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ONSOZ
Diinyada bircok iilkede su iiriinlerinden balik kolay sindirilebilir, kolay ulasilabilir
ve diger protein kaynaklarina gére daha ucuz olmasi nedeniyle tercih edilen bir besindir.
Kiiltiir balik¢iligi, tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de dogal kaynaklarin
stirdiiriilebilmesi acisindan énem kazanmis olup, hizla gelisen sektorlerden biri olmustur.
Kiiltiir balik¢iligr faaliyetleri, Diinya’da son 30 yilda hizli bir bliylime gdstermis olup,
denizlerde ve i¢ sularda yapilan toplam kiiltiir balik¢ilig1 faaliyetleri 2006 yilinda 43.7

milyon ton iken 2011 yilinda 63.6 milyon tona ulagmistir.

Ulkemizde oldugu gibi Diinya ¢apinda da i¢ su ve denizlerde en fazla yetistiriciligi
yapilan balik tiiri Kuzey Amerika kokenli Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum 1792)’dir. Kiiltiir balik¢ilig1 endiistrisi, gram pozitif bakteriyel patojenlerin
neden oldugu infeksiyonlar yiiziinden ekonomik kayiplara ugramaktadir. Gokkusag:
alabaligi (Onchorhynchus mykiss Walbaum 1792) yetistiriciliginde onemli ekonomik
kayiplara neden olan 6nemli bakteriyel infeksiyonlardan Streptokokkal infeksiyonlar, ilk

kez Japonya’da 1958 yilinda rapor edilmistir.

Klasik metotlarla bakteriyel patojenlerin teshis ve identifikasyon, tiirler arasindaki
yiiksek benzerlik nedeniyle ¢ok cesitli biyokimyasal testlerin uygulanmasini gerektirmekte,
bu testlerin uzun prosediirleri teshiste, isgiicii ve zaman kaybina neden olmaktadir.
Molekiiler tekniklerin gelismesi ve kullanilmasiyla, teshiste hiz kazanilmig ve birbirine gok
benzer 6zellikteki tilirlerin ayriminin kesin olarak yapilmasi imkani saglanmis, kontrol ve
koruma Onlemlerinin biran 6nce alinabilmesi imkanini saglamistir. Balik patojenlerinin
identifikasyonu i¢in giliniimiizde yaygin olarak kullanilan ve oldukga gilivenilir olan bir
diger yontem ise PCR (Polymerase Chain Reaction) teknigidir. Ozellikle multipleks
(¢oklu) PCR’1n gelismesi ile ayn1 anda birkag farkli patojenin tespiti saglanmustir.

Streptokokkosis Gokkusagi Alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
yetistiriciliginde toplu oliimlerle ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir bakteriyel
hastaliktir. Bu calismada, Streptokokkosis hastaliginin bilinen baslica etkenlerinden
Streptococcus ineae, Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactococcus
garvieae’nin multipleks PCR ydntemi ile teshisinin yapilmas: hedeflenmektedir.
Arastirmamiz, Adnan Menderes Universitesi Bilisel Arastirma Projeleri tarafindan VTF-

12015 kodlu proje olarak desteklenmistir.
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1. GIRIS

Su {irlinleri, besin bilesenlerinin incelenmesi ve besin maddelerinin insan sagligi
tizerindeki etkisinin bilinmesi ile 6nemli bir protein kaynagi haline gelmistir (Turan ve ark.
2006). Diinya’da birgok iilkede su iirlinlerinden kolay sindirilebilir, kolay ulasilabilir ve
diger protein kaynaklarina gére daha ucuz olmasi nedeniyle tercih edilen bir besindir (Arda
ve ark. 2005). Kiiltir balik¢iligi, tim Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de dogal
kaynaklarin siirdiiriilebilmesi agisindan 6nem kazanmis olup, hizla gelisen sektorlerden biri

olmustur (Korkut ve ark. 2007).

Su drlinleri yetistiriciligi, insanlar tarafindan besin olarak tiiketilmesi, istihdam
olusturmasi, sanayiye ham madde temini ve yiiksek ihracat potansiyeli ile iilke
ekonomisine katkisi agisindan olduk¢a onemlidir (Karaman ve Yesilayer 2012). Kiiltiir
balik¢iligr faaliyetleri, Diinya’da son 30 yilda hizli bir biiyiime gostermis olup, denizlerde
ve i¢ sularda yapilan toplam kiiltiir balik¢ilig1 faaliyetleri 2006 yilinda 43.7 milyon ton
iken 2011 yilinda 63.6 milyon tona ulagmistir (FAO 2012).

Ulkemiz, denizleri, i¢ su kaynaklar1 ve iklimsel 6zellikleriyle kiiltiir balik¢ilig
acisindan elverisli yetistiricilik alanlarina sahiptir. Denizlerin yami sira gol, golet, baraj
golii ve akarsu kaynaklarina sahip lilkemizde 25 milyon hektarlik su kaynaklari ile verimli
kiiltiir balik¢iligr alanlart bulunmaktadir (DTP 2013). Tiirkiye’de kiiltiir balik¢ilig ile ilgili
faaliyetler, 1969’1u yillarda Gokkusag: alabalig: yetistiriciligi ile baslamistir (Tiirkmen ve
ark. 2012, Arda ve ark 2005). 2011 yil1 su {irtinleri istatistiklerine gore, Tiirkiye’de toplam
balik iiretiminin % 26.8°1 yetistiricilik faaliyetleri elde edilmektedir. Bu oranin tiir
bazindaki dagilimina bakildiginda, en yiiksek yetistiricilik i¢ sularda, toplam iiretimin
%353.1°1 ile alabalik olusturmaktadir. Alabaligir % 24.9 ile levrek, %17.0 ile ¢ipura takip
etmektedir (TUIK 2011).

Ulkemizde oldugu gibi Diinya ¢apinda da i¢ su ve denizlerde en fazla yetistiriciligi
yapilan balik tiiri Kuzey Amerika kokenli Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum 1792)’dir (Fitwi ve ark. 2012, Karaman ve Yesilayer 2012, Atasever ve Bozkurt
2011, Korkmaz ve ark. 2008). Diinya’da ve Tirkiye’de Gokkusagr alabaligi
yetistiriciliginde genellikle {i¢ farkli tiretim teknigi kullanilmaktadir. Birincisi ekstansif; az
yogun yetistiricilik 6rnek olarak midye yetistiriciligi verilebilir. Bu tip yetistiricilikte stok

yogunlugu diisiik, su akis1 ise fazladir. Ikincisi, yar1 entansif; yar1 yogun yetistiricilik
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sistemidir. Ornek olarak sazan balif1 yetistiriciligi verilebilir. Ugiinciisii entansif; yogun
sistemdir. Ornek olarak alabalik, ¢ipura, levrek, salmon ve karides iiretiminde kullanilan
sistem verilebilir. Entansif yetistiricilikte Oncelikli olarak artan stok yogunlugu ile
baliklarin yasamai i¢in uygun ¢evre kosullarinin saglanmasi amaciyla daha fazla oranda bir

ekipman kullanimi1 dikkati ¢cekmektedir (Fitwi ve ark. 2012, Atamanalp ve ark. 2007).

Karada yapilan entansif alabalik {iretim ciftlikleri son yillarda hizla fazlalasarak
sektorel bazda biiylimesini arttirmistir. Pazarin {ireticiden yiiksek kalitede balik talebi,
bilimsel ve biyoteknolojik gelismelerin izlenerek yetistiricilik tekniklere yansitilmasina ve
bu alanda yapilan arastirmalarin artmasina neden olmustur (Karaman ve Yesilayer 2012,

Korkmaz ve ark. 2008).

Alabalik yetistiriciliginde dikkat edilmesi gereken Onemli unsurlardan biri su
sicakligidir.  Yetistiriciligi yapilan suyun 1sis1 yaz-kis donemlerinde yiiksek degisimler
gostermemeli ve 20°C’yi gegmemelidir. Kulugka ve yavru donemlerinde 7-13°C, biiyiime
doneminde 12-18°C ideal sicakliklardir. Bir diger 6nemli parametre, oksijen miktaridir.
Sudaki oksijen miktar1 9 mg/l veya daha fazla olmalidir. Onemli parametrelerden bir digeri
CO; miktar1 ise, 25-30 ppm’i gegmemelidir. Suyun PH degeri 7.0- 8.5 arasinda olmali,
sudaki amonyak birikimi onlenerek 0.25ppm’i gegmemesi saglanmalidir. Sudaki demir
iyonu (Fe++) ve bilesikleri 2.0 ppm, bakir iyonu (Cut+) ve bilesikleri 1.0 ppm, kursun
iyonu (Pb+++) ve bilesikleri 0.5 ppm’den yiiksek olmamalidir. Su berrak olmali,
icerisindeki siispansiyon maddelerin oran1 25 ppm’in altinda olmalidir (Akbulut ve Keten
2001). Gokkusagr alabaliklari tatli su ya da deniz suyunda yetistiriciligi yapilabilen bir
tiirdiir (Shao 2001).

