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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgilin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak iizere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi ve higbir sekilde “intihal
icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu beyana
aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1
kabul ettigimi bildiririm.

imza Damsman
Cilem SEVGUL TUTMEZ Prof. Dr. Ulkii OZBEY
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OZET

Aeromonas cinsi, son 20 yilda bir dizi taksonomik ve terminoloji revizyonlarindan
gecmistir ve siirekli olarak yeni (alt) tiirler ve biyogruplar tanimlanmistir. Aeromonas cinsi,
cogunlukla firsatgt mikroorganizmalar olarak islev goren otuzdan fazla Gram-negatif
bakteri tiirlinli igerir. Bu bakteriler, balik ve kabuklular gibi hayvanlardan kolayca izole
edildikleri ¢esitli su ekosistemlerinde dogal olarak dagilmistir. Biyokimyasal
karakterizasyon gibi standart tanimlama yontemlerinin eksiklikleri vardir ve taksonomik
konumun netlestirilmesine izin vermez. Bu calisma, klinik ve cevresel Aeromonas
izolatlarinin  hizli  bir sekilde tanimlanmasi i¢in bir matris destekli lazer
desorpsiyon/iyonizasyon-ugus siiresi kiitle spektrometresi (MALDI-TOF MS) tanimlama
veri tabaninin gelistirilmesini a¢iklamaktadir.

Bu calismada Nisan, Mayis, Aralik, Ocak aylarinda Tunceli ili Mazgirt, Ovacik,
Cemisgezek ve Pertek ilgelerinde ag kafesler ve beton havuzlarda bulunan 16 tesisten
temin edilen 200 adet Gokkusagi alabaliginin karaciger, bagirsak, dalak ve bobreklerinden
alian doku ornekleri, 64 adet su numunesi analiz edilmistir.

Bu c¢alismanin amaci, Tunceli ilindeki tathh su balik ciftliklerinde Aeromonas
tirlerinin prevalansint  ve prevalansini etkileyen faktorleri belirlemektir. Ayrica
Aeromonas'in tiir simif tayini igin kullanilan MALDI-TOF MS, 16S rDNA dizileme ve
housekeeping gen dizileme (gyrB) gibi farkli yontemlerin karsilastirilmasi amaglanmistir.
Geleneksel yontemle izole edilen 526 siipheli izolatin MALDI TOF-MS ile analizi
sonucunda; Basillaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Erwiniaceae, Moraxellaceae, Nocardiaceae, Pseudomonadaceae, Sthaphylococcaceae,
Streptococcaceae, Xanthomonadaceaea, Yersiniaceae ve Aeromonadaceae olmak tizere 13
familyaya ait 526 bakteri tanimlanmistir. Tunceli ili Mazgirt, Ovacik, Cemisgezek ve
Pertek ilgelerinde ag kafeslerde ve beton goletlerde yetistirilen dort ilgedeki 16 ¢iftlikte
yapilan kesitsel calismada, Aeromonas'in 5 tiirii 16S rDNA ve gyrB sekanslama ile teshis
edildi. Balik ciftliklerinde bes Aeromonas tiirii daha yaygindi, A. sobria % 47,52) en
yiiksekti, bunu A. veronii (% 26,95), A. media (% 12,06) ve A. hydrophila (% 7,80) izledi.
Daha az yaygin olan tiir ise A. salmonicida (% 5,67) idi. Aeromonas tiirlerinin
prevalansinda mekansal varyasyon gozlendi. Calismamizda, Aeromonas tiirii olarak
identifiye edilen 141 adet izolatin MALDI-TOF MS sonucunun dogruluk saptama orani,
cins diizeyinde tanimlamada % 100 (141 izolat) ve tiir diizeyinde tanimlamada % 92,2 (130
izolat) oldugu tespit edildi. MALDI-TOF MS yo6nteminin molekiiler analizlerde dogru ve
hizli sonu¢ vermesi nedeniyle kullanilmasi Onerilmektedir. Ancak, Aeromonas cinsinin
filogenetik ¢aligsmalarinda tiirler arasinda ayrim yapmak ic¢in daha yiiksek kapasite
gostermeleri nedeniyle tiir diizeyinde tanimlamada ayrim yapilamadigi noktada 16S rDNA
ve gyrB gen dizileme yontemlerinin daha giivenilir yontemler oldugu kanisina varilmstir.
Ulkemizde, Yukar1 Firat havzasinda ve Tunceli ilinde gokkusag: alabaliklarinda MALDI-
TOF MS yontemiyle Aeromonas tiirlerinin tanimlanmasina yonelik yapilan bu ¢aligma,
konusu itibariyle oncili ¢alismalardan biri olma niteligini tagimaktadir. Calismamiz bu
alanda ileride yapilacak aragtirmalar i¢in yol gosterici olacaktir. Bu, tatli su balik
ciftliklerinde Aeromonas tiirlerinin prevalansini belirleyen ve prevalansini etkileyen
faktorleri belirleyen ilk ¢alismadir. Bu bilgi, baliklardaki Aeromonas enfeksiyonunun ve
bunlarin halk saglig: tizerindeki risklerinin yonetilmesinde faydali olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Aeromonas tiirleri, gékkusagi alabaligi, 16S rDNA, MALDI-TOF
MS, gyrB



ABSTRACT
Identification of Aeromonas Species in Trout in Tunceli Province By MALDI-TOF
MS Method

The genus Aeromonas has undergone a number of taxonomic and nomenclature
revisions over the past 20 years, and new (sub)species and biogroups are continuously
described. The genus Aeromonas comprises more than thirty Gram-negative bacterial
species which mostly act as opportunistic microorganisms. These bacteria are distributed
naturally in diverse aquatic ecosystems, where they are easily isolated from animals such
as fish and crustaceans. Standard identification methods such as biochemical
characterization have deficiencies and do not allow clarification of the taxonomic position.
This study describes the development of a matrix-assisted laser desorption/ionisation—time
of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) identification database for a rapid
identification of clinical and environmental Aeromonas isolates.

In this study tissue, samples taken from the liver, intestine, spleen and kidneys of
200 rainbow trout obtained from 16 facilities rainbow trout in net cages and concrete ponds
in Mazgirt, Ovacik, Cemisgezek and Pertek districts in Tunceli province in April, May,
December, January and 64 water samples were analysed.

The aim of this study was to determine the prevalence of Aeromonas species in
freshwater fish farms and factors affecting their prevalence in Tunceli province. In
addition, it was aimed to compare the Idifferent methods such as MALDI-TOF MS, 16S
rDNA sequencing and housekeeping gene sequencing (gyrB), method for species class
identification of Aeromonas. As a result of the analysis with MALDI-TOF MS of 526
suspected isolates isolated by the traditional method; 526 bacteria belonging to 13 families
including Basillaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Erwiniaceae, Moraxellaceae, Nocardiaceae, Pseudomonadaceae, Sthaphylococcaceae,
Streptococcaceae, Xanthomonadaceaea, Yersiniaceae and Aeromonadaceae were
identified. In a cross-sectional study from 16 farms in four districts of raised in net cages
and concrete ponds in Mazgirt, Ovacik, Cemisgezek and Pertek districts in Tunceli
province, 5 species of Aeromonas were identified by 16S rDNA and gyrB sequencing. Five
species of Aeromonas were more prevalent (MP) in fish farms, A. sobria (% 47,52) was the
highest, followed by A. veronii (% 26,95), A. media (% 12,06) and A. hydrophila (%
7,80). The less prevalent species were A. salmonicida (% 5,67). Spatial variation in the
prevalence of Aeromonas species was observed. In our study, the accuracy of MALDI-
TOF MS results of 141 isolates identified as Aeromonas species was found to be % 100
(141 isolates) at genus level and % 92,2 (130 isolates) at species level. It is recommended
to use the MALDI-TOF MS method because it gives accurate and fast results in molecular
analysis. However, it has been concluded that 16S rDNA and gyrB gene sequencing
methods are more reliable methods at the point where no distinction can be made in
identification at the species level due to the higher capacity to distinguish between species
in phylogenetic studies of the genus Aeromonas. This study, conducted in our country for
the identification of Aeromonas species by MALDI-TOF MS method in rainbow trout in
the Upper Euphrates basin and Tunceli province, is one of the pioneering studies in terms
of its subject. Our study will be a guide for future research in this field. This is the first
study that determined the prevalence and identified the factors that affect the prevalence of
Aeromonas species in freshwater fish farms. This information will be useful in managing
Aeromonas infection in fish and their risks to public health.

Keywords: Aeromonas species, rainbow trout, 16S rDNA, MALDI-TOF MS, gyrB

Xl



1. GIRIS
1.1. Su Uriinleri Yetistiriciligi Tarihcesi

Sucul iiriinlerin yetistiriciligi ideal ¢evre kosullarinin kontrollii sunulmasiyla sucul
organizmalarin biyolojik gelisim siireglerine gore, su kaynaklarinin fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin siirdiiriilebilirligini saglayarak dogal stoklari koruyan, ekonomik
prensipleri dikkate alan cesitli bilim alanlari, sektorlerle iligkili olan 6nemli hem {iretim
hem de bilim alamdir (Giiney ve Aydin, 2016). Ulkemizde, “Yetistiricilik tesislerinde,
entansif, yar1 entansif veya ekstansif sartlarda yapilan, su {irlinlerini iiretme ve/veya
biiylitme (besicilik) faaliyeti” su {riinleri yetistiriciligi olarak 29.06.2004 tarihli ve 25507
sayili Resmi Gazete’de yayimlanarak yiiriitliige giren Su Uriinleri Yetistiriciligi
Yonetmeligi ile tanimlanmustir (Su Uriinleri Yetistiriciligi Y ®netmeligi, 2004). Tarihi
eskilere dayanan su iriinleri yetistiriciligi Eski Misir’da milattan dnce 2500°’lii yillarda
mezarlardaki resimlerde, Tilapia tiiri baliklarin insanlar tarafindan havuzdan ¢ikarilirken
ki betilere; milattan sonra 1127’ler de ise Hindistan’da yapilan balik besiciligi yontemlerini
anlatan bilgilere rastlanilmistir. Sazan bahig: yetistiriciligi ise M.O. 2000’li yillardan
itibaren geleneksel yontemlerle Cin’de baglayip Vietnam, Malezya, Filipinler, Kambogya,
Tayland’a yayilmistir (FAO, 1987). Sucul iriinlerin yetistiriciligindeki ¢aligmalarin
amaclar1 arasinda insanlar i¢in gida talebini karsilama, dogal stoklarin desteklenmesi,
bilimsel arastirmalar bulunur (Celikkale ve ark., 1999).

Yem ve iiretim teknolojilerinin gelismesiyle yetistiricilik i¢in uygun balik tiirleri ile
beraber kabuklular ve diger sucul canlilarin yetistiriciligi i¢ su ve denizlerde giderek
artarak diinya genelinde yapilmaya baglamistir. Niifusun seyrek ve gida ihtiyacinin buna
bagli daha az oldugu yillarda sucul {iriin ihtiyaci avci yontemlerle karsilanmaktaydi. Niifus
arttikga buna paralel artan gida ihtiyaci, teknolojik gelismeler, ekonominin giiglenmesi ve
saglikli iirlinlerle beslenme tercihinin artmasi gibi nedenlerle, iyi bir protein kaynagi olarak
sucul canlilarin {iretim miktarlart yetistiricilikle artmistir. Su {riinleri {reticiliginin
ekonomik, sosyal ve cevresel yonden yararlari; dnemli besin kaynagi olmasi yabanci
sermayenin tilkelere girisi, istthdam, gogiin azalmasi, sucul organizmalarin sayilarinin
korunmasi, atik haldeki sularin sucul bitkiler sayesinde aritilmasi, tarimsal iiretimde
pestisit, giibre gibi lriinlerin daha az kullanilmasi, sucul ekosistemdeki 6trofikasyonu

azaltmasidir (Bert, 2007).



Su {iriinleri yetistirme ve av faaliyetleri diinya genelinde insanlar i¢in hem gida
amacli hem de ekonomik amagli 6nemli kaynaklardir. Su driinlerinin yetistirilmesinde
amac balik, kabuklu deniz canlilar1i, yumusakgalar ve eklem bacakli hayvanlar, alg gibi
denizel ve botaniksel canli tiirlerinin ideal ortamlarda yetistiriciligi islemlerini
kapsamaktadir (Celikkale ve ark., 1999).

Sucul organizmalarin yetistiriciliginin gelismesi ile gida iiretimi ve {iretim miktari
diinya genelinde 6nemli diizeyde artmis ve balik¢iligin kiiltiir yontemiyle yapilmasi ile say1
olarak ¢okga bir arada bulunmalar1 sonucu temaslariin artmasi, kiiltiir baliklarinda; diger
serbest kosullarda yasayan baliklara gore daha ¢ok hastalik goriilmesine neden olmustur
(Arda ve ark., 2002).

Baliklarin yasam alanlari olan tath su, deniz gibi alanlarin baliklarin yasamalari i¢in
gereken canli ve cansiz kosullar ile kimyasal, fiziksel ve biyolojik bilesenlerin ideal
seviyelerinin degismesi baliklarda ekonomik kayiplara neden olmakla beraber viris,
bakteri, mantar ve parazitlerin neden olduklar1 balik hastaliklarinin gelismesine sebebiyet
verir. Baliklarda gelisen hastaliklarin teshis edilmesi ve patojen mikroorganizmalarin halk
sagligr yoniinden riskli olmasi nedenleriyle bu mikroorganizmalarin tanimlanmasi ve
yayilislarinin tespiti kiiltiir balik¢iliginda hastaliklarin kontrol edilmesi agisindan yon
gostericidir (Wanja ve ark., 2019). Gokkusag1 alabalig1 yetistiriciligine ilk olarak 1879
yilinda Amerikan Birlesik Devletleri’nde baslanilmis, sportif balik¢ilik, gida amacli, dogal
stoklar1 destekleme gibi sebeplerle de diger iilkelerinde kiiltiir {iretimine baslamalariyla
yayginlagsmistir (Korun, 2015). Yasadiklar1 ¢evre ile dogrudan etkilesimi olan alabaliklar
poikloterm olduklarindan sicaktan c¢ok etkilenirler. Sucul ekosistemde suyun fiziksel,
kimyasal ve biyolojik parametreleri dogrudan balik sagligimi etkiler (Timur ve Timur,
2003).

Ekonomik amagli yetistiricilik faaliyetlerine iilkemizde 1970’lerde Gokkusagi
alabalig1 (O. mykiss) tiirli ve sazan baligi (Cyprinus carpio) tiiriiniin kiltiir yontemiyle
yetistiriciliklerinin yapilmasiyla baglanmistir. Avrupa deniz levregi, yaldiz basli ¢ipura
tiirlerinin yetistiriciligine 1985 yilinda baslanmistir. Bolgesel olarak Karadeniz de 1990
yilinda alabalik yetistiriciligi ile Ege ve Akdeniz’de ise 2000 yilinda orkinos
yetistiriciligine baslanarak iilkemizde kiiltlir yontemiyle su {irlinleri yetistiriciligi artmistir
(Giiney ve Aydin, 2016).

Su iiriinleri yetistiriciliginde sudaki kirlilik yiikii, baliklarin sayilariin fazla olmasi

halinde artan temas ve suyun fiziksel, kimyasal, biyolojik ve diger fizyolojik



parametrelerinin bozulmasi gibi etkilerle baliklarda hastalik gelismesi ve yayilmasi
kolaylagir. Balik sagligini etkileyen bu durum isletme ekonomisine de zarar verir (Snieszko
ve Axelrod, 1971; Alpbaz, 2005). Su iiriinleri yetistiriciliginde 6ncel amaglarin basinda
baliklarin saglikli kosullarda yasamasini saglayarak gelisme ve biiylimesine yardimci
olarak yumurtadan satig boyuna ulasana kadar hastalanmamalarini saglamak gelir. Sularin
sahip oldugu parametreler denizlerde sabit olmasina karsin, akvaryum, havuz,
kulugkahanelerde kullanilan suyun 6zellikleri farklilasabilir. Su iirlinleri yetistiriciliginde
karsilasilan en 6nemli sorun baliklarda hastalik goriilmesi olup gelisen hastaliklar balik ve
cevresel etkenlerin birlikte etkilesimleri sonucu olusmaktadir (Jeeva ve ark., 2013).
Bakteri, mantar, viriis ve parazitlerin patojen etkileri ile olusan hastaliklarin
goriilme siklig1 Gokkusag alabalig yetistiriciligindeki iiretim miktarinin artmasiyla paralel
olarak artmistir (Nya ve Austin, 2009). Aeromonas cinsine ait bir bakteri tiirii olan A.
hydrophila, psikotrof bir bakteridir ve gida kaynakli bir patojen olma potansiyeli ile
ekotoksinler, sitotoksinler ve bazi farkli viriilans faktorlerini tiretmektedir. Sogutulma ve
sogukta muhafaza edildiginde gidalarda gelisebilmekte ve toksin olusturabildiginden
gidalarda A. hydrophila varliginin arastirilmas: gerektigi onerilmektedir (Daskalov, 2006).
A. hydrophila’nin i¢gme sulari, kullanma ve yiizey sulari ile balik, kirmizi et, kanatl eti, siit

ve siit iiriinlerinde yiiksek miktarda izole edilmistir (Isleyici ve ark., 2006).

1.2. Diinyada Su Uriinleri Uretiminin Mevcut Durumu

Glinlimiizde uluslararas1 bir endiistri haline gelen su irilinleri yetistiriciligi
yiizbinlerle ifade edilecek sayida olan {iretim tesislerinde 598 adet sucul tiiriin liretimi
yapilmaktadir. Bu tiirler; 369 balik, 109 molluska, 64 kabuklu, 7 amfibik tiir, 9 omurgasiz
hayvan tiirii ve 40 alg tiiriidiir. Toplam sucul iiriinlerin iiretimi icerisinde yetistiricilik
yoluyla elde edilen iirlinlerin iiretim miktar1 giderek artmaktadir. 2017 yili diinya su
driinleri iretim miktarma bakildiginda {iretimi yapilan iirlinlerin ¢ogunun yetistiricilik
yontemiyle saglandigi goriilmektedir. 1950 yilinda bu oran % 3’ler de iken bugiin ise % 55
civarindadir. Diinyada kitalara ve en faza iiretim yapilan iilkesine gore su dirlinleri
yetistiriciliginin iiretim miktarlarina bakildiginda Afrika kitasinda Misir, Amerika
kitasinda Sili, Asya kitasinda Cin, Avrupa kitasinda Norveg, Okyanusya kitasinda ise Yeni
Zelanda gelmektedir. Cin su iriinleri yetistiricilik tiretiminde birinci siradaki tilke olarak

64 milyon ton yapmis olup ikinci sirada Endonezya 16 milyon ton ve Hindistan 6 milyon



ton iiretim yaparak igciincli iilke olmustur. Asya kitasindan sonra en ¢ok su Tiriinleri
yetistiriciligi yapilan kita Amerika ve Avrupa kitalaridir. Amerika kitasindaki su {iriinleri
yetistiricilik tiretiminde ilk iilke Sili 1 milyon ton iiretim yaparak, Brezilya 0,6 milyon ton
tiretim yaparak ikinci iilke ve Ekvator ise 0,5 milyon ton iiretim yaparak tgiincii lilke
olmustur. Avrupa kitasinda su iirlinleri yetistiricilik tiretiminde birinci sirada Norveg 1,3
milyon ton, ikinci sirada Ispanya 0,3 milyon ton ve iigiincii sirada Birlesik Krallik ise 0,2

milyon ton iiretim yapmustir (FAO, 2021).

1.3. Tiirkiye’de Su Uriinleri Uretiminin Mevcut Durumu

Diinya niifusu arttikca protein ihtiyactmin da her gecen giin arttifi ve
karsilanamadig1 nedenleriyle balik¢ilik ve sucul {iriinlerin yetistiriciligi 6nemli olmaktadir.
Tiirkiye’de daha c¢ok sucul firiinlerin tiiketiminde balik goriilmektedir. Tiirkiye’de halen
sucul iirlinlerin iiretiminin yapilabilecegi 25 milyon hektar kadar alan bulunmakta ve golet
ve baraj gollerinin yapimi arttikca su tiriinleri liretiminin yapilabilecegi i¢ su kaynaklarinin
sayist da artmaktadir. Tiirkiye’de yaklasik 1.000 golet, 220 baraj golii ve 200 dogal gol
vardir (FAO, 2018; BSGM, 2020).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine bakildiginda, Tiirkiye’de deniz
trtinleri tretim miktart 2020 yilinda otuzbirbin ton, tatli su {riinleri liretim miktart ise
otuziicbin ton, yetistiricilik liretim miktar1 ise dortylizyirmibirbin ton olarak gerceklesmis
olup; 2021 yilinda ise deniz iiriinleri iiretim miktar1 ikiylizdoksanbesbin ton, tatli su
tirlinleri tiretimi otuzilighbin ton, yetistiricilik tiretimi ise dortylizyetmisbirbin ton olarak
gerceklesmistir. Akarsular ve gollerden olusan i¢ sular, su {riinleri tiretiminde énemli bir
yere sahiptir. Ulkemizde 2020 yilinda avcilik yoluyla elde edilen su iiriinleri iiretim miktar:
% 46,4 ve su driinleri iretim miktarinin % 53,6°s1 ise yetistiricilik iiriinlerinden
saglanmistir. Niifus artisi ile beraber insanlarin saglikli beslenmeye olan ilgilerinin giderek
artmasi ve su Uriinlerinin beslenmedeki yararlar1 gibi nedenlerle su iiriinlerine olan talep
giderek artmaktadir. Su triinlerine yoOnelik artan talep, su iirlinlerinin yetistiriciliginin
degerini arttirmustir. Ulkemizde yetistiriciligi yapilan en dnemli tiirler; alabalik, levrek ve
cipura baliklar1 olmustur. Denizlerde yetistiricilik yoluyla iiretimi yapilan baliklarin %
57,11 levrek, % 38,2’si ¢ipura baligi ve % 4,7’si alabalik iken, i¢ sularda yetistiricilik

yoluyla iiretilen baliklarin ise tamamina yakinini neredeyse alabaliklar olusturmaktadir.



