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OZET

GOKKUSAGI ALABALIKLARINDAN (Oncorhynchus mykiss) iZOLE
EDILEN HAREKETLI Aeromonas TURLERINDE BULUNAN VIRULANS
GENLERIN TESPITI UZERINE BIR CALISMA

Evrim Beyhan SEN
Yiiksek lisans Tezi, Su Uriinleri Ana Bilim Dal1

Danigsman: Yrd. Doc. Dr. i. Tiillay CAGATAY
Ocak 2012, 69 Sayfa
Bu calismada, i¢c su baliklar1 yetistiriciliginin en yogun yapildig
bolgelerden biri olan Mugla’nin Fethiye boélgesindeki gékkusagi alabalik
ciftliklerinde en sik karsilasilan hastaliklardan biri olan Hareketli Aeromonas
Septiseminin etkeni olan Aeromonas hydrophila, A. veronii, A. caviae ve A.
sobria turlerinin gen bodlgelerine bakilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PCR) yontemi ile tespiti amaclanmistir.

Alabalik ciftliklerinden hastalik belirtisi gosteren balik o6rnekleri
hastalik oldugunda, steril ortamlarda ve soguk zincir kosullarina uyularak
laboratuara getirilmistir. Baliklarin farkli dokularindan 6rnek alinmis ve
besiyerlerine ekilmistir. Hem ekilen hem de direk alinan 6rneklerden
hastalikla alakali genlerin tespiti icin bakteriyel DNA izolasyonu yapilmaistir.
Bakterilerin belirlenmesi icin secilen gen boélgeleri A. hydrophila icin Aero ve
OmpTS, A. veronii icin tet, A.sobria icin AH ve A. caviae ic¢in F3-B3 gen
bolgeleridir. Bu bélgeleri belirlemek icin uygun PCR protokolleri secilmis ve
her bir 6rnek icin uygulanmistir. PCR uygulamasi sonucuda Ornekler

elektroforezde ytrtutilmus ve incelenmistir.

Bu calismanin sonucu olarak hastalik belirtisi gosteren baliklarin
karaciger ve bobreklerinden izole edilen A. hydrophila, A.caviae, A. veronii, ve
A. sobria bakterileri ile referans bakterilerin PCR yontemi ile cogaltilmasi
sonucu elde edilen gérintuler eslesmistir. Klinik bulgularla desteklenen PCR

bulgusu bize Hareketli Aeromonas Septisemi’ yi dogrulamistir.
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ABSTRACT

DETECTION OF VIRULENCE GENES CAUSE BY MOTILE AEROMONAS
SPP. IN RAINBOW TROUT

Evrim Beyhan SEN

M. Sc. Thesis in Fisheries and Aquaculture Engineering

Adviser: Assist. Prof. Dr. I.Tiilay CAGATAY
January 2012, 69 Pages

In this thesis, we have studied bacterial fish disease as Motile
Aeromonas Septicemia caused by A. hydrophila, A. veronii, A. caviae and A.

sobria in Rainbow trout at Mugla (Fethiye) region.

Fish samples have been collected and carried out in cold and sterile
conditions from rainbow trout farm as the fish showes symptones of
diseases. The bacterial samples have been collected from different tisues and
incubated in steril medium. DNA isolates was made from those samples to
detect pathogen gene related to Motile Aeromonas Septicemia. We have
selected Aero gene and OmpTS gene from A. hydrophila, tet gene from A.
veronii, F3-B3 gene from A. caviae and AH gene from A. sobria to detect

bacteria. PCR was optimised and samples were electrophoresed.

As a result of this study, A. hydrophila, A. veronii, A. caviae and A.

sobria has seen as positive PCR results in liver and kidney tissue.
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ONSOZ

2010 yili su UrUnleri Uretimi bir 6nceki yila goére %4,83 artarak
yaklasik 653 bin ton olarak gerceklesmistir. Uretimin yaklasik % 61,20’si
deniz baliklarindan, 9%7,051 diger deniz UrUnlerinden, % 6,161 i¢c su

Urltnlerinden ve %25,59’ u i¢ su yetistiriciliginden elde edilmistir.

2010 yih itibariyle yaklasik 68 bin ton Alabalik tiretimiyle (TUIK, 2009)
Avrupa’ da ilk siralarda yer alan tulkemizde, etkili hastalik kontroli ve
patojenlerin hizli tayini 6énem tasimaktadir. Patojenlerin tespitinde farklh

geleneksel mikrobiyolojik yontemler kullanilmaktadair.

Tez konumda i¢ su baliklan yetistiriciliginde en btiytik paya sahip olan
gokkusag1 alabaliklarinda gortilen ve buyuk ekonomik kayiplara yol acan
Hareketli Aeromonas Septisemi hastaligi secilmis ve Aeromonas turlerinde

bulunan virulans genlerin tespiti tizerine bir calisma yapilmistir.

Tezim sUresince benden yardimini esirgemeyen degerli hocam Sayin
Yrd. Doc. Dr. I.Tulay CAGATAY’ a tesekkiir ederim. Ogrencilik stirecinde her
firsatta egitimimize katkilar1 olan fakultemizin tim degerli hocalarina

tesekkuirlerimi sunmak isterim.

Calismamin her asamasinda desteklerini gérdigim Sayin Uzman
Turker BODUR ve Sayin Ars. Goér. Mesut YILMAZ’ a en icten dileklerimle

tesekktir ederim.

Bu calismada projeyi destekleyen Akdeniz Universitesi Arastirma
Fonuna, calismalarim sulresince imkanlarindan yararlandigim Su Urtnleri
Muhendisligi Anabilim Dali Baskanligina ayrica her zaman maddi ve manevi
destekleri ile hep yanimda olan canimdan cok sevdigim annem, babam ve
calismalarim sUresince bana destek olan tim arkadaslarima sonsuz

tesekktlir ederim.
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1. GIRIS

Su UrlUnleri yetistiriciligi, FAO tarafindan dinyada en hizh
buyldyen gida sektdéril olarak belirlenmistir. Yetistiricilikle Uretilen su
urtnleri miktar1 1980’de 7,4 milyon tondan 1990’da 16,8 milyon tona
ve 2002 yilinda ise 40 milyon tona ulasmistir. Su Urlnleri yetistiriciligi,
dinya balikcilik tretiminin yaklasik %30’ unu karsilamakta ve yilda
%10°’dan fazla artarak buyumektedir. Yetistiriciligi tehdit eden en
6nemli faktérlerden biri balik hastaliklaridir. Bizim calismamaizda
Alabalik yetistiriciliginde énemli hastalik etkeni olan Aeromonas turleri
tespitine yonelik bir arastirma yapilmistir (Alpbaz 2005, Civaner 2004,
Karakas ve Turkoglu 2005).

Aeromonas hydrophilamin, bircok kultir ve dogadaki tatlisu
baliklarindan 6zellikle goékkusag:r alabaliklarindan (Onchorhynchus
mykiss), sazanlardan (Cyprinus carpio), yayin baliklarindan (Silurus
glanis), Japon baliklarindan (Carrasius auratus), yilan baliklarindan
(Anguilla anguilla), akvaryum baliklarindan, tilapiadan ve deniz
baliklarindan hastalik etkeni olarak izole edildigi bildirilmistir.
(Snieszko ve Axelrod 1971, Bach vd 1978, Hazen vd 1978, Rahim vd
1985, Doukas vd 1998, Sahrikoglu ve Candan 2002, Aydin ve Ciltas
2004, Guvener ve Timur 2005).

Aeromonas hydrophila cesitli nedenlerle stres altinda kalan
baliklarda hemorajik septisemi hastaligina neden olan ve tim diinyada
yaygin olarak goriilen bir balik patojenidir. Tathh su, tuzlu su, i1lik ve
soguk sularda bulunan buittiin baliklar Aeromonas hydrophilanin neden
oldugu hastaliga karsi hassastir (Austin ve Austin 1987, Roberts 1993,
Aoki 1999, Austin ve Austin 1999, Timur ve Timur 2003).

Baliklarda bakteriyel enfeksiyonlarin teshisinde geleneksek
bakteriyolojik y6ntemlerin yaninda, daha kisa strede sonuc¢ veren
agltitinasyon, floresan antikor teknikleri, ELISA gibi serolojik testler ile
restriksiyon fragment uzunluk polimorfizm (RFLP) ve rastgele

cogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) gibi molekuiler yoéntemler de



kullanilmaktadir (Lewis ve Allison 1971, Lewis ve Savage 1972,
Schneider ve Rheinheimer 1988, Koneman vd 1992, Miyata vd 1995,
Aoki 1999, Akayl1 2001, Korun ve Timur 2001, Tanaka vd 2001, Lee vd
2002, Aydin ve Ciltas 2004, Chu ve Lu 2005, Nawaz vd 2006,
Khushiramani vd 2006, Wei vd 2008).

Klasik laboratuvar tani yéntemlerinden mikroskopinin 6zgulltk ve
duyarhiliginin dustik olmasi, kultir yodntemlerinin ise uzun zaman
almas1 nedeniyle molekiiler ydontemler mikrobiyoloji laboratuarlarina
hizli bir sekilde giris yapmis ve farkli uygulama alanlar1 bulmustur
(Caetano-Anolles 1993, Pepper vd 1995, Fang vd 2004, Gonzales vd
2004, Ewart vd 2005, Nawaz vd 2006).

Molektiler biyolojik  calismalarin DNA  molektll yapisini
tanimlamasina dayanmaktadir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu o6zellikle
diger molektuler yontemlerden farkli olarak tasidigi potansiyel nedeniyle
daha yaygin kullanim alani bularak hemen hemen her molektler
laboratuarina girmistir. Molekuler yontemler, 6zellikle mikroskopi ile
gorulmesi, kultiirde uretilmesi uzun zaman alan, zor veya olanaksiz
mikroorganizmalarin saptanmasinda énemli rol oynamaktadir (Grinsted
ve Bennett 1988, Caetano-Anolles 1993, Pepper vd 1995, Perry ve
Staley 2000).

Bu calismada, Fethiye boélgesindeki ciftliklerde gokkusag:
alabaliginda gortlen hemorajik septisemiye neden olan Aeromonas
hydrophila, A.sobria, A.veronii ve A.caviae nin teshisinde kullanilan ve
fazla zaman alic1 olan klasik bakteriyolojik teshis yontemleri yerine hizh
ve duyarli olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile analiz yontemi
kullanilarak bu Aeromonas turlerinin cok daha kisa bir slrede
identifikasyonu hedeflenmistir.

Bu hedefe ulasmak icin 4 bakteriden S farkli gen bdélgesi (Aero,
OmpTS, tet, F3-B3, AH) calismamizda arastirilmistir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Tirkiye’deki Alabalik Yetistiriciligi

Turkiye, 8333 km deniz kiyisi ve su Urunleri tiretim alani olarak
kullanilabilecek 178.000 km uzunlugunda akarsu, ylzey alanlari 200
bin hektarin Utzerinde olan yaklasik 200 adet dogal gol ve 3442 km?
genisliginde baraj géliine sahiptir (Cizelge 2.1.) (Celikkale vd 1999,
Alpbaz ve Hossucu 2002, Civaner 2004, Karakas 2005).

Cizelge 2.1. Turkiye’nin su Urlnleri Gretim alanlar:

Uretim Yeri Yiizolciimii Say1
(ha) (adet)
Akdeniz, Karadeniz, Ege ve Marmara Denizi | 24.600.000 4
Dogal goller 1.000.000 200
Baraj goélleri 340.000 206
Golet 10.000 953
Akarsu 200.000 33
Toplam 26.150.000 1.396

Duinyada kisi basi balik tiketimi ortalama 11-12 kg. iken,
Japonya 70-80 kg. ile ilk sirada yer almaktadir. Portekiz 60 kg., Norvec¢
ise 50 kg. ile en ¢cok balik tuketen tulkeler arasinda Ust siralarda yer

almaktadir (Cizelge 2.2.) (Alpbaz ve Hossucu 2002).

Avrupa Birligi tilkeleri arasinda Turkiye’nin balik tiretimi 7. sirada
iken, tuketimi son siralarda yer almaktadir. Dlinyada su urunleri kisi
basi tuketimi 15 kg., AB tulkelerinde 22 kg. Turkiye’de ise 6-7 kg. dir
(Aydin vd 2005, Alpbaz 2005).

Su urunleri yetistiriciligi hayvansal Uretim calismalar1 icinde en

hizli gelismekte olan tretim alanidir.




Cizelge 2.2. Duinya’da ve Turkiye’de su UrUnleri tuketimi

ULKE SU URUNLERI TUKETIMI
Kg/yil

Japonya 88
Portekiz 63
Filipinler 54
Norvec 49
Ispanya 37
Peru 23
Fransa 22
Ingiltere 24
Turkiye 7

Baliklarin asir1 avlanmasi, kuresel isinmadan dolayr meydana
gelen iklim degisiklikleri, denizlerin ve dogal su kaynaklarinin
bilin¢sizce kullanilmasi ve kirletilmesi gibi bircok nedenden dolay1 su

urlnleri yetistiriciliginin her gecen glin artmaktadir.