Kiiltiir balik¢iliginda hastalik yonetimi, balik tiirlerinin saglikli olarak yetistirilmesi
ve lretimi i¢in Onemlidir (Kohyani ve ark. 2011). Baliklarda hastaliklarin sekillenerek
gelisimi, konakel1, patojen ve cevre etkilesimi sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Toranzo ve ark.
2005). Baliklarda bakteriyel infeksiyonlarin nedenleri diisiik ve degisken su kalitesi,
havuzlardaki entansif yetistiricilik kosullari, mevsime bagli olarak degisen su sicaklar1 ve
yetersiz beslenmeye bagli strestir (Dias ve ark. 2012, Altinok ve Kurt 2003). Mevcut
taksonomik gruplarda, patojenik tiirlerin ¢ogunun tarif edilmis olmasina ragmen, Diinya
capinda, bu tiirlerden sadece kiiclik bir boliimiiniin 6nemli ekonomik kayiplardan sorumlu
oldugu bilinmektedir (Pereira ve ark. 2011). Bu nedenle infeksiyonlara karsi kontrol ve

korunma yontemleri giderek Onemini arttirmaktadir (Arda ve ark. 2005). Gokkusagi
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alabalig1 iiretiminde toplam maliyetlerin %10’luk bir boliimiinii, dogrudan balik 6liimleri
olusturmaktadir. Bu maliyetlerin icinde terapotik ilaglar ve asilar da bulunmaktadir

(Georgiadis ve ark. 2001).

Kiiltiir balik¢iliginda kayiplarla sonuglanan infeksiyoz hastaliklara, viruslar,
mantarlar, parazitler ve bakteriler neden olmaktadir (Shao 2001). Alabalik
kulugkahanelerinde epizootik karakterdeki mantar infeksiyonlarina neden olan Onemli
etkenler, Saprolegnia parasiticia ve Saprolegnia invaderis olarak siralanabilir (Yilmaz ve
ark. 2011).

Alabaliklarda goriilen 6nemli viral hastaliklar, infeksiy6z pankreatik nekrozis
viriisii (IPNV) ve infeksiydz hematopoietik nekrozis virusu (IHNV) tarafindan olusturulur

(Y1ilmaz ve ark. 2011, Wiens ve ark. 2013).

Viral infeksiyonlarin ortaya ¢ikmasinda en onemli etken su sicakligidir. IPNV
infeksiyonu genellikle su sicakligi 15 ‘C’nin altina diistiigiinde ortaya ¢ikmaktadir. Klinik
olarak hasta baliklarda rengin kararmasi, abdomenin belirgin olarak sismesi ve zikzak
cizerek yiizme davranigi, pankreasta nekrotik odaklar, dalak karaciger ve solungaclarda
solgunluk, aniiste yang1 ve ventral bolgede kanamalar goriiliir (Wiens ve ark. 2013, Yilmaz

ve ark. 2011).

IHNV infeksiyonu, alabaliklarda hematopoetik dokularin nekrozu ile karakterize
akut ve subakut seyirli viral bir infeksiyondur ve su sicakhgmin 8-10 C’ye diistiigii
zamanlarda ortaya ¢ikar. Deride koyulasma, abdomende, goziin i¢inde ve pupilla etrafinda
hemorajiler goriilir (Yilmaz ve ark. 2011). Baliklarda goriilen viral infeksiyonlarin
antibiyotik ve kemoterapotik ilaglarla tedavisi miimkiin degildir. Bu sebeple bu tip
hastaliklarda, ¢evre kosullarinin optimizasyonu ve hijyenin saglanmasi gibi korunmaya

yonelik alinan dnlemler en etkin miicadele yontemleridir (Wiens ve ark. 2013).

Kiiltiir baliklarinda hastalik direncinde stres onemli bir etkendir. Bu baglamda
genellikler g6z ardi edilen ve tanimlanamayan subklinik infeksiyonlar, iiretimde kayiplara
neden olurken, antibiyotik kullanimiyla yiiksek tedavi maliyetlerinin nedenidir
(Kapetanovic ve ark. 2005). Kiiltiir baliklarinda énemli infeksiyonlara neden olan gram
negatif bakteriyel patojenler, Aeromonas hydrophilia, Aeromonas salmonicida,

Edwardsiella tarda, Pseudomonas fluorescens, Vibrio anguillarium, Flavobacterium



psychrophilum ve Yersinia ruckeri olarak siralanabilir (Kapetanovic ve ark. 2005, Yilmaz
ve ark. 2011, Shao 2001).

Aeromonas salmonicida kiiltiir balik¢iliginda yiiksek morbidite ve mortalite
oranlar1 ile ekonomik kayiplara neden olan ve frunkulozis hastalig1 etkeni olarak bilinen
major patojenlerden biridir (Rattanachaikunsopon ve ark. 2012). Hastali§in akut formunda
i¢ organlarda hemorajiler, deride nekrotik lezyonlar, ile hizli gelisen septisemi sonucu
kayiplar meydana gelir (Burr ve ark. 2005). Aeromonas hydrophila, alabalik ve salmon
baliklarinda bakteriyel hemorajik septisemiye neden olan bir diger 6nemli etkendir (Meyer,

1991).

Vibrio anguillarum kiiltiir baliklarinda Vibriosis hastaligi etkeni olan 6nemli bir
patojendir (Norqvist ve ark. 1989). Vibriosis hastaligindan etkilenen tiirler arasinda

Gokkusagr alabaliklari, levrek ve kalkan baligi bulunmaktadir (Vigneulle ve Laurencin

1991).

Salmonidlerin fry sendromu veya soguk su hastaligina sebep olan Flavobacterium
psychrophilum adiyla bilinen etken, Gram negatif, sporsuz, sar1 pigmentli, kapsiilsiiz,
aerobik veya fakiiltatif anaerobik ¢omak seklindedir (Wiens ve ark. 2013, Yilmaz ve ark.
2011). Hastalik, daha ¢ok 15 °C’nin altindaki su sicakliklarinda goriilmekte olup, son 15
yildir tiim Diinya’daki Gokkusagi alabaligi kuluckahanelerinde ciddi balik kayiplarina
neden olmaktadir (Yilmaz ve ark. 2011). Bu hastalik, baliklar 0,2 g ile 4 g arasinda iken
etkilidir ve mortalite oran1 % 2 ile % 40 arasinda degisir (Wiens ve ark. 2013).

Enterik kizil agiz hastalig1 (Enteric redmouth-ERM) salmonidlerde Yersinia ruckeri
etkeninin neden oldugu sistemik bir hastaliktir (Wiens ve ark. 2010, Austin ve ark. 2003).
Bu hastalik nedeniyle diinya genelinde salmon baliklart ve Gokkusagr alabaligi
ciftliklerinde agir ekonomik kayiplar goriilmektedir. Ancak bu kayiplar asilama ile kontrol
altina almabilir. Bu etkene kars1 agilama calismalar1 ilk olarak 1970 yilinda baslamistir
(Deshmukh ve ark. 2012). Enterik kizil agiz hastaligi, Gokkusagi alabaliklarinin soguk su
hastaliklar1 ve viral hemorajik septisemi gibi alabalik ciftliklerinde 6nemli kayiplara neden
olan hastaliklarla miicadele ilag kullanimi, asilama, sanitasyon ve eradikasyon gibi
geleneksel yontemlerle yapilmaktadir. Ancak son yillarda bu hastalik etkenlerine direng
genlerinin arastirilmasi ile genetik olarak bu hastaliklara karsi direngli tiirler olusturmak

amactyla caligmalar yiiriitiilmektedir (Henryon ve ark. 2005).



Alabaliklarda ve salmon baliklarinda bakteriyel infeksiyonlara neden olan diger
onemli patojenlerden Cytophaga columnaris kolumnaris hastaligina, Renibacterium
salmoninarum bakteriyel solunga¢ hastaligi ve bakteriyel bobrek hastaligina neden olur
(Meyer, 1991).

