerden gergeklestirildigi
goriinmektedir. Hastalik bulgusu gosteren baliklarla yapilan calismalarda
Mycobacterium spp., Mycobacterium chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M.
marinum, M. pseudoshottsii mikobakteri tiirleri bildirilirken [24, 68, 70, 71, 76, 77],
hicbir hastalik belirtisi gostermedigi halde M.. chelonei subsp. abscessus (syn. M.
abscessus), M. chelonei subsp. chelonei (syn. M. chelonae), M. scrofulaceum, M.
fortuitum, M. flavescens, M. gordonae, M. terrae, M. triviale, M. diernhoferi, M.
celatum, M. kansasii ve M. intracellulare, M. peregrinum, M. abscessus, M.
marinum, M. nonchromogenicum, M. interjectum, M. algericum, M. insubricum, M.
kumamotonense gibi tiirlerin saptandig1 arastirmalar da bulunmaktadir [22, 58, 59,
60, 67]. Bu aragtirma da, avcilik yoluyla elde edilen ve herhangi bir hastalik bulgusu
tasimayan yabani Barbun ve Tekir baliklarinda mikobakteriyel etkenlerin
bulunabilecegini gdstermesi acisindan tezin amacim desteklemektedir.

Tez kapsaminda incelenen 208 balik Orneginin dig baki ve i¢ organ
muayeneleri sonucunda, neredeyse tiim balik 6rneklerinin saglikli goriindiigii, sadece
dokuz balik 6rneginin karacigerinde solgunluk oldugu belirlenmistir. Yapilmis olan
bakteriyel analizler sonrasinda da bu 9 baligin higbirinde Mycobacterium spp.
varligina rastlanmadigi belirlenmistir. Nitekim, mikobakteriozis olgularinda

bildirilen hastalik bulgular1 arasinda karaciger solgunlugu yer almamaktadir.

65



Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmast, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

Mikobakteriozisde uyusukluk, istahsizlik, su yilizeyinde yiizme gibi davranis
degisiklikleri goriilen baliklarda, eksternal olarak zayiflama, renk degisikligi,
eksoftalmus, skolyoz gibi viicut deformasyonlari, karinda siskinlik, pullarda
dokiilme, asirn mukus salgisi, deri iilserleri ve kutan nodiiller; i¢ organlarda ise
oncelikle karaciger, dalak ve bobreklerde baglayan, sonralari tiim i¢ organlara
yayilan gri-beyaz nodiiller ve asites gibi semptomlar meydana gelmektedir [19, 65,
91]. Eksternal bulgular bircok olguda goriilmezken [65, 91], i¢ organlardaki graniiler
nodiiller mikobakteriozis olgularinin en belirgin otopsi bulgularindandir [24, 57, 74,
77]. Ancak, hastaligin tamisi konulurken, i¢c organlarda goriilen granulomatdz
yanginin mikobakteriozise ©zgii olmayip, baska hastaliklarda da meydana
gelebilecegi g6z Oniinde bulundurulmali, ileri tetkiklerin mutlaka yapilmasi
gerekmektedir [17].

Baliklardan mikobakteri teshisinde klasik izolasyon ve identifikasyon, doku
ve izolatlardan EZN boyama, histopatolojik yoklamalar, baz1 molekiiler teknikler ve
HPLC gibi kromatografik yontemler kullanilmistir. Gauthier vd. (2003, 2004) klasik
bakteriyolojik izolasyon ve identifikasyon teknikleri yaninda histopatolojik muayene
ve EZN boyama tekniklerini de kullamirlarken [90, 97], Korun vd. (2005) sadece
histopatolojik muayene ve EZN boyamadan yararlanmislardir [24]. Klasik
identifikasyon teknikleri her ne kadar zahmetli olsa da, mikobakteri tanimlanmasinda
sadece klasik izolasyon ve identifikasyon yontemlerinden yararlanildig: gibi [22, 90],
molekiiler  teknikler = yaninda  bakterilerin  biyokimyasal karakterlerinin
belirlenebilmesi amaciyla da kullanilmistir [67, 80, 99]. Bir¢cok arastirmada ise, ya
klasik yontemlerle saptanan izolatlara PZR teknigi [77, 81, 82, 83, 84, 86, 98, 99,
100, 101] ya da direkt olarak balik dokularindan sekans analizi [21, 78, 82, 100] gibi
molekiiler tekniklerin uygulanmasi ile mikobakteriler tanimlanmistir. Telenti vd.’in
1993 yilinda gelistirdikleri PZR-RFLP teknigi [44], daha sonralar1 bir¢ok arastirici
tarafindan baliklardan mikobakteri tanimlamalarinda kullanilmustir [45, 51, 67, 102].
Yiriitilmiis olan bu tez calismasinda da, klasik yontemle izolasyon ve EZN
boyamanin ardindan, mikobakteri siipheli bakterilerin tanimlanmasi amaciyla PZR-
RFLP tekniginden yararlanilmistir. Bu teknik, diger arastiricilarin da vurgulamis
oldugu gibi uygulanmasi kolay, hizli, pratik ve giivenilir bir yontem olmasi nedeniyle

tercih edilmistir. Bu arastirma, molekiiler bir teknik olan PZR-RFLP’nin balik
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kokenli mikobakterilerin identifikasyonunda kullanilmasi yoniiyle de iilkemiz igin
bir ilk olma niteligi tasimaktadir.

Bir¢ok iilkede, dogadan yakalanan deniz baliklarinda farkli oranlarda
mikobakteri varligi bildirilmistir. Venezuela’da rastgele secilen 20 adet Giimiis Tekir
balig1 (Mugil curema)’nm 5’inde (% 25) [22], Israil’de incelemeye alinan Carpan
balig1 (Siganus rivulatus) orneklerinin % 50’sinde [78] ve Amerika’nin Chesapeake
korfezindeki Cizgili Levrek (Morone saxatilis)’lerde goriilen salgin nedeniyle
incelenen baliklarin da % 76’sinda (n=149/196) mikobakteri saptanmistir [23].
Mediel vd. (2000) de dondurulmus deniz baligi orneklerinin % 20’sinde (10/50)
mikobakteri bulduklarini bildirmislerdir [102]. Mezgit ve Tekir baliklarinda
gerceklestirilen bu ¢alismada da, 208 balik 6rneginin 13’iinde (% 6,25) mikobakteri
varligina rastlanmistir. Mersin sahilinde avlanan Barbun ve Tekir baliklarinda
saptanmis olan mikobakteri oraminin diger iilkelere gore daha diisiikk oldugu
goriinmektedir. Venezuela ve Israil’de yapilmis olan arastirmalarda kullanilan balik
materyali her ne kadar rastgele 6rnekleme metoduna gore secilmis olsalar da, baliklar
ticari isletmelerin oldugu bolgelerden secilmistir. Israil’de yetistiriciligi yapilan deniz
baliklarinda mikobakteriozis olgularinin varligr onceki arastirmalarda bildirilmigtir
[78, 96]. Gergekten de, Israil’de Levrek baligi (Dicentrarchus labrax) kafeslerinin
icinde yakalanan yabani Carpan baliklar (Siganus rivulatus)’'nda mikobakteri orani
% 50 olarak saptanirken, isletmelerden uzaklastikca bu oran diigmiistir [78].
Amerika’da incelenen Cizgili Levrek baliklart ise bir hastalik olgusu nedeniyle ele
almmuslardir [23]. Oysa, Mersin kiy1 seridinde bulunan {i¢ ticari balik isletmesinde
bugiine kadar mikobakteriozis olgusuna dair bir veri bulunmamaktadir. Bu
isletmelerden alinan cipura ve levrek baliklarinda Fakiiltemiz balik hastaliklar
laboratuvarinda  yapilan  incelemelerde = de  mikobakteriozis  bulgularina
rastlanilmamustir [Ozer, S., yaymlanmamus veriler].

Dogadan yakalanan deniz baliklarinda bircok Mycobacterium spp. tespit
edilmistir. Salmonid’lerde M. chelonae (Ya Ross 1960’a atfen) [17]; Cizgili Levrek
(Morone saxatilis)’lerde M. shottsii [80, 53], M. chesapeaki [81], M. interjectum, M.
marinum, M. scrofulaceum, M. szulgai, M. triplex [23] ve M. pseudoshottsii [53, 84];
Atlantik Ringa balig1 (Brevoortia tyrannus) ve Hamsi (Anchoa mitchilliy’de M.

shottsii ve M. pseudoshottsii [53]; Giimiis Tekir bahigi (Mugil curema)’nda M.
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chelonei subsp. abscessus (syn. M. abscessus), M. chelonei subsp. chelonei (syn. M.
chelonae), M. fortuitum ve M. scrofulaceum [22], Miren baligi [83], Pasifik levregi
(Sebastes alutus), Sanagiz kayabalig1t (Sebastes reedi) ve Sarikuyruk kayabaligi
(Sebastes flavidus) [82] baliklarinda M. montefiorense ve Carpan baligi (Siganus
rivulatus) orneklerinde de M. marinum identifiye edilmistir [78].