Su urlnleri yetistiriciligi balik, su bitkileri, yumusakcalar ve

kabuklu yetistiriciligini kapsamaktadir (Aydin 2005).

FAO, su urunleri yetistiriciligini en hizli buyltyen gida sektért
olarak belirlemistir. Su trunleri yetistiriciligi diinya capindaki ihtiyacin
%30’unu karsilamaktadir ve yilda %10’dan fazla btiyimektedir. 1980’de
7.4 milyon ton, 1990°’da 16.8 milyon tona ulasan Uretim miktar1 2002
yilinda 40 milyon tona ulasmistir (Civaner 2004, Karakas 2005, TUIK
2009).

Ulkemizde i¢c sularda genellikle alabalik yetistiriciligi, denizlerde
ise cipura (Sparus auratus), levrek (Dicentrarchus labrax) yetistiriciligi
yapilmaktadir. Ilk alabalik ciftligi 19707lerde, cipura ve levrek
yetistiriciligi yapan isletme ise 1985 yilinda kurulmustur (Alpbaz 2005).



Kultar baliklarinin  tirlere gore dagiliminda en yuksek
yetistiriciligi yapilan balik, i¢ sulardaki alabalik miktari olup, toplam su
Urlnleri yetistiriciliginin %47,6'n1 olugturmaktadir. Bunu % 29,3 ile
levrek, %17,9 ile cipura takip etmektedir. Alabalik (deniz), aynali sazan
(ic su) ve midye uretimleri de diferlerini takip etmektedir (Sekil2.1)

(Alpbaz 2005, TUIK 2009).

%0,4
) %0,1

%1,4
%3,3 —I

B Alabalik (igsu)

B Levrek

B Cipura

[ Alabalik (Deniz)
Diger
Aynal sazan (icsu)

Midye

Sekil 2.1. Yetistiricilik tiretiminin ttirlere goére dagilimi, (2009 TUIK)

Ulkemizde basariyla uygulanan alabalik yetistiriciligi ilk olarak
197071 yillarda c¢alisiimaya baslamistir. Bu doénemde alabalik
yetistiriciligini ilk kez deneyen isletmeler pek c¢ok =zorlukla
karsilagsmislardir. Ancak bugliin Avrupa capinda Un yapmis ve yilda

1000 tondan fazla tretim yapan isletmelerimiz mevcuttur (Aydin 2005).

TUIK 2009 verilerine gére Turkiye’nin i¢c su yetistiriciliginin en
kapsaml Uretimini yapan Mugla ilinde 12462 ton Uretim yapilmistir.

Burdur 8030 ton, Kayseri 5685 ton ve Elazig 5500 ton ile en ¢cok tiretim



yapan illerdendir. Bingoél 4 ton ve Nevsehir 9 ton en az uretimin

gerceklestigi illerdendir (TUIK 2009) (Sekil 2.2.)

Uretim Miktan (ton)
Quantity of production (tons)

[ ]o

1-794

795 - 2202

2203 - 3541
[ 3542 5686
| Ess
B s 092
Wl -7

Sekil 2.2. i¢ Su Baliklarinin Illere Gére Yetistiriciligi, (2009 TUIK)
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Sekil 2.3. Fethiye haritas:

Calismada orneklerin temin edildigi Esen cayi, Mugla ilinde
Fethiye sinirlarn icerisinde ve Fethiye Ilce Merkezi' nin dogusunda yer
almaktadir. Fethiye Ovas1 ve Esen Cay1 Vadisi' ndeki tarim alanlarinin
sulanmasi icin Esen Cay1 tizerinde DSI' nce Orenkdy Regtilatérii ve
31.200 m uzunlugunda 12 metre kiUp saniye kapasiteli olarak insa
edilmistir. Burada 12462 ton kapasiteyle Uretim yapilmaktadir (Sekil
2.3.) (http:/ /www.hesiad.org.tr/ FETASFETHIYEBILGI.htm).

2.2. Gokkusagi1 Alabaligini’ nin (Oncorhynchus mykiss) Biyolojisi
Calismamizda balik materyali olarak ekonomik degeri ytksek,
yetistiricilige en uygun turlerden biri olan Gékkusag: alabaligi

(Oncorhynchus mykiss) tercih edilmistir.



2.2.1. Gokkusag: alabaligi’nin (Onchorhynchus mykiss)
sistematigi

Gokkusagr Alabaligimin O. mykiss’in sistematigi Cizelge 2.3.
deki gibidir.

Cizelge 2.3. Gokkusag: Alabaligil’ nin Sistematigi

Alem: Animalia
Sube: Chordata
Sinif: Actinopterygii
Takim: Salmoniformes
Familya: Salmonidae
Cins: Oncorhynchus
Tur: O. mykiss

2.2.2. Gokkusag: alabaligi’nin (Onchorhynchus mykiss)
morfolojisi ve yetistiricilik 6zellikleri

Duinyada ve ulkemizde yetistiriciligi en yaygin tur olan gékkusag:
alabaligi (Oncorhynchus mykiss) Amerikan kaynakli alabaliklardandir.
10-12 ay icerisinde 200-300 gr.’a ulasabilmektedir. Yasabildigi sicaklik
aralign 14-170C’dir. Turkiye’de alabalik yetistiriciligi yapmak isteyen
isletmecilerin tercih edecegi ilk tirdur. Uygun kultir sartlarinda 1 yilda
ortalama 250gr. agirliga ulasirlar. 12 yil kadar yasarlar (Lucas ve

Soutgate 2003, Moksness vd 2004, Alpbaz 2005).

Bas ve viicut sekli dere alabaligina benzer. Kuyruk ytizgeci catalli,
agiz acikligr gozin arka kismina kadar ulasir. Renk degisken olup, koyu
yesilden kahve yesile kadar degiskenlik gbsterir. Yanlar daha acik, karin
gumus beyazligindadir. Yan hat boyunca genis, kirmizi ve pembe
gokkusag1 renginde bir bant bulunur. Goékkusag: alabaligi ismini bu
banttan almaktadir. Ureme déneminde erkek baliklarda bu bant cok
daha g6z alici olur. Bas kismi, viicudun yan taraflari, sirt, kuyruk ve
yag yuzgeclerinde kucuk siyah bircok benek bulunur (Celikkaya vd
1988, Tekelioglu 2005).



Tuartin orjinal ismi olan Onchorhynchus mykiss, 1792 yilinda
Johann Julius Walbaum tarafindan verilmistir. Daha sonra ayni tur
1836 yilinda Richardson tarafindan Salmo gairdneri olarak
isimlendirilmistir. Gokkusagi alabaligi koékenini Kuzey Amerika’nin
Pasifik bélgesinden alir. Kalifornia’nin daglik nehirlerinde yasayan ve
denize gbo¢ etmeyen Shasta (Salmo irideus) ile denize go¢c eden ve Kuzey
Amerika’nin kiy1 seridindeki nehirlerde yasayan Celikbas alabalig
(Salmo gairdneri)’nin caprazlanmasi sonucu kultiir kosullarina adapte

ettirilmis bir tirdir (Moksness vd 2004, Alpbaz 2005).
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Sekil 2.4. Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss)

Torpil veya flze sekilli olan vicutlar1 yanlardan hafifce
yassilasmis ve ince yapili sikloid pullarla o6rtilmustir. Agiz yapisi
buytk ve terminal konumludur (Sekil 2.4.) (Alpbaz ve Hossucu 2002,
Geldiay vd 2007).

Yumurtalarin caplart 4-7 mm. arasinda degisen alabalik
yumurtalar: diger balik ttirlerine gére daha buytkttir. Omur sayis1 S1-
62, yanal cizgideki pul sayilar1 100-150 arasidir. Poptilasyonlar: Atlas
ve Pasifik Okyanuslarinin kuzey kisimlarinda tlkemiz de ise Akdeniz ve
Karadeniz’e sahili olan bélgelerin i¢c sularinda goértilmektedirler

(Tekelioglu 2005, Geldiay 2007).



Yetistiriciligi yapilan alabalik turleri diinyada Avrupa ve Amerika
alabaliklar1 olarak ayrilirken tulkemizde yerli ve kultir alabaliklar
olarak ayrilmaktadir. Gokkusag: Alabaliklar1 Amerikan kékenli alabalik
tarlerinden olup, ulkemizde yetistiriciligi en yaygin olan alabalik
taradur. Kuzey Amerika’ya ait bir tir olan (Oncorhynchus mykiss)

Avrupa’ya 1880 yillarinda getirilmistir (Aydin 2005).

Turkiye’de en cok yetistiriciligi yapilan alabalik ttirti Goékkusagi
Alabaligidir (Oncorhynchus mykiss). Evcillestirilmis, yani insanin
Uretimini, yetistiriciligini yapabildigi bu nedenle dogadaki
hemcinslerine oranla daha iyi gelisebildigi gokkusag: alabaligi daha iyi
yem degerlendirebildiginden cok iyi verim alinabilmektedir. Uygun
yetistiricilik kosullann saglandiginda 1 yilda 250-300 gr. agirlhiga
ulasabilmektedir (Tekelioglu 2005, Geldiay 2007).

Cevre kosullarina da cok iyi uyum saglayabilen bu tur 6zellikle
suyun sicakliginin ytukselmesine karsi ytksek tolerans géstermektedir.
Ayrica daha yuksek ilkbahar sicakliginda diger alabaliklara nazaran
daha kisa kulucka evresine sahip olmasi da yetistiricilik ve ekonomik
kazanc¢ acisindan Ureticinin bu tirt tercih etmesine yol a¢maktadir

(Aydin ve Ciltas 2005, Alpbaz 2005).

Sagim, yumurta alimi, yavrularin yapay yemlerle beslenmesi ve
buyltme islemlerinin daha kolay olmasi tUriin yetistiricilik agisindan
daha cok tercih edilmesini ve ureticinin géziinde ekonomik degerinin
artmasini saglamaktadir (Alpbaz vd 2005,Tekelioglu 2005, Geldiay
2007).

Tum bunlarin yaninda, yetistiriciliginin 100 yili askin zamandan
beri yapilmasi nedeniyle yetistiricilik sorunlarinin ¢6ztlmutis olmasi
uretimin kolayligi acisindan yarar saglamaktadir (Alpbaz 2005,

Tekelioglu 2005).
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Alabalik yetistiriciliginde su kaynagi olarak goller, yer alt1 sulari
ve akarsular kullanilabilir. Bunlarin icinde kaynak sular1 en uygun
olanidir. Balik icin genelde berrak su olmasi istenir. icilebilecek 6zellikte

temiz sular tercih nedenidir (Alpbaz 2005).

2.2.3. Gokkusag: alabaligi’nin yetistiriciliginde karsilasilan

sorunlar

Alabaliklar da diger canlilar gibi yasadiklari cevre ile dogrudan
etkilesim altinda olan canlilardir. Sogukkanli olmalar1 nedeniyle ortam
sicakligindan c¢ok cabuk etkilenirler. Ortamin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelligi balik sagligini1 dogrudan etkileyen faktérlerdir (Timur ve

Timur 2003).

Kirli cevre, konak ve patojenin birlestigi yerde hastalik olusumu
icin uygun bir ortam olusturur. Sucul ortamlar baliklar disinda bircok
organizmanin ve mikroorganizmalarin bulundugu ortamlardir. Bu
organizmalarin bircogu dogrudan veya dolayli olarak balik sagligini

etkiler (Austin ve Austin 1992, Timur ve Timur 2003, Karatas vd 2010).

Kultir baliklarn yetistiriciliginde baliklarin birbirleriyle yakin
temasta bulunmalari, sularin cabuk kirlenmesi ve su kalitesinin
(fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger fizyolojik parametrelerinin) uygun
degerlerin disina ¢ikmasi gibi nedenlerle baliklarin bulundugu ortamda
hastaliklarin kolayca ortaya cikmasi s6z konusudur. Béylesi durumlar
basta baligin sagligini etkiledigi gibi, isletmenin ekonomisine ve
gelecegine de olumsuz yonde etki etmektedir (Snieszko ve Axelrod 1971,
Alpbaz 2005).

Yukarida belirtilenlerin disinda su sicakligi, oksijen yetersizligi,

151k seviyesi, sudaki gazlarin bilesimi, su kirliligi, stok yogunlugu ve
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hastaliklar yetistiricilikte karsilasilan sorunlardandir (Austin ve Austin

1999, Lucas 2003, Timur ve Timur 2003, Alpbaz 2005, Cengizler 2006).

Alabalik suyun sicakligindan direkt olarak etkilenir. Su sicakligi
buytmeyi ve yem degerlendirme oranini etkiledigi gibi ireme faktérinu
de etkiler (Lucas 2003, Moksness vd 2004).