Son on yil igerisinde Gram pozitif koklar oOnemli balik patojeni olarak
tanimlanmiglardir. Diinya’nin ¢esitli yerlerinde Gram pozitif patojenlerin neden oldugu
epidemik ve sporadik hastaliklar rapor edilmistir (Arda ve ark. 2005, Austin 1993).
Singapur, Avustralya, Israil, Italya, Ispanya, Giiney Afrika ve Amerika, Gram pozitif
koklarin neden oldugu salginlardan etkilenmis {ilkelerdir. Gram pozitif koklarin
taksonomik smiflandirmasinda alti adet farkli tiir bulunur. Bunlardan en onemlileri

Streptokok, Laktokok ve VVagonokok olarak siralanabilir (Eldar ve ark. 1999).

Kiiltiir balik¢ilig1 endiistrisi, Laktokokkosis ve Streptokokkosis gibi gram pozitif
bakteriyel patojenlerin neden oldugu infeksiyonlar yiiziinden ekonomik kayiplara
ugramaktadir. Avustralya, Giiney Afrika, Japonya, Tayvan, ingiltere, Tiirkiye ve iran gibi
tilkelerde oOzellikle Gokkusagi alabaligi giftliklerinde bu patojenlerin neden oldugu
salginlar rapor edilmistir (Kia ve ark. 2013, Raissy ve ark. 2011).

Ik Streptokokal infeksiyon salginlar1 Japonya ve Giiney Amerika’da deniz ve tath
su baliklarinda rapor edilmis, sonrasinda tiim Diinya’ya yayilmistir. Bu yayilmanin infekte
¢ig baliklarin yem olarak kullanilmasi yoluyla gerceklesmis oldugu diistiniilmektedir (Arda
ve ark. 2005). Ayrica, balik parazitlerinin de vektor olarak etkili oldugu bildirilmistir
(Ringo ve Gatesoupe 1998).

Baliklarda Streptokokosis, benzer klinik belirtileri isaret eden genel bir tanim
olarak kullanilir. Ancak, en az alt1 farkli Gram pozitif kok tiirliniin neden oldugu farklh
hastaliklardir. Bu farkli patojen tiirler i¢erisinde Streptokoklar, Laktokoklar, Vagokoklar ve
Enterokoklar bulunmaktadir. Son yillarda Diinya ¢apinda 40 ayr1 Streptokok salgini ortaya
¢iktig1 rapor edilmistir (Mata ve ark. 2004, Bromage ve ark. 1999, Kia ve ark. 2013).

Hasta baliklardan, alfa-hemolitik, beta-hemolitik ve non-hemolitik olmak iizere ti¢
grup Streptokok izole edilmistir. Histopatolojik olarak alfa-hemolotik grup Streptokoklar
tilapya ve sarikuyruk baliklarinda genellikle granulamatoz inflamasyonlara neden olur.

Beta-hemolitik Streptokoklar Ayu baliklar1 ve Gokkusagi alabaliklarinda septisemi ile



gozlerde irinli yangilara neden olurken, non-hemolitik grup, goézlerde karaciger ve

bobrekte sistemik infeksiyonlar olustururlar (Ferguson ve ark. 1994).

Gokkusagr alabaligi (Onchorhynchus mykiss) yetistiriciliginde dnemli ekonomik
kayiplara neden olan 6nemli bakteriyel infeksiyonlardan Streptokokkal infeksiyonlar, ilk
kez Japonya’da 1958 yilinda rapor edilmistir. Bu infeksiyondan etkilenen diger tiirler
arasinda, Sarikuyruklar (Seriola quinqueradiata), Altin baliklari (Notemigonus
crysoleucas), Yilan baliklar1 (Anguilla japonicus) ve tilapya (Oreochromonis spp.)
baliklar1 gibi tatli su ve deniz kiiltiir baliklar1 da bulunmaktadir. Streptokokkosis tatli su
ve tuzlu su baliklarini etkileyen septisemik bir infesiyondur (Azad ve ark. 2012, Hurvitz ve
ark. 1997, Bullock 1981). Streptokokosis salginlari, Japonya’da kiiltiirii yapilan Sarikuyruk
baliklarinda (Seriola quinqueradiata) ve Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss
Walbaum 1792) son otuz yildan daha fazla bir siiredir salginlara neden olmaktadir (Ringo

ve Gatesoupe 1998).

Streptokokkal infeksiyonlar, daha sonralart 1966 yilinda Robinson ve Meyer
tarafindan infekte tath su Altin baliklarinda (Notemignus crysoleucas) rapor edilerek non-

hemolitik B grubu Streptokok etkeni izole edilmistir (Eldar ve ark. 1995).

Hastalik belirtileri arasinda, balik hareketlerinde yavaslama, istahsizliga bagl yem
almama, diizensiz yiizme, anal zonda sik sik hemoraji ve petesiler gériiliir. I¢ organlarda
septisemi ekzotoksin salgist ve asitik sivi mevcuttur (Ringo ve Gatesoupe 1998).
Genellikle periagonik bolgede asitik sivi birikmesi mevcuttur. Merkezi sinir sisteminin
etkilenmesi nedeniyle, baliklarda asagi ve yukar1 yiizme hareketi, saga ve sola keskin yan
doniis hareketleri tipik olarak goriiliir. Oliim bir iki hafta igerisinde gerceklesir. Bu
semptomlar hastaligin perakut doneminde goriilmezken ani Oliimlerle balik kayiplar

goriiliir (Haghighi ve ark. 2010, Eldar ve ark. 1995).

Pop-eye (patlak goz) hastaligi olarak bilinen Streptokokkosis, hemen hemen tiim
iilkelerde Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) yetistirilen
ciftliklerde bilinen en 6nemli bakteriyel hastaliklardan biridir. Hastalikta tan1 konmasi,
ancak Streptokoklar tarafindan infekte edilmis bir baligin organlar1 ve beyninden izolasyon
ile miimkiindiir. Bu giline kadar Streptokokosis veya Laktokokosis nedeni olarak
Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysagalactiae, Streptococcus
parauberis, Streptococcus feacalis, Streptococcus difficile, Lactococcus garvieae ve



Lactococcus lactis etkenleri ayrica tanimlanmistir (Haghighi ve ark. 2010, Hurvitz ve ark.
1997).

Streptokokosis genellikle yavru baliklarda diisikk seviyeli kronik infeksiyon
seklinde seyrederek gilinliik 6liimlere neden olur (Bromage ve ark. 1999, Eldar ve ark.
1995). Hastaligin klinik belirtileri arasinda bilateral ekzoftalmi, baligin renginde koyulasan
pigmentasyon ve asites goriiliir. Ilkbahar ve yaz aylarinda sicakligin yiikselmesiyle birlikte,
akut epizootik salginlarda, sadece gozde opaklik gibi sinirhi klinik ragmen gecelik balik

Oliimlerinin %70’lere ulastig1 rapor edilmistir (Bromage ve ark. 1999).

Streptococcus agalactiae ya da diger bir deyisle B grubu streptokoklar, ¢ogunlukla
yeni dogan bebeklerde bakteriyel meningitis ve sepsisin nedenidir (Patterson ve ark. 2012).
Streptococcus agalactiae gibi Lansfield B grubu olarak identifiye edilmis koklar, daha ¢ok
ineklerde mastitis etkeni olarak bilinmektedir. Ancak, dogada yetisen kefallerde bu tiir
tanimlanmis ve oliimlere neden oldugu 2001 yilinda Kuveyt’te bulunmustur. Infekte
Tilapya’lardan (Oreochromonis spp.) bir Streptokok tiirii izole edilmis, bu tiir baslangigta
Streptococcus difficilis olarak identifiye edilmis ancak sonrasinda S. agalactiae olarak

tanimlanmistir (Yuasa ve ark. 2008).

Israil’de Streptococcus inae ve Streptococcus difficilis olmak iizere iki streptokok
tiiriiniin meningosefalis ile karakterize, 6zellikle tilapya ve alabaliklarin etkilendigi bir
etiyolojik hastalik ajan1 oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte infeksiyon yiiziinden balik
kayiplarinin diisiik su kalitesi ve sicaklik degisimi ile olusan stres kosullarinda meydana

geldigi bildirilmistir (Hurvitz ve ark. 1997).

Yapilan c¢aligmalarda  Streptokoklarin  salmon baliklarinin  gastrointestinal

sistemlerindeki mukozalarindan izole edildigi bildirilmistir (Ringo ve Gatesoupe 1998).

Streptococcus inae Diinya’da birgok bolgede major bir balik patojenidir (Baiano ve
Barnes 2009). S. iniae ilk olarak Amazon tatli su yunuslarindan izole edilmistir (Michel ve
ark. 1997). Bu bakteri ayn1 zamanda, zoonotik 6zellikte olup, infekte baliklara elle yapilan
bazi uygulamalar sonucu insanlarda da infeksiyonlara neden olmaktadir. Ayrica S. iniae
2000 yilinda yapilan yeniden ortaya c¢ikan enfeksiyoz hastaliklar {izerine yapilan
uluslararas1 bir konferansta hayvansal gidalar aracilifiyla insanlara gegen acil

degerlendirilmesi gereken bir hastalik etkeni olarak bildirilmistir (Baiano ve Barnes 2009).