Dogadan yakalanan deniz baliklar ile gerceklestirilmis olan bu calismada
ise M. fortuitum, M. marinum, M. vaccae, M. aurum, M. scrofulaceum, M. genavense
tirleri identifiye edilmistir. Tez kapsaminda saptanmis olan M. fortuitum, M.
marinum M. scrofulaceum ve M. aurum Onceki arastirmalarda farkli balik tiirlerinde
bildirilmistir. M. fortuitum akvaryum baliklar1 [56, 57, 58, 65, 66, 67, 69, 70 ], tatlisu
baliklar1 [60, 62], kiiltiire alinmis Beyaz kefal (Mugil curema) [22] ve yabani deniz
balig1 6rneklerinde [79] tamimlanmislardir. M. marinum da akvaryum baliklar1 [66,
67, 70], tathsu baliklart [62], yetistiriciligi yapilan Sankuyruk baligi (Seriola
quinqueradiata) [76, 96], Carpan balig1 (Siganus rivulatus) [78] ve Kalkan baligi
(Scophthalmus maximus) [72] orneklerinde bildirilmistir. M. scrofulaceum yabani
Beyaz kefal baligi (Mugil curema)’nda [22] saptamirken, M. aurum da Channa
striatus turii tatlisu baliklarinda [61] bulunmustur. Su Orneklerinde [15, 122]
bulundugu bildirilen M. genavense’nin avian mikobakteriozis etkeni olup [17],
papagan, sincap, tavsan, kedi gibi pet hayvanlarda bildirilmis [14] ve bircok vaka
sunumunda insan patojeni olarak tamimlanmistir [9, 122, 123, 124]. Cevresel
mikobakterilerden biri olan M. vaccae ise saprofit bir bakteri olup, tibbi
mikrobiyolojik  alanda  tiiberkiiloza kars1  koruyucu as1  ¢aligmalarinda
kullanilmaktadir [40]. Bu tez kapsaminda, literatiir incelemeleri goz Oniinde
bulunduruldugunda, M. vaccae ve M. genavense’nin balik orneklerinden ilk defa
saptandigin1 soylemek miimkiin gériinmektedir.

Gerek hastalik olgular1 nedeniyle ve gerekse de mikobakteriyel arastirmalar
icin rasgele secilen saglikli degisik balik orneklerinde ve farkli su kaynaklarinda
bildirilmis olan mikobakterilerden bazilari, gida giivenligi temelinde ele alinmis olan
bu tez kapsaminda da belirlenmistir. Insan tiiketimine sunulan baliklarda
mikobakteriyel incelemelerle ilgili olarak, yogun literatiir taramalarimiza ragmen,
sadece bir aragtirmaya rastlanilabilmis, dondurulmus Dil balig1 (Solea solea), Berlam

(Merluccius merluccius), Morina (Gadus morhua), Genypterus blacodes ve Keler
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balign (Lophius piscatorius)’'nda M. fortuitum, M. peregrinum, M. gordonae, M.
terrae ve M. nonchromogenicum tirii mikobakterilerin bildirildigi goriilmistiir
[102]. Gida giivenligi gozetilerek yiiriitiilmiis olan bu tezdeki verilerin, sadece
tilkemiz degil, diinya literatiiriine de bir katki saglayacag diistiniilmektedir.

Diger cevresel mikobakteriler gibi ihtyozoonotik mikobakterilerin de
insanlarda, ozellikle de bagisiklik sistem sorunu olan bireylerde farkli 6nem
derecelerinde infeksiyonlara yol acabildigi bilinmektedir [41, 43]. Bizim
arastirmamizda da hem farkli balik tiirlerinde ve hem de insanlarda hastalik yaptigi
bilinen M. marinum, M. fortuitum ve M. scrofulaceum belirlenmistir. Tez
kapsaminda saptanmis olan M. aurum ise dogadan yakalanan saglikli tatlisu
baliklarinda [61] saptanmis olup, insanlarda patojen olarak bildirilmistir. Insanlarda
M. marinum kol, bilek el ve parmaklarda deri infeksiyonlarinda [104, 110, 113, 125];
Mycobacterium fortuitum solunum sistemi, yumusak doku, kan ve yara
infeksiyonlarinda [111], deri infeksiyonlarinda [111, 112], kilo kaybi, ates, karin
agris1 belirtisi gosteren bir bireyde [117]; M. scrofulaceum bir AIDS hastasinda
kronik iilseratif ve nodiiler deri lezyonlarinda [109]; Mycobacterium aurum
bagisiklik sistemi sorunu olan yetiskinlerde [120] ve cocuklarda [121] ve M.
genavense de bagirsak tikanmasi teshisi konulan bir hastada [123] ve bagisiklik
sistemi sorunu olan hastalarda [124] patojen olarak tanimlanmustir.

Her ne kadar Mersin kiy1 seridinde avlanan Barbun ve Tekir baliklarinda
ihtyozoonotik mikobakterilerin varligi ortaya konulmus olsa da, NTM infeksiyon
prevalansinin diger gida kaynakli infeksiyonlara gore [41] ve balik kaynakli gida
zehirlenmelerinin diger gidalara oranla daha diisiik olmasi [126] nedenleriyle,
hastalik riskinin korkulacak boyutlarda olmadigi goriilmektedir. Nitekim, Diinya
Saglik Orgiitiiniin 2008 yili raporunda halk saghigi acisindan onemli bakteriler
listesinde NTM yer almamaktadir [128]. Ayrica, 1969-1996 yillar1 arasinda M.
marinum sebepli 652 olgunun % 85’inin akvaryum ve akvaryum baliklar1 nedeniyle
meydana gelen yaralanmalar [13] olmasi bu savimizi desteklemektedir. Ancak,
mikobakteri orani (% 6,25) diisiik bulunmus olsa da, baliklarin derilerinde saptanmis
oldugundan, ozellikle ellerinde yara bulunan ve bagisiklik sistemi sorunu olan
bireylerin dikkatli davranmalarinda yarar bulunmaktadir. Ciinkii, 151n batmasi

nedeniyle 6zellikle balik¢ilarin risk altinda oldugu goriilmekle beraber [112, 125],
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tilkemizdeki taze balik tiiketim aliskanligindan [105] dolay: tiiketicilerin de risk
grubu icinde yer alabilecegi diisiiniilmektedir.

Tez calismasinin bulgular 1s181inda, Mersin kiy1 seridinde avlanan Barbun
ve Tekir baliklarinda saptanmis olan mikobakteri tiirlerinin gida giivenligi agisindan
Onemi tartismaya acik bir konudur. Ciinkii bakterilerin sadece varligi arastirilmus,
bakteri sayis1 belirlenmemistir. Kaldi ki, gida giivenligi acisindan su iiriinlerinde
bulunabilecek mikobakterilerle ilgili kalitatif ya da kantitatif herhangi bir kriter de
bulunmamaktadir.

Ulkemizde, su iiriinlerinde gida giivenligi kontroliiniin saglanabilmesine
yonelik kriterler Su Uriinleri Yonetmeligi'nde [135] yer almaktadir. Yonetmelikte,
ciddi gida zehirlenmelerine neden olan Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Vibrio cholera ve V. parahaemolyticus
yaninda su iiriinlerinin genel hijyenik yapisin1 gosteren koliform ve toplam bakteri
say1 kriterleri yer almaktadir. Buna gore, dondurulmus baliklarda kabul edilebilir
mezofilik aerobik bakteri sayistnin 10° kob/g oldugu, 10’ kob/g ve daha yiiksek
degerlerin ise kabul edilemez oldugu;. koliform bakteri sayisinin kabul edilebilir alt
ve iist sinirlart da 160-210 kob/g olarak bildirilmistir [135]. Ancak, yonetmelikte
psikrofilik bakteri ile ilgili bir kriter bulunmamaktadir.

Tez cercevesinde toplam 208 adet baligin mikrobiyal yiikiine bakilmas,
ortalama toplam mezofilik aerobik bakteri sayis1 deri drneklerinde 1,62x10” kob/g,
kas orneklerinde 4,83x10° kob/g ve i¢ organlarda 2,60x10° kob/g; psikrofilik aerobik
bakteri sayilar1 sirasiyla 9,10x106, 4,44)(105 ve 4,49)(105 kob/g ve toplam koliform
bakteri sayilar1 ise sirasiyla 3,95x105, 1,83)(104 ve 1,86)(105 kob/g olarak
belirlenmistir. Baliklarin kas orneklerinde belirlenen ortalama mezofilik aerobik
bakteri sayis1 Su Uriinleri Yonetmeligi kriterlerine uygun, i¢ organ Orneklerinde
kabul edilebilir degerin iizerinde, deri ornekleri toplam mezofilik aerobik bakteri ve
tim doku Orneklerinin toplam koliform bakteri sayilarinin ise kabul edilemez
degerlerin iizerinde oldugu goriinmektedir. Bu degerler, tez kapsaminda incelenen
balik 6rneklerinin hijyenik kalitelerinin diisiik olduguna isarettir. Geng (2006) [136]
ve Atasoglu (2007) [137] da balik orneklerinin kas dokusunda bizim bulgularimiza
yakin degerler vermisler, incelemis olduklar baliklarin hijyenik kalitesinin diisiik

oldugunu belirtmisglerdir. Tez kapsaminda baliklarin deri ve i¢ organlarinda
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belirlenmis olan mikrobiyal yiik ortalamalar1 Goktan [130] ve Inal [131]1n deri,
solunga¢ ve bagirsaklar icin bildirmis olduklar1 degerlere paralellik gostermektedir.
Balik kas orneklerindeki toplam bakteri sayilari normal sinirlar icinde olsa da,
koliform bakteri sayilarinin standartlarin iizerinde olmasi, fekal bir kirliligi akla
getirmektedir. Fekal koliform sayisinin yiiksekligi ise, uygun sartlarda muhafaza
edilmeyen baliklarda bagirsak mikroflorasinin kisa siire icinde kas dokusuna ge¢mesi
ile gerceklesmektedir.