1980 yilindan sonra balik ¢iftliklerinin sayisinin artmaya baslamasiyla Tiirkiye’de
kiiltiir balik¢ilig1 yayilmaya baglamistir. Tiirkiye’de su iiriinleri yetistiriciliginde modern
teknolojilerin kullanilmaya baslanilmasiyla kafes c¢aplarindaki biiyiitme, kuluckahane
kapasitelerindeki artis, teknik personel ve su iiriinleri miihendisi sayilarinin artmasiyla
Tiirkiye balik yetistiriciliginde diinya iilkeleriyle yarisacak diizeye ¢cikmustir (TUIK, 2021).

Hem i¢ sularda hem denizlerde en fazla iiretimi yapilan alabalik tiirii Gokkusagi
alabaligy tiiriidiir (TUIK, 2021). Tiirkiye’de su diriinleri yetistiricilik {iretimi arttikca
yetistiriciligin iilkedeki toplam {iretimdeki pay1 da yiikselmektedir. Tiirkiye’ nin su iirlinleri
ithracatinda son yillardaki su iirtinleri tiretimi ve su iriinleri yetistiriciligindeki teknolojik
gelismelerin isletmelerde kullanilmasiyla 2020 yilinda 421 bin ton kiiltiir balig
tiretilmesiyle 6nemli bir artis saglamistir (FAO, 2018; BSGM, 2020). 2020 yilinda
Tiirkiye’de illere gore i¢ sularda yapilan Gokkusagi alabaligi tiirii alabalik iiretiminin
yapildigi iller Tablo 1.1°de verilmis olup; verilere gore Gokkusagi alabaligi tiretimi en
fazla Elazig, ikinci olarak Mugla ilinde yapilmistir. 2020 yilinda Elazig ilinde 23 bin ton,
Mugla ilinde ise 22 bin ton Gokkusagi alabaligi iiretimi yapilmistir. 2020 yilinda
Gokkusagi alabaligi iiretim miktar1 toplamda 126 bin tondan fazla gergeklesmistir.
Tiirkiye’de diger onemli Gokkusagi alabaligr iiretimi yapilan iller ise Sanlurfa, Tokat,
Kahramanmaras, Gaziantep ve Samsun ili olup; 5 bin tondan fazla Gékkusagi alabaligi
tiretimi yapilmustir (TUIK, 2021).

2022 yili TUIK verilerine bakildiginda, bir énceki yila oranla % 1,8 oraninda artan
su trilinleri iiretim miktar1 2021 yilinda 799 bin 851 tondur. Avcilik yoluyla elde edilen
deniz baliklar tiretim miktar1 % 32,8’1, avcilik yoluyla toplanan diger deniz tiriinleri liretim
miktart % 4,1°1 avcilik yoluyla elde edilen i¢ su triinleri tiretim miktar1 % 4,1’1 ve su

{iriinleri {iretim miktarmin % 59’u ise yetistiricilik iiriinlerinden saglanmistir (TUIK, 2022).



Tablo 1.1. 2020 yilinda illere gore Tirkiye’de i¢ sularda yapilan Gokkusagi alabaligi
tiretim miktarlar1 (TUIK, 2021)

il Gokkusagi Alabahg (Ton)
Elazig 23.000
Mugla 22.000
Sanliurfa 7.004
Tokat 5.800
Kahramanmaras 5.259
Gaziantep 5.250
Samsun 5.103
Artvin 4.990
Aydin 4.767
Kayseri 3.974
Isparta 3.069
Burdur 2.835
Malatya 2.800
Van 2.550
Kirsehir 2.486
Denizli 2.441
Gilimiishane 2.310
Tunceli 1.822
Sivas 1.603

Antalya 1.406
Karaman 1.310
Yozgat 1.065
Kiitahya 944
Adana 940
Bilecik 873
Bayburt 808
Rize 807
Erzurum 728
Sakarya 670
/Afyonkarahisar 554
Erzincan 535
Trabzon 512
Manisa 502
Diger Iller 5.384
Toplam 126.101




1.4. Tunceli Ilinde Su Uriinleri Yetistiriciliginin Mevcut Durumu

Tunceli ili Dogu Anadolu Bolgesi’nde Yukar1 Firat olarak adlandirilan bolgede
bulunur. Tunceli ilinin kuzey ve batisinda Munzur Daglar1 ve Karasu Irmagi, Bingdl
Daglari ile Peri Suyu dogusunda, giineyinde ise Keban Baraj Golii bulunmaktadir. Gegim
kaynagi olarak tarim ve hayvancilik faaliyetleri yapilmaktadir. Kiiltlir balik¢ilig ile su
tirtinleri yetistiriciligi tesislerinin bulundugu yerlerde ekonomik katkilar saglanmaktadir
(Erkil ve Kiigtikgiil, 2015).

Tunceli ili Mazgirt ilgesinde; 3 adet tesiste ag kafeslerde alabalik yetistiriciligi, 2
adet tesiste beton havuzlarda alabalik yetistiriciligi olmak {izere toplam 5 adet tesiste
yetistiricilik yapilmaktadir. Bu tesislerin sofralik alabalik miktar1 740 ton/yil, yavru
alabalik miktar1 6.000.000 adet/y1l kapasiteye sahiptir. Nazimiye il¢esinde 1 adet beton
havuzlarda alabalik yetistiriciligi tesisi bulunmaktadir. Bu kafeslerde alabalik yetistiriciligi
tesisi bulunmaktadir. Bu tesisin sofralik alabalik miktar1 570 ton/yil kapasiteye sahiptir.
Cemisgezek ilcesinde 8 adet ag kafeslerde alabalik yetistiriciligi tesisi, 1 adet beton
havuzlarda alabalik yetistiriciligi tesisi ve 1 adet yavru iiretimi tesisi bulunmaktadir. Bu
tesislerin sofralik alabalik miktar1 5070 ton/yi1l ve yavru alabalik miktar1 30.000.000
adet/y1l kapasiteye sahiptir. Tunceli sehir merkezinde ise 2 adet ag kafeslerde alabalik
yetistiriciligi tesisi bulunmaktadir. Bu tesislerin sofralik alabalik miktar1 54 ton/yil
kapasiteye sahiptir (Giiger, 2022).

2020 yilinda Tunceli ilinde ki Mazgirt, Nazimiye, Ovacik, Pertek, Cemisgezek
ilgeleri ve Merkez il¢e olmak iizere i¢ sularda 24 adet tesiste 7033 ton/y1l kapasite ile 1822
ton Gokkusag tiirii alabalik {iretimi yapilmistir (TUIK, 2021).

2021 yilinda ise Mazgirt, Nazimiye, Ovacik, Pertek, Cemisgezek il¢eleri ve Merkez
ilce olmak {tizere i¢ sularda 27 adet tesiste 9319 ton/y1l kapasite ile 1972 ton Gokkusagi
alabalig1 {iretimi yapilmistir (TUIK, 2021). Tunceli ilimizde Tablo 1.2.’de goriildiigii gibi
2021 yihi itibariyle 27 adet iiretim tesisinde toplam 1972 ton/y1l Gokkusagi alabaligi tiretim
kapasitesi gerceklesmistir (TUIK, 2022).



Tablo 1.2. Tunceli su iiriinleri yetistiricilik tesisleri (Gtiger, 2022)

- A Uretim
Tesisin Ad1 Uretim Metodu Kapasitesi . Tesis Yeri
Miktari (kg)
(ton/y1l)
Hasan Ali Baysal Alabalik Tesisi Faal /Ag Kafes 950 251.949,02 K?ban Baraj .Saha51 .
Bolge / Cemisgezek
Alibeykdy Su.Ur.Ltd.Sti. Alabalik . Keban Baraj Sahasi 4.
Tesisi (Osman Baysal’dan devir) Faal /Ag Kafes 950 259.127,76 Bolge / Cemisgezek
Beymen Su.Ur.Ltd.Sti. Alabalik - Keban Baraj Sahasi 4.
Tesisi (Fatih Baysal’dan devir) el 250 AN ) Bolge / Cemisgezek
Ada Alabalik ve Su Uriinleri Hayv. .
Gida Ins. Nak.Taah.Turz.Urt. Paz. Faal /Ag Kafes | 950 Uretim Yok g(ej})aen /Bg;arjnsa:;:ff
San. ve Tic. Ltd. Sti. Tesisi g 38
Aysel Unlii-1 Alabalik Tesisi Faal /A Kafes |25 19.680,00 | Gcban Baraj Sahasi 4.
Bolge / Cemiggezek
Aysel Unlii-2 Alabalik Tesisi Faal /Ag Kafes |25 18.450,00 Keban Baraj Sahast 4.
Bolge / Cemiggezek
Ayl il Allballis Testar Faal /Ag Kafes |25 WAREY | eumnEke) e,
Bolge / Cemisgezek
Incedere Su Uriinleri Alabalik 3 =l Keban Baraj Sahasi 4.
Yetigtiricilililesisi Faal /alinites | S Uretim Yok | 55100 / Cemisgezek
Irmak Su UriinleriAlabalik o _— Keban Baraj Sahasi 4.
Yetistiricilik Tesisi Lzl {3 Giss el (Lo Wik Bolge / Cemisgezek
Vadi Alabalik Su Uriinleri Faal/Beton 245(30.000.000
Hayvancilik Gida Ins. Tur. Uretim Havuz adet/y1l Uretim Yok Anil Koyii/ Cemisgezek
Paz.San.Tic.Ltd.Sti. Alabalik Tesisi Kuluckahaneli kulugkahane)
Omfar_ Mustafa Yontiirk Alabalik Faal /Ap Kafes 250 Uretim Yok K?ban Baraj Sahas1 5.
Tesisi Bolge/ Pertek
Fv Su Uriinleri Ltd.Sti. Alabalik 4 _— Keban Baraj Sahas1 5.
Tesisi ( Giilcan Celiktas’tan devir) Faal /agisles & g Yok Bolge/ Pertek
. g .. - e Keban Baraj Sahasi 5.
Tekin Orgun Alabalik Tesisi Faal /Ag Kafes 25 Uretim Yok o6l Pk
Fishark Su Uriinleri Alabalik . — Keban Baraj Sahas1 5.
YetistiricilikTesisi Faal /Ag Kafes 1950 Uretim Yok | 51 ) pertek
Fethi Kurt Alabalik Tesisi Faal /Ag Kafes |25 21.819,05 e
Bolge/ Pertek
Hasan Kurt Alabalik Tesisi Faal /Ag Kafes | 25 2099050 | Keban Baraj Sahasi 5.
Bolge/ Pertek
Munzur Universitesi Alabalik Tesisi | Faal /Ag Kafes 25 EgitimTesisi | Uzuncayir Baraji/ Merkez
Nesrin Yarici Alabalik Tesisi (Deniz o _— Uzungayir Baraj1 /
Yarici-1’den veraset nedeniyle devir) Faal /Ag Kafes 29 Uretim Yok Merkez
Nesrin Yarici Alabalik Tesisi (Deniz 9 N Keban Baraj Sahas1 7.
Yarici-2’den veraset nedeniyle devir) sl R s &3 izt ¥l Bolge/ Mazgirt
< 245(6.000.000 .
Haydar Can Sonar-1 Alabalik Tesisi | 2o /A8 Kafes- 4 12425000 | Keban Baraj Sahast 7.
Kulugkahaneli Bolge/ Mazgirt
kuluckahane)
Bulfer_lt Demir Alabalik Yetistiricilik Faal /Ag Kafes 245 148.786,00 K?ban Baraj .Saha51 7.
Tesisi Bolge/ Mazgirt
Ozl_er_n Koran AlabalikY etistiricilik Faal/Beton 245 129.480,00 Yasaroglu Kéyii/ Mazgirt
Tesisi Havuz
. Faal/Beton 150
(Celorel ivonee AR v bz Havuz ve Toprak | ton/yilAlabalik |58.860,02 | Yasaroglu Koyii/ Mazgirt
Yetistiricilik Tesisi
Havuz 50 ton/y1l Sazan
Gokhan Fidan Alabalik Tesisi Faal/Beton 45 (]‘O thor.l/y}l Uretim Yok Gelmp} nar Selalesi /
Havuz Uretim izinli) Nazimiye
- : . Faal/Beton 500(10.000.000
?;ig?ﬁflgaﬁallj tfingt;raklzsﬁlzl?l Tesisi Havuz- adet/y1l Uretim Yok Kandolar Mah. / Ovacik
o Kuluckahaneli kulugkahane)
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1.5. Gokkusag1 Alabahg (Oncorhynchus mykiss)

Kuzey Amerika kokenli Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), alabalik
tiirlerinden yetistiriciligi en yaygin olarak yapilan tiir olup her gecen giin yetistiriciligi
artarak diinya genelinde ciddi ekonomik bir sektor haline gelmistir (Cagiltay, 2007). 14-17
°C sicaklik araliginda yasarlar. Tiirkiye’de su iriinleri yetistiriciligi yapilan isletmelerde
tretimi yapilan ilk tiirdiir. Uygun kosullarda 1 yilda ortalama 250 grama ulasirlar.
Omiirlerinin 2 yila kadar olabildigi gériilmiistiir (Lucas ve Soutgate 2003; Moksness ve
ark., 2004; Alpbaz, 2005).

Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss)’nin bas ve viicut sekli dere alabaligi
ile benzerlik gosterir. Kuyruktaki yilizge¢ goriintiisii catalli, goziin arka kismina
dogru agiz aciklig1 ulasan Gokkusagi alabaliginin rengi koyu yesilden kahve yesile
dogru degisken oOzelliktedir. Gokkusagr alabaliginin viidudunun yan kisimlar1 daha
acik, karin bolgesi ise giimiis beyaz renktedir. Gokkusagi alabaliginin ismi viicudunun
yan hatt1 boyunca genis, kirmiz1 veya pembe gokkusagi rengine benzeyen bir bant
gériiniimii  bulunmasindan belirlenmistir. Ureme déneminde erkek baliklarda
viicudun yan kisimlarinda bulunan bu bant ¢ok daha goz alic1 goriinlim kazanir.
Gokkusag alabaliginin bas kisminda, viicudun her iki lateralinde, sirtta, kuyrukta ve
yiizgeglerinde siyah renkli ¢ok sayida kii¢iik benek bulunur (Tekelioglu, 2005).

Gokkusagr Alabaligi’nin O. mykiss’in sistematigi asagiya ¢ikarilmaistir.

Alem : Animalia

Sube : Chordata
Sinif : Actinopterygii
Takim : Salmoniformes
Familya X Salmonidae
Cins : Oncorhynchus
Tiir : O. mykiss

1792 yilinda Johann Julius Walbaum tarafindan tiirlin orjinal ismi olan
Onchorhynchus mykiss ismi verilmistir. 1836 yilinda Richardson tarafindan ayni
tire Salmo gairdneri isimlendirmesi yapilmistir (Moksness ve ark., 2004; Alpbaz,
2005). Kuzey Amerika’nin Pasifik bolgesinden adini alan Gokkusagi alabaligi
kokenini ise Kalifornia’da akarsularda yasayan, denize gé¢ etmeyen Salmo irideus

tirt ile Kuzey Amerika’nin kiy1 bolgelerindeki akarsularda yasayan ve denize gog



eden Salmo gairdneri tiirlinlin ¢aprazlanmasi1 sonucunda olusarak kiiltiir {iretim
kosullarina uyum saglayarak almis bir tiirdiir (Moksness ve ark., 2004; Alpbaz,
2005).

Su iiriinleri yetistiriciliginde kiiltiirii yapilan tiirler arasinda Gokkusagi alabaliginin
tercih edilmesinin baslica nedenleri; ¢evreye adaptasyon yeteneklerinin yiiksek olmasi,
sicaklik ytiksekligine kars1 dayanikli olmasi, yem alma 6zelliginin aktif ve kolay olmasi ve
aldig1 yemi iyi degerlendirmesi ile hizli biiyiime ve gelisme gostermesi, su sicakliginin
arttig1 ilkbahar aylarinda diger salmonidlere oranla kisa kulugka donemine sahip olmasi,
sagim ve dol alimi, yavrularin yapay yemlerle beslenmesi ve biiyiimelerinin kolay
olmasiyla diisitk maliyetli olmasi, diger tiirlere gore hastaliklara daha dayanikli olmasi,
yetistiriciliginin yeni olmamasi nedeniyle yetistiricilik problemlerinin ¢ogunun ¢6zlim

yontemlerinin biliniyor olmasidir (Kiirtim ve ark., 1998).

1.6. Gokkusag1 Alabaligi’nda Goriilen Bakteriyel Hastahklar

Gokkusag alabaliginda goriilen bakteriyel hastaliklar arasinda en sik goriilenler;
yersinozis, bakteriyel soguk su hastaligi, Gokkusagi alabaligi fry mortalite sendromu
(FMS), bakteriyel bobrek hastaligi, tuberculosis, furunkulozis ve hareketli motil
Aeromonas septisemisi oldugu bugiine kadar yapilan calismalarda goriilmektedir.
Gokkusagi Alabaligi’'nda gelisen hastaliklara etken olan bakteriler ise; Flavobacterium
psychrophilum, Yersinia ruckeri, Renibacterium salmoninarum, Mycobacterium fortutium,
Mycobacterium piscium, Mycobacterium platypoecilius ve Mycobacterium salmoniphilum,
A. salmonicida, A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. punctata’dir. Flavobacterium
psychrophilum bakterisinin salmonid baliklarda Gokkusagi alabaligt fry mortalite
sendromu olarak isimlendirilen soguk su hastalig1 olarak da bilinen hastalik etkenidir. Bu
hastalik evvelde eyerli sirt hastaligi olarak bildirilmistir ve son yillarda yiiksek mortalite ile
seyretmistir (Korun ve Timur, 2001; Timur ve Timur, 2003).

Hastalikli Gokkusagi alabaliklarinda baliklarin kuyruk bolgelerine yakin yerleri,
kuyruklarinin {ist bolgesinde 6zgiin agik yaralar gdzlenmesi nedeniyle bu hastaligin adi
pedunkul hastaligi olarakta bildirilmistir. Artan lezyonlarda kuyruk yiizgecinin diistiigii
gozlenmistir. Baliklarin bogaz bdlgesinde ve dorsal yiizgecin On yiiziinde lezyonlara
rastlanmistir (Austin ve Austin, 1992; Timur ve Timur, 2003). Hastalik etkeni olan

Flavobacterium psychrophilum’un patojen bir tiir oldugu bilinmektedir. F. psychrophilum
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kat1 yiizeylerle temas ettiklerinde kayma hareketi yapabilen, aerobik, gram negatif, uzun,
ince esnek ¢comak seklinde bakteridir (Timur ve Timur, 2003).

[k olarak enterik kizil agiz hastalig1 1950 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
ki bir alabalik isletmesinde bulunmus olup; daha sonra Almanya, Italya, Norve¢, Kanada,
Danimarka, Ingiltere, Fransa, Avusturalya, Yunanistan ve Tiirkiye’de goriilmeye
baslayarak genis bir cografik alanda yayilim gosterek salmonid baliklarda Oliimlere
sebebiyet vermistir. Gokkusagi alabalig1 yetistiriciligi yapilan yetistiricilik tesislerindeki
baliklarda yiiksek oOl¢iide kayiplara neden olan septisemik, kontagiydz bakteriyel bir
hastaliktir (Timur ve Timur, 2003; Cengizler, 2006). Etken Yersinia ruckeri olarak
isimlendirilen enterik bakteri tiiriidiir. Gram negatif olan bu bakteri hafif kivrik ve 1,0 x
2,0-3,0 um biiyiikliigiinde ¢omak seklinde olup sahip oldugu 7-8 adet peritrik flagellas ile
hareketli bir bakteri tiiriidiir. Akut ve subakut sistemik bir infeksiyon hastalig1 olan enterik
kizil agiz hastaligi admi cilt alti kanamalarina sebep oldugu agiz ve cevresinin
kirmizilasmasindan kaynakli almistir. Hastalik baliklarin agiz ve bogaz kisminda
kizariklarin olugmasiyla beraber diger belirtileri deri renginin koyulasmasi, c¢ift tarafl
ekzoftalmus, hiper pigmentasyon, yiizgeglerin dip kisimlarinda ve gbz ¢evrelerinde
kanamalar, bagirsaklarda sar1 renkli bir s1vi olusmasi, istahsizlik ve hareketlerde yavaglama
gibi bulgularla izlenmektedir (Austin ve Austin, 1992; Timur ve Timur, 2003). Baliklarda
stresle ilintili olarak gelisen hastalik, akut ve kronik seyirli olup Gokkusagi alabaliklarinda
7,5 cm uzunlugundaki baliklar1 daha ¢ok etkiledigi goriilmiistiir. Hastalik su sicakligi 15-
18 °C’ye ¢iktig1 zaman yiikselirken, 10 °C’ ye distiiglinde azalir. Sularda birka¢ ay
yasadig1 goriilmiis ayrica memelilerde, insanda ve bazi kuslarin diskilarinda rastlanmistir
(Timur ve Timur, 2003).

Iskogya’nin Dee ve Spray nehirlerinde ilk olarak 1930 yilinda salmonidlerde goriilen
Renibacterium salmoninarum’un etken oldugu bakteriyel bobrek hastaligi oldugu
bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003). Bir basil olan Renibacterium salmoninarum; kiigiik,
gram pozitif, hareketsiz, aside karsi direngsiz olan, g¢ogunlukla ¢iftler halinde olusan bir
patojen bir bakteridir. Konak¢1 baligin bobrek, dalak, kalp ve kas dokularinda ¢ok yavas
sekilde cogalan bu bakterinin kiiltiirde biiyiimesi zordur ve hizli iireyebilmeleri igin
laboratuar ortaminda 6zel besiyerine gereksinimleri vardir (Austin ve Austin, 1992; Timur
ve Timur, 2003; Cengizler, 2006).Hastalikli baliklarda koyu renkli ve ara sira goz
kiiresinin 6ne dogru yer degistirdigi, bazen goziin birinde kayip, korneada bulutlanma ve

yanal ¢izgi boyunca kiigiik yaralar, baliklarin pektoral yiizgeclerinde kii¢iik hemorajiler
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olustugu ayrica Kkiiltiir alabaliklarinda baliklarin viicutlarinin yan taraflarinda minik
kabarikliklar olustugu goriilmiistir (Austin  ve Austin, 1992). Renibacterium
salmoninarum’un primer izolasyonunda optimal sicaklik 15-16 °C olup, yaklasik 6 hafta
kadar bir siire sonunda gozle goriiliir koloniler meydana gelir (Austin ve Austin, 1999;
Timur ve Timur, 2003).