Salginlardan izole edilen patojen ilk dnceleri Streptococcus spp. olarak tanimlansa
da, patojen sonradan Enterococcus seriolicida ve daha sonrada Lactococcus garvieae
olarak smiflandirilmistir (Ringo ve Gatesoupe 1998, Vendrell ve ark. 2006). Enterococcus
seriolicida olan olarak bilinen Lactococcus garvieae, gram pozitif bir bakteridir ve tatli su
ve deniz baliklarinda septisemi ile meningoensefalitis etkeni olan bir patojendir. L.
garvieae salgnlari, ilk olarak 1974 yilinda Japonya da kiiltiir Sarikuyruk baliklarinda agir
kayiplarin nedeni olarak rapor edilmistir. 1991 yilinda yaz aylarindaki salgindan bu yana
Italya ve Ispanya’da Gokkusag alabaliklarinda artan siklikta salgmlarin nedeni olarak

rapor edilmistir (Barnes ve ark. 2002).

Laktokokkosis, Lactococcus garvieae’nin neden oldugu 6nemli bir hastalik olup bir
cesit Streptokokkosis’tir (Vendell ve ark. 2006). Bu etken intensif kiiltiir balik¢iliginda,
tath su ve tuzlu baliklarinda zoonotik karakterde 6zellikle olan su sicakliginin yiikseldigi
yaz aylarinda infeksiyonlara neden olan bir patojendir (Sanchez ve ark. 2011). Gokkusag:
alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) Avrupa, Avusturalya, Giiney
Afrika, Japonya, Tayvan, ve ingiltere gibi iilkelerde salginlara neden olmustur (Ravelo ve
ark. 2006, Vendell ve ark. 2006). Ayrica, Japonya’da Sarikuyruk baliklarinda (Seriola
quinqueradiata) 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Laktokokkosise karsi
Gokkusagi alabaliklarint  (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) koruyucu asilar
gelistirilmistir. Ote yandan bu asilar intraperitonel uygulandig1 zaman, Streptococcus iniae
veya Streptococcus parauberis gibi diger Gram pozitif balik patojenlerine karsi yiiksek

seviyede bir koruma saglar (Ravelo ve ark. 2006,).

L. garviae ilk olarak Britanya’da sigir mastitislerinden izole edilmistir. Daha sonra
Gokkusagr alabaliklart (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792), Avustralya, Giiney Afrika,
Japonya, Tayvan, Ingiltere gibi iilkelerde L. garviae salginlar rapor edilmistir (Vendell ve
ark. 2006).

L. garviae, Gram pozitif, hareketsiz, ovalimsi koklardir. Ciftler ya da kisa zincirler
halinde goriilebilirler. Kanli agar {izerinde alfa-hemolitiklerdir. Oksidaz ve katalaz
negatiflerdir sporsuz ve aside direngli degildirler (Vendell ve ark. 2007, Ringo ve
Gatesoupe 1998). Bu patojen Akdeniz bolgesinde tathh su ve tuzlu sulardan kiiltiir
balik¢iliginda artan sikliklarla izole edilmistir. Alabaliklarda bu ajanin klinik belirtileri tek
ya da iki tarafli ekzoftalmi, periokiiler alanda, buccal bélgede, operkulumda kuyruk

yiizgeci bolgesinde hemorajiler, koyulasmis bir deri ve karin bolgesinde sislik ile
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karakterizedir. Baligin i¢ine bakildiginda ise, peritonel boslukta hemorojiler ve purulent
eksudatlar goriiliir. Laktokokkosis antibakteriyel kimyasal tedavi uygulamalarinin neden
oldugu onemli ekonomik kayiplara yol agabilir. Bununla birlikte antibakteriyellerin yanlis
kullanim1 yasal kisitlamalar ve anoreksia gibi beslenme zorluklarina ve antibiyotik
direncine neden olabilir. Tiim bu nedenlerle gilivenli ve etkin bir asiya ihtiyag

duyulmaktadir (Vendell ve ark. 2007).

Glinlimiizde Streptokok tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan birka¢ teknik vardir.
Bunlar besiyeri kiiltiirli, biyokimyasal testler, enzim reaksiyonlari, biyolog fenotipik
analizler ve hiicre yag asidi analizleridir (Klesius ve ark. 2006). Ancak biyokimyasal testler
kullanilarak yapilan identifikasyonda, veri bilgilerinin yetersizligi nedeniyle, baz1
bakteriler zor teshis edilirler. Bu nedenle artik giinlimiizde ¢ok sik kullanilmamaktadir.

(Actis ve ark. 1999).

Klasik metotlarla bakteriyel teshis ve identifikasyon, tlirler arasindaki yiiksek
benzerlik nedeniyle ¢ok ¢esitli biyokimyasal testlerin uygulanmasini gerektirmektedir. Bu
testlerin uzun prosediirleri teshiste, isgiicli ve zaman kaybina neden olmaktadir. Molekiiler
tekniklerin gelismesi ve kullanilmasiyla, teshiste hiz kazanilmis ve birbirine ¢ok benzer
ozellikteki tiirlerin ayriminin kesin olarak yapilmasi imkani saglanmis, kontrol ve koruma

onlemlerinin biran 6nce alinabilmesi imkanini saglamistir (Ttire ve ark. 2012).

Molekiiler tekniklerin ortaya ¢ikisindan bu yana 40 yil igerisinde DNA
teknolojisindeki gelismelerle biyolojik arastirmalar devrim niteligini kazanmistir. Ozellikle
son 20 yilda, balik hastaliklar1 teshisinde molekiiler yontemler kullanilmis ve biiyiik
ilerlemeler kaydedilmistir (Tiire ve ark. 2012). Bu durum, balik hastaliklarinin teshisi ve
kontrolii agisindan hiz saglamig ve zaman acgisindan biiyiik faydalar saglamistir. Balik
hastaliklarina neden olan patojenlerin molekiiler tekniklerle tanisi incelenerek uygulama
potansiyeli tartisildi. Rutin teshis laboratuvarlarinda yeni molekiiler tekniklerin
uygulanmasi ve ilgili literatiirler nadir olarak kullanilmaktadir. Ancak ¢ok genis bir sektor
olan kiiltiir balik¢iliginda bu yontemlerin kullanilmasi teshiste hiz saglamakta ve tedavi

stirecinde zaman kazanilmasini saglamaktadir (Cunningham 2002).



Balik patojenlerinin identifikasyonu icin giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ve
oldukg¢a giivenilir olan bir diger yontem ise PCR (Polymerase Chains Reaction) teknigidir
(Actis ve ark. 1999).

Ozellikle multipleks (¢oklu) PCR’1n gelismesi ile ayn1 anda birkag farkli patojenin
tespiti saglanmistir. Multipleks PCR’da, birden fazla primer ¢ifti ile ayni1 reaksiyon
igerisinde birden c¢ok hedefin sekansi gerceklesir. Bu teknik, isglicli, maliyet ve zaman

acisindan 6nemli avantajlar saglamaktadir (Tiire ve ark. 2012, Mata ve ark 2004).

Streptokokkosis Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
yetistiriciliginde toplu oliimlerle ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir bakteriyel
hastaliktir. Bu c¢aligmada, Streptokokkosis hastaliginin bilinen baslica etkenlerinden
Streptococcus ineae, Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactcoccus

garvieae’nin multipleks PCR yontemi ile teshisinin yapilmasi hedeflenmektedir.

10



2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. izolasyon Ornekleri

Arastirma i¢in alabalik yetistiriciligi yapilan 4 farkh ¢iftlikten alinan 220 adet 50-
60 g agirhgindaki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) ornekleri
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin

Teshis Laboratuvarina soguk zincirde getirilmistir.

2.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Solusyonlar, Ayiraclar
2.1.2.1. Besiyerleri

2.1.2.1.1. izolasyon besiyeri

2.1.2.1.1.1. Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458)

Kazeinden Pepton 15049
Soymealden Peton 5049
Sodyum Kloriir 509
Agar agar 15049
Distile su 1000 ml

Karistmin pH’s1 7,1 — 7,5’e ayarlanarak, 121 °C’de 15 dakika otoklav edildikten
sonra, 50 °C’ye kadar sogutuldu igine aseptik kosullarda %7 oraninda steril defibrine

koyun kani ilave edildi ve 12,5 ml olacak sekilde steril petri kaplarina dokiildii (Koneman
ve ark. 1997, Holt ve ark. 1994).