Alabaliklar ytksek ve dusuk sicaklik tolerans limitine, blytme,
yumurta inkuUbasyonu, yem degerlendirme ve 06zel bazi hastaliklara
karst optimum sicaklik derecesine sahiptirler. Bu optimum sicaklik
derecesi, turlere gore fakli oldugu gibi oksijene, basinca ve suyun pH’s1
gibi diger parametrelere gore de degisiklik gésterebilir. Suyun sicakligi
arttiginda, suda eriyen gazlarin suda erime kabiliyeti azalirken suda cok
az eriyen pestisit, ham petrol gibi toksik bilesiklerin erimesi artar
(Timur ve Timur 2003).

Su sicakhigindaki dalgalanmalar alabalik ciftliklerindeki baliklar
icin 6nemlidir. Gékkusag: alabaliginin yasayabildigi opitimum sicaklik
degeri 15-16 °C’dir. 25 9C’de gecici bir stire hayatta kalirlar fakat bu
sicaklik baliklar icin zararhdir (Lindhorst-Emme 1990, Lucas 2003,
Moksness vd 2004, Alpbaz 2005, Geldiay 2007).

Kuluckahaneler icin sicaklik derecesi buyuk baliklardan biraz
daha dusuktur. 10-12 °C yumurta ve fry icin uygundur. Alabalik
ciftliklerinde suyun sicakligi 10 °%C’nin altina diismemesi gerektigi gibi
18 9C’nin Uizerine de cikmamasi gerekir (Lindhorst-Emme 1990, Lucas
2003, Alpbaz 2005).

Oksijen yetersizligi isletmelerde cesitli nedenlerden kaynaklanir.
Bu nedenler arasinda tanklarda veya havuzlarda ttiketilmemis ¢tirtiyen
yemlerin etkisi, toprak havuzlarda cok miktarda bitki bulunmasi, su

sicakliginin  yukselmesi, havuzlara gelen suyun  kesilmesi,
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havalandirmanin durmasi gibi cesitli etkenler bulunur (Moksness vd

2004, Tekelioglu 2005).

Suda c¢ozuinmus oksijen baliklarda hayatin devami icin baslica
gerekli elementtir. CozUnus oksijen, havuzlarin tasima kapasitesini
belirler. Genel olarak salmonid baliklar icin kabul edilebilir oksijen
limiti 5 mg/l'dir (Lindhorst-Emme 1990, Timur ve Timur 2003, Lucas
2003).

Dogal sularda ekstensif kultir sistemlerinde ve intensif kultir
sistemlerinde 151k seviyesi baliklarin blytime ve olgunlasmasinda
onemli oldugu icin yetistiricilikte 6nemli faktérlerden biridir (Timur ve

Timur 2003, Moksness vd 2004).

Suda eriyen gazlarda alabalik yetistiriciliginde O6nemli
etkenlerdendir. Azot, oksijen, CO2 ve amonyum gazlari 6zel bir 6neme
sahiptir. Azot, derin kuyu ve artezyen kuyularinda asir1 doymus
seviyede bulunabilir. Suyun herhangi bir gaz ile asir1i doymus hali gaz
kabarcigi hastaligini  olusturur. Suyun havalandirilmas: gerekir

(Lindhorst-Emme 1990, Lucas 2003, Karatas 2010) .

Dogal asidite, karbonat alkalinitesi ve pH, balik saghigi icin
akuatik cevrenin kalitesinin belirlenmesinde cok énemlidir. Tatli sularin
pH degerleri genis aralik icerisinde dalgalanma go6sterir. Baliklar
genellikle 5-9 pH araliginda yasarlar. Salmonid baliklar pH degerinin
altinda tutulursa plazmalarindaki sodyum ve klortir
konsantrasyonlarini ayarlama kabiliyetlerini kaybederler. pH’nin
devamli olarak 5’in altinda tutulmasi halinde plazmadaki sodyum
klortiri seviyesi duser ve vicut hareketlerinin kontrolti kaybedilir. pH 6
— 6.5 araliginda bile salmonid baliklarda buliylme oraninin azaldig:

bildirilmektedir (Lindhorst-Emme 1990, Tekelioglu 2005).

Dogal sularda genellikle karbondioksit seviyesi 6 mg/litreyi

gecmez. Karbon dioksit seviyesinin yukselmesi baliklarda solunumu
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azaltir. Tath sularda normal olarak 2 mg/1 CO2 baliklar bulunur. Suda
12 mg/l seviyesinin uUstuindeki karbon dioksit seviyesi balik
buytumesinde negatif etkiye sahiptir (Cizelge 2.4.) (Lindhorst-Emme
1990; Timur ve Timur 2003).

Cizelge 2.4. Alabalik yetistiriciliginde cesitli su parametreleri sinir

degerleri (Lindhorst-Emme 1990).

Parametre Sinir Degeri

Sicaklik 20 9C’a kadar
Oksijen 7 mg/lt’nin Gzerinde
pH 5,5-8,5

Asit Baglama Kapasitesi (SBV) 1,5 Vol/m3Yin tstinde
Ammonium 1,0 mg/1t’e kadar
Demir, toplam 0,5 mg/lt’e kadar
Nitrit 0,2 mg/lt’e kadar
Nitrat 10 mg/lt’e kadar
Potasyumpermangenat tiiketimi 40 mg/1t’e kadar
(KmnO4)

Kimyasal oksijen gereksinimi 40 mg/1t’e kadar
Biyokimyasal oksijen gereksinimi 15 mg/lt’e kadar
Oksijen tuketimi 6 mg/1t’e kadar
Serbest CO2 (Larvalar icin) 15 ppm/It’nin altinda

Serbest CO2 (Sofralik baliklar icin) 30 ppm/It’nin altinda

Amonyum baliklarin baslica bosaltim Urdnt olup cevresel
hastaliklar icin baslica potansiyeli olusturur. Akuatik sistemlerde
protein metabolizmasinin son Urtinu olarak meydana gelir. Baliklar
amonyumu solungaclar1 ile atarlar. Amonyum miktarindaki artis

baliklarda cevreden kaynaklanan solungac hastaligi gelismesine ve
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buyltme orani dismesine neden olur (Lindhorst-Emme 1990, Timur ve

Timur 2003).

Alabalik yetistiriciliginde bir 6énemli faktdérde su kaynaklarindaki
kirlenmedir. Sulardaki kirlenme; termal, metal, evsel ve endustriyel
atiklar ve petrol gibi cesitli kirleticilerden kaynaklanabilir. Bu
kirleticilerin bircogu baliklar icin toksik etki yapar ve baliklarda yuksek
mortaliteye sebep olabilir. Bunun yaninda balik frylarinda solungaclarin
tikanmas1 sonucu bogulmalara ve yumurtalarin Usttintiin 6rtiilmesiyle
oksijensiz kalmalarina neden olabilir (Lucas 2003, Timur ve Timur

2003).

Su durunleri yetistiriciliginde hastaliklar, tUuretim ve ticareti
sinirlayan en 6nemli etken olarak bilinir. Su Urunleri yetistiriciliginin
hizli buiiyime surecinde cevresel etkilesimlerle birlikte bakteriyel, viral,
fungal ve paraziter hastaliklar da artis meydana gelmistir (Scienszko ve
Axelrod 1971, Roberts ve Shepherd 1986, Austin ve Austin 1992, Lucas
2003, Timur ve Timur 2003, Alpbaz 2005, Tanrikul 2007, Karatas
2010).

Yuksek stoklama yogunlugu ile birlikte strese yol acan cevresel
faktorler salgin hastaliklarin ortaya cikmasina, kultiir ve dogal ortam
arasinda su degisimi yoluyla bu hastaliklarin dogal tiirlere bulasmasina
yol acabilmektedir (Timur ve Timur 2003, Lucas 2003, Moksness vd
2004, Karatas 2010).

2.2.4. Gokkusag: alabaligi’nda goriilen bazi onemli bakteriyel
hastaliklar

Gokkusagr Alabaligi'nda goériilen bakteriyel hastaliklarin basinda
furunkulozis, yersinozis, bakteriyel soguk su hastaligi, godkkusagi
alabaligi fry mortalite sendromu, bakteriyal bdébrek hastalig,

tuberculosis ve hareketli motil aeromonas septisemi (MAS) gelmektedir.
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2.2.4.1. Furunkulosis

Salmonid baliklarda Aeromonas salmonicida ad1 verilen bakterinin
neden oldugu o6ldurtci epizootik bir hastaliktir. Bu bakteri 6zellikle,
ekonomik degeri yuksek salmonid baliklarda hastaliga neden
olmaktadir. Furunkulozis adi, insan furunkulosis’ine analog olarak bazi
vakalarda salmonid baliklarin viicudunda furunkul adi verilen ciban
benzeri klinik lezyonlardan gelmektedir (Timur ve Timur 2003, Beaz-

Hidalgo vd 2008).

Salmonid baliklarin doga ve kultir stoklarindaki bu hastalik
baslica kayip nedenlerindendir. Genellikle ytuksek su sicakligi, dustk
oksijen ve asir1 stoklama yogunluguna baglh olarak her yas grubundaki
salmonid baliklarda goérilmektedir. Bu hastaliga kars: gokkusag:
alabaligi salmonid baliklar icinde en dayanikli, Atlantik salmonu ise en
hassas olanidir (Snieszko ve Axelrod 1971, Colak 1982, Del Cerro vd
2002, Ewart vd 2005,).

Hastaligin etkeni olan Aeromonas salmonicida arastiricilar
tarafindan bildirilen en eski balik patojenidir. Gram negatif, fakultatif
anaerobik, hareketsiz, comak sekilli 1,3-2x0,8 - 1,8 mikron
boyutlarinda bir basildir. Trypticase soy agar (TSA) gibi kati besi
yerlerinde konveks, kenarlar1 diizgiin yuvarlak ve parlak koloniler
olusturur. Besiyerleri ve koloniler zaman gectikce kahverengiye dénerler
(Colak 1982, Austin ve Austin 1992, Timur ve Timur 2003, Beaz-
Hidalgo vd 2008).

2.2.4.2. Bakteriyel soguk su hastalig:

Soguk su hastaligi uzun yillar boyunca salmonid baliklarda
eyerli sirt hastaligi olarak da bildirilmistir. Son yillarda ytuksek mortalite
ile seyreden ve “gbkkusagi alabaligi fry mortalite sendromu” olarak

isimlendirilir (Korun ve Timur 2001, Timur ve Timur 2003).
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Gokkusagr alabaliklarinda kuyruga yakin bélgede veya kuyruk
lUzerinde karakteristik acik lezyonlar gézlenmis ve bu nedenle bu
hastaliga ayni zamanda pedunkul hastalifi adi da verilmistir. Ilerlemis
lezyonlarda kuyruk yuzgecinin dustigi tespit edilmistir. Bu lezyonlar
baliklarin bogaz bodlgesinde ve dorsal yuzgecin anteriériinde de

gozlenmistir (Austin ve Austin 1992, Timur ve Timur 2003).

Hastaligin etkeni patojen tir Flavobacterium psychrophilum olarak
bilinir. Cytophage agar da sar1 pigmentli, yayilmayan koloniler
olusturur. F. psychrophilum 15 — 18 °C’de 3 — 5 glin inkuibe edildiginde
parlak sar1 renkli koloniler olusturur. Bu bakteriler ortas1 kabarik ve
konveks bir merkeze ve ince yayilan bir kenara sahip tavada yumurta
olarak tarif edilen bir koloni morfolojisine sahiptirler. F. psychrophilum
aerobik, Gram negatif, ince, uzun esnek comaklar olup kati yltizeylerle
temas halinde olduklarinda kayma hareketi yapabilen bakterilerdir

(Timur ve Timur 2003).

2.2.4.3. Enterik Kizil Agi1z Hastalig1 (Yersiniozis)

ERM hastaligi ilk kez 1950 yilinda ABD’de bir alabalik
isletmesinde bulunmustur. Hastalik daha sonra Kanada, Danimarka,
Ingiltere, Fransa, Almanya, Italya, Norvec, Avusturalya, Yunanistan ve
Turkiye’ ye yayilarak genis bi cografya icerisinde salmonid baliklarda
6limlere neden olmustur. Bu hastalik salmonid baliklarda 6zellikle
gokkusagi alabaligi yetistiren isletmelerde 6nemli kayiplara neden olan
septisemik, kontagiy6z bakteriyel bir enfeksiyondur (Timur ve Timur
2003, Cengizler 2006).

Hastaligin etkeni olan enterik bakteri Yersinia ruckeri Gram
negatif, hafif kivrik, 1,0 x 2,0 — 3,0 pm buyukligiinde comaklardir.
Sahip oldugu 7-8 adet peritrik flagelasi ile haretli bir bakteridir.

ERM hastaligi subakut ve akut bir sistemik enfeksiyondur. Adini

subcutaneus (deri alt1)) hemorajilerin sebep oldugu agiz ve operkulumun
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kirmizilasmasindan almaktadir. Hastaligin adi olan enterik kizil agiz, bu
hastaligin semptomlarini1 tarif etmektedir. Baslica belirtileri agiz ve
bogaz kisminda kizariklarin olusmasiyla beraber diger belirtileri deri
renginin koyulasmasi, bilateral ekzoftalmus, hiper pigmentasyon,
yuzgeclerin dip kisimlarinda ve g6z cevrelerinde hemorajiler,
bagirsaklarda sar1 renkli bir sivinin bulunmasi, istahsizhik ve
hareketlerde yavaslama seklindedir (Austin ve Austin 1992, Timur ve
Timur 2003).