Baliklarin tiiketilen kismi kaslar1 olsa da, bayatlama safhasinda
bagirsaklarin yaninda deri ve solungaglarin da mikroorganizma kaynagi olarak
onemli etkilerinin bulundugu g6z ardi edilmemelidir. Baliklarin biitiin halde satisa
sunuldugu dikkate alinacak olursa, bagirsak, solunga¢c ve deri mikroflorasinin
kaslarin mikrobiyal yiikiinii etkilenmesi kag¢inilmazdir. Bu nedenle yonetmelikte
belirtilmis olan degerler, sadece kas Ornekleri icin degil tiim dokular igin
degerlendirmeye alinmalidir. Tez kapsaminda incelenmis olan toplam 208 adet deniz
baligi orneginin genel mikrobiyal yiikiiniin yiiksek olmasi, baliklarin avlandiktan
sonra karaya cikincaya kadar uygun sartlarda muhafaza edilmedigini akla
getirmektedir. Nitekim, balik teknelerinin hijyenik kurallara uygun teknik donanima
sahip olmadiklar kisisel gbzlemlerimiz arasinda yer almaktadir.

Balik mikroflorasinin balik tiirli, baligin yasadigi sular, mevsimler,
beslenme durumu ve gelisim donemleri gibi faktorlere bagli olarak siirekli degistigi;
temiz sartlarda yetismis ve hijyenik olarak islenmis taze balik etinde baslangicta
mikroorganizmalarin bulunmadigi vurgulanmistir [130]. Ayrica, su mikroflorasi ve
balik mikroflorasinin paralellik tasidigi da bilinen bir durumdur [16]. Bu aragtirmada
kullanilan balik 6rneklerindeki yiiksek bakteri yiikii nedenlerinin anlagilabilmesi icin
deniz suyu oOrneklerinin, balik¢it teknelerinin kritik kontrol noktalarinin ve
balik¢ilarin da mikrobiyel incelemeye tabi tutulmalar ileri tetkikler icin uygun

olacaktir.
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5. SONUC ve ONERIiLER

Ulkemizde su iiriinlerinin gida olarak tiikketimi artmasma karsin, su
tiriinlerinde insan patojenlerinin varligi konusunda yapilan caligsmalar sinirlidir. Hem
balik ve hem de insan sagligi icin risk olusturabilen mikobakteriler, akvaryum
baliklarinda ve yetistiriciligi yapilan baliklarda ayrintili olarak aragtirllmis olmasina
karsin, tilkemizde oldugu gibi, diinyada da oOzellikle dogadan yakalanan deniz
baliklarinda gida giivenligi ag¢isindan neredeyse hi¢ arastirllmamistir. Ayrica
ilkemizde, balik mikobakteriozisi konusunda biiyiik bir acigin oldugu fark edilmistir.

Bu bilgiler 1s1ginda, baliklarda Mycobacterium spp. varliginm arastirmak
amactyla bolgemizde sevilerek tiiketilen ve ekonomik neme sahip Barbun (Mullus
barbatus) ve Tekir (Mullus surmuletus) baliklart tez materyali olarak tercih
edilmistir. Bu amagla, Mersin ili kiyr seridinde bulunan alti balik¢i barinaginin
ictinden, av yasaginin oldugu aylar hari¢, bir yil siireyle 208 adet balik 6rnegi
alimmistir. Gida giivenligi acisindan, bir gidanin genel hijyenik yapisimi en pratik ve
hizl olarak ortaya koyan mezofilik ve psikrofilik aerobik bakteri ve koliform bakteri

sayimlari da tez kapsamina alinmistir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen sonuclar:

1. Mersin’de avcilik yoluyla elde edilen ve insan tiikketimine sunulan
Barbun ve Tekir baligt orneklerinde Mycobacterium spp.’nin varli@i ortaya
konulmustur.

2. Ulkemizde, ilk defa avcilikla elde edilen baliklarda tiir bazinda
mikobakteri varlig1 belirlenmistir.

3. Balik orneklerinde Mycobacterium fortuitum, M. marinum, M.
scrofulaceum, M. aurum, M. vaccae ve M. genavense tiirleri tanimlanmistir.

4. Baliklarda belirlenmis olan bu mikobakteri tiirlerinin tilkemiz i¢in ilk
bildirim olmasinin yanisira, M. vaccae ve M. genavense’nin Onceki yayinlarda
rastlanilamamis  olmalart  nedeniyle, baliklardaki ilk  bildirim  oldugu
diistiniilmektedir.

5. M. aurum’un da, daha Once bir tatlisu baliginda bildirilmis
oldugundan, dogadan yakalanan deniz baliklarinda ilk defa belirlendigi

anlagilmaktadir.
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6. Tez kapsaminda izole edilmis olan mikobakteri tiirlerinden M.
fortuitum, M. marinum ve M. scrofulaceum’un ihtyozoonotik oOzellikleri onceki
yayinlarla ortaya konulmustur.

7. Balik 6rneklerinin mikrobiyal yiikii genel olarak standartlarin iistiinde
bulunmustur.

8. Sonug olarak; Mersin ilinde incelemeye alinmis olan 208 adet Mullus
cinsi balik 6rneklerinde mikobakteri varliginin ortaya konulmus ve mikrobiyal yiikiin
standartlarin iizerinde bulunmus olmasi, gida giivenligi acisindan bir tehlikenin
somut kanitr olarak ele alinmamali, bu veriler, yeni ve daha ayrintili aragtirmalar i¢in
bir zemin olarak kabul edilmelidir. Kald1 ki, gida giivenliginde su iiriinlerinin diger
gidalara oranla daha diisiik risk olusturdugu goz oniinde bulundurulacak olunursa,
konunun zoonotik hastaliklar yoniinden 6nemi de minimuma inmektedir. Ancak,
yine de balik¢ilar, akvaryum sahipleri ve baliklar1 temizleyen tiiketicilerin dikkatli
davranmalari, balik kilgiklan ile yaralanmalar sonrasinda gerekli tibbi miidahaleyi

ihmal etmemeleri Onerilmektedir.

Baliklarin gida giivenligi agisindan tasiyabilecekleri ihtyozoonotik patojen

riskinin anlagilabilmesi i¢in;

1. [zole edilmis olan bu mikobakterilerin hem balik, hem de insanlardaki
epidemiyolojilerinin ve patojenitelerinin aragtirilmasi;

2. (Gida giivenligi ag¢isindan 6nemlerinin belirlenmesi;

3. Biyokimyasal analizlerle fenotipik yapilarinin ve sekans analizi ile de
genetik yapilarinin ortaya konularak etiyolojilerinin daha iyi anlasilmast;

4. Baliklarda mikobakteri konusunun daha genis ele alinarak, iireticiden
tiikketiciye su da dahil tiim kritik kontrol noktalarindaki tehlikelerin belirlenmesi;

5. Bu c¢aligmalarin sadece mikobakteri degil, ihtyozoonotik etkili diger
patojenler i¢in de gerceklestirilmesi dnerilmektedir.

6.  Ayrica; hijyenik balik¢iligin  saglanabilmesine yonelik olarak

balik¢ilara egitim seminerlerinin verilmesinin yararli olacagi diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ek 3.1. Anamur’dan alinan balik 6rnegi tiirleri

Tarih Balik no Balik tiirii Tarih Balik no Balik tiirii
27.10.09 11 Mullus surmuletus  10.03.10 36 Mullus surmuletus
12 Mullus surmuletus 37 Mullus surmuletus
13 Mullus surmuletus 38 Mullus surmuletus
14 Mullus surmuletus 39 Mullus surmuletus
15 Mullus surmuletus 40 Mullus surmuletus
16 Mullus surmuletus 41 Mullus surmuletus
17 Mullus surmuletus 42 Mullus surmuletus
18 Mullus surmuletus 43 Mullus surmuletus
19 Mullus surmuletus 44 Mullus surmuletus
20 Mullus surmuletus 45 Mullus surmuletus
21.01.10 21 Mullus surmuletus 46 Mullus surmuletus
22 Mullus surmuletus 47 Mullus surmuletus
23 Mullus surmuletus 48 Mullus surmuletus
24 Mullus surmuletus 49 Mullus surmuletus
25 Mullus surmuletus 50 Mullus surmuletus
26 Mullus surmuletus  26.10.10 51 Mullus barbatus
27 Mullus surmuletus 52 Mullus barbatus
28 Mullus surmuletus 53 Mullus surmuletus
29 Mullus surmuletus 54 Mullus surmuletus
30 Mullus barbatus 55 Mullus surmuletus
31 Mullus barbatus 56 Mullus surmuletus
32 Mullus surmuletus 57 Mullus barbatus
33 Mullus surmuletus 58 Mullus surmuletus
34 Mullus barbatus 59 Mullus barbatus
35 Mullus barbatus 60 Mullus surmuletus
61 Mullus barbatus
62 Mullus surmuletus
63 Mullus surmuletus
64 Mullus barbatus

65 Mullus barbatus




Sevim, P. 2012. Mersin’de avlanan Mullus spp.’de Mycobacterium spp. Varligi ve Mikrobiyal Yiikiin Arastirilmasi, Doktora
Tezi, Mersin Universitesi.