Baliklarda kronik olarak seyreden, kasektik, koyu renk goriinim ve karin
bolgesinde siskinlik, kilo kaybi, deride inflamasyon, ekzoftalmus, agik yaralar ve tilser gibi
belirtilerle baliklarin viicudunun farkli boélgelerinde kiiclik tiiberkiillerin olusmasi ile
beliren bulasici ve kronik bir hastalik olan tuberculosis etkeni olarak bildirilen M.
fortutium, M. piscium, M. platypoecilius ve M. salmoniphilum tiirleri hasta salmonid
baliklarda, deniz levreginde, ¢ipura, c¢izgili levrek, uskumru, morina baligi, tilapia ve
akvaryum baliklarindan izole edilmistir. Gram pozitif, aside direngli, hareketsiz, 1,5-2,0
um x 0,25-0,35 pum biyiikliigiindeki bu balik tiiberkiiloz basilleri diizglin sinirli, 1slak
goriiniimlii, parlak ve krem rengi koloniler olusturur (Austin ve Austin, 1992; Timur ve
Timur, 2003). Aeromonas salmonicida salmonidlerde 6ldiiriicti epizootik bir hastalik olan
furunkulosis hastaligina etken bir patojen bakteridir. Salmonid baliklarin viicudunda
furunkul denilen apse benzeri klinik lezyonlar olusturur (Timur ve Timur, 2003; Beaz,
Hidalgo ve ark., 2008). Aeromonas salmonicida, Trypticase soy agar (TSA) kat1 besiyerine
ekimi yapildiginda konveks, kenarlar1 diizgiin yuvarlak ve parlak koloniler olusturur ve
olusan koloniler zamanla renk degistirerek kahverengine doniisiir (Austin ve Austin, 1992;
Timur ve Timur, 2003; Beaz, Hidalgo ve ark., 2008).

Hareketli Aeromonas tiirlerinden A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. punctata
baliklarda septisemi ile seyreden motil Aeromonas septisemisine neden olur. Hastaligin
inkiibe olma siiresi 2 ile 4 giin kadardir. Enfekte baliklarin kafa, yiizgec, karin bolgelerinde
kanamalar goriiliir. Baliklarin i¢ organlarda ise septisemiye bagli hemorajik tablo olusur
(Toranzo ve ark., 1989; Esteve ve ark., 1993; Wahli ve ark., 2005; Austin ve Austin, 2007;
Wanja ve ark., 2019). Ciftliklerde yavru ve porsiyon boyundaki Gokkusagi alabaliklarinin
fazla stoklanmalari, su kalitesinin pH, amonyak, nitrit gibi 6zelliklerinin diisiik olmasi ile
su 1sismin ani degismesi gibi nedenlerle baliklarda gelisen strese bagli motil Aeromonas
infeksiyonlar1 ¢ok sik goriilmektedir. Motil olan Aeromonas infeksiyonlart % 87,6’ya
varan yiiksek miktardaki 6liim nedeni ile baliklarda yiiksek ekonomik kayiplara neden

olmaktadir (Balta, 2020).
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1.7. Aeromonas Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Diinyada ve Tiirkiye’de sucul canli iiretimi yapilan isletmelerde siklikla karsilasilan
patojen bakterilerden en fazla Aeromonas genusuna ait tiirler izole edilmistir. Aeromonas
genusu, Aeromonadaceae familyasina ait comak seklindeki bakteriler olup; Gram negatif,
sitokrom oksidaz pozitif, fakiiltatif anaerob olan ve katalaz pozitif olmalart ile nitrati nitrite
doniistiiriirler, O/F glukoz testine fermantatif reaksiyon gosteren, sporsuz ve Vibriostat
(O/129) testine kars1 direnclidirler. Dogal yasam alanlar1 deniz ve tatli sular olan
Aeromonas genusu sularda yaygin bulunmasi nedeniyle, etkenler tatli su ve deniz
baliklarinin yani sira kabuklu hayvanlarin ve amfibianlarin bagirsak mikrobiyatasinda ve
viicut ylizeylerinde bulunurlar. Bu cinse ait bazi tiirler insan, balik ve diger akuatik
hayvanlarda infeksiyonlara neden olur. A. hydrophila, A. sobria, A.caviae 6nemli balik
patojenleri olan hareketli Aeromonas tiirleridir (Akayli ve ark., 2011; John, 2014;
Fernandez ve Figueras, 2020).

Tatli sularda bdliinerek cogalabilecekleri kosullar bulundugundan Aeromonas
genusunun bu sularin dogal mikrobiyatasina ait bakteriler oldugu diisiiniilmiistiir. Camurlu
yerlerde, yeryiizii sularinda ve atik sularda dagimik halde yasarlar. Aeromonas genusu
viicut sicakligi cevre 1sisina gore degisen ve sabit viicut sicakligina sahip hayvanlarin
mikrobiyatasinda da goriilmiislerdir. Balik barsaklarinin mikrobiyatas: ile kabuklu deniz
canlilar1 Aeromonas hydrophila i¢in bilinen 6nemli gida kaynaklarindandir. Bu nedenle su
ile temas1 olmus tiim gidalar Aeromonas tiirleri ile kontamine olmus olabilir (Farmer ve
ark., 1992; Abeyta ve Wekell, 1988).

Aeromonadaceae familyasina ait bakterilerin optimal ireme 1silar1 22-28 °C
arasinda olup; mezofilik tiirler 10 °C ile 40 °C arasinda iirerlerken, psikrofil tiirler 37
°C’nin altinda tireyebilirler (Uzel, 1996).

1.8. Aeromonas Tiirleri

Yirmiden fazla enzim firetip, bircok sekeri pargalayabilen Aeromonas cinsine ait
bakterilerin biyokimyasal Ozelliklerine bakilarak tiir tanimlamalar1 yapilmaktadir.
Hareketli Aeromonas cinsi bakteriler i¢in en uygun olan iireme sicakligi 28 °C’dir ve
biyokimyasal tepkimeler sicakliga bagli olarak gergeklestigi i¢in fermentatif 6zelliklerin 28

°C olan iireme sicakligi ile ayni derecede incelenmesi Onerilmistir (Midilli, 1998). 1984
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yilinda basilan Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’nin baskisinda 1974 yilinda
Popoff ve Veron tarafindan yapilan siniflandirmaya gére Aeromonas cinsine ait bakteriler,
az sayida deneme ile A. hyrophila, A. sobria, A. caviae olarak ayrilabilmislerdir. Carnahan
ve arkadaslar1 tarafindan 1991 yilinda Aerokey II yontemiyle 7 Aeromonas tiirii
tanimlanmistir (Carnahan ve ark., 1991). Sonradan yapilan c¢aligmalarda, DNA
homolojisine bakilarak; Aeromonas cinsine ait 14 genotiir bulundugu ve tamaminin
fenotipik 06zelliklerine gore ayrilamadigini rapor etmislerdir. Bugiine kadar 14 DNA
homoloji grubunun tanimlanmistir (Abbott ve ark., 1992).

Aeromonas cinsi icerisinde kabul goérmiis 25 tiir bulunmakla birlikte bu tiirlerden
14’1 Bergey’s Manual’in son baskisinda tanimlanmistir (Beaz, Hidalgo ve ark., 2013).
Aeromonas cinsi bakterilerden 10 isimlendirilmis tiir sicaklik gereksinimleri ve hareketlilik
durumlarina gore iki grupta toplanmaktadir.

Psikrofil grup: Esas balik patojeni olarak bilinen bu gruba ait tanimlanan tek tiir
A. salmonicida’dir. Hareketsiz bir tiir olan A.salmonicida 37 °C’de yeterince iireyemez.
Optimum 23 °C’de iireyebildiklerinden klinik olarak degeri yoktur. Bu tiire ait alt tiirler;
A. salmonicida sp. salmonicida, A. salmonicida sp. maoucida, A. salmonicida sp.
achromogenes, A. salmonicida sp. smitha’dir (McCovan ve Steinberg, 1995; Koneman
ve ark., 1997).

Mezofilik grup: A. hydrophila, A. caviae ve A. sobria tiirleri bu grupta yer alir.
A. media disinda diger tiirler hareketli olup optimal 37 °C’de, 1 °C ile 45 °C araliginda
tirerler (McCovan ve Steinberg, 1995; Koneman ve ark., 1997). Bu gruba yer alan
tiirlerin insan patojeni oldugu bildirilmistir (Erdem, 1997). Hareketli olarak tanimlanmig
mezofilik tiirler hem insanlarda hem de hayvanlarda ¢esitli infeksiyon etkeni olmalari
nedeniyle 6dnemlidirler (Janda ve Abbott, 2010).

Aeromonas tiirlerinden A. hydrophila tiirii insanlarda infeksiyon olusturma nedeni
oldugundan hakkinda yapilan ¢alismalar son yillarda artmis ve A. hydrophila insanlarda
firsatc1 patojen olarak bildirilmistir (Uzel, 1996). Baliklardan izole edilen A. hydrophila ile
A. caviae’nin enterotoksik ozellik gostermesi A. hydrophila’nin ¢ocuklarda gastroenterit
nedeni olarak goriilmesi bu tiirlin bagirsak patojeni olarak kabul edilmesine neden
olmustur. (Merino ve ark., 1995; Freitas ve ark., 1993; Farmer ve ark. 1992; Sik ve ark.,
2020).

Aeromonas tiirii bakterilerin hastalik yaptig1 baliklarda kanama ve iilserler hasta

baligin deri, yiizge¢ ve kaslarinda yiizge¢ diismesi, agiz ¢evresinde erozyonlar, periorbital
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O0dem, ekzoftalmus, asites, viseral organlarda hiperemi hastalik belirtileri olarak
goriilmektedir (Erer, 2002). Mikroskobik incelemede hasta baliklarin  derilerinde ve
kaslarinda kanama ve nekroz, karaciger, bobrek ve dalakta kanlanma ile seyretmektedir

(Erer, 1983; Mancini ve ark., 1997).

1.9. Hareketli Aeromonas’larda Kontaminasyon

Aeromonas tiirli bakterilerle kontaminasyon, portorlerin hasta hayvanlarin digki
veya kontamine gidalariyla ve enfekte sularla temasiyla olusur. Tatli sularda ve denizlerde,
icme sular1 ve lagim suyu gibi atik sularda ¢ok miktarda hareketli Aeromonas tiirlerine
rastlanir. Kontamine sularla temas halinde insan ve hayvanlarda, kontamine sularla temasi
olan gidalan tiiketen insanlarda hastaliklara neden olurlar. Aeromonas’lar bazen herhangi
bir hastalik olusturmadan insan ve hayvan sindirim sisteminde goriiliir, gidalar vasitasiyla
insanlara gecerek tireyebilecekleri 1s1, pH, NaCI ve nem gibi kosullarda iireyerek toksin
etki yaratirlar (Biscardi ve ark., 2002).

Gida iiretimi yapilan tesislerde kirli su kullanilmasiyla gidalar farkli diizeylerde bu
mikroorganizmalarla kontamine olurlar. Ilerleyen asamalarda malzeme ve personel gibi
kaynaklardan gelisen sekonder bulas ve capraz kontaminasyonlara bagli olarak tiretilen
gidalar degisik diizeylerde hareketli Aeromonas'larla kontamine olurlar (Holt ve ark., 1994;
Gill ve ark., 1999; Yu ve Palumbo, 2000).

1.10. Aeromonas Tiirleri’nin Insanlarda Neden Oldugu Hastahklar

Aeromonas tiirlerinden A. hydrophila, A. caviae, A. veronii, A. sobria insanlarda
hastaliklara neden olan tiirlerdir. A. jandaei, A. veronii biovar veronii ve A. schuberti tiirii
bakterilerin patojenitileri yiiksektir. Bu gruptaki bakterilerin patojenitesi sitotoksik ve
sitotonik (kolera benzeri) enterotoksin iiretmeleri ile adhezyon o6zelliginin varligr ve S-
layer yapida olmalariyla dlgiiliir. Yara, géz ve iiriner sistem infeksiyonlari, yumusak doku
infeksiyonlari, jinekolojik infeksiyonlar, gangren, miyosit, septisemi, artrit, peritonit,
menenjit, septisemi, endokardit, pndmoni ve osteomiyelit gibi sistemsel hastaliklara etken
olan patojendirler. Aeromonas tiirii bakterilerin iki ¢esit gastroenterite etken oldugu
bildirilmigtir. Biri kolera tipi olan diyare ve hafif ates varlig1 ile seyreden, digeri ise

dizanteri tipi kanli ve mukuslu ishal seyreden tip olarak bildirilmistir (Isleyici, 2009).
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A. hydrophila tiirii bakteri ile kontamine olan kisilerde en ¢ok sulu ishal ve
cocuklarda kusma goriilmiistiir. Ilaveten ates ve karin agrisimn bulundugu vakalar
bildirilmistir (Isleyici, 2009). A. hydrophila tiirii bakteriler bolgesel yumusak dokularda ve
deride difiizyon yapabilme Ozellikleri ile toprak, su gibi ortamlarla kontamine olmalari ile
infeksiyonlara neden olabilirler. Yapilan ¢alismalarda Aeromonas tiirlerinin diyabetik ayak
yara bolgelerinden, dekibiitiis iilserlerinden izole edildigi ve bdbrek yetmezligi olan
hastalarda ise peritonit, sepsis ve diyaliz sivisi bulaglari olustugu bildirilmistir. Hasta
bireylerde ise perfore apandisit, iilseratif kanamalar, kolonda gangrentz apsesi, ileum
perforasyonu, postoperatif yaralar, enterokolit ile ilgili Aeromonas infeksiyonlarinin tespit
edildigi rapor edilmistir. Gebelerde ve wuygun olmayan kosullarda gergeklesen
dogumlardan sonra yenidogan bebeklerde sepsis tespit edilmistir. Septik abortus sonrasi

tespit edilen olgulara da rastlanmaktadir (Farmer ve ark., 1992).

1.11. Aeromonas Tiirleri’nin Baliklarda Neden Oldugu Hastaliklar

Gokkusagi alabaliginda A. salmonicida, A. hydrophila, A. bestiarum ve A. veronii
infeksiyonu ile iligkili patolojik septik siirecleri, karaciger dokusunun kolonizasyonunu ve
mortalitey1 igerir. Baliklarda ekzoftalmi, okiiler iilserasyon, anoreksiya, klinik belirtiler
arasinda dermis lezyonu (iilserler, erozyon, kanama, koyu cilt, pul kaybi, furunkiiloz ve
digerleri), karinda siskinlik, yilizge¢ c¢lirlimesi ve bazi durumlarda premaksilla kemik
ekspozesi goriilebilir. Enfekte geng baliklar, havuzdan atlama, derinin kararmasi, anormal
ylizme, diisiik yiizme, uyusukluk ve istahsizlik olmak {izere davranis degisikligi gosterirler
(Gomez ve ark., 2021).

Motil Aeromonas Septisemisi; A. hydrophila tirii bakterilerin kahverenkli
alabaliklarda, chinook tiirii salmonlarda, Gokkusagi alabaliklarinda, ay1 baliklarinda, sazan
ve yayin baliklarinda, yilan baliklarinda, goldfish ve tilapia baliklar1 gibi dogal balik tiirleri
ile kiiltiiri yapilan diger baliklar tiirlerinde hemorajik septisemiye sebep olduklari
bildirilmistir (Balta, 2020). Hasta baliklarin deri, yiizge¢ ve kaslarinda kanama ile iilserler
goriilmiis (Erer, 1983; Mancini ve ark., 1997), ylizge¢ kaybi, ag1z ¢evrelerinde erozyonlar,
periorbital 6dem, ekzoftalmus, asites ve viseral organlarinda hiperemi ve yaygin kanamalar
gorilmistiir (Erer, 2002).

Hasta baliklarin mikroskobik incelemelerinde, deri ve kaslarinda kanama ve

nekroz, epidermislerinde hiperplazi, karaciger, bobrek ve dalak gibi organlarinda
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hiperemi, kanama ve nekroz olustugu bildirilmistir (Erer, 1983; Mancini ve ark., 1997).

Motil olan Aeromonas infeksiyonlart Aeromonas cinsinin tatli sularda yasayan
baliklarda hemorajik septisemi ile prognoz gosteren infeksiyonlara etken oldugu
bildirilmistir (Munro, 1982; Diker, 1999). Patojen olan bu tiirler organik atiklarla
kirletilmis sularda yiiksek miktarda ve yine tuzlu sularda da olmak iizere tiim su
kaynaklarinda goriildiikleri bildirilmistir (Balta, 2020).

Frunkulozis (Baliklarin Ulseratif Hastalig1), A. salmonicida nin neden oldugu
hastalik, ilk kesfedildigi 1894 yilindan itibaren, hastaligin ileri evrelerinde olusan ve
tilseratif hale gelen ¢iban benzeri sislik nedeniyle "furunculosis" olarak adlandirilmistir.
Ancak tiirlerin taksonomisindeki tutarsizlik, bu patojenin neden oldugu hastaliklar igin
kullanilan terminolojiyi de etkilemistir. Oncii ¢agda, "furunculosis" terimi, daha sonra
ozellikle ¢iban benzeri sislikler gosteren alabalikgillerin infeksiyonlari i¢in kullanilmasina
ragmen, esas olarak A. salmonicida tiirlerinin neden oldugu tiim balik hastaliklarin
kapsamak i¢in kullanilmistir (McCarthy ve Roberts 1980). Furunkulozisin baliklarda
gelisen akut formu genelde gen¢ baliklarda hastalikla ilgili klinik belirtiler olusmadan
oldiiriicli olup; baz1 vakalarda ylizgeclerin taban ve viicudun lateralinde ciltalti dokularda
ve kaslarda noktasal veya yaygin tarzda kanamalar goriilmektedir. Subakut ve kronik
formda ise baliklarin viicudunda furunkul ve iileratif alanlar olusarak hastaligin tiim
belirtileri goriilerek hastalik tanilanir. Bazen ilserleratif alanlar birlesip yayilabildigi gibi
bazen de koyu renk skar alan olusturarak iyilesebilirler. Hasta baliklar hareketsiz, istahsiz
ve agir hareketlerle yiizerler. Hastaligin ilerledigi baliklarin derisinde koyulagma ve
ekzoftalmus goriilebilir. Hastaligin asemptomatik formunda balik kaybi1 yasanmaz,
asemptomatik baliklar portdr kaynagi olarak saglikli baliklar i¢in tehlike olusturabilirler
(Arda ve ark., 2002).

1.12. Aeromonas Tiirlerinin Goriildiigii Mevsimler

Hareketli Aeromonas tiirleri sularda ¢ok yaygim olarak bulunur. Uriin iiretiminin
farkli agamalarinda ve 6zellikle yikama sulari ile bu dogal kaynaklardan gidalara bulagarak
insan saglig1 i¢in potansiyel tehlike olusturmaktadir (Falcao ve ark., 1998). Dogal yasam
ortamlar1 denizler ve tath sular olan hareketli Aeromonas tiirleri akarsular kanalizasyon,
atik sular, termal ve kuyu sulart ile klorlu ve klorlanmamis i¢gme sulari ile kaynak sulari

gibi tiim su kaynaklarinda bulunurlar (Araujo ve ark., 1991; Poffe ve Beeck, 1991; Falcao
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ve ark., 1998; Biscardi ve ark., 2002). Hareketli Aeromonas tiirlerinin sularda goriilme
orani sicak mevsimlerde yiiksekken, soguk mevsimlerde ise bu oran diiser (Araujo ve ark.,
1991; Poffe ve Beeck, 1991; Falcdo ve ark., 1998; Biscardi ve ark., 2002).

Onceleri sadece balik patojeni olarak bilindiklerinden Aeromonas cinsi bakteriler
ile ilgili ¢alismalar baliklar {izerinde yogunlasmistir. Hasta balik ve kurbagalar ile yasam
ortamlarindaki sularda hastalik etkenlerini tasirlar. Daha ¢ok kiiltlirii yapilan tropik
baliklarda yaz aylarinda goriiliir. Bulagsma, gelisme ve yayilim sicaklikla ilgilidir.
Baliklarda gelisen Aeromonas kokenli hastaliklarda genellikle A. hydrophila tiirii izole
edilmektedir. Ancak Aeromonas cinsi diger tiirler de hasta baliklardan izole edilmislerdir.
Hayvanlar arasinda temas yoluyla bulastig1 i¢in, kiiltiir baliklarinda Aeromonas kaynakli
infeksiyonlarin yayilma orani daha yiiksektir (Wang ve Silva, 1999).

Aeromonas tiirii bakteriyel etken kaynakli infeksiyonlar 6zellikle Mayis, Haziran,
Temmuz, Agustos, Eyliil, Ekim ve Kasim aylarinda artmaktadir. Deniz ve gol sucul
ekosisteminde yasayan canlilarin temasinin artmasi infeksiyonlarin goriilme oranini
artirmaktadir. Bu bakteriler ayn1 zamanda potansiyel insan patojenidir. Cesitli toksin ve

hemolizinler olustururak insanlarda hastalik olustururlar (URL-1).

1.13. Besin Kaynaklarinda Aeromonas’lar

Aeromonas tiirii bakteriler genellikle kiimes hayvanlari, domuz, kuzu eti, siit ve siit
tirtinleri gibi hayvanlardan elde edilen gidalarin saklama kosullarinda bozulmalar ile ilgili
bulunmaktadir. Gergeklesen bozulmalarda en fazla Pseudomonas tiirlerine ait bakteriler
goriiliirken Aeromonas tiirii bakterilere nadir rastlanilir. Anaerobik ve fakiiltatif olan A.
hydrophila’nin atmosfer degisikligi yapilan paketlenmis gidalarda fazla iiredigi
bildirilmistir (Abeyta ve ark., 1988).