Yetistiricilik kosullarinda baliklarda stresle iligkili olarak ortaya
cikan bu hastalik akut ve kronik olarak seyreder. Gokkusag:
alabaliklarinda ERM en cok 7,5 cm. uzunlugundaki baliklar1 etkiler.
Hastaligin siddeti suyun sicakligi 15 - 18 °C’ ye ciktig1 zaman en yuksek
noktaya ulasirken, 10 °C’ ye dustigunde hastaligin hiz1 da duiser.

Suda bika¢ ay yasayabilen patojen, kuslarin diskisinda,

memelilerde ve insanda bulunmustur (Timur ve Timur 2003).

2.2.4.4. Bakteriyel bobrek hastalig:

Bakteriyal bobrek hastaligi (BKD), salmonid bébrek hastaligi gibi
ismiyle anilan hastaligin etkeni Renibacterium salmoninarum’ dir. Bu
hastalik ilk énce 1930 yilinda Iskocya’da Dee ve Spray Nehirlerindeki

salmon baliklarinda gértlmustur (Timur ve Timur 2003).

Hastaligin etkeni olan bu basil kucuk (0,3 - 0,5 ym x 0,1 - 1,5
um), Gram pozitif, hareketsiz, aside-direncli olmayan comaklar olup,
genellikle ciftler halinde olusurlar. Bu bakteri sadece konak¢i balik
icinde cok yavas olarak boébrek, dalak, kalp ve kas dokularinda
cogalirlar. Bakteri ¢cok ktuictik olup, kultirde buyltmesi zordur. Ctinku
laboratuar vasatlarinda Uremesi icin 6zel besleyici maddelere ihtiyac

vardir (Austin ve Austin 1992, Timur ve Timur 2003, Cengizler 2006).
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Hasta baliklar genellikle koyu renkli ve ara sira ekzoftalmus
gosterirler. Pektoral yuzgeclerinde kucik hemorajiler gorultur. Kulttr
alabaliklarinda baligin viicudunun yan tarafinda kuictik kabarikliklar
olusabilir. Hasta baliklar da ekzoftalmi, bazen g6ztin birinde kayip,
korneada bulutlanma ve yanal cizgi boyunca kiuictik yaralar, opercular
lezyonlar kanli pektoral yuzgecler ve yuzgeclerde ici kan dolu
kabarciklar ve tlserler géruliir. Internal olarak kanli ascites (karin
boslugunda kanli sivi toplanmasi), gértiltir. Otopside lezyonlar genellikle

boébrekte bulunmustur (Austin ve Austin 1992, Colak 20006).

BKD’nin ilk teshisi Dbilindigi gibi histolojik olmustur.
Organizmanin kultir vasatlarinda (KDM-2 agar) cok yavas Uremesi (15
°C’de 6 — 8 hafta veya daha fazla bir strede) hastaligin teshisi ile
ugrasanlarin dikkatini serolojik metodlar Uzerine yoneltmistir.
Renibacterium salmoninarum KDM-2 agarda cesitli buyuklukte,
yuvarlak, konveks beyaz-krem rengi koloniler olusturur. Primer
izolasyonlarda optimal sicaklik derecesi 15 — 16 °C olup, 5 — 6 hafta
sonra gozle gorulebilir koloniler ortaya cikar (Austin ve Austin 1999,

Timur ve Timur 2003).

Gunimiuizde en hizl identifikasyon metodu ELIZA testidir. Bu test
45 dakika gibi bir stirede yapilabilir. immunofloresan yéntemi bir giin
alir. Tahmini identifikasyon hareketsiz, aside-direncli olmayan, Gram
pozitif koko-basillerin yas ezme preparatlarda goérilmesi ile yapailir.
Tahmini teshisin kesinlesmesi (konfirmasyonu) patojenin 6-8 hafta veya
daha fazla surede 06zel vasatta (KDM-2 agarda) Uremesi ile saglanir

(Timur ve Timur 2003).

2.2.4.5. Tuberculosis (Mycobacteriosis)

Baliklarda kronik olarak gelisen ve zayiflama, deride inflamasyon,

ekzoftalmus, acik lezyon ve ulser gibi eksternal semptomlar ile
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baliklarin cesitli organ ve dokularinda ktictik ttiberktllerin olusmasa ile
beliren bulasici ve kronik bir hastaliktir. Bu enfeksiyon salmonid
baliklarda, deniz levreginde, cipura, cizgili levrek, uskumru, morina
baligi, tilapia ve akvaryum baliklarinda bildirilmistir (Timur ve Timur

2003).

Hasta baliklar kasektik (cok zayiflamis) ve koyu renkli olup,
abdomende siskinlik vardir. Internal olarak cesitli organlarda grimsi

beyaz noduller (grantilomatéz lezyonlar) olusur.

Baliklardan izole edilen mycobacteria, Gram pozitif, aside direncli,
hareketsiz (non-motile) 1,5 — 2,0 um x 0,25 - 0,35 um buyukligindeki
basillerdir. Baliklardan Mycobacterium  fortutium, M.piscium,
M.platypoecilius ve M.salmoniphilum turleri izole edilmistir. Balik
tiberktloz basilleri yamurtali vasatlarda diizglin, 1slak, parlak ve krem
renkli koloniler olusturur (Austin ve Austin 1992, Timur ve Timur

2003).

2.2.4.6. Hareketli aeromonas septisemi (MAS)

Tathh su, tuzlu su, ilik ve soguk sularda bulunan butin baliklar
bu hastaliga hassastir. Tim diinyada yaygin olarak gérultir. Havuzlarda
kultird yapilan sazan, Japon baligi, yayin baliklarinin tipik bir
hastaligidir. Hareketli Aeromonas Septisemi etkenleri olarak Aeromonas
hydrophila, Aeromonas cavie, Aeromonas sobria ve Aeromonas veronii
turleri bilinmektedir (Lucas ve Soutgate 2003, Aoki 1999, Aydin ve
Ciltas 2004, Bach vd 1978, Buchanan ve Palumbo 1985, Dwivedi vd
2008, Wei vd 2008, Hickman-Brenner ve Macdonald 1987).

A. hydrophila onun sinonimleri olan A.formicans, A.liquefasciens,
A.punctata baliklarda hemorajik septiseminin etkeni olarak taninmistir.
Buna ek olarak hareketli aeromonadlar kurbagalar, kaplumbagalar ve

yilanlarda hastalik olusturur. Bunun da oOtesinde, hareketli
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aeromonadlar insanlarda gastro-enteritis, yara enfeksiyonlar1 ve

septisemi vakalarinda rol alirlar (Timur ve Timur 2003).

Tath sularda o6zellikle organik maddece zengin sular normal
olarak A.hydrophila’nin habitati olarak kabul edilmektedir. Fakat son
zamanlardaki bulgular baliklarda barsak florasinda da bulunabilecegini

gostermektedir (Timur ve Timur 2003).

Hareketli Aeromonadlardan A. cavie, A. veronii ve A. sobria’nin da
ara sira hasta baliklardan izole edildigi bildirilmektedir. Eski ve spesifik
bir isim olmayan bakteriyel hemorajik septisemi adi bu gin butin
Gram negatif bakterilerin baliklarda neden oldugu sistemik
enfeksiyonlar icin kullanilmaktadir. Hareketli aeromonad septisemisi
adi, yakin bir gecmiste ilk olarak 1982 yilinda kultiir yayin baliklarinda
(Ictalurus punctatus) kullanilmistir. Bu isim genel olmayip, kesin ve tarif
edici bir isim olmustur (Buchanan ve Palumbo 1985, Dwivedi vd 2008,

Hickman-Brenner ve Macdonald 1987, Wei vd 2008).

Bakteriyal septiseminin klinik bulgularini gésteren baliklarda A.
hydrophila, A. cavie ve A. sobria izole edilmistir. Fakat bunlardan en cok
izole edilen A.hydrophila olmustur. Bu organizma Rhabdovirus carpio
enfeksiyonundan veya parazitik enfestasyona ugramis sazan baliklarin
da ve Ureme ddéneminde 6len salmonid baliklarda sekonder enfeksiyon
etkeni olarak bulunmustur. Bu nedenle hareketlie aeromonadlarin
primer patojen olup olmadiklar:1 konusunda stiphe edilmektedir. Ancak,
bu enfeksiyon etkeni hangi sebeple olursa olsun primer viral veya
primer parazitik enfeksiyondan sonra konakciyr istila edip sartlar:
derhal koétiuye goturerek 6lumun bas sorumlusu olmaktadir (Austin ve

Austin 1992, Colak 1982, Fang vd 2004, Miyata vd 1995).

Klinik bulgular tipik olmayip, hasta baliklarda genel olarak
bakteriyal septisemide goértilen hemorajik ve ulseretif deri ve kas
lezyonlar1, ylzgeclerde nekrotik lezyonlar, ekzoftalmus ve abdomidal

genisleme (ascites) gorulur. Pullar gevseyip dusebilir. Per akut
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vakalarda eksternal belirtiler gériilmeden ani 6ltimler gérulebilir. Akut
vakalarda, solungaclarda ve anal boélgede hemorajlariler, kronik
vakalarda apse ve ulserler goérulir. Bu ulserler daha sonra akuatik
mantarlarla (Saprolegnia) ko-enfeksiyona neden olabilir. Internal olarak,
i¢ organlarda hemoraji ve karin boslugunda kanli sivi bulunur. Dalak ve
bobrekler genislemistir (Snieszko ve Axelrod 1971, Colak 1982, Parker
2002, Timur ve Timur 2003, Moksness vd 2004).

A. hydrophila genellikle cesitli nedenlerle stres altinda kalan
baliklarda hemorajik septisemi ile seyreden hastaliga neden olur. Etken
kuyruk ve yulzgeclerde erime ve hemorajik septisemi dahil cesitli
bozukluklara neden olur. Hasta baliklar genellikle stres altindadir (Aoki
vd 1999, Aydin ve Ciltas 2004, Bach vd 1978, Doukas vd 1998, Fang vd
2004).

Renklerinde koyulasma ve vicut yulzeyinde genis alanlarda ve
yuzgec diplerinde kizarikliga neden olan hemorajiler, yulzgecler ve
kuyrukta nekroz veya vicudun yan taraflarini ve sirt kismini kaplayan
genis Ulserasyon gibi farkli eksternal lezyonlar goérulebilir (Timur ve
Timur 2003). Pullarin dékulmesine neden olan kucuk veya buyuk
yuzeysel lezyonlarin olusumu; 6zellikle solungac¢ ve anal bélgedeki lokal
hemorajiler, tulserler, ekzoftalma ve abdominal genisleme, anal
prolopsus gibi cesitli karakteristik 6zellikler bu hastalikta gbdzlenebilir.
Ulserler genellikle derin degildir. 0,5 cm capindaki benekler seklinde
cok sayida olabildigi gibi 2-3 tane buyuk lezyonlar seklinde siyah sirth
beyaz kenarli, parlak kirmizi hemorajik ytizeyler seklinde goérulebilirler.
Ulser yuzeyi nekroze olarak kahverengine déntsebilir. Duistik
sicakliklarda genellikle Saprolegnia diclina ile sekonder olarak enfekte

olur (Hazen vd 1978, Miyata vd 1995, Moksness vd 2004).

Internal olarak klinik dropsy’de abdominal boslukta cok miktarda
kanli sivi bulunur. Bircok vakada baslica post mortem bulgu,

mesenterium ve i¢ (viseral) organlar, viseral peritonda hiperemi ve
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hemorajidir. Agir vakalarda buittin viseral organlar parlak kirmizi renkte
ve fibrinoz yapismalar go6rulebilir. Dalak go6zle gorulebilir sekilde
genislemis, yuvarlaklasmis ve kiraz kirmizi renktedir. Fokal olarak kas
nekrozu (myonecrose) olabilir. Ancak nadiren furunkulosis’de oldugu
gibi kasa dokusuna kadar iner. Kaslarin nekrozu yulizeysel olup ulser
seklindedir. Bazen rektal prolapsus gorulebilir (Snieszko ve Axelrod

1971, Timur ve Timur 2003, Parker 2002).

Hasta baligi halsiz ve kayitsiz ylUzmesinden dolay:r kolayca
tanimak mumkindir. Genellikle havuzlarin, tanklarin kenar
kisimlarinda durma egilimi goésterirler. Cogunlukla suda serbest halde

yuzen yangili intestinal mukus parcalar: gérualur (Timur ve Timur 2003).