2.1.2.2. Solusyonlar
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2.1.2.2.1. TBE (Tris, Borik Asit, EDTA, pH:8.0) Buffer

10X TBE Stok Solusyonu

Tris Base 121,19
Borik Asit 61,83 ¢
EDTA 5849

Distile su ile hacim 1000 ml’ye tamamlanarak 121 °C’de 15 dk otoklav edilip, pH
8.0 ayarlanarak buzdolabinda saklandi.

0,5X TBE Kullanma Solusyonu
10X TBE 50 ml
Distile su 950 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

2.1.2.2.2. Gel Loading Buffer (6X)

Bromfenol Mavisi 25 mg
Stikroz 49
H.O 10 ml

Karistirilarak solusyon hazirlandi.

2.1.2.2.3. Tris (1M)
Tris Base 1219

Tris Base 800 ml distile suda eritilip, yaklasik olarak 60 ml HCI asit ilave edilerek
pH: 7.6’ya ayarlanarak karigim 1000 ml’ye tamamlandi. 121 °C’de 15 dk otoklav edildi.

2.1.2.2.4. NaCl (1M)

NaCl 58,44 g
Distile Su 800 ml

NaCl distile suda ¢oziildiikten sonra son hacim 1000 ml’ ye tamamlandi
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2.1.2.2.5. TE Buffer (10mM tris+ 1ImM EDTA)

Tris (1M) 10 ml
EDTA(0,5 M) 2ml

Karistirildiktan sonra karisim 1000 ml distile su ile tamamlandi.

2.1.2.3. Ayrraclar

2.1.2.3.1. Katalaz

H,0, % 3

Katalaz, aerobik metabolizmalarin hiicrelerinde bulunan bir enzimdir. Koenzim
olarak demir ve protoporfin (hemin) igerir. Bu enzim, metabolik proseslerin ortaya
cikardig toksik hidrojen peroksidi parcalar. Incelenecek kolonin bir kismu steril dze ile
kuru bir lam iizerine alinir. Uzerine katalaz ayracindan 0,1 ml kadar bir damla damlatilir.
Pozitif sonucta bakteri kiitlesi lizerinde gaz (oksijen) olusumu gozlenirken, negatif

reaksiyonda gaz ¢ikisi gézlenmez.
2.1.3. PCR
2.1.3.1. Kullamlan cihazlar

PCR 25 o6rnek kapasiteli Eppendorf Master Cycler kademeli termal dongiileme

cithazinda gerceklestirilmistir.
2.1.3.2. MgCl,, Taq DNA Polymerase, 10X Taq Buffer, ANTP Set

25 mM MgCl,, Tag DNA polimeraz (5U), 10X Taq Buffer 1 (100 mM (Tris-HCl,
pH 8,3, 500 mM KCI), 10X Taq Buffer 2 ((NH,), SO, -MgCl,) 100mM deoksiniikleotid
trifosfat (ANTP) set (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas®) kullanildi.
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2.1.3.3. Primerler

Multipleks PCR yotemiyle S. difficilis, S. parauberis, S. iniae ve L. garvieae’nin

belirlenmesinde kullanilan primerler Cizelge 2.1.’de verilmistir.

Cizelge 2.1. Multipleks PCR amplifikasyonlarinda kullanilan primer ¢iftleri ve beklenen
amplifikasyon boyutlar1 (Mata ve ark. 2004)

Primer Oligoniikleotiddizisi ( 5°-3°) Target Gen Biiyiikliik Patojen
Cifti (bp)

Sdi 61 AGGAAACCTGCCATTTGCG 16S-23S RNA 192 S. difficilis
Sdi 252 CAATCTATTTCTAGATCGTGG intergenic spacer

Spa2152  TTTCGTCTGAGGCAATGTTG 23S rRNA 718 S. parauberis
Spa 2870 GCTTCATATATCGCTATACT

LOX-1 AAGGGGAAATCGCAAGTGCC IctO 870 S. iniae
LOX-2 ATATCTGATTGGGCCGTCTAA

pLG-1 CATAACAATGAGAATCGC 16S rRNA 1.100 L. garvieae
pLG-2 GCACCCTCGCGGGTTG

2.1.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Thermo marka, elektroforez tankinda, goriintiileme islemi

VilberLourmat marka goriintiileme cihazinda gergeklestirildi.

2.1.4.1. Agarose Jel Hazirlanmsi

Agarose (Sigma) 290
TBE (0,5X) 100 ml

Buffer, sise igerisindeki agarozun iizerine ilave edilip, karistirildi ve mikrodalga
firinda yaklasik 3-5 dk kaynatilan karisim, 40-50 °C’ye kadar sogutuldu. Halen s1v1 halde
olan karisim, jel kalibinin igerisine yavasca, kabarcik birakmayacak sekilde dokiildii ve
icerisine yiikleme kuyucuklarini olusturacak olan taraklar yerlestirilerek, 15-20 dakika oda
1sisinda sogumaya birakildi. Sogutulan jel, kaliptan c¢ikarilarak, elektroforez tankina

dikkatlice yerlestirildi.
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2.1.4.2. Marker
Marker olarak 100 bp’lik DNA ladder (Fermentas) kullanildi.
2.1.4.3. Etidium Bromiir

Elektroforez isleminden sonra goriintiileme icin jelin boyanmasinda Sigma marka
% 1’ lik Ethidium Bromiir 500 ml 0,5X TBE ile hazirlanan %2’ lik agaroz jelin icerisine 5
pl miktarinda eklenerek kullanildi.

2.1.4.4. Pozitif Kontrol

Polimeraz Zincir Reaksiyonu c¢aligsmalarinin agsamalarinda kullanilan Streptococcus
difficilis, Streptococcus parauberis, Streptococcus iniae ve Lactococcus garvieae tiirlerinin
standart suslarindan purifiye edilen pozitif kontrol DNA’lari, Jose F. Fernandez-
Garayzabal (Departamento de Sanidad Animal, Facultad de Veterinaria, Universidad

Complutense, 28040 Madrid, Spain)’den temin edilmistir.

2.1.5. DNA Ekstraksiyon Kiti

DNA ekstraksiyonu amaciyla birgok mikroorganizmadan yiiksek kaliteli genomik
DNA’nin izolasyonu i¢in dizayn edilmis genomik DNA ekstraksiyon kiti (Fermentas®)

kullanilmistir.

2.2. Yontem
2.2.1. Orneklerin Alinmasi

Arastirma i¢in alabalik yetistiriciligi yapilan 4 farkl ciftlikten alinan 220 adet 50-
60 g agirhgindaki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) 6rnekleri
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin

Teshis Laboratuvarina soguk zincirde getirildi.
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2.2.2. Streptococcus spp. ve Lactococcus spp. izolasyonu

Laboratuvara getirilen Gokkusagi alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss Walbaum
1792) nekropsi yapilarak, karaciger bobrek ve dalaktan %7 defibrine koyun kanli Tyriptic
Soy Agara (TSA) aseptik kosullarda ekimler yapildi. Ekimi yapilan agar plaklar, 25 °C
derecede 24-48 saat siireyle aerobik kosullarda inkiibasyona birakildi (Mata ve ark. 2004).
Stire sonunda iireme sekillenen besiyerlerinden preparatlar hazirlanarak Gram boyama
yapildi. Boyama sonucunda belirlenen Gram-pozitif koklarin ait oldugu kolonilere katalaz
testi uygulanarak, katalaz negatif reaksiyon veren suslar Streptococcus spp. ve Lactococcus

spp. olarak tanimlanmustir.

2.2.3. DNA izolasyonu

220 adet Gokkusagi alabaligi 6rneklerinden izole edilen saf Streptococcus spp. ve
Lactococcus spp. suslart bakteri hiicreleri toplandi ve DNA ekstraksiyonu asamasina
gecildi (Mata ve ark. 2004). Izole edilen suslarin DNA izolasyonu genomik DNA
ekstraksiyon kiti (Fermentas®) ile prosediire uygun olarak yapilmustir. Ayrilan DNA’lar

PCR ¢alismalar1 yapilana kadar cryo tiiplerde -20 °C derin dondurucuda saklanmuistir.
Fermentas® DNA Isolation Kit Prosediirii:

*Bir 6ze dolusu stafilokok kiiltiirii 400 pl lizis solusyonu ile siispanse edildi.

65°C’de 5 dk inkiibe edildi.

*600 pl kloroform ilave edildikten sonra 10.000 rpm.de 2 dk santrifiij yapildi.