Hareketli Aeromonas’lar buzdolabi 1sisinda da iireyebilme yetenegine sahip
olduklarindan sogukta muhafaza yontemi ile stoklanan etlerde ve kiymalarda da tireyerek
halk saglig: acisindan 6nemli riskler olustururlar (Abeyta ve ark., 1988; Falcao ve ark.,
1998; Yu ve Palumbo, 2000). Isiya karsi duyarli olan hareketli Aeromonas tiirleri
pastOrizasyona tabii tutulan siitlerde isleme bagli yikimlanirlar ancak yapilan bazi
caligmalarda pastorize siitlerden ve peynirlerden bazi hareketli Aeromonas tiirleri izole
edildigi bildirilmistir (Biscardi ve ark., 2002; Sarimehmetoglu ve ark., 1998; Yiicel ve ark.,
2005).
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1.14. Aeromonas Tiirlerinin Tanimlanmasinda Kullanilan Molekiiler

Yontemler

Mikroorganizmalarin biiyiik bir kismi kiiltiire edilemezler. Kiiltiir temeline
dayanilarak  uygulanan yontemler mikroorganizmalar hakkinda detayli  bilgi
saglayamadiklart i¢in, molekiiler yontemler mikroorganizmalarin analizlerinde kullanilan
temel yontemler olmustur. Mikroorganizmalarin tanimlanmasinda kullanilan molekiiler
yontemler ile kimyasal yoOntemlerin gelistirilmesiyle bakteri izolasyonu yapmadan
mikroorganizmalarin biyogesitliligini tahmin etmemiz saglanmaktadir (Giingor, 2014).

Mikrobiyal ¢esitliligi belirlemede alinan bir 6rnekten DNA izolasyonu yapilmast
mikroorganizmalarin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi icin genellikle ilk basamaktir.
DNA izolasyonunun ilk asamasi hiicre lizizi’dir. ikinci asamasi ise kimyasal veya
enzimatik yontemlerle protein, makro ve RNA molekiillerin DNA’dan uzaklastiriimasidir.
Bir 6rnekten DNA elde etmek i¢in ayrica ticari kitler kullanilmakta yine klasik yontemlerle

de DNA izolasyonu yapilmaktadir. Onemli olan saf DNA elde etmektir (Giingdr, 2014).

1.15. Matriks Yardimh Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Ucus Zamam Kiitle
Spektrometrisi (MALDI-TOF MS)

Matriks ~ Yardimli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyon-Ugus Zamani Kiitle
Spektrometrisi  (MALDI-TOF MS) yontemiyle identifiye edilmek istenilen
mikroorganizmanin kendisine 6zgiin protein kiitle spektrometresi ile o mikroorganizma
icin Ozglin parmak izini ¢ikararak bakteri, mantar ve virlis identifikasyonu
yapilabilmektedir. Bu yontemle mikroorganizmalarin biyomolekiilleri olan protein, peptid,
seker ve biiyiikk organik molekiillerden polimer, dendrimer ve makromolekiillerin
iyonizasyonundan sonra elektrik ve/veya manyetik alana maruz birakilarak proteinlerin
profilleri ¢ikarlir. Grafik olarak ¢ikarilan profiller sistemin veri tabaninda yer alan referans
organizma ile karsilagtirilarak uyum sonucuna bagli cins ve tlir yoniinden identifiye
edilmektedir. T1ip’ta bazi kanser tiirlerinin tanis1 ile romatoid artrit, alzheimer, ¢esitli alerjik
hastaliklar gibi hastaliklarin tanisinda kullanilmaya baslanmistir (Y1lmaz ve ark., 2014).

MALDI-TOF MS yo6ntemi ile mikroorganizma tanimlamanin dezavantajli yanlarina
bakildiginda; iki giinden yasli olmayan gen¢ kolonilerin analiz i¢in se¢ilmesi gerekmekte

ve buna neden olarak 48 saatten sonra kiiltiirlerde ribozomal proteinler parcalanip pik
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sayist ve yogunlugunun diismesinin sebep olmasi gosterilmistir (Yilmaz ve ark., 2014).
Klinik orneklerden dogrudan tanimlama igin yeterli bilginin olmamasi, antibiyotik
duyarlilik testlerinin yapilamamasi, Staphylococcus aureus tiiri bakterilerde metisilin
direnci, Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri tiirlerinde ise beta-laktam direnci gibi
antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin yeterince ¢alisilmamasi, bazi mikroorganizmalar i¢in
testlerin tekrarlanmasimin gerekmesi nedeniyle ilave is ylikii olusmasi, birbirine yakin
tiirler arasinda bazen tam bir ayrim yapamamasi, veri tabaninin yetersiz — oldugu
goriilmektedir (Croxatto ve ark., 2012; Murray, 2012; Wieser ve ark., 2012). S.
pneumoniae, S. mitis ve S. parasanguinis gibi ayni cins igerisinde birbirine yakin olan
tirler dogru olarak tanimlanamayabilmektedir (Prodhom ve ark., 2010; Stevenson ve ark.,
2010). Veri tabaninda bu iki susu ayirabilecek derecede yeterli bilgi bulunmamasi ve bu iki
bakterinin ribozomal niikleotit dizilerinde yeterli farkliik bulunmamasindan
kaynaklanmaktadir. Anaerop bakteri tiirlerinin tanimlamasinin veri tabani yetersizliginden
dolay1 bagarili tanimlama oranlart % 50°nin altinda kalmaktadir (Cherkaoui ve ark., 2010).
Bu yontem ile mikobakteri tiirlerinin tanimlanmasi yapilirken siklikla yapilan islemlerin
hassasiyet ve tekrar1 gerektigi bildirilmistir (Lotz ve ark., 2010).

MALDI-TOF MS yontemiyle mikroorganizma tanimlamanin avantajlarina
bakildiginda ise; ucuz, hizli ve dogru sonu¢ veren bu metod bu o6zelliklerinden dolay:
giiniimiizde molekiiler diizeyde yapilan tanimlama yontemleri arasinda alternatif
olusturmustur. Alisilagelmis kiiltiire dayali yontemlerle iiretilmis bakterilerin tanimlanmasi
bir ile iki gilin arasinda stirer. Ancak MALDI-TOF MS ile hizli ve dogru tanimlama siiresi
1 saat kadardir (Yilmaz ve ark., 2014). Kiitle spektrofotometrelerinde 6zel bir deneyim
gerektirmeyen, islem hacmi yiiksek, basit, otomatik, ucuz bir sistemdir. Calisma i¢in tek
bir koloni yeterli olmakla beraber sistem satin alindiktan sonra uygun maliyetlidir. Bu
sistem, cins ve tiir diizeyinde Gram pozitif ve Gram negatif bakterilerin tanimlanmasinda
yiiksek hassasiyet ve Ozgiilliige sahip olup ayrica mikobakteriler ve mayalarla yapilan
calismalarda da giivenilir sonuglar alinmaktadir (Croxatto ve ark., 2012; Murray, 2012;
Wieser ve ark., 2012). MALDI-TOF MS ile Enterobacteriaceae’lar, non-fermentatif gram
negatif bakteriler, stafilokoklar ve streptokoklar hizli ve kolay bir sekilde tiir diizeyinde
giivenilir bir sekilde tanimlanabilmektedir (Holler ve ark., 2011). Ozellikle konvansiyonel
yontemlerin ¢ok da yeterli olmadig1 gram pozitif basillerin, anaerop ve bazi nonfermentatif
bakterilerin tanimlanmasinda MALDI-TOF MS’in istiin oldugunu gdsteren yayinlar

bulunmaktadir (Barbuddhe ve ark., 2008; Mellmann ve ark., 2008).
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1.16. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

1985 yilinda Kary Mullis tarafindan bulunan ve patenti alinan bu teknik yine 1985
yilinda R. Saiki, K. Mullis ve arkadaglar1 tarafindan orak hiicre anemisi tanilanmasinda
kullanilarak uygulamaya baslanilmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR), bir
organizmanin genomik DNA’sinda ki 6zgiil bolgelerinin ¢ogaltan kolay ve basarili bir
invitro DNA sentezi metodudur. Bu yontemle DNA molekiiliiniin milyonlarca hatta
milyarlarca kopyasi kisa siirede yapilir.

v" DNA dizi analiz isleminde ve DNA haritalamas1 yapmada,

v Genetik hastaliklarin tanisinda (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile
Xsendromu, AIDS, 16semi gibi),

DNA parmakizi analizi yapilirken,
Insan evrim arastirmalarinda,

Insan Genom Projesi ¢alismalarinda,

D N NI N N

Allellik dizi varyasyonlarin1 belirlemesi ile doku naklinde doku tipini

belirlemede,

<

Adli tip incelenecek numunelerin genetik tiplerinin belirlenmesinde (analik

babalik tayini),

<

Tarim alaninda (tohum safligini belirlemede),
v’ Ekosistemlerdeki  biyogesitliligin ~ belirlenmesinde,  belirlenen tiirlerin
polimorfizminin yapilmasinda kullanilir (Giingor,2015).
PZR reaksiyonu i¢in deoksiniikleotid, DNA polimeraz primerler, kalip ve
magnezyum i¢eren PZR tamponu gerekmektedir. PZR’ da temel prensipler tekrarlanan ti¢
isleme dayanmaktadir. Cogaltilacak DNA’ nin yiiksek 1sida denatiire edilmesi, primerin

hedef DNA’ya baglanmasi, primerin uzamasidir (Glingér, 2015).

1.17. Ribozomal DNA

Woese ve arkadaglari, genetik sifrenin degismeyen bir bolgesinin karsilastirilarak
bakterilerin ve diger yasam formlarinin filogenetik iliskilerinin belirlenebilecegini

belirtmislerdir. Bakterilerde karsilastirma i¢in uygun alanlar 5S, 16S ve 23S rDNA’y1
sifreleyen gen bolgeleridir. Bakterilerde en ¢ok 16S rDNA geni taksonomik galismalarinda
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kullanilir. Bakterilerde 16S rDNA geninin ortak olarak bulunmasi bakteriler arasindaki
filogenetik iliskilerin belirlenmesini kolaylastirir (Woese ve ark., 1985).

Mikroorganizmalar olusumu bagimsiz genomik DNA tasiyan farkli hiicrelerin bir
araya gelmesiyle olusurlar. Bir araya gelerek mikrobiyal topluluk olusturan bu hiicreler
klon gibi goriinse de, birbirlerinin ayn1 genomik yapiya sahip olmayabilirler. Bu nedenle
farkli genomlar1 kolayca birbirlerinden ayirt yetenegi olan birka¢ molekiiler belirteg
tanimlanmistir. Ribozomal RNA’nin 5S, 16S ve 23S olarak adlandirilan gen bolgeleri
yiiksek oranda bakteri tiirleri arasinda korunurken, filogenetik sinyaller bulunan farkl
bolgeleri igerir. Ribozomal RNA molekiilii bakterilerin filogenetik tanimlanmasi igin iyi
bir calisma materyali 6zelligindedir. Diger molekiiler belirte¢ genlerinden16S rRNA geni
PCR primerleri icin icerdigi korunmus bolgeler en ideal bolge tasimasi ve evrimsel
kronometre gibi rol oynayan degisken bolgeler tasimasiyla filogenetik tanimlamalarda
daha ¢ok tercih edilmektedir. Cok sayida 16S rRNA kopyasi bulundugundan, bu gen
bolgesini temel alan yontemlerin duyarliliginin yiiksek oOlgiildiigi bildirilmektedir.16S
rRNA geninin yapisi, yakindan iliskili organizmalarin farklilasmasina uygun degisken
bolgelerden olusan bir mozaik sunar ve bunlarin korunan bdlgeleri, evrensel primerlerin
tasarimina izin vererek uzak organizmalarin karsilastirilmasi i¢in kullanishdir. MALDI-
TOF MS yontemi esas olarak 16S rRNA geni ile iligkili proteinleri saptamaktadir
(Fernandez Bravo ve ark., 2020).

1.18. gyrB Gen Bdolgesi

DNA girazin B-alt iinitesini kodlayan gen olan gyrB geni, DNA replikasyonunda
gorev alan DNA molekiiliinde negatif siiper sarili tip I DNA topoizomerazdir. Gram
pozitif ve Gram negatif bakteriler arasinda evrensel olup sekansa dayali yontemlerin tiir
tanimlamada kullanilan DNA-DNA hibridizasyon caligmalarinin yerine kullanilmasi
icin gyrB gen bolgesi ile yapilan filogenetik calismalarda gelisme yasanabilecegi
belirtilmistir (Kirby ve ark., 2010).

Aeromonas tiirlerinin tanimlanmasi geleneksel olarak farkli biyokimyasal testlerin
kombine kullanilmasiyla gergeklestirilirken bununla birlikte, bazi Aeromonas tiirleri
heterojen biyokimyasal ozellikler gosterdiginden, her zaman kesin sonu¢ vermeyebilir.
Molekiiler yontemlerle karsilagtirildiginda, biyokimyasal testlerle dogru tanimlama

oraninin ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir (Persson ve ark., 2015).
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Molekiiler tiir tanimlamasi, 16S rRNA geni tarafindan, kisitlama fragman uzunlugu
polimorfizmi veya dogrudan dizileme yoluyla kullanildiginda yetersiz tiirler arast sekans
varyasyonu ve ayni bakterideki ribozomal RNA operonlarinin kopyalar1 arasindaki
heterojenlik nedeniyle, bu gen optimal bir hedef olmayabilir. Bir dizi ¢alisma, birkag farkli
temizlik geninin dizilimlerinin, bu siki taksonomik organizma grubunu ayirt edebildigini
gostermistir. Bu genler; RNA polimeraz B alt birimi (rpoB), RNA polimeraz D alt birimi
(rpoD) ve DNA giraz B alt birimi (gyrB) genidir (Persson ve ark., 2015).

1.19. Tezin Onemi ve Amaci

Insan saglig1 i¢in son derecede onemli bir patojen olan Aeromonas cinsine ait
bakteri tiirleri su triinlerinden siklikla izole edilmesi ve halk sagligi agisindan tehlike
olusturmas: nedeniyle 6nemlidir. Intensif balik yetistiriciliginde hastaliklar, tedavilerinin
giic ve pahali olmasi nedeniyle biiylik ekonomik sorunlar yaratabilmekte ve isletme
ekonomisinin  olumsuz yonde etkilenmesine yol agmaktadir. Bu nedenle balik
hastaliklarinin erken teshisi, etkili tedavisi ve gerekli kontrol 6nlemlerinin alinmasi, kiiltiir
balig1 yetistiriciliginde biiyiik 6nem tasimaktadir. Baliklarda bulunan Aeromonas tiirlerinin
insan ve hayvan sagligina etkilerine bakilmadan 6nce identifikasyonu gerekmektedir.

Son yillarda tllkemizde kiiltiir balig1 yetistiriciligi yogun olarak yapilmaktadir.
Calisgmamizin yapilacagr Tunceli ilinde 27 adet su friinleri yetistiriciligi isletmesi
bulunmakta ve bu isletmelerin 20’si ag kafeslerde ve 7’°si beton havuzlarda yapilmaktadir.
Ulkemizde alabalik iiretimi 2013 yilinda 122.873 ton/yila ulasirken, 2019 yili itibariyle
toplam 113.678 ton/yila diismiistir (TUIK, 2020; Giiger, 2022). Bu diisiisten balik
hastaliklarindaki artis sorumlu tutulmaktadir. Balik hastaliklari, tedavilerinin zor ve
masrafli olmasindan dolayr balik yetistiricilifinde biiyiilk ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Bu nedenle, balik hastaliklarinin teshisi, etkin tedavisi ve kontrol
stratejilerininde planlanmasi agisindan oldukg¢a dnemlidir.

Tunceli ilindeki alabaliklarda Aeromonas tiirlerinin bir ekstraksiyon prosediirii ile
tanimlamak icin MALDI-TOF MS yontemi ile tespit etmemiz ve iilkemizde bir ilk olma
ozelligi tasimanin yani sira ilimizde yetistiricilik isletmelerinin  kuruldugu su
kaynaklarinin, strdiriilebilirliginin saglanabilmesi icin yetistiricilikten kaynaklanan
cevresel bozulmalara yol acan etkilerin olup olmadigini gostermesi bakimindan sucul

canlilarin, insanlarin, su kaynaklarinin ve su iiriinleri yetistiriciliginin saglikli diizeyde
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stirdiiriilebilirliginin saglanmasi agisindan dogru isletme yonetimi, ¢cevre dostu tekniklerin
gelistirilmesi konularinda yol gdsterici olacaktir.

Aeromonas tiirleri akuatik ¢evrede, Ozellikle baliklarin normal mikrobiyal
florasinda yaygin olarak bulunduklar1 gibi, insanlar i¢in de infeksiyon kaynagidirlar.
Ulkemizde simdiye kadar baliklarda Aeromonas'lar ile ilgili yapilan ¢aligmalarin biiyiik
bir kismi, hastaliga neden olan etkenin izolasyonu ve konvansiyonel yoOntemlerle
identifikasyonuna yonelik olmustur. Yapilan literatiir taramasinda MALDI-TOF MS
yontemi ile etkenin identifikasyonuna yonelik c¢alismalar heniiz yapilmamis ve bu
calisma iilkemizde ilk kez gergeklestirilecektir. Sonugta, baliklarda 6nemli ekonomik
kayiplara ve insanlarda ciddi hastaliklara neden olan Aeromonas tiirlerine karsi
eradikasyon stratejilerinin de planlanmasi yapilabilecektir.

Bu ¢alismada,;

v Tunceli ilindeki Mart-Mayis ile Kasim-Ocak aylarinda Mazgirt, Cemisgezek,
Ovacik ve Pertek ilcelerindeki ag kafeslerde ve beton havuzlarda Gokkusagi alabaligi
yetistiriciligi yapilan tesislerden rastgele aliman 200 adet yavru veya ergin
Gokkusag alabaliginin karaciger, dalak, bobrek ve bagirsak kisimlarinda ve alabaliklarin
bulundugu havuz suyu érneklerinden Aeromonas tiirlerinin kiiltiir metodu ile izolasyonu ve
molekiiler bir yontem olan MALDI-TOF MS yontemi ile identifikasyonunun yapilmasi,
Aeromonas tiirlerinin yayginligina yonelik verilerin elde edilmesi,

4 MALDI-TOF MS analiz sonucunda tespit edilen siipheli izolatlarin 16S rDNA ve
gyrB gen bolgesinin uygun primerlerle ¢ogaltilmasiyla dizi analizine tabi tutulmasi,

v Aeromonas tiirlerinin identifikasyonunda sik¢a kullanilan, MALDI-TOF MS, 16S
rDNA ve gyrB gen dizi analizi yontemlerinin karsilastirilmast,

v Tunceli ilinde Gokkusag alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerde Aeromonas
tirlerinin yayginliginin belirlenmesi ile etkin tedavi ve eradikasyon stratejilerinin
planlanmasina yardimci olacak veriler elde edilmesi,

v Aeromonas tiirii bakterilerin yayginligimin belirlenmesi ile etkin tedavi ve
eradikasyon stratejilerinin planlanmasina yardimci olacak veriler elde etmek,

v Tiirkiye’de Gokkusagr alabaliklarinda Aeromonas cinsi bakteri tiirlerinin MALDI-
TOF MS yontemi ile tespit edilmesi ve yontemin tiir diizeyinde ayrim yapamadigi noktada
16S rDNA ve gyrB gen dizi analizinin ilk kez bu c¢alismada yapilacagindan, yapilacak
olan bu ¢aligma ile MALDI-TOF MS yontemiyle Aeromonas tiirlerinin identifikasyonunun

nasil ilerledigine dair yazili bir rapor olusturularak ileriye yonelik yapilacak ¢alismalarda
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aragtirmacilara yol gosterici olabilecek veriler elde edilmesi amaglandi.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

2.1.1 Alinan izinler

Calismamiz ic¢in Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul Baskanlhigi’na
basvurular yapilip gerekli onay alindiktan sonra yaptigimiz calismada molekiiler
analizlerde kullanilan ticari kitler ve kimyasallar, Munzur Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan karsiland: (Proje no:YLMUBO021-02).

2.1.2. Arastirmanin yiiritildiigi yer

Firat Universitesi Su Uriinleri Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi (SUDAM)
biriminde incelenecek Gokkusagi alabaligi Orneklerine dekapitasyon islemi yapilarak
karaciger, dalak, bobrek ve bagirsakdan alinan doku ornekleri materyalleri hazirlanarak
soguk zincir altinda molekiiler analizler yapilmak iizere Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi
Turgut Ozal Tip Merkezi Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuvarma getirilerek
mikrobiyolojik olarak incelendi.

2.1.3. Orneklerin toplanmasi

Calismamizda alabalik yetistiriciligi yapilan Tunceli ili Mazgirt, Cemisgezek,
Ovacik ve Pertek ilgelerindeki ag kafeslerde ve beton havuzlarda alabalik yetistiriciligi
yapilan tesislerden rastgele secilerek alinan toplam 200 adet yavru veya ergin Gokkusagi
alabahig ile ilgili tesislerin ag kafeslerde ve beton havuzlarda kullanilan 64 su Ornegi

alindi.

2.1.4. Kullanilan cerrahi aletler

Gokkusag alabaliklarinin organlarini ayirmak icin yapilan otopsilerinde; cerrahi
makas, penset, pens, bisturi sapt ve 22 numara bisturi uglarn steril edildikten sonra

kullanildi.
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2.1.5. Kullanilan cihazlar

Calismamizda kullanilan cihazlar asagida listelenmistir. Bu cihazlar;
VITEK MS MALDI-TOF MS (Bio Mérieux, Fransa) cihazi
Gene Amp PCR System 9700 cihazi (APPLIED Biosystems)
EZ1 otomotize ekstansiyon sistemi (Qiagen, Hilden, Almanya)
Stomacher (AeaChemunex)

Trytic Soy Agar (TSA) (HiMedia, Almanya)

Brain Herat Infusion Agar (BHI) Besiyeri (HiMedia, Almanya)
Hassas terazi (Precisa, 220 SCS)

Otomatik diliisyon terazisi (Diliimat Start, BioMérieux)

AN N N NN Y N N N

Deiyonize su sistemi (Milipore Mili-Q)

v" pH metre (WTW pH 3110)

v Hiz ayarl1 vorteks (Labinco 121, Hollanda)

v’ Elektroforez aparati (Biorad, ABD)

v Electrophoresis box (Biorad, ABD)

v Eppendorf santrifiij tiipleri, steril 0,2 ml, 0,5 ve 1,5 ml (Qiagen, Hilden,
Almanya)

¥" Derin dondurucu -20 °C’lik (Ugur)

v Derin dondurucu -80 °C’lik (Panasonic)

v/ Biyogiivenlik kabineti Tip Il (Esco, AC2-4E1)

v Inkiibatdrler (Memmert UN55)

v’ Sogutmali Santrifiij

v" Stomacher (AesChemunex)

v Yatay elektroforez tanki ve gili¢ kaynagi (Biorad, USA)
v’ Etiiv (Niive EN 400)

v' Otoklav (Panasonic, 3180)’dur.