Histolojik olarak bu durum yaygin fokal nekrotik lezyonlara
neden olan septisemi seklinde karekterize edilir. Yaygin hiperemi ve
kapillar hemoraji ve cok sayida makrofajin ve diger 16kositlerin kapillar
damarlardan dokulara go¢tu goéruliur. Lezyonlar genellikle akut fokal
liquefactive nekroz odaklar1 veya zonlar1 seklindedirler. Ozellikle dalak
ve bobreklerdeki haemopoietik doku balikta tamamen tahrip olur.
Bobreklerde ttbul epitelyum htuicreleri genellikle lumene doékulur ve
bobrek dokusunda cogunlukla nekrotik ttibtuller ve haemopoitetik doku
ile sarilmis glomeruluslar kalir. Intestinal kapillar damarlar da
congestion ve makrofaj ve lenfosit bakimdan zengin submukozada édem
gorulur. Barsaklar1 6rten mukoza genellikle nekrotik olup genis bir
alanda sindirim kanali lumenine déktlmustir. Kalp kasinda, karaciger,
gonad ve pankreasta fokal nekroz goérulir. Deri Ulserasyon ve en son
olarak da kasa kadar inen hemorajik nekroz goérultir. Ancak lezyonlar
genellikle vibriosis’de goézlenen lezyonlardan daha ylizeyseldir (Austin ve

Austin 1987, Timur ve Timur 2003).

Etkenin tath  sularda yaygin bir sekilde bulundugu

bildirilmektedir. Hareketli aeromonadlara bagli olarak gelisen cesitli
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sendromlar hastaligi baslatan uyariciya bagli cok degisiklilik goésterir

(Alpbaz 2005, Austin ve Austin 1992, Colak 1982).

A. hydrophila’nin antibiyotik tedavisinde bircok diger bakteriyel
enfeksiyonlarda oldugu gibi en buyltk problem hemen antibiyotiklere

karsin direncin olusmasidir (Timur ve Timur 2003).

2.2.4.7. Hareketli aeromonas tiirlerinin insan sagligindaki rolii

Hareketli Aeromonas turlerinin 20 yildan uzun bir suredir
potansiyel gida kaynakli patojenler oldugu bilinmektedir (Isonhood e
Drake 2002).

Yapilan calismalar, kanath etlerinin hareketli Aeromonas ttrleri
ile %28-100 arasinda kontamine oldugunu, bu durumun halk saglig
acisindan potansiyel bir risk olusturdugu bildirilmistir (Kirov 1990,
Khurana ve Kumar 1997, Palumbo 2000).

Hareketli Aeromonas turleri buzdolabi sicakliginda ureyebilen ve
halk saglig1 acisindan 6nem tasiyan gida kdkenli infeksiyon etkenleridir.
Dunyanin farkli bélgelerinde yapilan calismalarda, o6zellikle sicak
bolgelerde, Aeromonas turlerinin insanlarda diyare etkeni olarak izole
edildigi ve diger klasik enterit etkenleri olan Salmonella ve Shigella gibi
onemli oldugu bildirilmistir. Yapilan calismalarda etkenin kanatl eti ve
urltnlerinde yuksek oranda kontaminasyon yarattigini ortaya
konmustur (Burke 1984, Buchanan ve Palumbo 1985, Sachan ve
Agarwal 2000).

Hareketli Aeromonas turleri gida infeksiyonlari yaninda o6lumle
sonuclanabilen septisemilere, yara infeksiyonlarina, nekrozlara,
akciger, pleura, endokard ve diger i¢c organ yangilarina sebep
olabilmektedir. Meydana gelen diyareler akut olabildigi gibi; kanh ve
koleral formda da tim yas gruplarini etkileyebilmektedir (Janda 1991).

Bununla birlikte immun sistemi zayiflamis olanlar ve bes yas alti

cocuklar ozellikle risk altindadirlar. Aeromonas gastroenteritlerinin
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semptomlar1 c¢cok komplekstir. Diyare sulu, kanli, stimugimsu
olabilecegi gibi bulanti, karin agrisi, kusma ve ates gibi belirtilerde

gorulebilmektedir (Waites 1991).

2.2.5. Bakteriyel hastaliklarin molekiiler teshisi

2008 yili itibariyle yaklasik 65 bin ton alabalik tiretimiyle (TUIK,
2008) Avrupa’ da ilk siralarda yer alan tulkemizde, etkili hastalik

kontrolti ve patojenlerin hizli tayini 6nem tasimaktadir.

Her turli ortam ve sartlarda herhangi bir canliya ihtiyac
duymadan yasamini sUrdurebilen patojen bakterilere karsi baliklarin
cogu dayaniksizdir. Ozellikle ekonomik degeri olan alabalik yetistiriciligi
yapilan isletmelerde hastaliklardan dolayr o6limler ciddi maddi
kayiplara neden olabilmektedir. Basta insan ve c¢evre sagliginin
guvenligi ve bunun yaninda ciddi ekonomik kayiplarin o6nlenmesi
acisindan hastalik etkeninin varliginin kisa zamanda belirlenmesi,
hastalik yapan gen bolgelerinin karakterize edilmesi, konakc¢i ve
patojenite Uzerine calismalar yapilmasi ve bunlarin sonunda gerekli

tedavi yoluna gidilmesi 6nem tasimaktadair.

Son yillarda hastaliga neden olan bakterinin tespiti konusunda
molekuler biyolojik yéntemler de kullanilmaktadir (Del Cerro vd 2002,
Fang vd 2004, Gonzales vd 2004, Ewart vd 2005, Sen 2005, Wei vd
2008).

Bu amacla calisma kapsaminda 4 Aeromonas tiri DNA-temelli
yontemlerle tespit edilerek hastalikla iligkili olan gen boélgelerinin (tet,

ompTS, Aero, F3, B3, AH) genetik karakterizasyonu yapilmistir.
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2.3. Aeromonas hydrophila’nin Biyolojisi
2.3.1. A. hydrophila’nin Sistematigi
A. hydrophilanin sistematigi Cizelge 2.5. deki gibidir.

Cizelge 2.5. A.hydrophila’ nin Sistematigi

Alem: Bacteria

Sube: Gammaproteobacteria
Sinaf: Aeromonadales

Cins: Aeromonas

Tur: A.hydrophila

2.3.2. A. hydrophila’nin Morfolojisi

A. hydrophila en fazla 0,8-1 x 1,0 — 3,5 mikron boyutlarinda Gram
negatif, fermantatif comaklardir. Tek, polar flagellalar1 sayesinde
hareket eden basillerdir. Cogu izolatlar1 37°C’de tUreme Ozelligine
sahiptir. Selektif olmayan TSA besiyerinde 20-25 °C’de 24-48 saat
inktube edildiklerinde krem rengi, yuvarlak, hafif kabarik 2-3 mm

capinda koloniler gelisir.

Gram negatif bakterilerden olan A. hydrophila amfibiler,
sturungenler, kuslar ve memelileri iceren genis bir konake1 kitlesini
enfekte eder. Ancak en cok balik patojeni olarak bilinir (Sekil 2.5.).
Duinya capinda tatli su balig: yetistiriciligi yapan isletmelerde buyuk
ekonomik kayipla sonuclanan Hareketli Aeromonad Septisemi (MAS)

hastaligina neden olur.

Gunumuzde A.hydrophila’ nin neden oldugu hastaliklar
antibiyotik ile tedavi edilebilmektedir (Fang vd 2003).
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2.4. Aeromonas veronii’ nin Biyolojisi
2.4.1. A.veronii’ nin Sistematigi
A.veronii’ nin sistematigi Cizelge 2.6. daki gibidir.

Cizelge 2.6. A.veroni’ nin sistematigi

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinaf: Gammaproteobacteria
Takim: Aeromonadales

Familya: Aeromonadaceae
Cins: Aeromonas

Tar: A. veronii

2.4.2. A.veronii’ nin Morfolojisi

A. veronii Gram negatif cubuk sekilli bir bakteridir. Soguk sularda
bulunur ve insanlar icin patojen olabilmektedir. A. veronii insanlarda
yara enfeksiyonlarindan ishale kadar bircok degisik hastaliga sebep

olabilir (Hickman-Brenner ve Macdonald 1987).
2.5. Aeromonas sobria’ nin Biyolojisi
2.5.1. A.sobria’ nin Sistematigi

A.sobria’ nin sistematigi Cizelge 2.7. deki gibidir.

Cizelge 2.7. A.sobria’ nin sistematigi

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinaf: Gammaproteobacteria
Takim: Aeromonadales
Familya: Aeromonadaceae
Cins: Aeromonas

Tar: A. sobria
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2.5.2. A.sobria’nin Morfolojisi

A. sobria, Aeromonadaceae familyasina ait Aeromonas cinsi i¢cinde
bulunan, Gram negatif, hareketli, sporsuz, kapsulstz, fakultatif

anaerob, asidorezistans olmayan comak biciminde bir bakteridir.

2.6. Aeromonas caviea’ nin Biyolojisi
2.6.1. A.caviae’ nin Sistematigi

A. caviae’ nin sistematigi Cizelge 2.8. deki gibidir.

Cizelge 2.8. A.caviae’ nin Sistematigi

Alem: Bacteria

Sube: Proteobacteria

Sinif: Gammaproteobacteria
Takim: Aeromonadales
Familya: Aeromonadaceae
Cins: Aeromonas

Tar: A. caviae

2.6.2. A.caviae’ nin Morfolojisi

A. caviae en fazla 0,8-1 x 1,0 — 3,5 mikron boyutlarinda Gram
negatif, fermantatif comaklardir. Tek, polar flagellalar1 sayesinde
hareket eden basillerdir. 37°C’de Ureme Ozelligine sahiptir. Selektif

olmayan TSA besiyerinde 20-25 °C’de 2448 saat inkube edilir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Arastirmanin yiiriitiildiigi yer
Arastirma, Akdeniz Universitesi Su Urlinleri Faktiltesi Arastirma

Laboratuarlarinda yapilmistir.

3.1.2. Balik materyalinin temin edildigi yer

Arastirmada kullanilacak balik o6rnekleri Mugla ili Fethiye
bolgesindeki 6zel alabalik isletmelerinden (Cobanlar Alabalik, Selina Su
Urtinleri, Gumtusdoga Su Urtinleri, Aksoylar Su Urtinleri ve Basar

Alabalik) elde edilmistir.

3.1.3. Hasta balik materyalinin temini

Balik materyali Fethiye bodlgesindeki 6zel alabalik yetistiriciligi
yapan isletmelerden hastalik goriilen doénemlerde temin edilmistir.
Steril kosullarda alinan balik érnekleri aseptik kosullarda laboratuara

getirilmistir.

3.1.4. Referans bakteri suslarinin temini
Referans olarak A.hydrophila, A.veroni ve A.sobria suslar ticari

yollarla 6zel firmalardan satin alinmistir.

3.1.5. Calismada kullanilan besiyerleri

3.1.5.1. Tripton soy agar besiyeri (TSA)

Aeromonas sp. Uretiminde genel kati besiyeri olarak kullanilir.
Bilesiminde kazein peptonu 15,0 g/L; Soya besiyeri peptonu 5,0 g/L;
NaCl 5,0 g/L; Agar-agar 15,0 g/L. bulunur.

Dehidre besiyeri, 40,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde
1sitilarak eritilip, otoklavda 121 °C'da 15 dakika sterilize edilir ve steril

Petri kutularina 12,5'er mL doékultr. Hazirlanmis besiyeri berrak ve
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sarimst kahve renktedir. Sterilizasyon sonrasi 25 0°C'da pH's:

7,310,2'dir.

3.1.5.2. Tripton soy broth besiyeri (TSB)

Aeromonas sp. Uretiminde genel sivi besiyeri olarak kullanilir.
Bilesimi kazein peptonu 17,0 g/L; soya besiyeri peptonu 3,0 g/L; D(+)
Glukoz 2,5 g/L; Sodyum Klorid 5,0 g/L; Potasyum-2-Hidrojen Fosfat
2,5 g/L. bulunur.

Dehidre besiyeri, 30,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde
gerekirse 1sitilarak eritilip, amaca uygun kaplara (ttip, erlen vb.) dagitilir
ve otoklavda 121 9C’da 15 dakika sterilize edilir. Hazirlanmis besiyeri

berrak sarimsi renkte olup, 25 9C’da pH’s1 7,3+0,2’dir.

3.1.5.3. Kanl1 agar

Aeromonas sp. Uretimi gibi basta zor gelisenler olmak Uzere
mikroorganizmalarin  gelistirilmesi ve hemoliz reaksiyonlarinin
belirlenmesi amaciyla Kanli Agar ve Kaynamis (Cikolata) Kanli Agar
hazirlanmas1 icin kullanilan kati besiyeridir. Bilesiminde Nutrient
substrat (kalp ekstrakti ve peptonlar) 20,0 g/L; Sodyum Klorid 5,0 g/L;
Agar-agar 15,0 g/L. bulunur.