Siipernatant atildu.
*800 pl presipitasyon solusyonu pelet {izerine ilave edildikten sonra oda
sicakliginda 1-2 dakika karistirildi.

*10.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra DNA igeren pelet 1.2 M NaCl

solusyonunda ¢ozdiiriildii.

*300 pl etanol eklendikten sonra 10 dakika -20°C’de bekletildi. 10.000 rpm’de 3
dakika santrifiij edildikten sonra %70’lik etanol ile yikandi. Daha sonra 100 pl steril distile
suda ¢oziildii. Her bir PCR reaksiyonu i¢in 5 pl template DNA kullanildi.
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2.2.3.1. PCR

Master Miksin Hazirlanisi: Arastirmamizda Streptococcus difficilis, Streptococcus
parauberis, Streptococcus iniae ve Lactococcus garvieae tiirlerinin identifikasyonu igin
yapilan multipleks PCR reaksiyonlarinda bir 6rnek i¢in PCR amplifikasyonu 50 pl toplam
hacimde, son konsantrasyon 10X Taq enzimi tampon ¢ozeltisi 1X, 2 mM MgCl,, her bir
primerden 1 uM, her bir deoxynucleoside triphosphate’dan 0.25 mM ve 1.5 U of Taq
DNA polymerase, 2 pl bakteriyel siispansiyondan ekstrakte edilmis template DNA olacak
sekilde gergeklestirildi (Mata ve ark. 2004). Kullanilan malzemeler ve voliimleri Cizelge

2.2.”de belirtilmistir.

Cizelge 2.2. Mastermiks hazirlanma oranlar1 (Mata ve ark. 2004)

Malzeme (Ticari) Istenen Son Miktar (ul)
Taq Buffer 1(+KCI,- MgCl,) (10X) 3ul
Taqg Buffer 2 (+(NH,), SO4- MgCl,) 3l
(10X)
MgCl, (25mM) 4 ul
dNTP (2mM) 1 ul
Primer 1 (Sdi 61) 1 ul
Primer 2 (Sdi 252) 1 ul
Primer 3 (Spa 2152) 1 ul
Primer 4 (Spa 2870) 1 ul
Primer 5 (LOX-1) 1 ul
Primer 6 (LOX-2) 1 pl
Primer 7 (pLG-1) 1 pl
Primer 8 (pLG-2) 1 pl
Pfu DNA Polimeraz (5U) 0.4 pul
ddH,O Son Voliime Tamamlanir
Template DNA (200 nM) 2 ul
TOPLAM 50 pl
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Mastermiks hazirlandiktan sonra 0,2 pL’lik tlipler, ©rnek adedi kadar
numaralandirilip, iglerine 48’er ul hazirlanilan mastermiksden ilave edildi. Daha sonra,
ekstraksiyonu yapilan DNA’dan 2’ser ul alinip, ilgili tiiplerin igerine eklenmis ve agizlar
sikica kapatildi. Hazirlanan tiipler daha sonra termal dongiileme cihazlarma yiklenip,
programlandi. Sdi 61 ve Sdi 252, Spa 2152 ve Spa 287, LOX-1 ve LOX-2, pLG-1 ve pLG-2
primerlerine 6zgii hazirlanan mastermiks PCR analizlerinde kullanilan 1s1l dongii ve siire

diyagrami (Mata ve ark 2004) Cizelge 2.3’de gdsterilmistir.

Cizelge 2.3. PCR islemine ait 1s1l dongii ve siire diyagrami (Mata ve ark 2004)

Basamak Dongii Sayisi Sicaklik Siiresi
Baslangi¢c Denatiirasyon 1 94°C 5dk
Denatiirasyon 92°C 1dk
Baglanma 30 57°C 1dk
Uzama 72°C 1,5 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme 1 4°C oo dk

2.2.3.2. Amplikonlarin Elektroforez Tankina Yiiklenmesi

0,2 ml tiiplerde olusturulan 50 pl’ lik PCR iirtinlerinden 10° ar pl pipet yardimiyla
almip, 3 pl 6x loading dye solusyonu ile karoaotoroldd. Oludturulan karoddmon tamamv

albnarak, % 2’lik agaroz jeldeki uygun pozisyondaki kuyucuna yoklendi.
2.2.3.3. Jelde Yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan
sonra, elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan

sonra 80V 500A akimda 40 dakika yiiriitiildii.
2.2.3.4. Goriintiilleme ve Degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez

tankindan ¢ikarildi. Siire sonunda yiiriitilen jel, bilgisayara baglh durumdaki
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transilluminator cihazindaki odaciga yerlestirildi. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra,

bant uzunluklar1 her PCR i¢in ayr1 degerlendirildi.

Degerlendirme daha once bildirilen sekilde yapildi. PCR analizinde, Sdi 61 ve Sdi
252, primerleri i¢in 192 bp uzunlugunda, Spa 2152 ve Spa 287 primerleri i¢in 718 bp
uzunlugunda, LOX-1 ve LOX-2 primerleri i¢in 870 bp uzunlugunda, pLG-1 ve pLG-2

primeri i¢in 1.100 bp uzunlugundaki bant olusumlar1 aranda.
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3. BULGULAR

3.1. izolasyon Bulgulari

Arastirma i¢in alabalik yetistiriciligi yapilan 4 farkl ¢iftlikten alinan 220 adet 50-
60 g agirhgindaki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) ornekleri
Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Rutin
Teshis Laboratuvarina soguk zincirde getirilmistir. Gelen 6rneklere nekropsi yapilarak %7
defibrine koyun kanli TSA agara karaciger bobrek ve dalaktan ekimler yapilmistir
(Koneman ve ark. 1997, Holt ve ark. 1994). Inkubasyon periyodu sonunda agar plaklarda
sekillenen koloniler, Gram boyama yontemi ile mikroskopik morfoloji acisindan
incelenmistir. Boyama sonucunda belirlenen Gram-pozitif koklarin ait oldugu kolonilere
katalaz testi uygulanmistir (Koneman ve ark. 1997, Holt ve ark. 1994). Katalaz negatif
olan koloniler, Streptococcus spp. ve Lactococcus spp. siipheli koloniler olarak identifiye

edilmistir.

Aragtirmamizda 4 farkli c¢iftlikten toplanan 220 adet 50-60 g agirligindaki
Gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) 6rnegin 138 (% 62,71)’inden
Streptococcus spp. izole edilmistir.

3.2. PCR Bulgulan

Bu tez caligsmasi alabalik yetistiriciligi yapilan 4 farkh ciftlikten toplanan 220 adet
50-60 g agirligindaki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
orneklerinde yapilan multipleks PCR calismalarindan toplam 138 adet Streptococcus
difficilis, Streptococcus parauberis, ve Lactococcus garvieae identifiye edilmis ve

orneklerin hi¢birinden Streptococcus iniae identifiye edilmemistir.
Multipleks PCR sonunda tiir identifikasyonlari, L. garvieae 72 adet alabaliktan, S.

parauberis 38 adet alabaliktan, S. difficilis 28 adet alabaliktan gergeklestirilmis olup,

orneklerin hig birinden S. iniae identifiye edilmemistir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge 3.1. Multipleks PCR Calismasi Sonunda izole Edilen Tiirler

. . izole Edilen Suslarin | Izolasyon Yiizdeleri
Multipleks PCR Hedef Patojenler
Sayisi (adet) (%)
L. garvieae 72 52,17
S. parauberis 38 27,54
S. difficilis 28 20,29
S. iniae 0 0
Toplam 138 100

Multipleks PCR ¢alismas1 sonucunda identifiye edilen hedef patojenlerin toplam
orneklerin % 62,71’inden Streptococcus spp. ve Lactococcus spp. identifikasyonu
gerceklestirilmistir. 220 adet Ornekten yapilan Multipleks PCR identifikasyonu
sonucundaki tiir bazindaki yiizde dagilimlar1, L. garvieae % 52,17, S. parauberis % 27,54
ve S. difficilis % 20,29°dir (Cizelge 3.1). Multipleks PCR ile elde edilen elektroforez

goriintlileri Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.

9 1011 12 13 M

Sekil 3.1. Multipleks PCR pozitif 6rneklerin elektroforez goriintiisii M:100 bp DNA ladder, 1: L. garvieae,
S. iniae, S. parauberis ve S. difficilis pozitif kontrol, 2: Negatif kontrol, 3-7: L. garvieae PCR pozitif
ornekler, 8-10: S. parauberis PCR pozitif 6rnekler, 11-13: S. difficilis PCR pozitif 6rnekler.