2.1.6. Caliymada kullamilan kimyasal maddeler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler asagiya ¢ikarilmistir. Bu kimyasalar;
v’ Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) seti ( dATP, dGTP, dCTP, dTTP )
v 50 bp ve 100 bp’lik DNA boyut markerlari
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v" 1 ul Matriks ¢ozeltisi

v' ATTC Escherichia coli 8739 susu
v Vitek MS Target

v Vitek MS Chca (Matrix)’dir.

2.1.7. Aeromonas tiirlerinin izolasyon ve identifikasyonunda kullamlan

besiyerleri

2.1.7.1. Alkali peptonlu su

15 gr Pepton Water (Oxoid CM 9) besiyerinden tartilarak 1000 ml distile suyun
icinde ¢Ozdiiriildii. Hazirlanan karisim homojenize edilip pH’1 8,4’e ayarlandi. 121 °C’de

15 dakika otoklavda sterilizasyona birakildi (Popoft, 1984).

2.1.7.2. Aeromonas agar (Oxoid CM 833)

29,5 gr Aeromonas Agar (Oxoid CM 833) besiyeri tartilip 500 ml distile su
eklenerek hazirlanan karisim sicak su banyosu ile eritildikten sonra 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra karisima Ampicillin Selective Supplement (Oxoid SR 136)
maddesinden 1 vial ilave edilerek karistirildiktan sonra steril petrilere dokildii (Popoff,
1984).

2.1.7.3. Blood agar (Merck 1. 10886)

40 gr Blood Agar besiyeri tartilip 1000 ml distile su ile karigtirilarak pH’1 7,2-7,4
ayarlanip 15 dk otoklav islemi yapildi ve 50 °C’ye % 7 oraninda steril insan kani ilave

edildi (Popoff, 1984).

2.2. Metot

Calismamizda Tunceli ilindeki Mazgirt, Cemisgezek, Ovacik ve Pertek
ilgelerindeki ag kafeslerde ve beton havuzlarda Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
tesislerden Mart-Mayis ile Kasim-Ocak aylarinda rastgele secilerek temin edilen toplam
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200 adet yavru veya ergin Gokkusagi alabaliklarinin  bagirsak, bobrek, dalak ve
karacigerlerinden alinan doku ornekleri, ag kafes ve beton havuzlardan temin edilen 64
adet su ornekleri kullanildi. Balik 6rnekleri bakteriyel calisma Oncesi ekto ve endoparazit
yoniinden incelendi. Firat Universitesi Su Uriinleri Deney Hayvanlar1 Arastirma Merkezi
(SUDAM) biriminde 50 ppm benzocaine ile anesteziye tabi tutularak baliklarn viicut
yiizeyi % 70’lik etil alkolle silinerek karin boslugu steril sartlarda acildi ve derileri steril
bir bistiiri ile kesilip kaldirilarak steril penslerle karaciger, dalak, bobrek ve bagirsak
kisimlarindan alinan 6rnekler steril plastik 6ze yardimiyla steril stomacher posetlerine, su
ornekleri ise steril plastik kavanozlara konularak soguk zincir altinda Inonii Universitesi

Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri Boliimii, Tibbi Mikrobiyoloji laboratuvarina ulastirildi.

2.2.1. Konvasiyonel yontemle Aeromonas tiirlerinin izolasyonu ve

identifikasyonu

Stomacher posetlerinde bulunan baliklardan alinan karaciger, dalak, bobrek ve
bagirsak doku numunelerinin her birine % 0,1°lik Alkali Pepton Water 225 ml ilave
edildikten sonra 2 dakika homojenize edilip 28 °C’de 18-24 saat araliginda inkiibasyona
birakildi. Su &rneklerine de ayni islem yapildi. Inkiibe edildikten sonra bir 6ze dolusu
zenginlestirme sivisindan alinip Aeromonas Agar ve Blood Agar’a ¢izme yontemiyle
ekimleri yapilarak petri plaklari 28 °C’de 18 ile 24 saat araliginda Resim 2.1’de goriildigi
gibi inkiibasyona birakildi. Yine zenginlestirme sivisindan plastik 6ze ile 10 pl alinarak %
5 koyun kanli agar besiyerlerine kantitatif ekim yapilarak aerobik kosullar altinda 37 °C'de
18-24 saat inkubasyona birakildi. Her 6rnek i¢in kanli besiyerine ekim yapildi. 18-24 saat
siireyle 37 °C’de etiive birakild1 (Isleyici ve ark., 2007).
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Resim 2.1. Ekim yapilan petri kaplarinin etiivde goriintimii

Aeromonas agar’da lireme gosteren ortas1 opak koyu yesil koloniler Aeromonas
yoniinden siipheli koloni, kanli agar plaklar1 tizerinde iireyen silipheli koloniler ise diger
bakteri tiirleri olarak siipheli koloni olarak kabul edildi (Resim 2.2) (isleyici ve ark.,
2007).

Resim 2.2. Besiyerinde lireme gosteren bakteri kolonilerinin tipik goriintimi

Aeromonas ve diger bakteri tiirlerinden oldugundan siiphelenilen izolatlar
saflagtirildi. Saflagtirma islemi i¢in iireyen bakteriler kat1 besiyerine tek koloni halinde
ekildi. Ard arda iki defa islem tekrarlanarak saflastirma islemi tamamlandi. 1,5 ml

hacminde eppendorf tiiplerin i¢ine % 30’luk gliserol ile MRS siv1 besiyerlerine yaklasik
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tic dort 6ze dolusu kadar saf kiiltiirden eklenerek vortekslendi. Stok kiiltiirler daha sonra

kullanilmas: i¢in -80 °C’de muhafaza edildi (isleyici ve ark., 2007).

2.2.2. Referans suslar

Kalibrasyon iglemi i¢in kullanilmak iizere MALDI TOF MS cihaz1 ¢aligmalarinda
Escherichia coli ATCC 8739 (American Type Culture Collection Manassas, ABD)
standart bakteri suslar1 pozitif kontrol olarak kullanildi (Dubois ve ark., 2012; Westblade
ve ark., 2013).

2.2.3. Bakteri kolonilerinin sayimi

S1vi besiyerinden 1 ml ¢apli 6ze kullanilarak kati besiyeri olan Aeromonas agar ve
kanli agara ekimi yapilan petri kaplarinda inkiibe olan bakterilerin koloni sayimi yapildi
(Resim | 2.3).

Kat1 besiyeri kullanarak yaptigimiz koloni sayimininda her canli hiicrenin belirli bir
inkiibasyon sonrasinda 1 adet koloni olusturmast prensibiyle sadece koloni
olusturabilenlerin sayimi yapilarak koloni olusturan birimler sayildi. Genel tip kurallarina
gore bir bakteriden koken alan bakteri toplulugu olan koloni, bir millitre kiiltiirde en az
100.000 koloni tiremigse enfeksiyon varlig1 diisiiniilerek 10.000 ile 100.000 koloni olmasi
anlamli kabul edildiginden ¢alismamizda elde edilen koloni sayim sonucu 525 Grnekte

100.000 cfu/ml, 1 6rnekte ise 70.000 cfu/ml tespit edildiginden anlamli kabul edildi.
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Resim 2.3. Koloni sayimi yapilan besiyerinde inkiibe olan bakteri kolonilerinin
gorunimi

2.2.4. izole edilen Aeromonas tiirlerinin MALDI-TOF MS cihaz1 ile

tanimlanmasi

Matriks soliisyonu 2 mg HCCA (a-siyano-4-Hidroksisinnamik Asit) matriks ve 150
ul organik ¢oziicii ile karistirilarak 1 ml organik ¢oziicii alinarak steril bir eppendorf
tiipline eklenerek karistirildi. Aeromonas Selective Agar’da iireyen 24 saate kadar olan
kiltiirler dogrudan alip sisteme yiiklendi. Logaritmik fazdan sonra Aeromonas siipheli
bakteri kolonileri petri kaplarindan tek kullanimlik 1 pl hacminde halka uglu 6ze
yardimiyla alinip target adi verilen metalden yapilmis plaka lizerindeki alanlara siiriiliip her
Ornegin iizerine 1 pl matriks soliisyonu Vitek MS CHCA ilave edilerek havada kurumasi
icin bekletildi. Bu islem daha sonra Blood Agar (Merck 1. 10886)’da gelisen 24 saatlik
kiiltiirler iginde yapildi. Aleti kalibre etmek i¢in, standart bakteri susu E. coli ATCC 8739
(Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu Manassas, ABD), yukarida referans olarak ag¢iklanan
yontem kullanilarak hedef slaytta belirlenmis kuyucuklara aktarildi. Kalite kontrol
amaciyla, pozitif kontroller (E. coli suslar1) her tahlilde analiz edildi. Plakalar kurutulup
cihaza yerlestirilip okumaya basland1 (Guo ve ark., 2014).

2.000-20.000 da agirhigindaki yapilarin 20 hz lazer darbe frekansi ile dogrusal
pozitif iyon modeli kullanilarak spektrum tepe goriintiileri elde edildi. Yine suslarin

birbirine yakinlig1 ve uzakligt UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
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Mean) algoritmasi kullanilarak "Pearson Correlation" (% 0,8 tolerans) kullanilarak

hesapland1 (Guo ve ark., 2014).

2.2.5. 16S rDNA ve gyrB gen bolgesinin dizi analizi

MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak ¢ikan sonuglardan A. hydrophila/A.
punctata olarak tanimlanan izolatlar i¢in 16S rDNA ve gyrB gen bdlgelerinin dizi analizi
yapildi. 16S rDNA ve gyrB gen bolgelerinin dizi analizi i¢in kalip DNA hazirlandi. Bunun
i¢in birkag bakteri kolonisi alind1 ve 750 ul TE iginde siispanse edildi ve vortekslendi.
Stipernatan, 12000 devir/dk hizda 2 dakika santrifiijleme yoluyla ¢ikarildi. Daha sonra
yikama iki kez tekrarlandi ve pelet 250 pul TE icinde siispanse edildi. 95 °C'de 20 dakika
bekletildi ve bakteriler pargalanarak DNA aciga ¢ikarildi. 12000 devir/dk hizda 2 dakika
santrifiij edilerek olusturulan siipernatan temiz bir tiipe aktarildi ve kalip DNA hazirlandi.
PZR primerleri olarak calismada gyrB housekeeping gen ve 16S rDNA gen bdlgeleri
cogaltildi. Calismada 16S rDNA ve gyrB dizi analizinde kullanilan primerler Tablo 2.1°de
verilmistir (McCabe ve ark., 1999; Yanez ve ark., 2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark.,
2015).

Tablo 2.1. 16S rDNA ve gyrB dizi analizinde kullanilan primerler (McCabe ve ark.,
1999; Yanez ve ark., 2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015)

Gen Primer Bp

16S rDNA  |p8FPL 5'-AGTTTGATCCTGGCTCAG-3' ~834
p806R 5-GACTACCAGGGTATCTAAT-3'

gyrB gyrB3F (F) 5-TCCGGCGGTCTGCACGGCGT-3 | ~ 1100
gyrB14R (R) 5-TTGTCCGGGTTGTACTCGTC-3'

0,026U/ul Taq polimeraz ve gyrB PCR i¢in gyrB3F ve gyrB14R primerleri iceren
toplam 35 pl amplifikasyon karigimi, ¢alisilacak 11 6rnek sayisina gore ayarlandi ve 32,5
ul PZR tiiplerine ve 2,5 ul paylastirildi. Bakterilerden elde edilen DNA karisima eklendi.
p8FPL ve p806R primerleri ile 16S rDNA PZR igin karisimi ¢alisilacak 11 6rnek igin
hazirland1 ve DNA ayni1 miktarda eklendi (McCabe ve ark., 1999), (Yanez ve ark., 2003;
Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015).
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2.2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile DNA Amplifikasyonu

Is1 dongii cihazlarina ¢ogaltma karisiminin konuldugu tiipler yerlestirildikten sonra

PZR dongiileri ve sicakliklar1 ayarlandi. Amplifikasyon tiipiine eklenen bilesenler ve

reaksiyon basamaklart Tablo 2.2, Tablo 2.3 ve Tablo 2.4’te verilmistir (McCabe ve ark.,
1999), (Yanez ve ark., 2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015).

Tablo 2.2. Polimeraz zincir reaksiyon protokolii (McCabe ve ark., 1999), (Yanez ve ark.,
2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015)

Bilesen Miktari
Kalip DNA o ul
10x Taq Buffer Sul
DONTP 1ul
Primer — F 1ul
Primer — R 1l
5x Tune Up Buffer 10 pl
Taqg Polimeraz 1,25 pul

Su

50 pl'ye tamamlanur.

Tablo 2.3. 16S rDNA geninin PZR kosullar1 (McCabe ve ark., 1999), (Yanez ve ark.,
2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015)

Islem Siire Sicakhik Dongii
[k Denatiirasyon 4 dk 95°C 1
Denatiirasyon 30 sn 95°C
Annealing 30 sn 56 °C 35
Elongasyon 1dk 72°C
Son Uzama 7 dk 72°C 1
Sogutma Siirsiz 4°C
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Tablo 2.4. gyrB geninin PZR kosullar1 (McCabe ve
Soler, 2004; Abu Elala ve ark., 2015)

ark., 1999), (Yanez ve ark., 2003;

Islem Siire Sicakhk Déngii
[k Denatiirasyon 5dk 94 °C 1
Denatiirasyon 1dk 94 °C
Annealing 30 sn 62 °C 30
Elongasyon 45 sn 72°C
Son Uzama 1dk 72°C 1
Sogutma Simirsiz 4°C

PZR iiriinlerinin saflastirilmasi i¢in ¢ogaltma isleminden sonra yiikleme tamponu
ile 2 ul elde edilen PZR iiriinlerinden karistirilarak % 2’lik agarozlu jele yiiklendi. ilk
cukura molekiil agirlik standart1 yiiklendi. 100 V giicle 45 dakika siireyle elektroforez
yiirtitiildiikten sonrada etidyum bromiir ¢ozeltisi iginde 20 dakika siire bekletildikten sonra
boyandi. UV 151k altinda yaklasik 834 ve 1100 baz ciftlik DNA bantlari, goriintiileme
sistemi yardimiyla bilgisayara aktarildi. DNA banti goriilen PZR friinleri saflagtirildi.
Qiaquick PZR saflagtirma kiti kullanilarak dizi analizi tepkimelerini etkileyen ortamda
kullanilmayan niikleotit ve primerler uzaklastirilmaya calisildi. Spin filtrelere aktarilan
karisim 1 dakika siirede inkiibe edilerek 130 pl Buffer P eklendi. 30 saniye santrifiij
edilerek 700 pl yikama tamponu ilavesi sonras1 30 saniye santrifiij ile agiga ¢ikan sivi
uzaklastirildi. Yikama tamponunda bulunan etanol 14 000 rpm’de 3 dakika santrifii
edilerek uzaklastirip spin filtreler 1.5 pl’lik temiz tiiplere aktarildi. 20 pl deiyonize su ilave
edilip oda sicaklindiginda en az 3 dakika bekletilip 1 dakika santrifiij edildi. Dizi
analizinde kullanmak i¢in saflastirdigimiz PZR iiriinleri -20 °C’de saklandi. Dongiisel dizi
analizi tepkimesi i¢in BigDye Terminator V3.1 dizileme kiti kullanildi. INTP, ddNTP ve
Taq polimeraz iceren 1x tampon ve 0.160 pm primer iceren karisim 11 Ornege
yapacagimiz dizi analizine gore PZR tiiplerine 6 pl konularak {iizerine saflastirilmis
DNA’dan 4 pl ilave edilerek dizi analizi tepkimesi i¢in 1s1 dongii aletine yerlestirildi.
Dongiisel dizi analizi iiriinler1 formamid ile ¢ozdiiriiliip tiiplere aktarilarak elektroforez
islemine kadar -20 °C’de bekletildi. -95 °C’de 2 dakika, -20 °C’de 1 dakika tutuldu.
Kapiler jel elektroforez cihazina yiiklenene kadar buz iistiinde bekletildi. DNA dizileri
denatiire edildi ve "ABI Prism 310 Genetic Analyzer" kapiler jel elektroforezinde

calistirlldi. Elde edilen DNA dizileri cihaz tarafindan kromatogram dosyalar1 olarak
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kaydedildi. 16S rDNA ve gyrB dizi analizi ile elde edilen niikleotit dizileri,
elektroferogramlar i¢in gorsel olarak kontrol edildi. Her iki yonde dizi analizi ile elde
edilen diziler eslestirildi. Dogrulanmis diziler Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi (NCBI)
web sitesinde (//www.ncbi.nlm.nih.gov/BALST/) BLAST programi kullanilarak gen
bankas1 veritabaniyla karsilastirildi. Calisma sonucunda bulgular say1 ve yiizde olarak
ifade edildi. (McCabe ve ark., 1999), (Yanez ve ark., 2003; Soler, 2004; Abu Elala ve ark.,
2015).

Calismamaizla elde edilen bulgularin analizi, betimsel istatistik yontemi kullanilarak

yapild.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Bulgular

Bu calismada, Tunceli ilindeki Mazgirt, Cemisgezek, Ovacik ve Pertek
ilcelerindeki Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan 16 tesisteki ag kafes ve beton
havuzlardan rastgele secilerek alinan toplam 200 adet yavru veya ergin Gokkusagi
alabaliklarinin bagirsak, bobrek, karaciger ve dalak kisimlarinin herbirinden 200’er adet
olmak tizere toplam 800 adet alinan doku Ornekleri ve bu tesislerin ag kafes ve beton
havuzlaridan temin edilen 64 adet su 6rnekleri alinarak; inénii Universitesi Tip Fakiiltesi
Tibbi Mikrobiyoloji ve Genetik Anabilim Dali Molekiiler Mikrobiyoloji laboratuvarinda
Aeromonas cinsine ait bakteri tiirlerinin varliginin olup olmadig1 yoniinden analiz edildi.

Calismamizda konvansiyonel yontemle besiyerlerinden izole edilen 141 adet
kiiltirde Aeromonas selective agar’da Aeromonas spp’ye ait siipheli koloniler bulundugu;
kanli agarda yapilan ekim sonucunda ise biitiin doku 6rneklerinde total 385 adet diger
bakteriler yoniinden toplamda 526 adet siipheli koloni oldugu, iireme olmayan Ornek
sayisinin ise 274 adet oldugu tespit edildi. Aeromonas agarda iireyen merkezi koyu yesil
opak koloniler Aeromonas yoniinden siipheli koloni olarak kabul edilerek izole edilen
bakteri tiirleri ile kanli agarda tireyen siipheli 385 koloniden ve su orneklerinin ekiminin
yapildig1 kanl agar plaklarinda {ireyen 4 siipheli koloniden izole edilen bakteri tiirleri
MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlandi.

3.1.1. MALDI-TOF MS yontemi ile tammlanan bakteri tiirleri

Calismamizda, Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki
Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan baliklarin bagirsak, bobrek,
dalak ve karacigerlerinde tespit edilen bakteri tiirlerinin bagirsak, bobrek, dalak ve
karaciger dokularindaki yerlesimlerine, gram 6zelligine ve ait oldugu familyaya gore bakteri
tiirlerinin dagilimina bakildiginda; Tablo 3.1°de verildigi tlizere, Aeromonas agarda ve
kanli agarda inkiibe olan bakteri kolonilerinde 526 adet siipheli koloni tespit edilerek,
stipheli bakteri kolonilerinden MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanan bakteri tiirlerinin
Aeromonadaceae, Basillaceae, Comamonadaceae, Enterobacteriaceae, Enterococcaceae,
Erwiniaceae, Moraxellaceae, Nocardiaceae, Pseudomonadaceae, Sthaphylococcaceae,
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Streptococcaceae, Xanthomonadaceaea ve Yersiniaceae familyasi olmak iizere 13 adet

familyaya ait bakteri tiirleri oldugu ve en fazla Enterobacteriaceae familyasina ait bakteri

tiirlerinin tespit edildigi gdzlemlendi.