Ek 3.2. Tasucu’dan alinan balik 6rnegi tiirleri

Tarih Balik no Balik tiirii Tarih Balik no Balik tiirii
05.10.09 1 Mullus barbatus 28.04.2010 51 Mullus surmuletus
2 Mullus barbatus 52 Mullus surmuletus
3 Mullus barbatus 53 Mullus surmuletus
4 Mullus barbatus 54 Mullus surmuletus
5 Mullus barbatus 55 Mullus surmuletus
6 Mullus barbatus 56 Mullus barbatus
7 Mullus barbatus 57 Mullus barbatus
8 Mullus barbatus 58 Mullus surmuletus
9 Mullus barbatus 59 Mullus barbatus
10 Mullus barbatus 60 Mullus barbatus
14.10.09 11 Mullus barbatus 61 Mullus barbatus
12 Mullus barbatus 62 Mullus surmuletus
13 Mullus barbatus 63 Mullus surmuletus
14 Mullus barbatus 64 Mullus barbatus
15 Mullus barbatus 65 Mullus surmuletus
16 Mullus barbatus 21.09.2010 66 Mullus barbatus
17 Mullus barbatus 67 Mullus surmuletus
18 Mullus barbatus 68 Mullus barbatus
19 Mullus barbatus 69 Mullus barbatus
20 Mullus barbatus 70 Mullus barbatus
08.01.10 21 Mullus barbatus 71 Mullus surmuletus
22 Mullus barbatus 72 Mullus barbatus
23 Mullus barbatus 73 Mullus surmuletus
24 Mullus barbatus 74 Mullus surmuletus
25 Mullus barbatus 75 Mullus barbatus
26 Mullus barbatus 76 Mullus barbatus
27 Mullus barbatus 77 Mullus barbatus
28 Mullus barbatus 78 Mullus barbatus
29 Mullus barbatus 79 Mullus barbatus
30 Mullus barbatus 80 Mullus barbatus
25.02.10 31 Mullus barbatus
32 Mullus barbatus
33 Mullus barbatus
34 Mullus barbatus
35 Mullus barbatus
36 Mullus barbatus
37 Mullus surmuletus
38 Mullus surmuletus
39 Mullus barbatus
40 Mullus surmuletus
41 Mullus surmuletus
42 Mullus barbatus
43 Mullus barbatus
44 Mullus surmuletus
45 Mullus barbatus
47 Mullus surmuletus
48 Mullus barbatus
49 Mullus surmuletus

[
o

Mullus surmuletus
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Ek 3.3. Karaduvar’dan alinan balik 6rnegi tiirleri

Tarih Balik no Balik tiirii Tarih Balik no Balik tiirii
23.09.09 1 Mullus barbatus 17.03.10 46 Mullus barbatus
2 Mullus barbatus 47 Mullus barbatus
3 Mullus barbatus 48 Mullus barbatus
4 Mullus barbatus 49 Mullus barbatus
5 Mullus barbatus 50 Mullus barbatus
6 Mullus barbatus 51 Mullus barbatus
7 Mullus barbatus 52 Mullus barbatus
8 Mullus barbatus 53 Mullus barbatus
9 Mullus barbatus 54 Mullus barbatus
10 Mullus barbatus 55 Mullus barbatus
11 Mullus barbatus 56 Mullus barbatus
12 Mullus surmuletus 57 Mullus barbatus
13 Mullus barbatus 58 Mullus barbatus
14 Mullus barbatus 59 Mullus barbatus
15 Mullus barbatus 60 Mullus barbatus
16 Mullus barbatus 12.10.10 61 Mullus barbatus
17 Mullus barbatus 62 Mullus surmuletus
18 Mullus barbatus 63 Mullus barbatus
19 Mullus barbatus 64 Mullus surmuletus
20 Mullus barbatus 65 Mullus barbatus
23.11.09 21 Mullus barbatus 66 Mullus barbatus
22 Mullus barbatus 67 Mullus surmuletus
23 Mullus barbatus 68 Mullus barbatus
24 Mullus barbatus 69 Mullus barbatus
25 Mullus barbatus 70 Mullus surmuletus
26 Mullus barbatus 71 Mullus surmuletus
27 Mullus barbatus 72 Mullus barbatus
28 Mullus barbatus 73 Mullus surmuletus
29 Mullus barbatus 74 Mullus barbatus
30 Mullus barbatus 75 Mullus surmuletus
4.02.10 32 Mullus barbatus
33 Mullus barbatus
34 Mullus barbatus
35 Mullus barbatus
36 Mullus barbatus
37 Mullus barbatus
38 Mullus barbatus
39 Mullus barbatus
40 Mullus barbatus
41 Mullus barbatus
42 Mullus barbatus
43 Mullus barbatus
44 Mullus barbatus

45 Mullus barbatus
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Ek 3.4. Anamur istasyonundan alinan balik 6rneklerinin boy ve agirliklar

Tarih Balik no Boy (cm) Agirlik (g)
27.10.09 11 18,5 60,32
12 17,5 59,59
13 17,0 60,99
14 19,0 87,70
15 19,0 71,46
16 18,0 70,91
17 18,5 74,41
18 19,5 75,84
19 18,0 73,35
20 18,0 70,49
21.01.10 21 14,5 34,75
22 15,0 34,97
23 15,0 36,03
24 15,5 41,35
25 15,5 37,62
26 14,5 30,80
27 16,0 41,80
28 15,5 41,07
29 15,0 38,10
30 15,5 35,26
31 14,5 32,63
32 15,0 35,00
33 15,5 38,35
34 14,0 28,74
35 15,0 37,00
10.03.10 36 16,5 52,69
37 17,5 63,82
38 16,0 42,87
39 16,0 47,99
40 17,0 58,08
41 17,0 52,99
42 16,0 43,18
43 16,0 47,01
44 16,5 4748
45 15,5 43,21
46 16,5 47,96
47 16,0 47,00
48 15,5 44,22
49 15,0 39,49
50 15,5 46,27
26.10.10 51 17,0 53,72
52 14,0 42,98
53 15,5 52,49
54 15,0 42,11
55 14,5 37,96
56 14,5 28,99
57 15,5 44,35
58 14,5 32,84
59 15,0 42,15
60 14,0 35,88
61 13,5 30,55
62 14,5 43,62
63 14,0 33,56
64 15,0 46,63

65 17,5 59,66
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Ek 3.5. Tasucu istasyonundan alinan balik 6rneklerinin boy ve agirlik degerleri

Tarih Balikkno  Boy(cm)  Agirlik(g) Tarih Balikno Boy(cm) Agirlik (g)
05.10.09 1 17,0 48,20 28.04.2010 51 15,5 51,11
2 16,0 46,46 52 17,0 66,45
3 18,0 49,50 53 15,0 43,29
4 18,0 61,93 54 15,5 43,84
5 16,0 45,73 55 14,0 42,65
6 15,0 43,35 56 15,0 49,53
7 16,0 50,00 57 13,0 32,06
8 16,0 45,63 58 13,0 28,38
9 16,0 49,60 59 18,0 69,72
10 17,0 50,82 60 16,0 50,29
14.10.09 11 16,0 46,69 61 15,0 44,59
12 16,0 45,53 62 17,0 60,88
13 17,0 49,63 63 17,0 66,08
14 16,0 50,97 64 15,0 51,19
15 16,5 46,56 65 15,0 46,61
16 15,0 43,02 21.09.2010 66 15,0 38,02
17 15,5 43,70 67 14,5 36,88
18 15,0 42,48 68 15,0 41,02
19 16,0 49,02 69 15,3 43,58
20 14,0 32,10 70 14,5 37,03
08.01.10 21 17,0 59,46 71 15,5 44,55
22 14,5 36,23 72 15,5 50,11
23 16,5 46,75 73 16,5 62,55
24 16,0 46,63 74 15,5 4491
25 16,0 44,73 75 15,5 51,96
26 15,0 38,98 76 15,5 50,43
27 15,5 41,58 77 14,5 34,50
28 18,0 69,64 78 15,5 46,30
29 14,5 31,86 79 13,5 33,85
30 18,0 48,13 80 14,8 33,90
25.02.10 31 14,5 34,44
32 15,0 36,12
33 15,5 39,94
34 14,0 34,58
35 14,5 31,98
36 14,0 32,96
37 15,5 37,08
38 14,5 34,90
39 15,5 43,73
40 15,0 41,99
41 16,0 50,89
42 17,0 50,15
43 16,0 43,02
44 13,5 27,69
45 15,5 39,39
47 15,0 38,97
48 14,0 33,26
49 15,5 38,93

50 15,5 41,25
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Ek 3.6. Karaduvar istasyonundan alinan balik 6rneklerinin boy ve agirliklar

Tarih Balikno Boy(cm)  Agirlik (g)  Tarih Balikno Boy(cm) Agirlik (g)

23.09.09 1 14,0 29,57 17.03.10 46 11,5 15,3
2 13,0 26,35 47 10,0 10,69
3 13,5 22,92 48 12,0 17,52
4 14,0 29,70 49 11,5 15,5
5 11,5 15,89 50 11,5 15,38
6 12,0 15,83 51 11,5 16,34
7 10,5 13,66 52 10,0 11,56
8 12,5 20,60 53 11,0 11,84
9 10,0 11,88 54 11,0 13,61
10 14,0 29,18 55 10,5 10,15
11 13,0 24,15 56 10,5 12,38
12 13,5 24,35 57 11,0 14,32
13 13,0 24,78 58 11,0 12,45
14 14,0 27,70 59 11,0 12,96
15 11,5 14,48 60 10,5 10,19
16 14,0 30,35 12.10.10 61 11,5 17,34
17 13,0 23,49 62 12,5 24,94
18 14,0 26,90 63 12,5 26,19
19 11,5 15,66 64 14,0 34,94
20 14.5 32,14 65 12,0 20,77

23.11.09 21 12,0 17,25 66 12,5 24,26
22 11,5 17,86 67 11,0 17,92
23 12,0 17,69 68 12,0 25,38
24 11,5 16,99 69 13,0 26,38
25 12,5 21,66 70 11,5 18,48
26 12,5 19,31 71 12,0 22,68
27 11,5 17,12 72 11,0 16,27
28 11,5 15,45 73 13,0 29,52
29 12,0 19,38 74 11,0 17,86
30 11,5 15,17 75 13,0 30,12