Multipleks PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen tiirlerinin ¢iftlik
bazindaki dagilimlar1 incelendiginde, 1. ciftlikten alinan 55 alabalik 6rneginin 25’inden L.
garvieae, 18’inden S. parauberis, 10’undan S. difficilis; 2. ¢iftlikten alinan 55 alabalik
orneginin 17’sinden L. garvieae, 12’sinden S. parauberis, 6’sindan S. difficilis; 3. ¢iftlikten
alman 55 alabalik 6rneginin 16’sindan L. garvieae, 2’sinden S. parauberis, 5’inden S.

difficilis; 4. giftlikten alinan 55 alabalik 6rneginin 14’tinden L. garvieae, 6’sindan S.
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parauberis ve 7’sinden S. difficilis identifiye edilmis olup, alabalik 6rneklerinin higbirinde

S. iniae patojenine rastlanmamustir (Cizelge 3.2.).

Cizelge 3.2. izolatlarin Ciftlik Bazinda Dagilimi

izolatlar 1. Ciftlik 2. Ciftlik 3. Ciftlik 4. Ciftlik Toplam
L. garvieae 25 17 16 14 72

S. parauberis 18 12 2 6 38

S. difficilis 10 6 5 7 28
S.iniae 0 0 0 0 0
Toplam 53 35 23 27 138

Multipleks PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen tiirlerinin g¢iftlik

bazindaki % dagilimlar incelendiginde, L. garvieae’nin % 45,45 orani ile 1. ¢iftlikten en

cok izole edildigi goriilmektedir. Ciftlik bazinda genel bir degerlendirme yapildiginda, 1.
ciftlikten % 38,41; 2. ciftlikten % 25,36; 3. ciftlikten % 16,67 ve 4. ciftlikten % 19,56

oranlarinda izolasyon gergeklesmistir. izolatlarin ¢iftlik bazinda yiizde dagilimlari Cizelge

3.3.’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3. izolatlarin Ciftlik Bazinda Yiizde Dagilimlar

izolat 1.Ciftlik 2.Ciftlik 3.Ciftlik 4.Ciftlik
L. garvieae % 45,45 % 30,91 % 29,09 % 25,45
S. parauberis % 37,72 % 21,82 % 3,63 % 10,90
S. difficilis % 18,18 % 10,91 % 9,09 % 12,72
S. iniae %0 %0 %0 %0
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4. TARTISMA

Gram pozitif koklardan Streptokok ve Laktokoklar tiim Diinya {izerinde balik
patojenleri olarak tanimlanmaktadir. Gram pozitif koklar Streptococcus parauberis,
Streptococcus iniae, Streptococcus difficilis, Lactococcus garvieae gibi birkag¢ farkl tiirii
igerir. Bu tiirler Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
Streptokokkosis ve Laktokokkosis’in major etkenleri olarak bilinmektedir (Sudheesh ve

ark. 2012).

Cesitli doga ve Kkiiltiir baliklarinin Streptokokkal infeksiyonlardan etkilendigi
bilinmektedir (Toranzo ve ark. 2005). Streptokokkosis ilk olarak Gokkusagi
alabaliklarinda (Onchorhynchus myksis Walbaum 1792) 1958 yilinda rapor edilmistir.
Kuveyt, 2001 yil1 Agustos ayinda dogal bir Streptokokkosis salgin vakasina tanik olmustur
(Azad ve ark. 2012).

Streptokok tiirleri, saglikli insan ve hayvan florasinda normal olarak bulunabilirken,
bazi tiirler, bulunduklar1 organizmada hastaliga neden olabilirler. Bilinen fenotipik
identifikasyon metotlar1 ile S. pyogenes, S. agalactiae gibi Streptokok tiirleri, firsatgi
patojen olarak kolayca tanimlanabilir. Bununla birlikte, viridans grup Streptokok ve S.
iniae gibi diger Streptokok tiirlerinden bazilarinin kesin identifikasyonu problem olabilir

(Goh ve ark. 1998).

Baliklarda goriilen Streptokokkosis hastaligl su sicakligina baglh olarak iki sekilde
gortliir. Soguk su Streptokokkosis’i su sicaklifi 15 °C’nin altina diistiigiinde etkili
olmaktadir. Sicak su Streptokokkosis’i ise su sicakliginin 15 °C’nin {izerine ¢iktig
kosullarda balik kayiplarina neden olmaktadir. Lactococcus garviae, Streptococcus iniae,
Streptococcus parauberis ve Streptococcus difficilis sicak su Streptokokkosisler’inden
izole edilmektedir. Ayrica bu patojenler, potansiyel zoonotik ajanlardir ve insanlarda da

hastalik olusturabilirler (Toranzo ve ark. 2005).
Streptokokkozis, stres faktorlerinin varlifinda ve ozellikle su sicakliklariin 18
°C’nin tizerine ¢ikmasi ile birlikte Gokkusagi alabaliklarinda (Onchorhynchus myksis

Walbaum 1792) % 80’lere varan mortalite oranlarina ulasabildigi bildirilmistir (Chang ve
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ark. 2002, Soltani ve ark. 2005). Japonya’da Streptokokkosisin Japon Kkiiltlir pisi
baliklarinda (Paralichthys olivaceus), cogunlukla su sicakliginin yiiksek oldugu Haziran ve
Ekim aylarinda etkili olarak % 8 oraninda 6liimlere neden oldugu belirtilmistir (Nguyen ve

Kanal1999).

Arastirmamizda 4 farkli ciftlikten toplanan 220 adet 50-60 g agirhigindaki
Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) 6rnegin 138 (% 62,71)’inden

Streptococcus spp. izole edilmistir.

Timur ve ark. (2011), 2010 yilinda Marmara bdlgesindeki bir Gokkusagi alabaligt
isletmesinden 150-180 gram agirhigindaki 5 adet baliktan API20 STREP kiti ile L.

garvieae izole ettiklerini bildirmislerdir (Timur ve ark. 2011).

Italya’da 10 adet alabalik 6rneginden yapilan bir ¢alismada (Zlokin ve ark. 1998), 7
adet ornekte, patojen L. garviae izole edilmistir. Yine bu ¢alismada, L. lactis ile L. garviae
arasinda fenotipik benzerlikler oldugu ortaya konmustur. italya’da yapilan bir diger
calismada ise (Eldar ve ark. 1999), alabaliklarda farkli zamanlarda goriilen 100 den fazla
salginda 71 adet (% 87) L. garviae izole edilmistir. Ulkemizde ilk kez 2001 yilinda Ege
bolgesindeki gokkusagi alabaligr ¢iftliklerinde L. garvieae izole edilmistir. Kav ve ark.
(2007), 2002-2004 yillar1 arasinda Konya ili ve ¢evresindeki alabalik ¢iftliklerinden180
adet hasta baliktan 30 adet Lactococcus garvieae susu izole etmislerdir. Bu izolatlarin
32’sinde pLG-1 ve pLG-2 primerleri ile PCR’da 1100 bp’de tiir spesifik bantlari
gormiislerdir (Kav ve ark. 2007).

Ozer ve ark. (2008), Ocak-Aralik 2005 yilinda Mersin ili ve gevresinden 260
Gokkusagr alabalik 6rnegi toplamiglardir. Bu Gokkusagi alabaliklardan 63 (%24,23)ilinde
gram pozitif katalaz ve oksidaz negatif kok izole etmislerdir. Calismada 1 sus
canlandirilamamis ve 62 adet alabaligin 24 (%38,7) iinden L. garviae izole ettiklerini
bildirmektedirler (Ozer ve ark. 2008).

Hasta kiiltiir pisi baliklarinda yapilan bir calismada, hastaligin klinik belirtileri

olarak, gozlerde, tek ya da ¢ift tarafli ekzoftalmi, operkulum ve solungaglar iizerinde ve i¢

organlarda hemorajiler goriilmiistiir. Calismada 22 hasta baliktan 18 adetinde S. parauberis
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izole edilirken, 3 adet L. garviae izole edilmis, anti S. iniae serumu ile agliitinasyon

gosteren S. iniae tiirline rastlanamamustir (Salvador ve ark. 2005)

Mata ve ark. (2004) sicak su streptokokkosisi etkeni olarak bilinen Lactococcus
garviae, Streptococcus iniae, Streptococcus parauberis ve Streptococcus difficilis
etkenlerinin multipleks PCR yontemi ile izolasyonuna ydnelik olarak bir metot ¢alismasi

yapmuislar ve etkenlerin tamamini yiiksek duyarlilikla izole etmislerdir (Mata ve ark. 2004).

Calismamizda multipleks PCR sonunda tiir identifikasyonlari, L. garvieae 72 adet
alabaliktan, S. parauberis 38 adet alabaliktan, S. difficilis 28 adet alabaliktan

gerceklestirilmis olup, 6rneklerin hig birinden S. iniae identifiye edilmemistir.