Tablo 3.1. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan balik 6rneklerinde tespit edilen
bakteri tlirlerinin doku 6rnegine, gram 6zelligine ve ait oldugu familyaya gore

dagilim1

Numune Kaynagi

Gram_ Bagirsak Bobrek Dalak Karaciger
Bakteri Tiirii Boyama Oz.
n % n % n % n %
Gram (+) | Gram
Ovacik A.veronii (:) 0 0 1 | 3333 1 3333 | 1 | 3333
Ovacik A.sobria - 3 | 4285 | 3 | 42,85 1 1428 | 0 0
Ovacik A.salmonicida - 3 | 7500 | 1 | 25,00 0 0 0 0
Ovacik Hafnia alvei - 11 | 4231 | 6 | 23,08 4 1539 | 5 | 19,23
Ovacik Escherichia coli - 4 100 0 0 0 0 0 0
Ovacik Proteus mirabilis - 1 | 5000 | O 0 0 0 1 | 50,00
Ovacik Citrobacter brakii - 1 100 0 0 0 0 0 0
Ovacik Obesumbacterium proteus - 1 |[5000 | 0 0 1 50,00 | O 0
Ovacik Eschericia hermannii - 0 0 0 0 0 0 1 100
Ovacik Stenotrophomonas maltophila - 2 | 4000 | O 0 1 20,00 | 2 | 40,00
Ovacik Serratia marcescens - 3 100 0 0 0 0 0 0
Ovacik Pantoea agglomerans - 0 0 0 0 1 100 0 0
Ovacik Acinetobacter Iwoffi - 0 0 0 0 3 75,00 | 1 | 25,00
Ovacik Pseudomonas stutzeri - 0 0 1 100 0 0 0 0
Ovacik Staphylococcus epidermidis + 1 7,14 6 | 42,86 4 2857 | 3 | 21,43
Ovacik + 0 0 0 0 0 0 1 100
Staphylococcus aureus
Ovacik Streptococcus mitis + 0 0 0 0 1 100 0 0
Ovacik Streptococcus oralis + 0 0 0 0 1 100 0 0
Ovacik Lactococcus garvieae + 0 0 0 0 0 0 1 100
Ovacik Enterococcus faecium + 2 | 16,67 | 2 | 16,67 4 3333 | 4 | 3333
TOPLAM 6 14 32| 6,08 | 20 | 3,80 22 418 | 20 | 3,80

38




Tablo 3.1’in devami

Cemisgezek | A.veronii - 5 50,00 2 20,00 1 10,00 2 20,00

Cemisgezek | A.sobria - 8 66,67 2 16,67 1 8,33 1 8,33

Cemisgezek | Bacillus pumilus 0 0 0 0 1 50,00 1 50,00

Cemisgezek | Comamonas - 1 50,00 0 0 0 0 1 50,00
aquatica

Cemisgezek | Escherichia coli - 5 33,33 4 26,67 3 20,00 3 20,00

Cemisgezek | Providencia rettgeri - 2 40,00 1 20,00 1 20,00 1 20,00

Cemisgezek | Hafnia alvei - 3 20,00 2 13,33 6 10,00 4 26,67

Cemisgezek | Providencia stuartii - 1 100 0 0 0 0 0 0

Cemisgezek | Leclercia - 1 33,33 0 0 2 66,67 0 0
adecarboxylata

Cemisgezek | Plesiamonas - 3 50,00 1 16,67 1 16,67 1 16,67
shigelloides

Cemisgezek | Klebsiella - 2 18,18 0 0 5 45,45 4 36,36
aerogenes

Cemisgezek | Morganella - 2 100 0 0 0 0 0 0
morganii

Cemisgezek | Citrobacter freundi - 1 33,33 2 66,66 0 0 0 0

Cemisgezek | Citrobacter - 1 50,00 0 0 1 50,00 0 0
werkmanii

Cemisgezek | Proteus vulgaris - 0 0 1 100 0 0 0 0

Cemisgezek | Obesumbacterium - 0 0 0 0 1 5,00 1 50,00
proteus

Cemisgezek | Enterobacter kobei - 0 0 0 0 1 100 0 0

Cemisgezek | Proteus mirabilis - 0 0 0 0 0 0 1 100

Cemisgezek | Klebsiella - 0 0 1 50,00 0 0 1 50,00
pneumoni

Cemisgezek | Enterococcus 2 33,33 1 16,67 2 33,33 1 16,67
faecalis

Cemisgezek | Enterococcus 0 0 0 0 1 50,00 1 5,00
casseliflovus

Cemisgezek | Acinetobacter - 2 28,57 1 14,28 2 28,57 2 28,57
radioresistent

Cemisgezek | Acinetobacter - 1 50,00 0 0 0 0 1 50,00
Iwoffii

Cemisgezek | Acinetobacter - 0 0 1 16,67 2 33,33 3 50,00
baumanii

Cemisgezek | Pseudomonas - 1 100 0 0 0 0 0 0
stutzeri

Cemisgezek | Macrococcus 2 11,76 5 29,41 5 29,41 5 29,41
caseclyticus

Cemisgezek | Sterotrophomoas - 0 0 3 100 0 0 0 0
maltophila

TOPLAM 23 43 8,17 27 513 36 6,84 34 6,46
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Tablo 3.1’in devami

Mazgirt A.hydrophila - 2 22,22 1 11,11 2 22,22 4 44,44
Mazgirt A.veronii - 3 16,66 5 27,78 6 33,33 4 22,22
Mazgirt A.sobria - 9 24,32 6 16,22 10 27,02 12 32,43
Mazgirt A.media - 10 58,82 0 0 6 35,29 1 5,88
Mazgirt A.salmonicida - 1 25,00 0 0 2 50,00 1 25,00
Mazgirt Hafnia alvei - 2 50,00 1 25,00 1 25,00 0 0
Mazgirt Plesiamonas - 1 100 0 0 0 0 0 0
shigelloides
Mazgirt Escherichia coli - 4 30,77 1 7,69 2 15,38 6 46,15
Mazgirt Lelliottia amnigena - 0 0 0 0 0 0 1 100
Mazgirt Enterococcus faecium 2 40,00 1 20,00 2 40,00 0 0
Mazgirt Acinetobacter Iwoffii - 2 50,00 2 50,00 0 0 0 0
Mazgirt Acinobacter baumanii - 2 50,00 1 25,00 0 0 1 25,00
Mazgirt Pseudomonas putida - 3 21,43 7 50,00 2 14,28 2 14,28
Mazgirt Staphylococcus 0 0 1 50,00 0 0 1 50,00
epidermidis
Mazgirt Staphylococcus 0 0 0 0 3 100 0 0
hominis
Mazgirt Macrococcus 0 0 1 100 0 0 0 0
caseclyticus
Mazgirt Lactococcus garvieae 0 0 5 50,00 2 20,00 3 30,00
Mazgirt Sterotrophomoas - 10 17,54 16 28,07 14 24,56 17 29,82
maltophila
Mazgirt Serratia marcescens - 0 0 1 50,00 1 50,00 0 0
TOPLAM 14 51 9,70 49 9,32 53 10,08 53 10,08
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Tablo 3.1’in devami

Pertek A.hydrophila - 1 50,00 0 0 0 0 1 50,00
Pertek A.veronii - 0 0 2 66,67 1 33,33 0 0
Pertek A.sobria - 9 81,81 1 9,09 1 9,09 0 0
Pertek Bacillus cereus group + 3 16,67 3 16,67 5 27,78 7 38,89
Pertek Hafnia alvei - 2 50,00 1 25,00 0 0 1 25,00
Pertek Leclercia - 2 50,00 0 0 1 25,00 1 25,00
adecarboxylata
Pertek Escherichia coli - 2 28,57 1 14,28 3 42,85 1 14,28
Pertek Enterobacter - 1 50,00 0 0 0 0 1 50,00
hormaechei
Pertek Obesumbacterium - 2 100 0 0 0 0 0 0
proteus
Pertek Citrobacter werkmanii - 1 20,00 4 80,00 0 0 0 0
Pertek Citrobacter freundii - 1 20,00 3 60,00 0 0 1 20,00
Pertek Enterobacter asburiae - 1 100 0 0 0 0 0 0
Pertek Enterococcus faecium + 0 0 6 54,55 2 18,18 3 27,27
Pertek Lelliottia amnigena - 0 0 0 0 0 0 1 100
Pertek Enterecoccus + 0 0 1 100 0 0 0 0
casseliflavus
Pertek Acinetobacter Iwoffii - 1 50,00 0 0 1 50,00 0 0
Pertek Nocardia brasilensis + 0 0 0 0 1 100 0 0
Pertek Staphylococcus + 0 0 0 0 0 0 2 100
epidermidis
Pertek Yersinia ruckerii - 3 75,00 0 0 1 25,00 0 0
TOPLAM 5 14 29 5,51 22 4,18 16 3,04 19 3,61
GENEL 20 65 156 29,46 118 22,43 127 24,14 125 23,95
TOPLAM

Calismamizda, Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki
Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan baliklarin doku 6rneklerinde
tespit edilen bakteri tiirlerinin Gram Ozelligine gore dagilimina ilgeler bazinda
bakildiginda; Ovacik ilgesindeki tesislerden alinan 6rneklerde tespit edilen 20 adet bakteri
tirlinden Gram pozitif bakteri 6, Gram negatif bakteri sayist ise 14, Cemisgezek
ilgesindeki tesislerden alinan 6rneklerde tespit edilen 27 adet bakteri tiirinden Gram pozitif
bakteri 4, Gram negatif bakteri sayisi ise 23, Mazgirt ilgesindeki tesislerden alinan
orneklerde tespit edilen 19 adet bakteri tiirlinden Gram pozitif bakteri 5, Gram negatif
bakteri sayisi ise 14, Pertek ilgesindeki tesislerden alinan 6rneklerde tespit edilen 29 adet

bakteri tiirlinden Gram pozitif bakteri sayis1 5, Gram negatif bakteri sayisinin ise 14 oldugu
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tespit edildi.

Calismamizda, Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki
Gokkusag alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan baliklarin bagirsak, bobrek,
dalak ve karacigerlerinde ilgeler bazinda en fazla tespit edilen bakteri tiirlerine
bakildiginda; Ovacik ilgesindeki Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerden
aliman Gokkusagi alabaligi 6rneklerinden bagirsakda 32 (% 6,08), bobrekde 20 (% 3,80),
dalakda 22 (% 4,18), karacigerde ise 20 adet (% 3,80) bakteri tiirli tespit edildi. Tespit
edilen bakteri tiirlerinden; bagirsakda, en fazla Hafnia alvei, bobrekde, Hafnia alvei ve
Staphylococcus epidermidis, dalakda, Hafnia alvei, Staphylococcus epidermidis,
Enterococcus faecium ve karacigerde ise Hafnia alvei ve Enterococcus faecium tiiriiniin
yerlesim gosterdigi tespit edildi.

Cemisgezek ilgesinde, bagirsakda 43 (% 8,17), bobrekde 27 (% 5,13), dalakda 36
(% 6,84), karacigerde ise 34 adet (% 6,46) bakteri tiirii tespit edildi. Tespit edilen bakteri
tirlerinden; bagirsakta, en fazla A.sobria, bobrekde, Macrococcus caselclyticus ve E.coli
dalakda, Hafnia alvei, Macrococcus caselclyticus ve Klebsiella aerogenes ve karacigerde
ise Hafnia alvei, Macrococcus caselclyticus ve Klebsiella aerogenes tiiriiniin yerlesim
gosterdigi tespit edildi.

Mazgirt il¢esinde, bagirsakda 51 (% 9,70), bobrekde 49 (% 9,32), dalakda 53 (%
10,08), karacigerde ise 53 adet (% 10,08) bakteri tiirli tespit edildi. Tespit edilen bakteri
tirlerinden; bagirsakta, en fazla A.sobria, A.media ve Steretrophomonas maltophila,
bobrekde, Steretrophomonas maltophila, dalakda A.sobria, Steretrophomonas maltophila
ve karacigerde ise en fazla A.sobria ve Steretrophomonas maltophila tiirii tespit edildi.

Pertek ilgesinde, bagirsakda 29 (% 5,51), bobrekde 22 (% 4,18), dalakda 16 (%
3,04), karacigerde ise 19 adet (% 3,61) bakteri tiirii tespit edildi. Tespit edilen bakteri
tirlerinden; bagirsakta, en fazla A.sobria, bobrekde, Enterococcus faecium, dalakda ve
karacigerde ise en fazla Bacillus cereus grup bakteri tiirleri tespit edildi (Tablo 3.1).

Yapilan analizler sonucunda calismamizda; biitiin il¢elerdeki tesislerden temin
edilen baliklarin organlarindan alinan numunelerde bagirsakda 156, bobrekde 118,
dalakda 127 ve karacigerde ise 125 olmak iizere toplam 526 adet bakteri tiirii tespit edildi.

Konvansiyonel yontemle ekimi yapilan petri kaplarinda inkiibe olan bakteri koloni
sayimininda; her canli hiicrenin belirli bir inkiibasyon sonrasinda 1 adet koloni
olusturmas1 prensibiyle sadece koloni olusturabilen canli hiicre sayimi yapilarak koloni

olusturan birimler sayildi. Genel tip kurallarina gore bir bakteriden kdken alan bakteri
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toplulugu olan koloni, bir millitre kiiltiirde en az 100.000 koloni iliremigse enfeksiyon
varligi disiiniilerek 10.000 ile 100.000 koloni olmasi anlamli kabul edildiginden
calismamizda elde edilen koloni sayim sonucu 525 6rnekte 100.000 cfu/ml, 1 6rnekte ise
70.000 cfu/ml koloni tespit edildiginden anlamli kabul edildi.

Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan baliklarin bagirsak, bobrek, dalak ve
karacigerlerinde tespit edilen Aeromonas tiirlerinin dagilimi incelendiginde;

Bagirsakda tespit edilen Aeromonas tiirlerinden, A. hydrophila 3 (% 5,17), A.
sobria 29 (% 50,00), A. veronii 12 (% 20,69), A. salmonicida 4 (% 6,90) ve A. media
tirtiniin ise 10 adet (% 16,39) olmak tiizere toplam 58 adet (% 41,13) bakteri tiirlerinin
oldugu tespit edildi.

Bobrekde tespit edilen 24 adet (% 17,02) Aeromonas tiirlerinin, A.hydrophila tiirii
1 (% 4,17), A. sobria tiirii 12 (% 50,00), A. veronii tiri 10 (% 41,67), A. salmonicida
tirtiniin ise 1 adet (% 4,17) oldugu gozlemlendi.

Dalakda tespit edilen 32 (% 22,70) Aeromonas tiirlerinin, A.hydrophila tiirii 2 (%
6,25), A. sobria tiirti 13 (% 40,63), A. veronii tiirii 9 (% 28,13), A. salmonicida tiirii 2 (%
6,25) ve A. media tiiriiniin ise 6 adet (% 18,75) oldugu gézlemlendi.

Karacigerde tespit edilen 27 (% 19,15) Aeromonas tiirlerinin, A.hydrophila tiirii 5
(% 18,52), A. sobria tiirii 13 (% 48,15), A. veronii tiirti 7 (% 25,93), A. salmonicida tiirii 1
(% 3,70) ve A. media tiiriiniin ise 1 adet (% 3,70) oldugu gozlemlendi.

Yapilan analiz sonucunda ¢alismamizda toplam 141 pozitif 6rnekte; A. hydrophila,
A.sobria, A.veroni ve A. salmonicida tiirlerinin bagirsak, dalak, bobrek ve karaciger
dokularinda yayilim gosterdigi tespit edildi. Aeromonas tiirleri arasinda A. sobria tiiriiniin
en fazla goriilen bakteri tiirii oldugu ve organlar arasinda ise en fazla bagirsakda yayilim
gosterdigi ayrica A. media tiiriiniin ise en fazla bagirsak, dalak ve karaciger dokusunda

yerlesim gosterdigi ancak bobrekde varligina rastlanilmadigr tespit edildi (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan Gokkusagi alabaliklarinin
doku 6rneklerinden tespit edilen Aeromonas tiirlerinin dagilimi

EOZitif Bakteri Tiirleri
Ornek g:;lfs::(
Tiirii (Aeromon A.hydrophila A. sobria A.veronii A.salmonicida  A. media

as spp.)

n % n % n % n % n %

Bagirsak 58 3 5,17 29 50,00 12 20,69 4 6,90 10 17,24
Bobrek 24 1 417 12 50,00 10 41,67 1 4,17 0 0
Dalak 32 2 6,25 13 40,63 9 28,13 2 6,25 6 18,75
Karaciger 27 5 18,52 13 48,15 7 25,93 1 3,70 1 3,70
Toplam 144 11 7,80 67 4752 38 2695 8 567 17 12,06

[lgeler bazinda Gékkusag: alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerden temin edilen
baliklarin bagirsak, bobrek, dalak ve karacigerlerinden alinan doku orneklerinde tespit
edilen Aeromonas tiirlerinin dokulardaki yerlesimlerine gére dagiliminda Tablo 3.1 ve
Sekil 3.1°de verildigi iizere;

Ovacik ilgesinde, dalak, karaciger ve bobrekde A. veronii tiirli, bagirsak, bobrek ve
dalakda A. sobria tiirii, bagirsak ve bobrekde ise A.salmonicida tiirii tespit edildi.

Cemisgezek ilgesinde, bagirsak, dalak, karaciger ve bobrekde A. veroni tiird,
bagirsak, bobrek, dalak ve karacigerde ise A. sobria tiirii tespit edildi.

Mazgirt ilgesinde, bagirsak, dalak, karaciger ve bobrekde A. hydophila tiiri,
bagirsak, dalak, karaciger ve bobrekde A. veroni tiirii, bagirsak, bobrek, dalak ve
karacigerde A. sobria tiirii, bagirsak, dalak ve karacigerde A.media tiirii, bagirsak, dalak ve
karacigerde ise A.salmonicida tiirii ise tespit edildi.

Pertek il¢esinde, bagirsak ve karacigerde A. hydophila tiirii, dalak ve bobrekde A.

veronii tiirli, bagirsak, bobrek ve dalakda ise A. sobria ise tiirii tespit edildi.
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~mBagirsak 61
—————m.Bébrek 25
~———_____mDalak 34
—_ m=Karaciger 32

® Toplam 141

Sekil 3.1. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig: yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan baliklarin doku 6rneklerinde
tespit edilen Aeromonas tiirlerinin dagilimi

3.1.2. MALDI-TOF MS yoéntemiyle tammmlanan bakterilerin iiretim metoduna

gore dagilimlar

Calismamizda, Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki ag
kafeslerde ve beton havuzlarda Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan 11°1 ag kafes, 5’1
beton havuz olmak {izere toplam 16 teSisin iiretim metoduna gore dagilimlarina
bakildiginda;

Ovacik ilgesinde ag kafes bulunmadigi, Cemisgezek ilgesinde Keban baraj sahasinda
5 (% 46) ag kafes, Pertek ilgesinde Keban baraj sahasinda 4 (% 36) ag kafes, Mazgirt
ilgesinde Uzuncayir baraj sahasinda 2 adet % 18) ag kafes tesislerinden en fazla
Cemisgezek ilgesinde ag kafeslerde yetistiricilik yapildigi, beton havuz tesisleri ise;
Ovacik ilgesinde Munzur Nehri kenarinda 2 (% 40), Cemisgezek ilcesinde Tagar cayi
tizerinde 1 (% 20), Mazgirt ilgesinde ise Peri ¢ay1 iizerinde 2 adet (% 40) bulunmakla
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beraber en fazla Mazgirt ve Ovacik ilgelerinde Sekil 3.2°de gosterildigi iizere beton

havuzlarda tiretim yapildig1 goriilmektedir.

Ag Kafes Beton Havuz

0%

M ovacik M ovacik

M pertek M pertek
B cemisgezek B cemisgezek

mazgirt W mazgirt

0%

Sekil 3.2. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki ag kafes ve
beton havuzlarda Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerin iiretim
metoduna gore dagilimlari

Uretim metoduna gore Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt
ilgelerinden Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan tesislerden temin edilen Gokkusagi
alabaligr orneklerinde {iireyen Aeromonas cinsine ait bakteri tiirlerinin dagilimina
bakildiginda;

Pertek il¢esinde sadece ag kafeslerde iiretim yapildigi ve molekiiler analizi yapilan
16 drnekte Aeromonas tiirii bakteri,

Cemisgezek ilcesinde ag kafeslerden 17 ornekte ve beton havuzlarda 5 ornekte
olmak {izere toplam 22 6rnekte Aeromonas tiirii bakteri,

Ovacik ilgesinde sadece beton havuzlarda iiretim yapildigt ve 14 Ornekte
Aeromonas tiirii bakteri,

Mazgirt ilgesindeki ag kafeslerde 56 Ornekte ve beton havuzlardan alinan 33
ornekte olmak iizere toplamda ise 89 ornekte Aeromonas tiirlerine ait bakteri tiirleri tespit

edildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt il¢elerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden temin edilen Gokkusagi alabaligi
orneklerinde Aeromonas spp.’nin iiretim metoduna gore goriilme siklig1

ficeler
Uretim Metodu Pertek Cemisgezek Ovacik Mazgirt
(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Ag Kafes 16 100 17 77,27 0 0 56 58,16
Beton Havuz 0 0 5 22,73 14 100 33 41,84
Toplam 16 100 22 100 14 100 89 100

Yapilan analiz sonucunda ¢alismamizda Aeromonas cinsine ait bakteri tiirlerinin en

fazla Mazgirt ilgesindeki ag kafeslerde yetistiricilik yapilan tesislerden temin edilen

Gokkusagi alabaliklarindan alinan bagirsak, bobrek, karaciger ve dalakdan alinan doku

orneklerinde tespit edildigi goze ¢arpmaktadir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden temin edilen Gokkusagi alabalig
orneklerinde Aeromonas spp.’nin iiretim metoduna gore goriilme sikligi
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3.1.3. MALDI-TOF MS yontemiyle tammmlanan bakteri tiirlerinin aylara gore

dagilimlan

Calismamizda Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki
Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerden temin edilen baliklardan alinan doku
orneklerinde tespit edilen Aeromonas tiirlerinin aylara gore dagilimi incelendiginde;

Nisan ayinda alinan 6rneklerde Aeromonas cinsi bakterilerden A. salmonicida tiirti
1 adet (% 0,71);

Mayis ayinda, A. hydrophila tiri 11 (% 7,80), A. veronii tiri 35 (% 24,82), A.
sobria tiirii 59 (% 41,85), A. media tiri 16 (% 11,35), A. salmonicida tiirii 4 adet (%
2,84);

Haziran ayinda, A. veronii tiri 3 (% 2,13), A. sobria tiri 7 (% 4,97), A.
salmonicida tiirti 3 adet (% 2,13);

Aralik aymnda ise, A. sobria tirii 1 (% 0,65), A. media tiiriiniin 1 adet (% 0,65)

oldugu tespit edildi (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden Aeromonas spp. olarak izole edilen
bakterilerin numune alinan aylara gore dagilimi

Aeromonas Tiirleri

A.hydrophila A.veronii A.sobria A.media A.salmonicida
Aylar
(n) (%) (n) (%) (n (%) (n) (%) (n) (%)
Nisan 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0,71
Mayis 11 7,80 35 24,82 59 41,85 16 11,35 4 2,84
Haziran 0 0 3 213 7 4,97 0 0 3 2,13
Arahk 0 0 0 0 1 0,71 1 0,71 0 0
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Yapilan analiz sonucunda tespit edilen Aeromanas tiirlerinin pozitif 6rneklerinin
Nisan, Mayis, Haziran ve Aralik aylarinda tespit edildigi,141 pozitif 6rnekte A. hydrophila,
A.sobria, A.veroni, A. salmonicida ve A. media tiirlerinin bagirsak, dalak, bobrek ve
karaciger dokularinda en ¢ok Mayis ayinda ve en fazla iireyen tiiriin ise A. sobria oldugu

gozlemlendi (Sekil 3.4).