Dehidre besiyeri 40,0 g/L konsantrasyonda olacak sekilde
1isitilarak damitik su icinde eritilir ve otoklavda 121 9C’da 15 dakika
sterilize edilir. Otoklav cikisinda 45-50 9C’a sogutulur, %5 oraninda defi
brine koyun kani ilave edilir, kanistirilir ve Petri kutularina 12,5°er mL
dokulur. Bazal besiyeri berrak, sarimsi kahverengindedir ve 25 °C’da
pH’s1 6,8%£0,2’dir. Kan ilave edilmis besiyeri buzdolabinda en cok 3 ay

depolanabilir.

3.1.6. DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallar ve cozeltiler
DNA izolasyonunda; SET tuz soliisyonu (Cizelge 3.1.), KIA

(kloroform: isoamilalkol) (Cizelge 3.2.), TAE (Tris asetik asit EDTA)

(Cizelge 3.3.), TE (Tris-EDTA) (Cizelge 3.4.), TBE (Tris Boric asit EDTA)
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soltiisyonlar1 (Cizelge 3.5.), Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) (Cizelge 3.6.),
proteinaz K (10 mg/ml), Kloroform, Izoamil alkol, Etanol, Sodyum

asetat, Lizozim enzimi kullanilmistir.

Cizelge 3.1. SET Tuz Soliisyonu

Kimyasalin Ad1 Son Konsantrasyon (pH=8,0)
NaCl 0.44 gr
EDTA 0.85 gr
Tris 0.24 gr
dH20 100 ml’ye tamamlanmistir

Cizelge 3.2. KIA (kloroform:isoamilalkol)

Kimyasalin Ad1 Son Konsantrasyon (pH=8,0)
Kloroform 24 ml
[zoamilalkol 1 ml

Cizelge 3.3. TAE (Tris asetik asit EDTA) Tampon Cozeltisi

Kimyasalin Ad: Son Konsantrasyon (pH=8,0)
Tris base 108 gr.
Boric asit 55 gr.
EDTA 40 ml.
dH-0O 1000 ml'ye tamamlanmistir

Cizelge 3.4. TE (Tris-EDTA) Tampon Cozeltisi

Kimyasalin Ad: Son Konsantrasyon (pH=8,0)
Tris-HC1 10 mM
EDTA 1 mM
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Cizelge 3.5. TBE (tris boric asit EDTA) Tamponu

Kimyasalin Ad1 Son Konsantrasyon (pH=8,0)
Tris base 108 gr.
Boric asit 55 gr.
EDTA 40 ml.
dH20 1000 ml’ye tamamlanmistir

3.1.6.1. PCR amplifikasyonunda kullanilan kimyasallar
PCR uygulamalarinda; Tag DNA polimeraz enzimi, dNTP karisimai,
PCR tamponu, MgClo, Primerler ve Steril dH2O (steril) kullanilmistir.

3.1.6.2. PCR amlifikasyon iiriinlerini goriintiilemek icin kullanilan

agaroz jel elektroforezinde kullanilan kimyasal ve cozeltiler
Elektroforezde; Agaroz, EtBR(10mg/ml), 1xTAE, DNA isaretleyici

(100 bp-1000 bp) ve Yukleme tamponu (BFB; Brom Fenol Blue)

kullanilmistir.

Cizelge 3.6. Agaroz jel hazirlanisi

Kimyasalin Ad1 Son Konsantrasyon (pH=8,0)
Agaroz 0.3 gr
dH20 30 ml

3.1.6.3. Yararlanilan alet ve ekipmanlar

Laboratuvarda yapilan islemler sirasinda; Thermal Cycle (Techne),
UV Goruntileme Sistemi, Yatay elektroforez, Etiv, Otoklav, Derin
Dondurucu, Santriftij, Saf Su Cihazi, Elektronik Teraziler, Vorteks,
Manyetik karistirici, pH metre, Otomatik pipetler, PCR tupleri, Plastik

tip ve degisik boyutlarda cam malzemeler kullanilmistir.
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3.2. Metot
Tam calismalar Akdeniz Universitesi Su Urtnleri Fakiltesi

Arastirma Laboratuarlarinda yapilmistir.

3.2.1. Hasta balik materyallerinin laboratuara getirilmesi

Klinik bulgular1 gézlemlenen hasta baliklar ve doku o6rnekleri
Mugla yoresindeki Alabalik Isletmelerinden (Cobanlar Alabalik, Selina
Su Urtnleri, Gimuisdoga Su Urtinleri, Aksoylar Su Urtinleri ve Basar
Alabalik) toplanarak ve soguk sartlarda laboratuara transfer edildi.

Hasta baliklarin agirliklar ve uzunluklar: él¢ctiltip kaydedilmistir.
Her balik 6érneginden steril pamuklu cubukla strintt alinip cubugun
uc kismi kesilmistir. Bu kisim 1ml. TSB besiyeri iceren ependorf
tiplerine konulmus daha sonra DNA izolasyonu ve bakteri izolasyonu
icin saklanmistir. Ayrica her baligin karacigerinden ve boébreginden
alinan 6rneklerden besiyerlerine ekim yapilmistir. Bu besiyeri de daha

sonraki islemler icin saklanmistir.

3.2.2. Hasta balik materyallerinden alinan bakteri izolasyonu

Incelemek icin 6rnek olarak hastalik belirtisi gdsteren baliklar
secildi. Secilen hasta balik 6rneginin dis ytizeyi alkolle dezenfekte edildi.
Daha sonra steril diseksiyon seti kullanilarak balik, antusten
operkuluma kadar kesilerek acildi. Alevde kizarincaya kadar isilarak
steril edilen bir 6ze yardimiyla karacigerden ve boébrekten Ornekler
alinip, TSA, TSB ve Kanli Agar’a ekimler yapild: (Colak 1982).

Bakterileri izole edebilmek icin farkli organlardan alinan érnekler,
Trypticase Soy Agar (TSA), Tryptone Soy sivi besiyeri (TSB) ve Kanli Agar
besiyerine ayr1 ayr1 ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri ettivde uygun
sicaklikta uygun surelerde inktibe edildi (Timur ve Timur 2003, Austin

ve Austin 2007).
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3.2.3. Calismada kullanilan referans bakterilerin iiretimi

Referans bakteri olarak A. hydrophila ATCC 19570, A. caviae
ATCC 15468, A.veronii ATCC 35624 ve A. sobria ATCC 43979 kullanildi.
Bu bakteriler Tripton Soy Agar (TSA), Tripton Soy Broth (TSB) ve Kanh
Agar besiyerinde 22-25 9C’ de 24-48 saat uretildi(Austin ve Austin
1992). Daha sonra uretilen bakterilerden DNA izolasyonu yapildi.

3.2.4. Bakteriyel DNA izolasyonu

Standart bakteri olan A. hydrophila ATCC 19570, A. caviae ATCC
15468, A.veronii ATCC 35624 ve A. sobria ATCC 43979 ve hasta
baliktan izole edilen bakteri 6rneklerinin DNA’s1 Miriam vd 1992 ve

Lucangeli vd 2000 metodlar1 modifiye edilerek saflastirilmistir.

1. Numaralandirilmis o6rneklerden 2 ml sivi alinmis, her biri
16.000 Xg'de sogutmali ultra santrifiij cihazinda santrif(ij edildikten
sonra sUpernatant ve cokmus partiktller ayrilmistir.

2. Cokmus huicre ve tim atik partiktiller PBS tamponu ile iyice
berraklasincaya kadar 2-3 kez yikanip 3500 rpm’de 10 dk. santrifiij
edilmistir.

3. Hazirlanan set soliisyonundan 500ul, lizis tamponundan ise
100 pl eklenmis ve 37°C’deki su banyosun da 30 dk. bekletilmistir.

4. Uzerine 100 pl SDS, 50 ul proteinaz K eklenmis ve 55 °C ‘deki
su banyosunda 2 saat bekletilmistir.

5. Bunun uzerine 200 pl NaCl eklenmis ve el ile hafifce
kanstirilmistir. Karistirildiktan sonra 500 pl 24:1 Kloroform/ izoamil
alkol konulmus ve yine el ile 30 dk. boyunca karistirilmistir. Bu karisim
3500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmis ve sUpernatantlar yeni bir tipe
bosaltilmistir.

6. Supernatantlarin Ulzerine 1 ml. saf etanol eklenmis ve 3500
devirde 15 dk. santrifij edilmistir.

7. %70°lik etonolden 500 pl eklenmis ve 1000 devirde 3 dk.

santrifiij edilmistir.
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8. Cikan tuplerdeki sUpernatantlar bosaltilip tiplerin kapaklari
actk bir bicimde kurutma kagidinin tuzerinde yaklasik 30 dk.
bekletilmistir.

9. Alkol kokusu giden 6rneklerin Utizerine en son olarak 100 pl TE

tamponu eklenmis ve DNA’lar kullanima hazir hale getirilmistir.

Izole edilen DNA’lar derin dondurucu da -20’ °C saklanmistir.

3.2.5. Bakteriyel DNA’nin kalitatif tayini
DNA’larin izolasyonunun son asamalarinda %70’ lik alkol ¢cozeltisi

eklendiginde ttip icerisinde cok yogun olmayan bir pelet gézlenmistir.

3.2.6. Bakteriyel DNA’'nin kantitatif spektrofotometrik tayini
DNA preparasyonlarininin yaklasik safligi 260 ve 260 nm’deki
absorbanslarin  oraniyla (A260/A280) belirlemek muUmkuindur.
Absorbsiyon spekturumunun sekli ayni zamanda ekstriksiyon
katsayisi, bazlarin dogasiyla degisiklik arz eder. Soyle ki, saf DNA icin
A260/A280=1,8dir. Saf bir RNA'nin ki ise 2,0 civarindadir. Protein
dogal olarak Amax=280 oldugu icin 260/280 orani 1’den kucuktir
(gercekte~0,5). Buna gore bir DNA 6rneginde A260/A280 degeri 1.8’den
buytk ise RNA kontaminasyonuna 1,8’den ktlictik ise protein veya fenol
kontaminasyonuna isarettir. A260/A280 1,5-1,8 arasinda olmasi1 DNA

izolasyonunun basarili oldugu anlamina gelmektedir (Turner vd 2004).

260 nm dalga boyundaki 1 Optik Dansitite (OD);

Cift zincir DNA icin 50 ng/ul DNA

Tek zincir DNA icin 20-33 ng/ul DNA

RNA molekult icin 40 ng/ul RNA anlamina gelmektedir.

Buna gbdre izole edilen DNA’larin kantitatif tayini icin
spektrofotometrede 260 ve 280 nm de absorbanslari ol¢cUlmustir

(Cizelge 3.7.).
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Cizelge 3.7. Spektrofotometrik Karisim

Kimyasalin Ad: Hacim
dH20 999 nl
DNA 1l

3.2.7. Primerlerin hazirlanmasi

A. hydrophila ATCC 19570, A. caviae ATCC 15468, A.veronii ATCC
35624 ve A. sobria ATCC 43979 (Wei vd 2008) icin ileri ve geri primer
setleri hazirlanmistir (Cizelge 3.8.) ve ticari sirketlerden saglanmistir

(Nawaz vd 2006, Khushiramani vd 2007, Chu ve Lu 2005).

Cizelge 3.8. Bakterilerin Primer Listesi

GEN PRIMER Dizisi GENOM
BOLGESI BOYU
A.veronii tetAF  |5-GCTACATCCTGCTTGCCTTC-3 211 bp
tetAR

5-GCATAGATCGCCGTGAAGAG-3

A.hydrophila 1008 bp
ompTS-F | 5-GCAGTGGTTTATGACAAAGACG-3

ompTS-R [ 5-TTAGAAGTTGTATTGCAGGGC-3

A.hydrophila | perol-F |5-CTCAGTCCGTGCGACCGACT-3' | 462 Pp

Aero2-R |5'-GATCTCCAGCCTCAGGCCTT-3'

A.caviae F3  |5-AAGTCGTTACCCAATTCAGAG-3  |292 bp
B3 5-CCCTGTTACCGCCGTGAAAG-3 331 bp
A.sobria AH1 |5-GAAAGGTTGATGCCTAATACGTA-3 | 685 bp

AH2 5-CGTGCTGGCAACAAAGGACAG-3
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3.2.8. Primerlerin TM sicakliklarinin hesaplanmasi
Kullanilan primerlerin Tm sicakliklar: Oligo Analyzer 3.0 programi

kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge 3.9. Primer Tm sicakliklarinin Hesaplanmasi
TmF primer=57,3 °C TmR primer= 58,8 °C
Tmort= ( TmF primer + TmR primer) /2= 58,05 °C

3.2.9. PCR reaksiyonu ve optimizasyonu

PCR icin bu primer setleri ve saflastirilmis genomik DNA, PCR
master karisimina (Fermantas, Kanada) ilave edilmistir ve PCR icin
hazir hale getirilmistir. Bu islemde kullanilan PCR karisimi Cizelge
3.10., 3.11 ve 3.12’ de verilmistir.