04.02.10 32 12,3 17,00
33 12,0 18,00
34 11,0 14,00
35 11,5 17,00
36 12,5 21,00
37 11,5 16,00
38 13,0 20,00
39 11,5 15,00
40 12,0 19,00
41 13,0 20,00
42 11,5 17,00
43 13,5 22,00
44 12,0 18,00

45 12,5 18,00
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Ek 4.1. Anamur’dan alinan balik 6rneklerine ait bakteri bulgular (kob/g)

Deri Kas f¢ organ

Balikkno  MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS
11 1,8x10°  3,3x10° 1,3x107 2,6x10° 7,1x10*  2,7x10° 2,3x107 1,9x10° 2,7x10°
12 5,2x107 3,5x10° 1,4x107 7,2x10° 8,4x10* 8,8x10° 3,3x107 9,8x10° 9x10°
13 3,9x107 3x10° 2,8x107 2,1x10° 3,9x10* 2,8x10° 9,5x10° 1,9x10° 3,6x10°
14 3,5x107 2,4x10° 3,5x107 4,5x10° 4,8x10° 2,5x10° 8,6x10° 5,4x10° 2x10°
15 4x10’ 8,8x10° 1,9x107 3,6x10° 3,6x10°  3,2x10° 3,3x10°  2.2x10° 6,2x10°
16 3,2x107 5,9x10° 1,9x10° 6,5x10° 8,5x10° 1,7x10° 4,5x10° 1,3x10° 3,2x10°
17 3,6x107 1,4x10°  9,6x10° 2,2x10° 2,8x10*  92x10*  2,8x10°  4,8x10*  2,6x10°
18 2,1x107  6,6x10° 1,7x107 6,1x10° 58x10*  3,7x10° 1,4x107 3,6x10°  4,6x10°
19 4,5x107 7x10° 2,1x107 5,2x10° 2x10* 4.4x10° 7,4x10° 3,1x10° 5,3x10°
20 1,7x107 9x10° 2x107 6,6x10° 5,1x10*  5,6x10° 8x10° 1,6x10* 1,3x10°
21 1,2x107 6x10° 1,2x107 2,2x10* 2,8x10° 2,1x10*  2,1x10° 6x10* 1,7x10°
22 1,4x107 1,6x107 1,3x107 1,3x10° 3x10* 3,6x10° 9,2x10° 1,3x10° 1,4x10°
23 3x107 9x10° 2,4x107 1x10° 1,4x10* 1x10° 7,2x10° 1,8x10° 1,7x10°
24 6,5x10° 1,2x10° 9x10° 8,2x10* 8x10° 43x10°  56x10°  7,6x10*  2,5x10°
25 6,6x10°  32x10°  7,7x10° 6,1x10* 9x10° 3,6x10°  4.7x10°  4,8x10* 1,7x10°
26 4x107 9,6x10° 3x107 4,7x10° 7x10° 2,6x10°  3,9x10°  9,7x10*  3,7x10°
27 6,8x10°  5,5x10°  7,7x10° 8x10* 1,5x10°  6,3x10* 1,4x10°  2.3x10° 6,8x10°
28 3,2x107 5x10* 1,8x107 2,1x10° 1,2x10°  2,5x10° 7.2x10°  4,6x10°  3,3x10°
29 42x10°  6,2x10° 1,7x107 1,3x10° 2,2x10*  5,8x10° 9x10* 22x10*  5,6x10*
30 3,3x107 3,8x10° 6,2x10° 2x10° 2x10* 1x10° 6x10° 3x10* 2,2x10°
31 9,5x10° 1,1x10° 1,2x107 3,2x10° 7,3x10° 1,3x10°  3,2x10° 2,3x10*  7,6x10*
32 2,8x107 3,3x10° 3,7x107 2,2x10° 9,9x10° 1,4x10° 2,7x10° 5x10* 1,4x10°
33 2,7x107 2,4x10° 3,1x107 3x10° 2,3x10* 3x10° 1,5x10° 8x10° 1,5x10°
34 1,6x107  4,3x10* 3x107 2x10° 1,4x10* 2x10° 9x10* 7.9x10°  4,7x10*
35 2,1x107 8x10* 4x107 1,3x105 3,2x10° 7,8x10* 1x10° 1,4x10° 4,8x10°
36 1,4x107 1,5x10*  4,7x10° 2,7x10° 3,1x10° 6,6x10* 1,5x10° 2x10° 2,1x10*
37 2,2x107 8x10° 3,9x10° 1,1x10° 1,8x10° 1,8x10* 1,2x10°  39x10*  6,2x10*
38 1,9x107 3,1x10* 3,1x10° 2,4x10° 1,2x10* 6,4x10* 3,4x10* 1,8x10° 1,2x10*
39 3,4x107 1,3x10° 1,7x107 5,1x10° 2,4x10° 1,1x10° 2,5x10° 1,5x10* 1,3x10°
40 1,4x107 1x10° 2,6x10° 2x10° 4,5x10° 4,6x10* 1,1x10° 3x10° 4x10°
41 1,4x107 6,4x10* 1,7x10° 3,8x10* 1x10* 2x10° 1,9x107 1,6x10° 7x10°
42 9,6x10°  4,9x10° 1,7x10° 2,1x10° 1,4x10°  4,1x10*  6,4x10° 22x10*  4,3x10*
43 1,1x107 6,4x10° 5,4x107 3x10° 8x10° 3x10* 1,3x10° 1,2x10* 1,6x10*
44 1,9x107 3,9x10* 1,4x10° 2,3x10° 1x10? 5x10* 7,9x10° 3,3x10° 5,1x10*
45 5x10° 4,7x10° 6,9x10° 7,9x10* - 2,8x10* 1,2x10° 2x10° 1,4x10*
46 2,7x107 3,8x10° 6x10° 7x10* 8x10? 1,1x10* 2,4x10° - 2,7x10*
47 1,8x107  3,7x10* 3x10° 6x10° 8x10° 1,5x10°  4,6x10* 1x10* 6x10°
48 2x10’ 3,8x10° 1,1x10° 2,6x10° 2x10° 6x10* 2,7x10° 1x10° 2x10*
49 3,1x107 2,5x10* 3,5x10° 7,8x10° 2,1x10° 3,0x10° 2,9x10° 3,0x10° 8x10°
50 2,1x107 1,5x10* 6,6x10° 1,8x10° 2,0x10? 1,5x10* 8,3x10° 1,0x10° 1,2x10*
51 2,2x107 2,7x10° 5,6x10° 1,5x10° 2,4x10° 1,6x10" 5,3x10° 2,4x10° 3,1x10*
52 3,1x107 4,6x10° 4,3x10° 2,1x10° 3,4x10* 2x10* 4,5x10° 1,3x10° 2,1x10*
53 1,9x107 1,6x10° 5x10° 3,1x10° 5,1x10* 1,7x10* 6,5x10° 1,1x10° 1,9x10*
54 2,4x107 1,2x10° 3,4x10° 1,4x10° 73x10*  2,3x10* 7,9x10* 2,1x10° 4,1x10*
55 6x10° 1,5x10° 3,7x10° 1,6x10° 1,9x10* 8x10° 6,4x10° 1,8x10° 3,2x10*
56 5,6x10° 3,7x10° 5,2x10° 2,2x10° 2,5x10° 3,2x10* 3,5x10° 1,8x10° 1,9x10*
57 1,9x107 3,2x10° 8,0x10° 8,0x10* 2,1x10° 1,4x10* 3,9x10° 2,3x10° 1,6x10*
58 2,3x107  22x10°  54x10° 2,3x10° 7,2x10° 1,1x10°  42x10°  73x10° 1,8x10*
59 4,1x107 1,5x10° 6,4x10° 6,6x10* 9,9x10° 2,1x10* 6,4x10° 1,3x10° 2,7x10*
60 1,7x107 1,1x10°  6,1x10° 6,4x10* 1,9x10°  7,0x10°  5,5x10° 3,0x10°  7,3x10°
61 5,3x10° 1,7x10°  3,9x10° 3,4x10° 2,4x10° 6,9x10°  74x10*  2,7x10°  44x10°
62 2,4x107 1,3x10° 4,5x10° 3,1x10° 1,3x10* 1,9x10* 6,6x10* 1,3x10° 1,2x10*
63 2,1x107 1,9x10°  7,1x10° 2,1x10° 6,4x10° 1,3x10°  3,8x10° 2x10° 3,1x10*
64 1,1x107 1,4x10° 1,1x107 1,9x10° 8,8x10° 22x10*  2,9x10°  9,6x10° 5,3x10°
65 3,1x107 1,9x10° 2,3x10° 2,1x10° 1,3x10*  2,1x10*  6,3x10* 1,6x10° 1,1x10*

MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si
PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayis1
TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1
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Ek 4.2. Tasucu’dan alinan balik 6rneklerine ait bakteri bulgular1 (kob/g)