H Nisan H Mayis Haziran ® Aralik

Sekil 3.4. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerinde Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan balik 6rneklerinde tespit edilen
Aeromonas tiirlerinin aylara gore dagilimi

3.1.4. Su orneklerinin incelenmesi sonucu MALDI-TOF MS yontemiyle

tammmlanan bakterilerin dagilimlan

Calismamizda, Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki
Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan tesislerin beton havuz ve ag kafeslerinden alinan
su 6rneklerinin analiz sonuglari incelendiginde; kanli agarda inkiibe olan 64 su drneginden
4 siipheli koloninin MALDI-TOF MS yontemi yapilan analizi sonucu, Escherichia coli 2
(% 3,12), Lelliottia amnigena 1 (% 1,56) ve Raoultella planticola 1 adet (% 1,56) tespit

edildi. Sadece Ovacik ilgesindeki beton havuz tesislerinden alinan su 6rneklerinde bakteri
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tiredigi ve bu bakteri tiirlerinin analiz edilen 8 su 6rneginde iireyen bakteri tiirlerinden
Escherichia coli 2, Lelliottia amnigena 1 ve Raoultella planticola bakterisinden ise 1 adet
tiredigi tespit edildi (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerin beton havuz ve ag kafeslerinden alinan
su orneklerinden izole edilen bakterilerin dagilimi

Tespit Edilen Bakteri Tiirti

Tige ve Tesis No Ag Beton

Escherichia Lelliottia Raoultella
Kafes | Havuz

coli amnigena planticola

N @) [ ()| (n) (%)

Ovacik - Tesis No:1 v |2 3,12 - - - -

Ovacik -Tesis No:2 v = - 1 156 1 1,56

Pertek - Tesis No:3

Pertek - Tesis No:4

Pertek - Tesis No:5

Pertek - Tesis No:6

AN RN IR

Cemisgezek - Tesis
No:7

<\

Cemisgezek - Tesis
No:8

Cemisgezek - Tesis v - - - - - -
No:9

Cemisgezek - Tesis v - - - - - -
No:10

Cemisgezek - Tesis v - - - - - -
No:11

Cemisgezek - Tesis v - - - - - -
No:13

Mazgirt - Tesis No:14 v - - - - - -

Mazgirt - Tesis No:15 v - - - - - -

Mazgirt - Tesis No:16 v - - - - - -

Mazgirt - Tesis No:17 v - - - - - -
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3.1.5. MALDI-TOF MS yontemiyle tamimlanan bakterilerin molekiiler

analizleri

Calismamizda MALDI TOF-MS yontemiyle Tunceli ili Pertek, Cemisgezek,
Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerden
aliman Gokkusagi alabaliklarinin bagirsak, bobrek, dalak ve karacigerinden alinan doku
orneklerinden konvansiyonel yontemle Aeromonas tiirii oldugu diisliniilen 141 izolatin
molekiiler analiz sonucglarna bakildiginda; MALDI TOF-MS yontemiyle Aeromonas
tiirleri olarak tanimlanan Aeromonas cinsine ait bakteri tiirlerinin MALDI TOF-MS sonucu
belirlenen dogruluk saptama oran araliklari tespit edilerek tiir bazinda degerlendirildi
(Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Tunceli ili Pertek, Cemisgezek, Ovacik ve Mazgirt ilgelerindeki Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan balik 6rneklerinden MALDI TOF-
MS yontemiyle tanimlanan Aeromonas tiirlerinin MALDI TOF-MS dogruluk deger

araliklari
Bakteri Ad1 izole Edildigi Organ Kaynagi MALDI -TOF-MS
Dogruluk Saptama Oran
Arahg1 (%)
A'hydrOph”a./A' punctata Bagirsak, Dalak, Karaciger, Bobrek % 51,0 - % 99,9
(caviae)
A. media Bagirsak, Dalak, Karaciger, % 98,5 - % 99,9
A. salmonicida Bagirsak, Dalak, Karaciger, Bobrek % 89,7 - % 99,9
A. sobria Bagirsak, Dalak, Karaciger, Bobrek % 90,3 - % 99,9
A. veronii Bagirsak, Dalak, Karaciger, Bobrek % 90,7 - % 99,9

Yapilan degerlendirme sonucunda, dogruluk saptama oran araligi % 89,7 ile %
99,9 arasinda ¢ikan 130 izolatin tiir tespitinin dogru sonug verdigi kabul edilerek; dogruluk
saptama oran araligi % 51,0 ile % 99,9 arasinda ¢ikan 11 izolatin MALDI TOF-MS
yontemi ile A.hydophila/A.punctata (caviae) sonucu ¢ikan izolatlar oldugu tespit edildi.

Dogruluk saptama oran araliginin diisiik olmasit ve MALDI TOF-MS analizi
sonucunda A.hydophila/A.punctata (caviae) ¢ikan orneklerden izole edilen tiiriin
A.hydophila mi1 veya A.punctata (caviae) m: oldugunu ve iki tiir arasinda tam bir ayrim

yapilabilmesi ig¢in 11siipheli izolatin 16S rDNA gen bélgelerine dizi analizi yapildi. 16S
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rDNA dizi analizi yapilan 11 siipheli izolata ait niikleotid dizilerinin Aeromonas
hydrophila susuna ait oldugu tespit edildi.

16S rDNA dizi analizi yontemi disinda MALDI TOF-MS analizi sonucunda iki tiir
arasinda ayrim yapilamadigi durumlarda kullanilan bir diger yontem olan gyrB dizi analizi
yontemi ile MALDI TOF-MS sonucu A.hydophila/A.punctata (caviae) olarak sonug veren
11 siipheli izolatin tiir tespitinin teyidi i¢in gyrB gen bolgelerine de dizi analizi yapildi ve
gyrB dizi analizi yapilan 11 siipheli izolatin Aeromonas hydrophila susuna ait oldugu tespit
edildi.

Calismamizda Aeromonas tiirii bakterilerin konvansiyonel yontem, MALDI-TOF
MS yontemi, 16S rDNA dizi analiz ve gyrB dizi analiz sonuglar1 karsilastirildiginda;
konvansiyonel yontemle Aeromonas spp. oldugu diisiiniilen 11 siipheli izolatin MALDI-
TOF MS yontemi ile A.hydophila/A.punctata (caviae) olarak identifiye edildigi, 11
stipheli izolatin 16S rDNA ve gyrB gen bolgelerine yapilan dizi analizi sonuglarina gore

ise 11siipheli izolatin Aeromonas hydrophila tiirti oldugu tespit edildi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7. Aeromonas tiirii bakterilerin konvansiyonel yontem, MALDI-TOF MS, 16S
rDNA dizi analiz ve gyrB dizi analiz sonuglarinin karsilastirilmasi

NCBI .
No KAYIT KONX%E,?,IJR(/I)NEL MALDI-TOF MS 16S rDNA gyrB
NUMARASI

1 AY987739.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila A.hydrophila
2 AY987732.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
3 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
4 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
5 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
6 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
7 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
8 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
9 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
10 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila
11 AY987736.1 Aeromonas spp. A.hydrophila/A.punctata(caviae) A.hydrophila | A.hydrophila

Yaptigimiz molekiiler analizler sonucunda; Aeromonas tiiriine ait toplam 141 izolat

MALDI-TOF MS, 16S rDNA ve gyrB gen dizisi analizi kullanilarak tanimlanmis ve
MALDI-TOF MS sonucunun, cins diizeyinde tanimlamada % 100 (141 izolat) ve tiir
diizeyinde tanimlamada % 92,2 (130 izolat) dogruluk gosterdigi, gyrB sonuglarinin 16S

rDNA dizi analizi sonuglariyla tutarli oldugu gorildii.
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3.2. Tartisma

3.2.1. Gokkusagi alabahiklarindan izole edilen bakteri tiirleri

Baliklarin organlarinda bakteri tiirlerinin varhiginin tespitine yonelik olarak
organlarda yayilimlarinin arastirildigi uluslararasi calismalara bakildiginda; Austin ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢caligmalar1 sonucunda baliklarin sindirim sistemi mikroflorasinda yer
alan bakteri cinslerinden Acinetobacter, Bacillus, Flavobacterium, Micrococcus,
Moraxella ve Pseudomonas’in daha ¢ok gida maddeleri ve sudan koken alan
mikroorganizmalar oldugunu bildirilmislerdir (Austin ve ark., 1987). Austin ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir bagka caligmada ise Aeromonas ve Enterobacteriaceae familyasina
ait bakterilerin Gokkusagi alabaliginin sindirim sisteminde ve diger salmonidlere benzer
fermentatif 6zellikteki bakterilerin dominant olarak yer aldiklarini, Aeromonas tiirii
bakterilerin her mevsimde sularda yasadigimi ancak Enterobacteriaceae familyasina ait
bakterilerin sulardaki bir kontaminasyon sonucu bulunduklarini bildirmislerdir (Austin ve
ark., 1989). Barker ve arkadaslari ise balik yumurtalarinda en ¢ok Pseudomonas spp. ve A.
hydrophila izole etiklerini bildirmislerdir (Barker ve ark. 1989). Sarma ve arkadaslarinin
Ophiocephalus punctuate ve Labio rohita baliklarinin hastaliklarini inceledikleri
arastirmalarinda, baliklardan izole edilen 17 susun 10’u nu (% 58,8) A. hydrophila olarak
identifiye ettiklerini bildirmislerdir (Sarma ve ark., 1990). Kapetanovic ve arkadaslari
yaptiklar1 ¢aligmada Gokkusagi alabaligi kulugkahanelerinde yavrularin bakteri florasin
inceleyerek kulugka dolabindaki yavrularda saptadiklar1 Gram negatif bakterilerin daha
¢ok Flavobacterium, Acinetobacter ve Yersinia tirlerini ihtiva ederken, havuzlarda
Aeromonas ve Pseudomonas cinsine ait en ¢ok rastlanan tiirler oldugu bildirmislerdir
(Kapetanovic ve ark., 2005). Fowoyo ve Achimugu yaptiklar ¢alismalarinda Lokoja'daki
Kporoko Nehri’'nden temin ettikleri tathh su yaym baligimin karaciger, bobrek, deri ve
bagirsak organlarindan hem fenotipitk hem de genotipik yontemler kullanarak
A. hydrophila tespit ettiklerini, izolatlarin1 inceledikleri baliklarin karaciger, bobrek, deri
ve bagirsaklarinda A.hydrophila tespit ettiklerini ve inceledikleri tiim baliklarin
bagirsaklarinda A. hydrophila insidansinin yaygin oldugunu bildirmislerdir (Fowoyo ve
Achimugu 2019 ). John tarafindan, bakteriyel etkenlerin, yiiksek mortalite ile seyreden
infeksiyonlarda primer etken olarak sorumlu olduklarini, konagin normal florasinda

bulunan bazi mikroorganizmalarin konagm immun sisteminin baskilandigi durumlarda
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sekonder infeksiyon olarak ortaya cikabilecegini bildirilmistir (John, 2014). Kumar ve
arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismalarinda genel olarak tatli sulardaki balik ¢iftliklerinde
Aeromonas tiirlerinin yaygmhginin mekansal ve zamansal degiskenlerden, ciftlik
baliklarinin konakg1 tilirlerinden ve c¢iftlik i¢i biyogiivenlik 6nlemlerinden etkilendigi
sonucuna varilabilecegini bildirmislerdir (Kumar ve ark., 2022).

Yapilan ulusal caligmalara bakildiginda; Ertas tarafindan yapilan bir g¢aligma
sonucunda canli baliklarin mikroflorasinin, i¢inde yasadiklari suyun mikrorganizma
populasyonuyla iliskili oldugu, baliklarin derilerinin iizerinde yar alan kaygan tabakanin
Acinobacter, Flavobacterium, Pseudomonas, Corybebacterium, Sarcina, Micrococcus,
Serratia, Bacillus, Vibrio cinsi bakteri igerdigi, bu bakterilerin baligin viicuduna girip
ilerlemesinin baliklarin solunga¢ dokusu, uzun damarsal yapilar1 ve kuyruklarina yakin
yerdeki damarlarla oldugunu, bu bakterilerin birka¢ glinde bobregin her tarafina, karin
ceperi ve viicut bosluguna, ete ve etin {dstiindeki deriye yayildiklarini, baliklarin
yakalanmasindan sonra kayiklar, motor gibi nakil araclarina sevk edilirken kullanilan kasa,
kutu ve diger tiim arag¢ ve gereclerden kontaminasyonla baliklarin bakteriyel floralarini
arttigin1 bildirilmistir (Ertas, 1981). Sarieyyiipoglu, Gokkusagi alabaliklarinin mide ve
bagirsak mikroflorasim1 arastirdigi ¢alismasinda en fazla Enterobacter tiirlerinin
bulundugunu tespit ettigini ve bunun alinan yem ve su ile iliskili oldugunu bildirmistir.
Inceledikleri 11 adet balik¢ilik tesisinden 244 adet Acinetobacter tiirii tespit ettiklerini
rapor etmiglerdir (Sarieyyiipoglu, 1984). Diler ve arkadaslar tatli su baliklarinin sindirim
kanalinda Aeromonas ve Enterobacteriaceae familyasina ait tiirleri tespit ettiklerini, bu
cinslere ait bakterilerin tath suda genis bir dagilim gosterdiklerini, Acinetobacter,
Flavobacterium, Micrococcus, Moraxella ve Pseudomonas cinsi bakterilerin ise sudan ve
yemden kaynaklandigini, Pseudomonas ve Acinetobacter tiirlerinin ise bagirsak
mikroflorasinin predominant unsuru oldugunu bildirerek bu durumun aglikla ve baliklarin
istenmeyen fizyolojik sartlarda yasadiklarinin bir belirtisi oldugunu disiindiiklerini
bildirmislerdir (Diler ve ark., 2000). Ozer ve arkadaslar1 tarafindan Mersin ili Caglarca
koyiinde bulunan iki Gokkusagi alabaligi isletmesinden aldiklar1 su, sperma, ovaryum
stvisi, yumurta, dollenmis yumurta, gdzlenmis yumurta, keseli yavru ve yemlenen
yavrulardan 6rnek alinarak yaptiklar1 ¢calismalarinda toplam aerobik bakteri sayisini, Gram
negatif bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu yoniinden klasik yontemlerle inceleyerek
ve bir isletmeden alinan yumurta 6rneklerinde Aeromonas hydrophila/caviae, Enterobacter

amnigenus, Hafnia alvei, Pseudomonas fluorescens, P. fluorescens, P. aeruginosa, P.
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oruzihabitans, P. putida, Moraxella lacunata, Oligella spp., Achromobacter denitrificans
ve Brevundimonas diminuta diger isletmede ise A. hydrophila / caviae, Escherichia coli,
Hafnia alvei, K. pneumoniae pneumoniae, P. fluorescens ve P. aeruginosa, P. putida,
Brevundimonas vesicularis, Moraxella lacunata ve Stenotrophomonas maltophilia
saptadiklarini, her iki isletmede de kulugkahanelerdeki tiim asamalarda en ¢ok
Pseudomonas ve Aeromonas cinsi bakteriler tespit ettiklerini bildirmislerdir (Ozer ve ark.,
2008). Korkoca’nin 50 adet alabaligin bagirsak iceriginde yaptig1 calismasinda 6rneklerin
14'inde (% 28,0) A. sobria, 5'inde (% 10,0) A. caviae, 4'iinde de A. hydrophila tespit
ettiklerini bildirerek calistiklar1 balik bagirsak iceriklerinde dominant tiir olarak A.
sobria'yr belitlemislerdir (Kérkoca, 2001). Isleyici ve arkadaslari tarafindan Van’da
tilketime sunulan baliklarda hareketli Aeromonas’larin varligin1 ve yaygilhigini belirlemek
amaciyla 50 ¢ig balik bagirsak icerigi drneginde yaptiklari ¢alismada orneklerin 26 (%
52,0)’sinda hareketli Aeromonas tiirii tespit ederek, 26 6rnegin 23 (% 46,0)’liniin A.
hdyrophila, 2 (% 4,0)’sinin A. caviae ve 1 (% 2,0)’inin A. sobria oldugunu bildirmislerdir
(Isleyici ve ark., 2007). Diler ve arkadaslarinin Gokkusag: alabaliklarinin deri, solungac,
bagirsak, karaciger, bobrek ve dalaklarina ait kalitatif ve kantitatif aeorobik bakteriyel
florasi tespitine yonelik yaptiklar1 caligmalarinda bir isletmeden alinan baliklarin bagirsak,
deri, solungaglar, bobrek, karaciger ve dalak orneklerinde Coryneform grup bakterilerin
predominant oldugunu diger isletmeden alinan balik 6rneklerinde de benzer bulgular elde
ederek bagirsakta Aeromonas, karaciger ve dalakta Gram pozitif kok’larin predominant
oldugunu bildirmislerdir (Diler ve ark., 2000). Saglam ve arkadaslarinin Erzurum ili
cevresinde GoOkkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan tesislerden sagladiklari yeni 6lmiis
veya hastalik belirtisi gosteren balik drneklerinde A. hydrophila ve Y. ruckeri etkenlerinin
varlig1 ve olusturduklar1 patolojik bulgularini inceledikleri ¢aligmalarinda mikrobiyolojik
inceleme i¢in, karaciger, dalak, bobrek ve lezyonlu deri kisimlarindan 6rnekler alarak
yaptiklar1 analiz sonucu; histopatolojik olarak bobrek tubulus epitelyumunda dejenerasyon
ve nekroz, ozellikle A. hydrophila’nin yalniz izole edildigi baliklarda dalak ve bobrekte
hematopoietik dokuda melanomakrofajlarda artig, tim olgularda ise karacigerde fokal
mononiikleer hiicre infiltrasyonlar1 ve hiperemi, hepatositlerde hidropik dejenerasyon ile
birlikte milier nekroz odaklari tespit ederek A. hydrophila ile Y. ruckeri’nin birlikte izole
edildigi baliklarda 1ise, karacigerdeki nekroz odaklarimin daha genis oldugunu
gozlemlediklerini bildirmiglerdir (Saglam ve ark., 2006). Geng tarafindan yapilan bir
calismada; bir gidada mikrobiyolojik kalitenin belirlenmesinde toplam aerobik mezofilik
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bakteri sayim yontemi ile canli bakteri sayisinin tespit edilmesinin, isletmede hijyen
kurallarina uyumun olup olmadigini, uygun tagima, depolama ve saklama kosullarinin
saglanip saglanmadigi agisindan belirte¢ oldugunu, insan veya hayvan kaynakli
patojenlerin de gelismesine olanak saglayacak kosullarda iiretilip depolandigini ve bu
tiriinde bu tiir patojenlerin bulunma olasiliginin yiiksek oldugunu gosterdigi, taze balik ve
balik iiriinlerinde kalite degisimlerine toplam bakteri sayis1 104 -105 kob/g olarak etki
ettiginin kabul edildigini bildirmistir (Geng, 2006). Oztiirk yaptig1 ¢alismada, balik
larvalarinin sindirim sistemine yumurta epiflorasinda ve sudaki bakteri tiirlerinin ilk
kolonize oldugunu goézlemlediklerini, normalde balik larvalarinin ¢ogunun disaridan yem
almaya basladiginda alkali pH’a sahip mide gelisiminin basladigini, yem ve suda bulunan
mikroorganizmalarin bu sekilde larval bagirsaga yerlestigini, immiin sistemin gelismedigi
larvalarda spesifik olmayan savunma sistemi ile bagisiklik saglayarak patojenlere karsi
bagirsak mukozasi ve koruyucu bagirsak mikroflorasi olusturduklarini, bu larval donemde
olusumu baslayan mikrofloranin baliklarin kalict florasini olusturduklarini bildirmistir.
Yine ayni ¢aligmada baliklarin sindirim sistemi mikrofloras: iizerine yapilmis daha 6nceki
caligmalarda, balik bagirsaginda yaklagik 105 kob/g diizeyinde anaerobik bakteri, 108
kob/g diizeyinde aerobik heterotrofik bakteri tiirleri tespit edildigini ve mevsimsel olarak
ve sindirim sisteminin farkli bolgelerinde degisim gosterdigi bildirilmistir (Oztiirk, 2007).
Calismamizda ise Gokkusagi alabaliklarnin  bagirsak, bobrek, dalak ve
karacigerlerinden alinan doku ornekleri incelendiginde; A. sobria, Stenotrophomonas
maltophilia, Hafnia alvei, E. coli, A.veronii swrasiyla en fazla izole edilen bakterilerdir.
Enterococcus faecium, Bacillus cereus grup, Acinobacter baumannii, Acinobacter lwoffii,
Klebsiella aerogenes, Lactococcus garvieae, Macrococcus caseolyticus, Pseudomonas
putida, Staphylococcus epidermidis, Yersinia ruckeri, Obesumbacterium proteus,
Citrobacter freundii, Citrobacter werkmanii, Providencia rettgeri, Acinobacter
radioresistent tiirlerinin en fazla goriilen bakteri tiirleri olarak izole edilmesinin tatli su
baliklarinin bakteriyel florasinin yasadiklari su ortaminin mikroflorasini yansittigi, farkl
balik isletmelerinde yasayan baliklar arasinda da cins ve tiir farkliliklarinin yanisira ayni
tiire ait bakteriyel floranin da degisebilecegi ile ilgili oldugu, elde ettigimiz bulgularin
diger arastirmacilarin rapor ettikleri calismalarla paralellik gosterdigi goriilmektedir.
Baliklarin mikroflorasinda normal olarak bagirsakda bulunan bakterilerin diger
organlarda yerlesimi ile ilgili su iiriinleri alaninda yapilan g¢alismalarda yeterli bilgi

bulunmadigindan ¢alismamizda; tespit edilen bakterilerin bulunduklari lokasyonlarin
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konvansiyonel yontemle ekimi yapilan petri kaplarinda inkiibe olan bakteri kolonilerinin,
petri kabinda bakteri sayim miktarlar1 degerlendirildiginde; Gokkusagi alabaliklarin
karaciger, bobrek, dalak ve bagirsaklarinda yayilim gosteren Aeromonas ve diger bakteri
tirlerinin  70.000-100000 cfu/ml araliginda tespit edilmesi bu bakterilein patojen
oldugunun gostergesidir. Patojenik oldugu tespit edilen baliklarin karaciger, bobrek, dalak
ve bagirsak kisimlarinda yayilim goésteren bu bakteriler hastalik olusturarak makroskopik
degisiklere sebep olacagindan, yerlestikleri organda hastalik etkeni olarak bulunduklarini
bize distindiirtmektedir. Tunceli ilinde Gokkusagi alabalig: yetistiriciligi yapan tesislerde
aktif kuluchane bulunmadigindan yavru baliklar1 diger illerdeki tesislerden temin ederek
faaliyet gostermektedirler. Yavru baliklarin yetistirildikleri tesislerdeki suyun mikroflorasi
farkli oldugundan baliklarin mikrofloralarida yetistirildikleri ortamin bakteri florasindan
etkilendigi i¢cin ve temin edildikleri tesisten ilimizdeki tesislere nakledilirken bu esnada
kullanilan tanklar, su ve personelin hijyen kurallarina uymadan c¢aligmalari gibi ¢evresel
faktorlerden kontamine olarak bakteriyel floralarinin artmasi, ¢galismamizda tespit ettigimiz
bakterilerin yavru baliklarin tasidiklar1 bakteri floralar1 ile bu bakteri tiirlerinin bobrek,
karaciger ve dalakdan izole edilmesinin bakteriyel translokasyonla immiin sistemin
zayifladigr durumlarda bakterilerin baliklarin derilerinde bulunan ve bir bariyer gorevi
goren mukoid tabakadaki mukoza duvarini asarak translokasyonla bu organlara yerlestigi
diistiniilmektedir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda bolgede baliklarda bakteri tanimlama
ve bakteri sayim calismalarinin yetersiz olmasi bu yonde calismalarin yapilmasinin
gerekliliginin olustugunu gostermektedir.