Cizelge 3.10. Tetracilin (tet) geni icin PCR optimizasyonu

Kimyasalin adi Hacim
10x buffer 12 ul
Mg+2 8 ul
Geri primer 8 ul
Ileri primer 8 ul
dNTP’ler 16 ul
Tag polimeraz 4 ul
Steril distile su 56 ul
TOPLAM 112ul

Olusan karisim 4 tane PCR tipune esit olarak paylastirilir. Bir
tanesi negatif kontrol olarak kalmak tizere 3 tUpun icine 2 pl DNA

koyulmustur ve PCR uygulamasi icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.11. Dis Membran Protein Transfer Geni (OmpTS) (Outer

Membran Protein Transplant System Gene) icin PCR optimizasyonu

Kimyasalin adi Hacim
10x buffer 12 ul
Mg+2 8 ul
Geri primer 8 ul
Ileri primer 8 ul
dNTP’ler 8 ul
Tag polimeraz 4 ul
Steril distile su 64 ul
TOPLAM 112pl

Olusan karisim 4 tane PCR tipune esit olarak paylastirilir. Bir
tanesi negatif kontrol olarak kalmak tizere 3 tUpun icine 2 pl DNA

koyulmustur ve PCR uygulamasi icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.

Cizelge 3.12. Aero (Aerosin) geni i¢cin PCR optimizasyonu

Kimyasalin ad1 Hacim
10x buffer 12 ul
Mg+2 8 ul
Geri primer 8 ul
Ileri primer 8 ul
dNTP’ler 16 ul
Tag polimeraz 4 ul
Steril distile su 56 ul
TOPLAM 112

Olusan karisim 4 tane PCR tUpune esit olarak paylastirilir. Bir
tanesi negatif kontrol olarak kalmak tizere 3 tiUpun icine 3 pl DNA

koyulmustur ve PCR uygulamasi icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.
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Cizelge 3.13. AH geni icin PCR optimizasyonu

Kimyasalin adi Hacim
10x buffer 12 ul
Mg+2 8 ul
Geri primer 8 ul
Ileri primer 8 ul
dNTP’ler 16 ul
Tag polimeraz 4 ul
Steril distile su 56 ul
TOPLAM 112

Olusan karisim 4 tane PCR tipune esit olarak paylastirilir. Bir
tanesi negatif kontrol olarak kalmak tizere 3 tUpun icine 3 pl DNA

koyulmustur ve PCR uygulamasi icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.

Cizelge 3.14. F3-B3 geni icin PCR optimizasyonu

Kimyasalin ad1 Hacim
10x buffer 12 ul
Mg+2 8 ul
Geri primer 8 ul
Ileri primer 8 ul
dNTP’ler 8 ul
Tag polimeraz 4 ul
Steril distile su 64 ul
TOPLAM 112ul

Olusan karisim 4 tane PCR tipune esit olarak paylastirilir. Bir
tanesi negatif kontrol olarak kalmak tizere 3 tipun icine 3 pl DNA

koyulmustur ve PCR uygulamasi icin thermal cycler’ a yerlestirilmistir.
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3.2.9.1. Tez calismasinda kullanilmis olan primerlerin pecr
protokolleri

Her bir gen boélgesi icin kullanilmis olan PCR protokolleri
asagidaki cizelgelerde verilmistir (Cizelge 3.13., 3.14., 3.15., 3.16. ve
3.17.).
Cizelge 3.15. Tetracilin (tet) geninin PCR protokolti

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
940C 10dk. 1

950C 0,5dk. 30

60°C 0,5dk. 30

720C 0,5dk. 30

720C Sdk. -

Cizelge 3.16. Dis Membran Protein Transfer Geni (OmpTS) (Outer

Membran Protein Transplant System Gene) geninin PCR protokoli

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
950C 10dk. 1

950C 1dk. 30

60°C 1dk. 30

720C 1dk. 30

720C 10dk. -

Cizelge 3.17. Aero (Aerosin) geninin PCR protokolu

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
940C 5dk. 1

940C 2dk. 30

620C 2dk. 30

720C 2dk. 30

720C 10dk. -
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Cizelge 3.18. AH geninin PCR protokolu

Sicaklik Zaman Dongii sayis1
950C 10dk. 1

950C 1dk. 30

60°C 1dk. 30

720C 1dk. 30

720C 10dk. -

Cizelge 3.19. F3-B3 geninin PCR protokoli

Sicaklik Zaman Dongii sayis1

940C Sdk. 1

940C 2dk. 30

620C 2dk. 30

720C 2dk. 30

720C Sdk. -

3.2.10. PCR amplifikasyon iiriinlerini goriintiilemek icin

kullanilan jel elektroforezi, boyama ve goriintiileme

Belirlenen gen urlnlerinin her biri mini elektroforez tankinda

ethidium bromide boyasi ile hazirlanmis %1’lik agaroz jelde 240 Volt, 80
amper’ de 1 saat yurutilmis ve UV lambasi altinda incelenmistir.

Fotograf makinesiyle resimleri cekilmis ve bulgulara eklenmistir.

Cizelge 3.20. Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal Madde Adi Hacim
Agaroz 0,30 gr
1XTBE Tamponu 30 ml
EtBr (10 mg/ml) 5,5 ul
BFB 2 pul
DNA 10 pl
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DNA’nmin kontrolil icin %1°1lik agaroz jeli hazirlanmistir. Cizelge
3.16° da hacimleri belirtilmis olan agaroz ve 1xTBE tamponu
mikrodalga firinda 30 sn kadar kaynatildiktan sonra Ttlizerine EtBr
konulmus ve elle hafifce sallanarak karistirilmistir. Daha sonra
elektroforez kuveti icine dokulmustir. Yaklasik 10-15 dk. da donan
agaroz jelinde O6rnek yuklenecek kuyucuklar olusturulmustur. Her bir
kuyuya, teker teker 2 pul BFB ile boyanmis 10 pul DNA o6rnegi
yuklenmistir. Daha sonrada 115 Volt’da 20 dk. yartatdlmustur.
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4. BULGULAR

Calisma 2010-2011 tarihleri arasinda Mugla ilinin Fethiye
ilcesinin Oren bolgesindeki Alabalik Yetistirme Ciftliklerinden hastalik
goruldiigi donemlerde alinan hasta balik 6rneklerinin incelenmesiyle

gerceklestirilmistir.

4.1. Hasta Balik Materyallerinin Klinik Bulgular:

Hasta balik materyali aseptik kosullarda laboratuara getirilmistir.
Balik o6rnekleri klinik bulgular1 goézlemlendikten sonra fotograflari
cekilmistir. Hasta baliklarin renginde ve karin kisminda koyulasma,
beneklerinde siliklesme ve buylUmesinde yavaslama seklinde

gozlemlenmistir.

4.2. Referans Bakterilerin Suslarinin Uretimi

Calismada referans bakteri olarak kullanilan A. hydrophila
19570, A. caviae ATCC 15468, A.veronii ATCC 3562 ve A. sobria ATCC
43979 uygun besiyeri ortaminda (TSA, TSB, Kanli Agar) ve uygun
kosullarda (22-25 °C’ de 24-48 saat) Uretilmistir. DNA izolasyonu
yapilincaya kadar Dbesiyeri ortamlarinda saklanmistir ve petri

kaplarinda fotograflanmistir (Sekil 4.1., 4.2., 4.3., 4.4.).

Sekil 4.1. Referans A.hydrophila susunun TSA besiyerindeki gérinttisi
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Sekil 4.2. Referans A.sobria susunun TSA Besiyerindeki gdéruntist

Sekil 4.3. Referans A.veronii susunun TSA Besiyerindeki gérinttisi

Sekil 4.4. Referans A.caviae susunun TSA besiyerindeki gorinttisti
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4.3. Hasta Balik Materyallerinden Bakteri izolasyon Bulgular:
Hasta baliklarin yulzeyinden steril cubuk yardimiyla stUrdntt
alinmistir, ic organlardan 6ze yardimiyla TSA, TSB ve Kanli Agar’ a ekim
yapimistir. Uygun kosullarda inktibe edilip tretilen izolatlar
fotograflanmistir (Sekil 4.5. ve 4.6.). Petri kaplarindaki bu izolat

bakteriler, hastalik etkeni bakterinin varligini tespit edinceye kadar icin

soguk kosullarda saklanmaistir.

Sekil 4.5. Bobrekten alinan bakterilerin petri kabinda gértinttist

Sekil 4.6. Hasta balik 6rneginin karacigerinden alinan bakterilerin petri

kabinda gortintisu
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4.4. Referans Bakterilerden Elde Edilen Genomik DNA

Extraksiyonuna iliskin Bulgular

Calismada referans bakteri olarak kullanilan A. hydrophila (ATCC
19570), A. caviae (ATCC 15468), A. veronii (ATCC 35624) ve A. sobria
(ATCC 43979)’ dan ekstre edilmistir. Genomik DNA tip icerisinde beyaz
renkli bir yumak seklinde olustugu goézlemlenmistir. Bu da DNA

izolasyonunun gerceklestigi anlamina gelmektedir (Sekil 4.7).

Sekil 4.7. izole edilen DNA peleti
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4.5. Balik Materyallerinden Izole Edilen Bakterilerin Genomik
DNA Ekstraksiyon Bulgulari

Sekil 4.8.” de Referans bakterilerden DNA izolasyonu sonrasinda
agaroz jel elektroforezindeki goruntileri goértilmektedir. DNA
izolasyonunda tek ve 1sikli bir bant deseni DNA izolasyonunun basarili

oldugu anlamina gelmektedir.

Sekil 4.8. Referans bakterilerden elde edilen genomik DNA

izolasyonlarinin %1’ lik agaroz jelde goéruntuleri.1,2 A.hydrophila

DNA’st, 3,4 A.sobria DNA’ s1 5,6 A.veronii DNA’ s1 7,8 A.caviae DNA’ s1.
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Sekil 4.9.” da hasta balik materyallerinden izole edilen bakterilerin
DNA izolasyonu sonrasinda agaroz jel elektroforezindeki goéruntileri

gorulmektedir.

Sekil 4.9. Hasta balik materyallerinden izole edilen bakterilerin elde
edilen Genomik DNA ekstraksiyonu bulgularinin agaroz jeldeki

goérinttsu 1,2. Karaciger izolat DNA’s1, 3,4. Bobrek izolat DNA’s1.

4.6. PCR Uygulamalarina iliskin Bulgular
4.6.1. Referans bakterilerin PCR bulgular:

Calismamizda referans bakterilerin gen boélgelerini belirlemek
lUzere 4 bakteri (A. hydrophila ATCC 19570, A. caviae ATCC 15468,
A.veronii ATCC 35624 ve A. sobria ATCC 43979) ve 5 gen bolgesi (tet,
ompTS, Aero, F3 ve B3) ile 20 adet PCR reaksiyonu gerceklestirilmis ve
Sekil 4.10., 4.11., 4.12, 4.13., 4.14.” de géruntlilenmistir.

48



Referans bakterilerden A. hydrophila’ nin l.gen Urdnu olan

OmpTS geni tirtint 1008 bp buyukltigtinde bir bant vermistir.

Sekil 4.10. A.hydrophila’nin OmpTS primeri ile PCR sonucu 1. Negatif
kontrol grubu, 2.3.4.5. A.hydrophila’nin PCR sonuclari

Referans bakterilerden A. hydrophila’ nin 2. gen bdlgesi Aero geni
urinu 462 bp buyukliginde bir bant vermistir.

Sekil 4.11. A.hydrophila’ nin Aero primeri ile PCR sonucu 1. Negatif
kontrol grubu, 2.3.4. A.hydrophila’ nin PCR sonuclari

49



Referans bakterilerden A.veronii’ nin tet geni urunu 211 bp

buyukltigtinde bir bant vermistir.

211 bp

Sekil 4.12. A.veroniinin tet primeri ile PCR sonucu 1. Negatif kontrol

grubu, 2.3.4. A.veroniinin PCR sonuclari

Referans bakterilerden A.caviae’ nin F3-B3 geni tUrint 292-331

bp buyukltigtiinde bir bant vermistir.

331 bp
292 bp

Sekil 4.13. A.caviaenin tet primeri ile PCR sonucu 1. Negatif kontrol

grubu, 2.3.4. A.caviae’nin PCR sonuclari

50



Referans bakterilerden A.sobria’ nin AH geni Urini 685 bp

buyukltigtinde bir bant vermistir.

Sekil 4.14. A.sobria’ nin AH primeri ile PCR sonucu 1. Negatif kontrol
grubu, 2.3.4. A. sobria’ nin PCR sonuclari

4.6.2. Hasta balik materyalinden izole edilen bakterilerin PCR
bulgular:

Hasta baliklarin i¢ organlardan 6ze yardimiyla TSA, TSB ve Kanl
Agar’ a ekim yapilmistir. Uygun kosullarda inkube edilip Uretilen
izolatlardan DNA izolasyonu yapildiktan sonra hastalik etkeni
bakterinin varligini tespit edilmesi amaciyla 6rnek alinan tim dokular
(bobrek, karaciger) tim primerler (Aero, OmpTS, Tet, F3-B3 ve AH) ile
PCR reaksiyonuna girmistir. Cikan sonuclar %1’ lik agaroz jelde

goruntilenmistir.
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Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan 6rneklerin
OmpTS gen boélgesiyle PCR reaksiyonu sonucunda bdbrek ve
karacigerinde 1008 bp buyukligiinde bant gérulmustur (Sekil 4.15).