Baeck ve arkadaslar1 (2006), Mayis 2005 yilinda yaptiklart bir calismada 22
alabalik 6rnegi toplamislar ve multipleks PCR ile S. iniae , S. parauberis, L. garvieae
varhigimi incelemislerdir. 3 izolat L.garvieae, 18 izolat S. parauberis olarak identifiye

edilmis ve S.iniae bulunamamistir (Baeck ve ark. 2006).

Calismamizda, 220 adet 6rnekten yapilan multipleks PCR sonucunda izolatlarin tiir
bazindaki yiizde dagilimlar1, L. garvieae % 52,17, S. parauberis % 27,54 ve S. difficilis %
20,29 olarak bulunmustur. Multipleks PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen
tirlerinin ciftlik bazindaki dagilimlari incelendiginde, 1. giftlikten alinan 55 alabalik
orneginin 25’inden L. garvieae, 18’inden S. parauberis, 10’undan S. difficilis; 2. ciftlikten
alinan 55 alabalik 6rneginin 17’sinden L. garvieae, 12’sinden S. parauberis, 6’sindan S.
difficilis; 3. ciftlikten alinan 55 alabalik Grneginin 16’sindan L. garvieae, 2’sinden S.
parauberis, 5’inden S. difficilis; 4. ¢iftlikten alinan 55 alabalik Grneginin 14’iinden L.
garvieae, 6’sindan S. parauberis ve 7’sinden S. difficilis identifiye edilmis olup, alabalik
orneklerinin higbirinde S. iniae patojenine rastlanmamistir. Multipleks PCR ile yapilan
identifikasyonlarda hedef patojen tiirlerinin ¢iftlik bazindaki % dagilimlar1 incelendiginde,
L. garvieae’nin % 45,45 orani ile 1. giftlikten en ¢ok izole edildigi goriilmektedir. Ciftlik
bazinda genel bir degerlendirme yapildiginda, 1. ciftlikten % 38.,41; 2. ¢iftlikten % 25,36;
3. ciftlikten % 16,67 ve 4. ¢iftlikten % 19,56 oranlarinda izolasyon gerc¢eklesmistir.
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Gram pozitif balik patojenlerinden Streptococcus iniae baliklarda hemorajik
septisemi ile birlikte meningoensefalitis, ekzoftalmi ve corneada opakliklara neden olan bir
etkendir. Son yillarda S. iniae potansiyel bir zoonoz olarak tanimlanmis, bu bilgi
insanlarda goriillen 25 S. iniae infeksiyon vakasi ile dogrulanmistir. Kiiltiir balik¢iligi
sektoriinde S. iniae etkeninin neden oldugu infeksiyonlara bagli maddi kayiplar 100 milyon
dolara ulagmistir (Ra ve ark. 2010). Ancak arastirmamizda S. iniae identifikasyonu

yapilmamustir.

Arastirmamizda giftliklerden L. garvieae en yiiksek oranda identifiye edilmis
bulunmaktadir. Daha sonra sirasiyla S. parauberis ve S. difficilis identifikasyonlar
yaptlmistir. Elde edilen sonuclara gore alabalik iiretme ¢iftliklerinde goriilen
Streptokokkosis vakalarinda bolgesel olarak L. garvieae’nin o6nemli bir yer tuttugu

goriilmektedir.
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5. SONUC

Streptokokkosis, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
yetistiriciliginde toplu oliimlerle ekonomik kayiplara neden olan 6nemli bir bakteriyel
hastaliktir. Streptokokkosis hastaliginin bilinen baslica etkenleri Streptococcus ineae,

Streptococcus difficilis, Streptococcus parauberis ve Lactcoccus garvieae’dir.

Klasik yontemlerle yapilan identifikasyon ¢aligsmalari, uzun siirmekte ve ¢ok yakin
tiirler klasik metotlarla ayirt edilememektedir. Bu durum teshiste, zaman kaybina neden
olurken, isletmelerde alinacak koruyucu onlemlerde gecikmelere ve ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Multipleks PCR yontemi, ayni anda birka¢ farkli patojenin
tanimlanmasinda ve klasik yontemlere gore c¢ok daha kisa siirede identifikasyon

yapilmasina olanak vermektedir.

Aragtirmamizda, Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
Olumlerle ekonomik kayiplara neden olan Streptokokkosis hastaliginin bilinen baslica
etkenlerinden Streptococcus ineae idendifiye edilmemistir. Bunun yaninda, Lactcoccus
garvieae, Streptococcus parauberis ve Streptococcus difficilis’in varligi multipleks PCR

ile ortaya konulmustur.

Sonu¢ olarak, Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
yetistiriciligi yapilan ciftliklerde Streptokokosis vakalarinin ekonomik kayiplara yol agtig:

ortaya ¢ikarilmistir.
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OZET

Alabaliklarda Gériilen Streptokokkosis Vakalan ile iligkili Bakteriyel Patojenlerin
Multipleks Polimeraz Zincir Reaksiyonu (mPCR) ile Tanimlanmasi

Arastirma i¢in alabalik yetistiriciligi yapilan 4 farkh ¢iftlikten alinan 220 adet 50-
60 g agirhgindaki Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) ornekleri
multipleks PCR (mPCR) yontemi ile incelenmistir.

Multipleks PCR calismas1 sonucunda identifiye edilen hedef patojenlerin toplam
orneklerin % 62,71’inden Streptococcus spp. ve Lactococcus spp. identifikasyonu
gerceklestirilmistir. 220 adet Ornekten yapilan Multipleks PCR identifikasyonu
sonucundaki tiir bazindaki yiizde dagilimlar1, L. garvieae % 52,17, S. parauberis % 27,54
ve S. difficilis % 20,29°dir

Multipleks PCR ile yapilan identifikasyonlarda hedef patojen tiirlerinin giftlik
bazindaki % dagilimlari incelendiginde, L. garvieae’nin % 45,45 orani ile 1. giftlikten en
cok izole edildigi goriilmektedir. Ciftlik bazinda genel bir degerlendirme yapildiginda, 1.
ciftlikten % 38.,41; 2. ciftlikten % 25,36; 3. ciftlikten % 16,67 ve 4. ciftlikten % 19,56
oranlarinda izolasyon gerceklesmistir.

Arastirmamizda, Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792)
Lactococcus garvieae, Streptococcus parauberis ve Streptococcus difficilis'in multipleks
PCR ile varlig1 belirlenmistir. Arastirmamizda, Gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus
mykiss Walbaum 1792) oliimlerle ekonomik kayiplara neden olan Streptokokkosis
hastaliginin bilinen baslica etkenlerinden Streptococcus ineae idendifiye edilmemistir.
Bunun yaninda, Streptokokkosis vakalarinda Lactococcus garvieae, Streptococcus
parauberis ve Streptococcus difficilis’in rol oynadigi multipleks PCR ile ortaya

konulmustur.

Anahtar Kelimeler: S. difficilis, S. parauberis, L. garvieae, S. iniae, gokkusag: alabaligi, identifikasyon,
mPCR.
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SUMMARY

Identification of Encountered Bacterial Pathogens Related With Streptococcosis Cases By
Using Multiplex Polymerase Chain Reaction (mPCR) In Trout

For this research a number of 220, weighing in 50-60 g rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) samples from 4 different fish farm were examined
by multiplex PCR (mPCR).

At the end of multiplex PCR study, Streptococcus spp. and Lactococcus spp. target
pathogens were identified at the rate of 62.71% from whole samples. The percentage
distribution according to identified species were at the rate of L. garvieae 52.17%, S.
parauberis 27.54% and S. difficilis 20.29%.

The identified target pathogens by multiplex PCR percentage distribution according
to fish farms, L. garvieae was isolated at the highest rate of 45.45% from 1st fish farm. In
general fish farm evaluations (1st, 2nd, 3rd, 4th) showed that performed isolations were at
the rate of 38.41%; 25.36%; 16.67% and 19.56%, respectively.

In our study, Lactococcus garvieae, Streptococcus parauberis and Streptococcus
difficilis presences in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss Walbaum 1792) were
determined by multiplex PCR. Streptococcus ineae; the main agent of streptococcosis
which causes economic losses with mortality in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss
Walbaum 1792) was not identified. Moreover, Lactcoccus garvieae, Streptococcus
parauberis and Streptococcus difficilis were found out by multiplex PCR which are main

pothogens in dtreptococcosis.

Keywords: S. difficilis, S. parauberis, L. garvieae, S. iniae, rainbow trout, identification, mPCR.
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