Deri Kas Ic organ
Balikkno  MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS
1 2,6x10°  24x10*  3,1x10° 1,7x10*  3,8x10°  1,1x10* 5.2x10° 1,2x10° 3,2x10*
2 3,2x10°  6.2x10*  6,1x10° 42x10*  2.3x10°  5,0x10° 2,3x10° 2,1x10* 8,6x10*
3 8,8x10°  6,9x10°  1,5x10° 3,7x10*  1,7x10°  1,7x10* 2,1x10° 1,4x10* 8,8x10*
4 1,8x10°  22x10*  59x10° 45x10°  1,3x10°  1,9x10* 9,2x10° 1,6x10" 4,6x10*
5 1,1x10°  34x10*  2,8x10° 6,1x10*  33x10°  7.4x10* 1,2x10°  3,4x10 1,2x10°
6 42x10°  3.2x10°  2,7x10° 45x10*  24x10°  2,6x10* 5,7x10° 2,2x10* 3,0x10°
7 3,9x10°  6,2x10*  6,4x10° 2,5x10*  4,5x10°  1,0x10° 8,8x10° 1,1x10° 42x10°
8 40x10°  5,6x10*  8,5x10° 6,8x10°  64x10°  7,0x10° 7,0x10°  2,3x10* 1,6x10°
9 4,5x10° 1,2x10*  4,1x10° 3,0x10*  1,5x10°  2,4x10* 6,4x10° 1,9x10* 2,7x10*
10 1,8x10°  7.2x10*  6,0x10° 2,8x10*  1,.2x10°  7,9x10° 3,5x10° 1,1x10* 3,6x10°
11 2,7x107  3.8x10*  3,1x10° 1,4x10°  50x10'  2,0x10* 2,3x107  4,9x10* 3,4x10*
12 7.2x10°  3,1x10*  4,0x10* 5,5x10°  9,0x10'  3,9x10* 6,1x10°  54x10° 4.2x10*
13 1,3x10°  3,5x10*  1,8x10° 1,3x10°  9,0x10'  1,0x10° 4.8x10°  1,0x10* 4,0x10*
14 24x10°  1,8x10*  4,3x10° 2,3x10*  1,4x10? - 1,5x10° 1,2x10* -
15 1,5x10°  29x10*  2,0x10° 3,5x10°  59x10°  1,8x10° 3,6x10° 1,1x10* 3,2x10*
16 1,710 1,8x10*  9,0x10* 1,3x10°  24x10°  1,5x10° 2,6x10°  8,0x10° 8,8x10°
17 43x10°  3,7x10*  1,9x10° 9,1x10°  14x10°  1,0x10° 4,5x10° 1,2x10° 1,9x10*
18 1,5x107  5,1x10°  1,2x10° 44x10°  8,0x10"  3,9x10* 2,9x10°  2,0x10* -
19 2,5x10°  34x10*  4,0x10° 1,5x10°  2,0x10'  1,9x10* 1,6x10° 1,8x10* 1,5x10°
20 2,9x10°  9,0x10°  4,4x10° 8,8x10° - 3,3x10° 3,1x10° 2,1x10* -
21 1,6x10°  4,0x10°  7,0x10* 1,3x10°  1,0x10°  1,1x10° 1x10* 1,3x10* 1,5x10*
22 3,2x10°  2,0x10*  72x10° 14x10°  6,0x10>  1,6x10° 5x10* 1x10* 4,7x10*
23 72x10°  4,7x10*  83x10* 9,0x10>  1,7x10°  1,3x10* 3,4x10° 1,1x10* 2,7x10*
24 1,8x10°  12x10*  4,3x10* 3,6x10°  3,8x10°  2,0x10° 52x10*  2,1x10* 8,8x10°
25 1,2x10°  1,6x10*  9,1x10* 2x10* 52x10°  4,0x10? 54x10°  7.3x10* 1,6x10*
26 3,2x10°  7,6x10*  3,8x10° 6x10° 3,0x10>  1,5x10° 1,8x10°  42x10° 1,5x10*
27 42x10°  1.2x10°  3,3x10° 3,8x10°  7,0x10°  1,0x10° 2,8x10* 4x10? 3,3x10*
28 43x10°  6,2x10*  2.2x10° 2,7x10*  2,8x10°  2,0x10* 4,7x10*  4,5x10° 1,8x10*
29 72x10°  83x10*  32x10° 43x10°  2,0x10°  8,0x10° 6,9x10°  7,0x10* 5,0x10°
30 2,5x10°  9.8x10*  3,9x10° 8x10* 42x10°  5,0x107 1,6x10° 3,6x10* 4,9x10*
31 1,2x10°  7,9x10*  1,1x10° 1,8x10*  2,5x10° - 5,0x10*  8,0x10° 3,6x10*
32 9,6x10°  58x10*  2,8x10° 1,1x10* 6x10* 1,0x10° 2,6x10* 1,4x10* 2,3x10*
33 2,2x10°  45x10*  2,5x10° 5x10° 8,8x10° - 1,1x10°  2,6x10° 6,0x10°
34 8,5x10°  2,5x10°  5,5x10* 2,1x10*  14x10°  8,0x10° 1,3x10° 5,0x10° 2,6x10*
35 12x10°  4.8x10*  1,1x10° 1,1x10*  1,3x10°  2,7x10° 2,3x10° 1,2x10* 2,6x10*
36 47x10°  84x10*  5,6x10° 2,9x10*  3,1x10°  1,6x10* 3,0x10*  9,0x10° 4,5x10*
37 42x10°  22x10*  1,0x10° 8,0x10°  9,0x10? - 1,8x10°  3,0x10° 3,4x10*
38 14x10°  32x10*  42x10° 7,0x10°  12x10°  6,6x10° 4,0x10* 1,1x10* 1,4x10*
39 1,2x10°  4,5x10*  3,0x10° 1,0x10*  1,3x10°  7,0x10° 2,0x10° 1,7x10° 2,0x10°
40 24x10°  4,1x10*  7,1x10° 5,6x10°  7,0x10*>  7.4x10° 8,0x10*  2,5x10° 1,1x10*
41 6,0x10°  4,0x10°  1,0x10* 6,0x10°  8,0x10>°  8,0x10? 2,0x10*  4,0x10° 3,0x10%
42 3,8x10°  1,7x10*  2,3x10° 5,7x10*  4,8x10°  7,9x10* 1,6x10°  4,1x10* 3,7x10*
43 2,2x10°  1,7x10* 8x10° 5x10* 8x10° 4x10? 1,2x10°  3,0x10° ,07x10°
44 7,9x10° 3x10° 3x10° 3,6x10* 9x10? 4x10° 9x10* 3,9x10° 8,8x10°
45 1,2x10°  2,5x10* 5x10° 2,1x10*  2,1x10° 1x10° 3,1x10* 5x10° 3x10°
47 1,3x10°  3,5x10°  3,6x10° 4x10° 1,9x10° 6x10° 7x10° 1,3x10° 5x10?
48 3,8x10°  3,5x10*  8,1x10° 1,4x10* 6x10° - 4,6x10°  1,1x10° 1,7x10*
49 1,4x10°  3,1x10* 2x10° 2,1x10* 2x10° 9x10? 1,8x10°  1,1x10° -
50 7.4 x10° 1x10° 1,2x10° 2x10° 3,3x10°  2,7x10* 1,3x10* 4x10° 3x10°
51 8,7x10°  4,1x10° 6,7x10° 1x10°  3,6x10°  2,1x10* 1,1x10° 22x10*  6,5x10*
52 9,1x10° 1,5x10° 56x10° 27x10* 1,5x10° 13x10*  1,1x10° 24x10° 1,1 x10*
53 43x10°  14x10°  7.8x10° 32x10°  7x10? 3x10° 2,4x10° 6x10° 2,4 x10*
54 42x10°  13x10° 26x10°  39x10*  7x10> 1,3x10* 28x10° 2,7x10° 9x10°
55 6,9x10°  27x10° 4,6x10°  3,6x10° 19x10° 1,8x10* 5x10* 7 x10° 1,2 x10*
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Ek 4.2.’in devamu

Deri Kas i¢ organ
Balikkno  MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS
56 8,5x10°  57x10* 1,8x10° 15x10° 7,5x10°  7x10° 1,7x10°  58x10°  6,8x10°
57 56x10°  46x10°  48x10° 1x10° 14x10°  1,8x10*  29x10° 12x10*  52x10°
58 1,5x107  1,8x10°  13x10°  32x10° 7x10*>  1,6x10* 5x 10* 4x10° 1,1 x10*
59 58x10°  7,6x10*  32x10° 6 x10* 3x10° 5x10° 8,8 x10° 5x10° 1x10*
60 9.4x10°  58x10° 19x10°  3,5x10° 13x10°  7x10° 1,2x10° 1x10° 5,6 x10°
61 23x107  25x10*  84x10°  3,6x10°  6x10°  12x10* 24x10° 62x10°  23x10°
62 1,6x100  19x10° 56x10° 22x10° 52x10° 2,8x10* 8 x10* 1,5 x10* 5x10°
63 1,L1x10"  43x10°  1,7x10°  3,6x10° 6,1x10° 19x10* 1,1x10° 24x10* 6 x10°
64 6,8x10°  48x10* 4,7x10°  2,6x10° 35x10° 4,6x10* 2 x10° 6 x10° 1,5 x10*
65 1,8x10°  2,8x10° 56x10° 39x10° 1,1x10* 14x10° 1,7x10°  1,5x10° 6x10°
66 1,1 x107 - 78x10°  75x10°  44x10°  9x10? 4x10° - 1,1x10*
67 1,2x107 - 93x10°  62x10° 68x10°  7x10° 2x10° 2,4 x10* 8x10°
68 6,8 x10° - 1,7 x10° g8x10*  64x10°  4x10° 2x10° 6,8 x10* 6x10°
69 1,3x10"  6,8x10° 22x10°  74x10*  1x10? 3 x10? 56x10°  6,2x10* 7x10°
70 6,2x10°  1,1x10° 19x10° 1,5x10*  6x10? 1,2 x10? 1,7x10°  2,6x10* 1,3x10*
71 3,9x10°  13x10*  4,1x10° 2,3x10*  3x10° 1,1 x10>  4.8x10° 5x10° 1,2x10*
72 2,1 x10° - 2,5x10°  2.8x10*  9x10° 8 x10? 2x10° - 5x10°
73 5,1 x10° - 3,2x10° 32x10°  3x10° 4x10? 44x10°  14x10* 7x10°
74 6,8 x10° - 4x10° 8,4x10* 1,1x10°  5x10° 3,6x10°  42x10* 9x10°
75 6,8x10°  32x10° 27x10° 52x10*  8x10? 4x10° 14x10°  3,5x10* 4x10°
76 45x10°  2,6x10°  3,8x10° 2,1x10*  1,1x10°  8x10? 34x10°  5,1x10° 5x10°
77 9,6x10° 1,8x10* 1,2x10° 1,3x10*  3x10? 2 x10? 6x10* 1,6 x10* 6x10°
78 2,7 x10° - 1,2 x10° 1,1 x10*  1,6x10>°  2x10° 1,8x10°  22x10° 4x10°
79 5,1 x10° - 14x10°  22x10° - 8 x10° 2,6 x10° - 1,3x10*
80 35x10°  2x10°  1,1x10°  7.6x10° 3,1x10° 9x10° 24x10°  9,6x10° 3,8x10*