Aero gen bolgesiyle PCR reaksiyonu sonucunda ise; bobrek ve

karacigerinde 462 bp buyukltiginde bant gérulmustur (Sekil 4.16.).

OmpTS
1008 bp

Aero
462 bp

Sekil 4.15.(soldaki) Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan
orneklerin OmpTS primeri ile PCR reaksiyonu sonucu
1. Bobrek PCR sonucu, 2. Karaciger PCR sonucu, 3. Negatif kontrol

PCR sonucu.

Sekil 4.16.(sagdaki) Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan
Orneklerin Aero primeri ile PCR reaksiyonu sonucu
1. Bébrek PCR sonucu, 2. Karaciger PCR sonucu, 3. Negatif kontrol

PCR sonucu.
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Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan 6rneklerin tet
gen bodlgesiyle PCR reaksiyonu sonucunda 211 bp buyukligiinde bant
olusturmas: beklenirken herhangi bir sonu¢ goérilmemistir. (Sekil
4.17.).

F3-B3 gen bodlgesiyle PCR reaksiyonu sonucunda ise; karacigerde

292-331 bp buyutkligiunde bantlar gérulmustur (Sekil 4.18).

B3
e 331 hp
™ 3
292 bp

Sekil 4.17.(soldaki) Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan
orneklerin Tet primeri ile PCR reaksiyonu sonucu
1. Bébrek PCR sonucu, 2. Karaciger PCR sonucu, 3. Negatif kontrol

PCR sonucu.

Sekil 4.18.(sagdaki) Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan
orneklerin F3-B3 primeri ile PCR reaksiyonu sonucu
1. Bébrek PCR sonucu, 2. Karaciger PCR sonucu, 3. Negatif kontrol

PCR sonucu.
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Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan 6rneklerin AH
gen bolgesiyle PCR reaksiyonu sonucunda bébrekte 685 bp
buyukliginde bant gértilmustiur (Sekil 4.19.).

AH
685 bp

Sekil 4.19. Hasta balik materyalinin i¢ organlarindan alinan 6rneklerin
AH primeri ile PCR reaksiyonu sonucu
1. Bobrek PCR sonucu, 2. Karaciger PCR sonucu, 3. Negatif kontrol

PCR sonucu.
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5. TARTISMA

Gunumuzde dinya nufusunda meydana gelen artis ile beraber
gida kaynaklar giderek yetersiz hale gelmektedir. Ozellikle bedensel ve
zihinsel gelisim acgisindan o6nemli olan protein ihtiyacinin
karsilanmasinda ortaya cikan zorluklar, yeni sektérlerin dogmasina
neden olmustur. Kultur balikciligi da bu sektérlerin basinda gelmekte

ve son yillarda tilkemizde hizli bir gelisme géstermektedir.

Su urunleri yetistiriciligi, dtinya balikcilik Uretiminin yaklasik
%30’ unu karsilamakta ve yilda % 10’dan fazla artarak buyumektedir.
1980’de 7.4 milyon ton, 1990’da 16.8 milyon tona ulasan tUretim
miktar1 2002 yilinda 40 milyon tona ulasmistir. TUIK 2009 verilerine
gore Turkiyenin i¢ su yetistiriciliginin en kapsamli Uretimini yapan

Mugla ilinde 12462 ton Uretim yapilmistir.

Avrupa Birligi tilkeleri arasinda Turkiye’nin balik tiretimi 7. sirada
iken, tuketimi son siralarda yer almaktadir. Dlinyada su urunleri kisi
basi tuketimi 15 kg., AB tulkelerinde 22 kg. Turkiye’de ise 6-7 kg. dir
(Celikkale 1999).

Ulkemizde alabalik yetistiriciligi sektérii hizla gelismekte olup,
artan sayida isletme faaliyete gecmistir. 2010 TUIK verilerine goére
isletme sayisi 1400’ tin Uzerindedir. Yetistiriciligi yapilan en o6nemli
tirlerden birisi olan gékkusag: alabaligi yetistiriciligi yaklasik 78.000
ton alabalik tiretimi ile Avrupa’ da ilk siralarda yer almaktadir.

Yetistiricilikte tUretimin maksimum ve ekonomik kayiplarin
minimum olabilmesi icin isletmelerdeki yasam ortaminin optimum
kosullarinin saglanmasi énemlidir. Kulttir balik¢iliginda meydana gelen
ekonomik kayiplarin baslica nedeni bakteriyel infeksiyoz hastaliklar
gosterilmektedir.

Alabalik yetistiriciliginin istenilen duizeyde gelistirilmesi ve tulke
ekonomisine  katki  saglamasi1  baliklarin uygun = kosullarda

yetistirilmelerine, hastaliklarinin teshisine ve korunmalarina baghdir.
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Bakteriyel kokenli hastaliklarda etiyolojik ajanlari sirasiyla A.
hydrophila, A. veronii, A. caviae ve A. sobria olan Hareketli Aeromonas
Septisemi hastaliklar tilkemizdeki isletmelerde yaygin dagilim gdsteren
hastaliklardandir (Parker 2002, Timur ve Timur 2003).

Calismamizin ilk asamasinda Mugla’nin Fethiye bodlgesindeki
gokkusag1 alabalik ciftliklerinden, klinik bulgulan tespit edildikten
sonra hastalik belirtisi gésteren balik materyalleri steril kosullarda ve
soguk zincir kosullarina uyularak laboratuara getirilmistir.

Ikinci asamada, laboratuara getirilen hasta baliklarin agirliklar
ve uzunluklarn olculip kaydedilmistir. Her balik materyalinin
karacigerinden ve bobreginden 6rnekler alinmis ve besiyerlerine ekim
yapilmistir. Farkli bakterileri izole edebilmek icin deriden ve ig¢
organlardan alinan 6rnekler, Trypticase Soy Agar (TSA), Tryptone Soy
sw1 besiyeri (TSB) ve Kanli Agar besiyerine ayri ayri1 ekim yapilmistir.
Ekim yapilan besiyerleri ettivde uygun sicaklikta uygun surelerde
inkliibe edilmistir (Colak 1982, Timur ve Timur 2003, Austin ve Austin
2007).

Uclinci asamada, referans bakteri olarak A. hydrophila ATCC
19570, A. caviae ATCC 15468, A.veronii ATCC 35624 ve A. sobria ATCC
43979 kullanilmistir. Bu bakteriler ve hasta baliktan izole edilen bakteri
ornekleri Tripton Soy Agar (TSA), Tripton Soy Broth (TSB) ve Kanli Agar
besiyerinde 22-25 °C’ de 24-48 saat Uretildimistir. Daha sonra uretilen
bakterilerden DNA izolasyonu yapilmistir (Miriam vd 1992, Lucangeli vd
2000).

Doérdiincti asamada, bakteriyel DNA’ larin kalitatif ve kantitatif
Olcumleri yapilmistir (Turner vd 2004).

Besinci asamada, A. hydrophila ATCC 19570 icin Aero ve OmpTS,
A. veronii ATCC 35624 icin tet, A.sobria ATCC 43979 icin AH ve A.
caviae ATCC 15468 icin F3-B3 icin ileri ve geri primer setleri
hazirlanmistir ve ticari sirketlerden saglanmistir. PCR icin bu primer

setleri ve saflastirilmis genomik DNA, PCR master karisimina ilave
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edilmistir ve PCR icin hazir hale getirilmistir (Wei vd 2008, Nawaz vd
2006, Khrushiramani vd 2007, Chu ve Lu 2005).

Altinci asamada, referans bakterilerin ve hasta balik
materyalinden izole edilen bakterilerin gen bélgelerini belirlemek Utizere
PCR reaksiyonlar: gerceklestirilmis ve gérintilenmistir.

Son yillarda molektiler tekniklerin alabalik hastaliklan
tanimlamasinda kullanildigina iliskin literattirlerin sayis1 artmistir. Bu
calismalar dogrultusunda, Chu vd. (2005) tarafindan A. hydrophila icin
Aerosin geni, Nawaz vd. (2006) tarafindan A. veronii icin tetracilin geni,
Wei vd (2008) tarafindan A. caviae icin F3-B3 geni, Altinok vd (2008)
tarafindan A. sobria icin Ah geni, Khrushiramani vd (2006) tarafindan
A. hydrophila icin dis membran protein geni ile ilgili izolasyon ve gen
expresiyonlar: calismalar: yapmistir.

Bu tezde A. hydrophila, A. veronii, A.caviae ve A.sobria turt
bakteriler ile Tet, OmpTS, Aero, Ah ve F3B3 genleri gelistirilmis ve amaca
uygun secilmistir.

Hasta baliktan DNA izolasyonu Miriam vd (1992) ve Lucangeli vd
(2000) metotlar1 modifiye edilerek yapilmis ve bu metotlarla yapilan
calismalarin  sonuclariyla tezde yapilan islemlerin sonuclan
desteklenmektedir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu optimizasyonlar1 sonucu olarak
gokkusag: alabaliklarindan (Onchorhynchus mykiss) izole edilen
Harekeli Aeromonas turlerinde bulunan virulans genlerin varlig: tespit
edilmistir. A.hydrophila turintn baliklarda hastaliga neden olan
OmpTS ve Aero genleri PCR optimizasyonu sonucunda OmpTS geni
1008 bp., Aero geni 462 bp. buyutkligiinde bantlar olusturarak boébrek
ve karacigerde gozlemlenmistir. A. veronii tirtiiniin baliklarda virulans
etki gosteren Tet geni 211 bp. buyutkliginde bir bant olusturmasi
beklenirken herhangi bir sonuc¢ goértlmezken, A. caviae tUrinun
virulans geni olan F3-B3 geni 292-331 bp. buyuklerinde c¢ift bant

olusturarak sadece karacigerde gobzlemlenmistir. A. sobria tUrinun
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virulans geni olan Ah geni ise 685 bp. buyukliginde bir bant
olusturarak bébrekte gozlemlenmistir.

Calismada yapilan PCR analizleri neticesinde toplamda 20
ornekte 14 pozitif PCR sonucu bulunmasi tezdeki hipotezin
dogrulugunu géstermektedir.

Molektler biyoloji alaninda kullanilan tekniklerin ilerlemesi ve
yayginlasmasiyla beraber su urtnlerinde bu tekniklerin kullanimi cok
yaygin bir hal almistir.

Bu arastirmada kullanilan molektler teknoloji ile balik
hastaligina neden olan bakteriyel etkenler tespit edilebilmekle beraber

hastalik bulgular patolojisi icin diger testlerde uygulanmalidir.
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6. SONUC

Bu calismada, i¢c su baliklan yetistiriciliginin en yogun yapildig:
bolgelerden biri olan Mugla’nin Fethiye boélgesindeki gokkusag: alabalik
ciftliklerinden, klinik bulgulari tespit edildikten sonra hastalik belirtisi
gosteren balik 6rnekleri hastalik oldugunda steril kosullarda ve soguk
zincir kosullarina uyularak laboratuara getirilmistir.

Laboratuara getirilen hasta baliklarin farkli dokularindan 6rnek
alinmis ve besiyerlerine ekilmistir. Hem ekilen hem de direk alinan
orneklerden hastalikla alakali genlerin tespiti icin bakteriyel DNA
izolasyonu yapilmistir.

Gokkusagi alabaliklarinda en sik karsilasilan bakteriyel
hastaliklardan olan Hareketli Aeromonas Septiseminin etkenleri A.
hydrophila, A. veronii, A. caviae ve A. sobria turleri, bu bakterde
bulunan OmpTS, Aero, Tet, F3-B3, AH gen bodlgelerine bakilarak PCR ile
tespit edilmistir.

Bu bolgeleri belirlemek icin uygun PCR’ lar secilmis ve her bir
ornek icin PCR yapilmistir. PCR1 yapilan o6rnekler elektroforezde

yurtutdlmus ve incelenmistir.

Bu calismanin sonucu olarak hastalik belirtisi gosteren 6rnekler
ve izole edilen kultuirlerden elde edilen PCR sonucunda A. hydrophila, A.
veronii, ve A. sobria, karaciger ve bobrekte pozitif olarak goézlenmistir.
Klinik bulgularla desteklenen PCR bulgusu bize Hareketli Aeromonas
Septisemi’ yi dogrulamistir. Ancak Thastaligin  patolojisininde

arastirilmasi hastaliga uygun tedavi icin gereklidir.

Gokkusag: alabaliklarinda Hareketli Aeromonas Septisemi’ ye yol
acan Aeromonas turd bakterilerin virulans genleri Uzerine bircok
calisma gerceklestirilmis ancak bu calismada Mugla’nin Fethiye
bolgesindeki alabalik isletmelerindeki baliklarin incelenmesiyle
literattirlere  6zgiin  bir calisma olarak katkida bulunmasi

beklenmektedir.
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