MABS: Mezofilik aerobik bakteri sayist
PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi
TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1
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Ek 4.3. Karaduvar’dan alinan balik 6rneklerine ait bakteri bulgular1 (kob/g)

Deri Kas i¢ organ
BalikNo  MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS
1 42x10°  2,6x10°  53x10°  32x10°  1,8x10° 5x10° 4x10* 3,7x10* -
2 1,3x10°  4,6x10°  2,3x10° 1,7x10°  2,2x10* 1,1x10° 1,5x10°  3,2x10° -
3 9x10° 7,3x10* 4x10° 45x10°  2,8x10* 1,8x10° 8x10* 7,9x10° 8,4x10°
4 8,2x10°  1,5x10° 1,2x10° 1,2x10°  5,7x10° 5x10° 4x10° 5,1x10° 2x10°
5 7,6x10° 8,2x10°  6,0x10* 56x10°  34x10°  45x10°  7,1x10° 2x10? -
6 1x10° 5,3x10° - 9,3x10* 1,9x10* 2,8x10* 9x10° 1,3x10? -
7 2,4x10°  3,1x10*  2,1x10° 1,9x10° 3x10* 3,3x10*  24x10° 2x10° 2,5x10*
8 1,5x107  7.2x10* 4x10° 9,6x10*  8,9x10° 8,3x10* 8x10* 1,6x10*  3,7x10°
9 2,2x10° 1,9x10*  59x10° 5,2x10° 1,6x10" 8x10* 1,1x10°  2,5x10° 8,3x10*
10 3,8x10"  6,7x10*  7,7x10° 8,1x10°  2,5x10* 2,1x10° 4x10° 2,6x10* 3x10*
11 3,7x10°  34x10° 1,7x10° 3,9x10* 1,9x10* 1,1x10° 6,4x10*  5.2x10° 5,3x10*
12 3,5x10° 1,8x10° 3,4x107 2,1x10°  7,6x10°  4,8x10° 6x10° 1,7x10*  42x10°
13 1,8x107  8,1x10* 1,3x107 3,5x10° 1,9x10° 3,4x10° 9x10* 6,5x10° 5,1x10°
14 2,9x107 1,3x10° 1,9x107 34x10°  22x10* 9x10* 1,9x10°  9,8x10* 1,5x10°
15 1,0x10°  2,1x10° - 3,9x10* 1,8x10* 1,1x10° 6,5x10° 1,4x10° 2,8x10°
16 9,8x10° 3,1x10* 5x10° 2,3x10*  24x10°  4,5x10° 3,8x10° 1,4x10* 1,9x10*
17 2,1x107 1,2x10° 9.4x10°  7,6x10°  2.9x10* 6,1x10*  99x10°  53x10*  5,1x10°
18 1,9x107 2x10° 2,9x10° 1,9x10°  2,2x10* 1,9x10°  29x10°  4,6x10° 1,6x10°
19 2,3x10"  3.2x10* 1,5x10° 1,8x10°  4,9x10° 3,5x10* 1,1x107  53x10*  24x10°
20 2,8x107  6,8x10*  3,1x107 9x10* 4x10* 42x10°  33x10°  2,6x10*  1.2x10°
21 4.4x107 14x10*  73x10° 8x10° 7,6x10* 1,5x10°  4,7x10’ 7x10° 7,2x10°
22 8.2x107  2,3x10*  1,1x107 2x10° 3,8x10* 1,3x10°  32x10"  1,8x10*  1,1x10°
23 6,4x107 3x10* 8.2x10°  2,6x10° 8x10* 1,6x10°  3,6x10°  1,6x10*  28x10°
24 1,3x107  32x10°  6,6x10° 1,3x10°  5,7x10* 3,6x10° 2,3x10° 4x10° 5,5x10°
25 3x107 1x10* 32x10°  2,3x10°  14x10°  6,6x10°  7,6x10° 4x10° 7x10*
26 1,5x107 1,6x10°  2,6x10° 52x10°  82x10°  7,7x10° 84x10°  56x10*  56x10°
27 5,4x107 4x10* 9,6x10° 1,6x10°  2,8x10° 5,1x10° 5,5x10°  4,6x10* 8,6x10°
28 6,6x10° 9x10* 9,8x10°  3,7x10°  1,8x10*  7,8x10°  5,6x10°  1,9x10*  1,7x10°
29 3,5x107  8,5x10*  4,8x10° 3x10° 8,6x10°  9,9x10° 1,8x107 6x10° 1,1x10°
30 2,4x107 12x10*  5,1x10®  7,8x10° 3x10° 1x10° 2,6x10° 9x10° 8,6x10°
32 5,8x107 1,7x10° 4x107 3,1x10° 1,1x10*  3,3x10°  7,1x10° 1,1x10*  9,3x10°
33 4.4x107 1,1x10°  4,3x10’ 2,5x10° 5x10% 1,8x10° 8,8x10°  3.3x10°  44x10°
34 3,7x10"7  4,6x10°  3,5x107 14x10°  2,5x10°  9,1x10° 2,4x10° 1,2x10* 1,3x10°
35 - 5x10* 2 x107 1,8x10°  1,8x10° 1,3x10° 3,8x10°  49x10*  1,4x10°
36 3,1x107  7,8x10*  3,6x10’ 1,9x10° - 2x10° 14x10°  24x10*  6,2x10°
37 4,7x107 6x10* 3,5x107  1,4x10°  12x10°  1,3x10°  3,6x10° 2x10* 9,8x10°
38 32x10"7  54x10°  44x10"  1,1x10°  2,9x10° 6x10° 1,6x10°  42x10* 1,1x10°
39 5,3x107 1x10° 4,4x107 1x 10° - 6,2x10° 8x10° 3,8x10*  72x10°
40 2,6x10"  8,9x10* - 2,2x10°  4,1x10° 4x10° 7,6x10°  6,2x10*  3,1x10°
41 4,7x107 1x10° 5,9x107 1x10° - 8,4x10° 6,3x10"  8,1x10*  3,3x10°
42 6,8x10°  4.8x10*  58x10"  1,7x10°  8,6x10°  4,7x10°  57x10° 5x10* 2,8 x10°
43 3,5x107  5,8x10°  44x10"  1,6x10°  1,8x10° 3 x10° 6,1x10° 1,9x10*  3,7x10°
44 3,5x107  52x10*  5,7x107  22x10°  3,7x10° 2,7x10°  7.2x10° 1,1x10°  4,5x10°
45 4,1x107  82x10*  64x107  3,9x10°  84x10*  86x10°  58x10°  59x10*  3.4x10°
46 14x10"  34x10° 4x10° 6,8 x10° 3x10° 7,1x10* 8,8x10°  5,1x10*  34x10°
47 1,3x10"  33x10°  56x10°  2,7x10°  3,5x10°  34x10*  3,6x10°  43x10° 1,2x10°
48 2,7x107  2,7x10°  1,5x107  4.8x10°  2,1x10° 3x10° 3,8x10°  2,7x10°  2,3x10°
49 3,5x107  14x10° 22x10"  57x10°  8,8x10° 2,4x10° 4x10° 1,1x10° 5,5x10°
50 6,7x10°  1,6x10°  3,6x10"  4,5x10°  1,7x10° 1,3x10°  42x10°  8,6x10*  88x10*
51 4,5x10’ 2x10° 23x107  6,8x10°  94x10°  2,1x10°  19x10°  4,5x10°  24x10°
52 3,7x107  72x10°  1,5x10"7  1,6x10°  6,9x10* 1x10° 2,3x10°  3,5x10°  4,6x10°
53 32x107  3,5x10°  3,1x10°  1,1x10°  62x10*  2,1x10°  24x10°  94x10°  2,1x10°
54 2,6x107  33x10°  1,6x107  49x10°  52x10°  88x10* 1,8x10° 2x10° 1,4x10°
55 3,6x107  24x10°  2,1x107  1,1x10°  4,5x10*  3.4x10° 1,6x10°  1,5x10° 4x10°
56 2x107 1,9x10°  8,5x10°  87x10°  43x10°  5,6x10°  22x10°  53x10*  32x10°
57 1,5x107  89x10°  4,6x10°  47x10°  46x10° 1,4x10° 12x10°  3.8x10°  74x10°
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Ek 4.3.”un devam

Deri Kas i¢ organ
BalikNo  MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS MABS TKBS PABS
58 3 x10’ 44x10°  34x10°  82x10°  14x10*  42x10°  22x10° 2x10° 1,6x10°
59 7,5x107  22x10°  14x10° 2x10° 6x10* 1,2x10° 1,1x10°  59x10°  9,1x10°
60 6,2x10"  2.2x10° 9,1x10°  19x10®  54x10° 2,7x10° 3,1x10°  94x10*  1,3x10°
61 2x10’ 7,2x10* 1,9x107  39x10°  19x10° 5,9x10* 3,9x10"  42x10*  24x10°
62 1,7x107  8,9x10*  1,8x10’ 56x10*  1,3x10°  72x10*  7,6x10°  2,1x10* 6,8 x10°
63 7,4x10° 6x10* 2,9x10°  45x10°  5,1x10° 1,9x10° 48x10°  92x10*  2,5x10°
64 45x10°  6,1x10*  42x10°  34x10°  32x10°  3,7x10°  4,5x10°  12x10*  44x10°
65 6,2x10° 4x10° 6,8x10° 6,7 x10* 6x10° 43x10°  22x10°  23x10*  7.2x10*
66 56x10°  9,6x10°  62x10°  5,1x10°  1,6x10° 1,8x10° 34x10°  52x10*  39x10°
67 1,6x107 2,5x10°  19x10°  28x10°  3,6x10°  3,1x10*  32x10°  29x10*  1,6x10°
68 1,5x107  4,5x10°  2,6x10°  29x10° 2x10° 1,6x10° 64x10°  42x10*  59x10°
69 1,1x107  3,5x10°  6,6x10°  1,5x10°  3,1x10°  84x10°  88x10° 1,7x10*  2,3x10°
70 9,1x10°  2,1x10*  29x10"7  6,8x10°  68x10°  56x10°  52x10°  1,8x10*  1,5x10°
71 3,9x107  3,6x10°  2,8x107  39x10° 3x10° 5,4x10° 1,1x10°  2,6x10° 9,4 x10°
72 1,5x107  1,1x10°  24x10"  34x10°  32x10°  42x10°  79x10°  22x10*  42x10°
73 22x107  34x10°  1,1x10°  62x10°  48x10°  6,6x10 1,9x10° 3x10° 2,9x10°
74 9,1x10°  59x10*  1,6x10°  9,6x10°  1,6x10°  44x10°  64x10° 9x10° 42 x10°
75 14x107  19x10°  22x10"  6,8x10° 23x10°  7.2x10° 6x10° 52x10°  1,4x10°

MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si
PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi
TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1
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Ek 4.4. Istasyonlar bakimindan toplam mikrobiyal yiike ait tanimlayici istatistikler (ortalama ve standart sapma)

Ornekler  Kriterler Anamur Tasucu Karaduvar P degeri
Deri MABS (kob/g) 21525454,55+11806153,734 5096202,53+5250437,174" 24223287,67+18856034,994 t <0,001
TKBS (kob/g) 1033418,18+2259157,961 75194,37+86065,243* 227682,43+608327,089 * 0,001
PABS (kob/g) 11701454,55+£11997772,234 1167139,24+1974329,622* 15898591,55+16978127,383 t <0,001
Kas MABS (kob/g) 232672,73+163388,074 105587,34+218423,551 > t 1072862,16+1331321,949* ¢ <0,001
TKBS (kob/g) 37492,59+64162,826 2283,51+2303,835* 21007,04+32928 448 t <0,001
PABS (kob/g) 563761,82+2338965,478 74539,59+290803,997 723777,03+1420764,754 <0,001
MABS (kob/g) 2272345,45+6083217,473 820821,52+2722244,667 4745391,89+10569868,872 t 0,004
o organ 1k BS (koblg) 438298,15£763608.795 56434,21£139951,139* ¢ 135888,24£532644,987 " t 0,001
PABS (kob/g) 226490,91+387598,434 55784,00+183872,605 “ ¢ 1045577,14+1268569,189 “ t <0,001

a: Anamur ile olan farkliliklar1 vermektedir. t: Tasucu ile olan farkliliklar1 ifade etmektedir.
MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si

PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi

TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1
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Ek 4.5. Mevsimler bakimindan toplam mikrobiyal yiike ait tanimlayici istatistikler (ortalama ve standart sapma)

Ornekler KRITERLER SONBAHAR KIS [LKBAHAR P DEGERI
MABS (kob/g) 15314095,24+15465824,837 14775789,47+16871940,352° 20102222,22114752249,272k 0,151
Deri TKBS (kob/g) 374575,26+787641,106 435422,41+£2094249,294 387488,89+756767,156 0,976
PABS (kob/g) 6389922,33+8400859,634 15584596,49+19540564,319°  7068888,89+10617592,439" <0,001
MABS (kob/g) 500077,14+1029284,955 449884,48+831046,135 487306,67+759098,829 0,942
Kas TKBS (kob/g) 27247,86+53425,109 7181,82+12507,466° 11145,45+20336,363 0,005
PABS (kob/g) 387056,06+1683804,395 838416,67+1728319,899 101200,00+169603,361% 0,047
MABS (kob/g) 3282295,24+8103173,489 2329050,00+8383645,790 1361266,67+2905201,404 0,329
Ic organ TKBS (kob/g) 264438,53+595548,064 43841,38+60067,383° 193120,45+684598,934 0,042
PABS (kob/g) 433165,31£807412,750 657650,88+1189993,879 219886,67 +553539,363" 0,048

s: Sonbahar ile olan farkliliklart vermektedir. k: Kis ile olan farkliliklar ifade etmektedir.
MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si

PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi

TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1
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Ek 4.6. Mikrobiyal yiiklere ait korelasyon tablosu

Deri-MABS  Deri-TKBS  Deri-PABS  Kas-MABS  Kas-TKBS  Kas-PABS  i¢c-MABS  i¢-TKBS  I¢-PABS
Deri-MABS r 1 0,080 0,476 0,426 0,178 0,249 0,354 0,133 0,333
p 0,261 <0,001 <0,001 0,011 <0,001 <0,001 0,059 <0,001
Deri-TKBS r 0,080 1 0,039 -0,072 0,289 -0,010 0,009 0,237 0,020
P 0,261 0,587 0,309 <0,001 0,892 0,901 0,001 0,787
Deri-PABS r 0,476 0,039 1 0,304 0,02827 0,311 0,258 0,004 0,576
p <0,001 0,587 <0,001 0,694 <0,001 <0,001 0,958 <0,001
Kas-MABS r 0,426 -0,072 0,304 1 0,130 0,299 0,473 -0,054 0,392
p <0,001 0,309 <0,001 0,066 <0,001 <0,001 0,439 <0,001
Kas-TKBS r 0,178 0,289 0,028 0,130 1 0,032 0,101 0,607 -0,027
p 0,011 <0,001 0,694 0,066 0,654 0,152 <0,001 0,707
Kas-PABS r 0,249 -0,010 0,311 0,299 0,032 1 0,083 0,051 0,250
p <0,001 0,892 <0,001 <0,001 0,654 0,238 0,473 <0,001
ic-MABS r 0,354 0,009 0,258 0,473 0,101 0,083 1 -0,004 0,349
p <0,001 0,901 <0,001 <0,001 0,152 0,238 0,954 <0,001
Ic-TKBS r 0,133 0,237 0,004 0,054 0,607 -0,051 -0,004 1 -0,072
p 0,059 0,001 0,958 0,439 <0,001 0,473 0,954 0,316
ic-PABS r 0,333 0,020 0,576 0,392 -0,027 0,250 0,349 -0,072 1
p <0,001 0,787 <0,001 <0,001 0,707 <0,001 <0,001 0,316

MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si
PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi
TKBS: Toplam koliform bakteri sayist

p: p degerleri

r: korelasyon degerleri
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Ek. 4.7. Baliklarin boy ve agirliklan ile mikrobiyal yiik arasindaki istatistiksel iliski

BOY AGIRLIK
r p r p
Deri-MABS -0,279%* <0,001 -0,246%* <0,001
Deri-TKBS 0,049 0,488 0,034 0,634
Deri-PABS -0,254%* <0,001 -0,276%* <0,001
Kas-MABS -0,417%* <0,001 -0,398%* <0,001
Kas-TKBS -0,037 0,600 -0,054 0,444
Kas-PABS -0,058 0,413 -0,047 0,504
fc-MABS -0,102 0,144 -0,112 0,106
[c-TKBS -0,006 0,927 0,011 0,872
Ic-PABS -0,322%* <0,001 -0,335%* <0,001

#* Istatistiksel agidan veriler arasindaki anlaml iliskiyi gostermektedir.
MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si

PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi

TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1

p: Farklilik anlamlilig: degerleri (p<0,05)

r: Pearson korelasyon degerleri
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Ek 4.8. Balik tiirlerine gore mikrobiyal yiik ortalamalar1 ve standart sapma degerleri

TUR Ortalama (kob/g) SD (kob/g) P degeri

Deri-MABS MB 15971343,28 17455823,975 0,748
MS 16638904,11 12207135,386

Deri-TKBS MB 229890,77 606177,105 0,058
MS 701992,86 2004869,891

Deri-PABS MB 8891318,18 14405987,278 0,771
MS 9464794,52 11594002,294

Kas-MABS*  MB 628001,48 1107093,094 <0,001
MS 215753,42 193867,912

Kas-TKBS MB 18367,92 41782,751 0,966
MS 18112,50 39262,611

Kas-PABS MB 440574,96 1135109,400 0,968
MS 449541,81 2049139,998

I¢-MABS MB 3021517,78 8290729,284 0,266
MS 1822986,30 5335819,578

Ic-TKBS MB 180094,92 555496,110 0,822
MS 197781,94 497104,603

ic-PABS* MB 555127,34 1018746,853 0,011
MS 260762,50 594428,204

MB: Mullus barbatus
MS: Mullus surmuletus
MABS: Mezofilik aerobik bakteri say1si
PABS: Psikrofilik aerobik bakteri sayisi
TKBS: Toplam koliform bakteri sayis1

p: Farklilik anlamlilig: degerleri (p<0,05)
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