Aeromonas tiirlerinden toprakta yasayan A. sobria'nin; bagirsak, bobrek, karaciger
ve dalakda dominant bakteri tiirti oldugunun tespit edilmesinin A. sobria'nin bulagsma
yolunun o6zellikle baligin dis derisi {izerinde oldugu i¢in yetistiricilik ortaminin sartlari,
tesislerde kullanilan su ve yem 0zelliklerinin kalitesi, sularda yaygin olarak bulunmasi ile
iligkili oldugu, baliklarda bakteriyel yiikiin fazla olmasmin balik hastaliklarina neden
olacagi, ozellikle Mazgirt ilgesinde beton havuzda {iretim yapan tesislerin kurulu oldugu
Peri Cay1 iizerinde faaliyet gosteren baraj ve Hidro elektrik santrali (HES)’in etkisi sonucu
suyun sediment ve akis Ozelliklerinde degisimlerle havzanin ekolojik ve hidrolojik
Ozelliklerinide degistirdigi sebebiyle tesisteki havuzlarda kullanilan suyun yetistiricilik igin
elverisli olmadigi, tesise ¢cok yakin mesafede bulunan dogal kaplicanin sicak atik sularmin
tesise gelen suyun sicakligina etki ettigi, 45 °C sicakliga kadar tireyebilen Aeromonas

tirlerinin yaygmligimin suyun kalitesi ve sicakligiyla ilgili oldugu kanaatini olusturdu.
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Mazgirt ilgesinde Peri Cayi iizerinde bulunan tesSislerden alinan baliklarda yiiksek sayida
bakteri tespit edilmesi nedeniyle ilgili tesislerdeki baliklarda olumsuz stres kosullarinda
hastalik gelisebilecegi sonucuna varildi.

Stenotrophomonas maltophilia tiirii bakteri 6zellikle hastanede yatan hastalarda
firsatc1 bir patojen olarak, ilaglara kars1 direngli Gram negatif bir basil olmakla beraber
baliklarda patojen olduguna dair herhangi bir literatiire rastlanmamig olup normal olarak
ekosistemin florasinda var olabilen bakterileridir. Calismamizda bu bakteri tiiriiniin en
fazla beton havuzlarda yetistiricilik yapilan tesislerden temin edilen Gokkusagi
alabaliklarindan izole edilmis olmasi bu tesislerin kirsal alanda olmasi ve bu alanda ayni
zamanda hayvancilik yapilmasi ve tesislerin bulunduklar1 yerlesim yerlerinde kanalizasyon
atiklarinin dogrudan sulara karismasina bagli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica balik {iretim
tesisinin {lizerinde bulundugu su kaynaklarinin tarim ve hayvancilikta yore halkinin yogun
olarak kullaniyor olmalar1 sudan kaynaklanan bir kontaminasyon oldugu kanaatini
olusturmustur.

Enterobacteriaceae familyasina ait Hafnia alvei bakterisi patojenik bakteri olarak rapor
edilmistir ve bu bakterinin Gokkusagi alabaliklarinda epizootik hemorajik septisemiye
neden oldugu bildirilmistir. Ancak Sakazaki ve Tamura’nin yaptiklar1 ¢alisma ile bu
bakterinin zorunlu patojen olmadig1 ve firsat¢i patojen olarak kabul edilmesi gerektigini
bildirmislerdir (Sakazaki ve Tamura, 1992).

Calismamizda Gokkusagi alabaliklarinin bagirsak, bobrek, karaciger ve dalak
kisimlarinda hareketli Aeromonas tiirleri ile birlikte balik patojeni olarak bilinen
hareketsiz, psikrofil bir tiir olan A. salmonicida tespit edilmesinin diisiik sicakliklarda
yasayan sogukkanli omurgalilari, 6zellikle de salmonid baliklar1 enfekte etme 6zelligi olan,
37 °C'ye kadar iireyebilen ve insanlar i¢in patojen olmayan ancak baliklarda ytliksek
morbidite ve mortalite oranlar1 ile ekonomik kayiplara neden olan frunkulozis hastaligi
etkeni ve yaygin bir patojen bakteri olarak bildirilen A. salmonicida’nin, akut ve kronik
seyri yaninda asemptomatik (portdr) olabildiginden ¢alismamizda psikrofil ve mezofilik
Aeromonas tiirlerinin ayni ortamda ve tiim balik organlarindan izole edilmesinin su
sicakligiin 37 °C’nin altinda olmasi ile A. salmonicida tiirii i¢in uygun tireme kosullarinin

bulundugu ve baliklarda hastalik olusturabilecegi goriilmektedir.
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3.2.2. MALDI-TOF MS yoéntemiyle tammmlanan bakterilerin iiretim metoduna

gore dagilimlar

Diinya’da ve Tiirkiye’de alabalik iiretimi denizlerde, baraj gollerinde ag kafeslerde,
akarsularda ise beton havuzlarda yapilmaktadir. Ag kafeslerde ve beton havuzlarda yapilan
balik yetistiriciliginin etkilerine bakildiginda yapilan uluslararasi ¢aligmalarda; Pulatsu ve
arkadaslar1 tarafindan bu yetistiricilik metodunun alici su ortaminin bazi fiziksel ve
kimyasal su kalite parametrelerine olumsuz etkisinin oldugunu, alici ortamin sediment
kalitesine etki ettigini, yabani balik stoklari, hastalik, ekolojik, biyolojik ve besin ag1
etkilesimleri ile sucul ekosistemin bozulmasi, kontrolsiiz kimyasal madde kullaniminin
olusturacagi negatif etkiler olusturdugunu bildirmislerdir (Pulatsu ve ark., 2014). Durgun
sularda, ag kafeslerde balik yetistiriciligi ile su kiitlesine giris yapan besin elementlerinin
etkileri degerlendirildiginde; balik yetistiriciliginden kaynaklanan atiklarin ayni zamanda
yetistiricilik tesislerinde balik hastaliklariin yayilmasi ve dolayisiyla balik 6liimlerine
neden oldugu, besin elementlerince zengin su kiitlelerinde hastalik etkenlerinin ¢ogalmast
temiz su kiitlelerine gore daha sik goriilmektedir. Podemski ve Blanchfield’in yaptiklari
calismada Polonya’daki gollerde bulunan Gokkusagi alabaligi ag kafes yetistiricilik
tesislerinin etrafinda bakteri ¢ogalmasinin normalden yiiksek oldugunu tespit ederek
nedeninin yem ve diski saliman azot, fosfor ve organik karbonun pelajik bolgelerde
yagsayan  bakteriyel populasyonlarin  g¢ogalmasini  sagladiklarindan  olustugunu
bildirmislerdir (Podemski ve Blanchfield, 2006). Sedwig; yaptigi bir ¢alisma sonucunda,
beton havuzlarda alabalik yetistiriciliginin etkilerinin, balik yetistiriciliginde kullanilacak
havuzlarin kesin bir boyutu, sekli ve malzeme cinsinin séz konusu olmadigi, kullanilan
suyun miktarina, kalitesine, arazinin yapisina, topragin yapisina ve iklim 6zelliklerine goére
belirlendigini  bildirmistir.  (Sedgwick, 1978). Conte ve Moreas ise alabalik
yetistiriciliginde su kaynaginin kalitesinin yiiksek nitelikte olmasinin énemli olup suyun
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin uygun olmasinin yani sira, soguk, temiz, berrak, bol
oksijenli ve uygun sicaklikta olmasinin da en temel sartlardan oldugunu, alabalik
yetistiriciliginde ideali, yetistirme ortamindaki baliklara diizenli bir sekilde daima aym
kalitede su temin etmek oldugunu, Suyun igerigindeki degisimlerin yetistiriciligi ciddi
anlamda etkiledigini belirterek yaz mevsiminde sicaklifin artmasi, yenmeyen yemler ve
metabolizma atiklart nedeniyle havuzlarin kirlenmesine buna bagli olarak sudaki

¢Oziinmiis oksijen diizeyinin azalmasina tedbir alinmamasi halinde de baliklarda toplu
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oliimlerin gerg¢eklesmesine sebep oldugunu bildirmislerdir (Conte, 2004; Moraes, 2004).
Diger arastirmacilar ise yaptiklari ¢alismalarinda, su kalitesindeki degisimin baliklarda
strese sebep olarak, stresin ilk belirtisi olan kortizol, stres olusumu ile salgilanmaya baslar
ve stresle beraber artan kortizol hormonu, hiicrelerde metabolik aktiviteler tlizerinde etkili
olmaya bagladig1 zaman ise enerji gereksinimini de artmakta ve olumsuz sonuglari ortaya
¢ikdigimi bildirmislerdir (Arslan ve ark., 2015; Tort ve ark., 2004; Boretto ve ark., 2006).

Yapilan ulusal ¢alismalarda ag kafeslerde ve beton havuzlarda tiretim yapilmasinin
balik yetistiriciligindeki etkilerine bakildiginda; Sahin tarafindan yapilan ¢aligmada; su
tirtinleri yetistiriciliginde tiretim metodu ve kullanilan yem kaynagina bagli olarak kirlilik,
hastalik, yabanci tiirlerin girisi ve biyolojik ¢esitlilik ac¢isindan ekosistem iizerinde farkli
diizeylerde etkiler meydana gelerek su iiriinleri yetistiriciligi ile ilgili her faaliyetin, dogal
ortamdaki suyun kimyasal o6zellikleri, popiilasyonin yapisi, genetik cesitlilik ve lireme
Ozellikleri iizerinde potansiyel bir etkisinin oldugu, su {riinleri yetistiriciliginde su ve
toprak gibi dogal kaynaklarin yani sira zenginlestirme ve yem gibi girdilerin de degisen
diizeylerde kullanilmas1 ve baliklar tarafindan tiiketilmeyen su ylizeyine sagilan pelet
seklindeki suni yemin biiyiik bir kisminin dipte birikerek bentik organizmalarin besin
kaynagini olusturmas1 veya mikroorganizmalar tarafindan ayristirllmasi, asir1 besleme,
bentik canli yapisini degistirirek ve besin kirliligi olarak adlandirilabilecek otrofikasyona
yol actifindan, yemin mikrobiyal ayrigsmasinin bir sonucu olarak da sudaki oksijenin
tiikkenmesinin hareketsiz organizmalarin 6liimiine ve hareketli organizmalarin ¢evreden gog
etmesine neden oldugunu, yetistirilen tilirlerin metabolik atiklarinin, tiiketilmeyen yemlerin
ayrismasiyla olusan besinlerle birleserek alg iiremesi icin ideal bir ortam olusturdugunu
bildirmistir (Sahin, 2003). Celikkale, iilkemiz yetistiricilik sistemlerinde genel olarak beton
havuzlarin tercih edildigini, beton havuzlarda dezenfeksiyon, bakim ve yemleme
kontrollerinin daha iyi ve kolay oldugunu bildirmistir (Celikkale, 1988).

Calismamizi yaptigimiz Tunceli ili sucul ekosistemleri bir¢cok canli tiiriiniin habitat
alan1 olmasi nedeniyle 6nemlidir. Ovacik, Cemisgezek ve Mazgirt ilgelerinde su iirlinleri
yetistiricilik tesislerinden beton havuz metodu ile yetistiricilik faaliyeti yapilmakta olan
tesisler kaynak suyunu Ovacik ilgesinde Munzur Nehri’nden, Cemisgezek ilgesinde Tagar
Cayr’ndan ve Mazgirt ilgesinde Peri Cayi’ndan almaktadir. Beton havuzlarin su c¢ikis
noktalarindan atiklar bu ilgelerde aritma tesisi bulunmadigindan alicit olduklar1 kaynak
akarsulara desarj edilmektedir. Ag kafes metodu ile yetistiricilik faaliyeti yapilan Pertek,
Cemisgezek ve Mazgirt ilgelerinde baraj golleri su kaynagi olarak kullanilmaktadir. Ag
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kafeslerde ve beton havuzlarda iiretim yapilmasimin balik yetistiriciligindeki etkilerine
bakildiginda ise; Tunceli ili Ovacik, Cemisgezek, Mazgirt ve Pertek ilgelerinde Gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan tesislerden aldigimiz balik ve su 6rneklerinin yaptigimiz
mikrobiyolojik ve molekiiler analizleri sonucunda karaciger, bagirsak, bobrek ve dalakda
A. hydrophila, A. sobria, A. media, A. salmonicida ve A.veroni tiirleri tespit edildi.
Aeromonas tiirleri en c¢ok ag kafeslerde Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
tesislerden almman Orneklerde tespit edildi. Yapilan literatiir taramasi sonucunda
arastirmacilarin yaptiklar1 ¢aligmalar, ¢alismamiz sonucunda elde ettigimiz verilerle
uyumluluk gostermektedir. Ag kafeslerde Gokkusagi alabaligr yetistiriciligi yapilan tesisler
baraj golleri lizerinde, beton havuzlarda yetistiricilik yapilan tesisler ise akarsular {izerinde
kuruludur. Beton havuzlarda; Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan tesislerin havuz
temizligine yeteri kadar 6nem vermemelerinin balik metabolizmasi sonucu suya atilan
atiklarin, yem ve antibiyotik gibi girdilerin suda yogunlagsmasi ve yetersiz hijyen
kosullarinda suyun gerekli klor islemlerine tabi tutulmamas: gibi nedenlerle baliklarda
gelisebilecek hastalik etkeni bakterilerin fazlaca bulunmasi, gelisebilecek antibiyotik
direncinden kaynakli hastalik etkenlerinin tedaviyle etkisinin az olabilecegi, ag kafeslerde;
Gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan tesislerin kullandiklari suyun durgun olmasimnin,
sudaki besin elementlerinin bakteriyolojik komdiiniteler {izerinde bakteriyel etkenleri
arttiric1 etkisi ve alict su ortaminin bazi fiziksel ve kimyasal su kalite parametrelerini
bozma olasiligr ile ilcelerde atik tesisi bulunmadigi igin tesislerde kullanilan sulara
kanalizasyon atiklarmin karigmis olmasinin baliklarda ve sularda bakteriyel etkenleri
arttirdigin1  diislindiirmektedir. Tunceli ilinde hem ag kafes hem de beton havuzlarda
yapilan {iretim metodlariyla yetistirilen Gokkusagi alabaliklarinda bakteriyel etkenleri

azaltmak i¢in su kaynaklarinin kirliliginin 6niine gecilmesi gerektigi disiiniilmektedir.

3.2.3. MALDI-TOF MS yontemiyle tammmlanan bakterilerin aylara gore

dagihimlar

Numune alinan aylara gére Gokkusagi alabaliginda Aeromonas tiirlerinin tespit
edildigi ulusal ve uluslararasi1 ¢alismalara bakildiginda; Austin ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan caligmada Aeromonas tiirii bakterilerin her mevsimde sularda yasadiginm
bildirmislerdir (Austin ve ark., 1989). Boynukara ve arkadaslar1 Van Golii’nde yasayan tek

balik tiiri olan Chalcaburnus tarichii’lerin (Inci kefali) bagirsaklarinda hareketli
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Aeromonas tiirlerinin varligmin ve sikligini mevsimsel olarak arastirarak, Ocak ayinda
piyasadan satin aldiklar1 50 adet baligin bagirsak igeriginden 6 adet (% 3) hareketli
Aeromonas tiirii izole ettiklerini, izole edilen suslarin 1’inin (% 16,6) A. hydrophila,
2’sinin (% 33,3) A. caviae, 3’liniin (% 50) A. sobria oldugunu, Haziran ayinda piyasadan
satin aldiklar1 50 adet baligin bagirsak igeriginden ise 40 adet (% 80) hareketli Aeromonas
spp. izole ettiklerini, izole edilen 40 susun 14’iiniin (% 35) A. hydrophila, 16’s1 (% 40) A.
caviae, 10’unun ise (% 25) A. sobria olarak tespit ettiklerini rapor etmislerdir (Boynukara
ve ark., 1998). Calismamizda ise Tunceli ilinde yetistiriciligi yapilan Gokkusagi alabaligi
bagirsak, bobrek, karaciger ve dalak dokusundan alinan doku o6rneklerinde Aeromonas
tirlerinin varlig arastirilarak sikliginin mevsimsel olarak dagiliminda en fazla pozitif olgu
Mayis ayinda su sicakligmin arttigi aylarda tespit edildi. Calismamizda elde ettigimiz
bulgularin analizinde sicaklifin Aeromonas tiirlerinin varhigini etkiledigi sonucu diger

arastirmacilarin yapmis olduklari ¢alisma sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

3.2.4. Su orneklerinin incelenmesi sonucu MALDI-TOF MS yontemiyle

tammmlanan bakterilerin dagihimlar:

Gokkusagr alabaligi yetistiriciligi yapilan tesislerin kullandiklar1 sulardan alinan
orneklerin mikrobiyolojik ve molekiiler analizlerinin yapildigir uluslararasi caligmalara
bakildiginda; Paniagua ve arkadaslarmin Ispanya’nin farkli bolgelerinden topladiklari tortu
ve su Orneklerini inceledikleri ¢alismalarinda 97 hareketli Aeromonas tiirii izole ettiklerini,
ve bu tiirlerin % 76,2’sinin A. hydrophila, % 12,3 iiniin A caviae ve % 11,3’linilin A. sobria
tiiri oldugunu rapor etmislerdir (Paniagua ve ark., 1990). Rosa ve ark. tarafindan yapilan
bir baska calismada ise Ispanya’nm kuzey ve giiney bolgelerinde yer alan 10 farkl
istasyondan aldiklar1 su 6rneklerinde A.caviae (% 55), A. hydrophila (% 34) ve A. sobria
(% 6) tanmimladiklarin1 bildirmislerdir (Rosa ve ark., 1991). Esteve ve arkadaslar1 yayin
baliklarin yetistiriciliginin yapildig1r bir tesiste yetistirme suyu ve baliklardan aldiklar
orneklerin incelenmesi sonucunda 9 adet A. hydrophila, 8 adet A. sobria ve 1 adet A.
caviae tespit ettiklerini bildirmislerdir (Esteve ve ark., 1991). Lam ve arkadaslar1 yaptiklar
bir calismada 56 yasindaki bir kadinin kalamar ve ahtapot iceren bir deniz iiriinli salatasi
tilkettikten dort glin sonra bakteriyemi ve kolanjit ile uyumlu semptomlar ile hastaneye
basvurdugu ve iki defa alinan kan kiiltiirinde Raoultella planticola bakterisi tiredigini

bildirmiglerdir (Lam ve ark., (2014). Yuk ve arkadaslari Lelliottia bakteri tiirlerinin
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genellikle toprakta ve besinlerde bulunan Gram negatif, hareketli ve ¢ubuk seklinde
oldugunu, L. nimipressuralis tiiriiniin ise ¢ogunlukla bitkilerde bulundugunu, L. amnigena
tirtiniin ise gida kontaminasyon belirteci olarak, L. nimipressuralis tiiriiniin ise insanlarin
kan dokusunda tespit ettiklerini bildirmislerdir (Yuk ve ark., 2018).

Yapilan ulusal caligmalara bakildiginda; Terzi’nin yaptigt Ankara ve ¢evresinde
bulunan 3 alabalik ¢iftliginden temin ettigi alabalik, yem ve su 6rneklerinin mikrobiyolojik
kalitesinin arastirilmasi amaciyla yaptig1 ¢alismasinda 84 alabalik deri 6rnegi, 21 yem ve
21 su Ornegi olmak {izere toplam 126 Ornek kullanarak E. coli gibi patojenik
mikroorganizmalar tespit ederek mikrobiyolojik olarak incelenen alabalik, yem ve sularin
hijyenik kalitelerinin diisik oldugu ve 0Ozellikle alabaliklarda bakteriyel etkenlerin
bulunmasinin halk saglig1 agisindan risk olusturabilecegi icin bu tiir isletmelerin diizenli
denetimlerinin yapilmasi gerektigini bildirmistir (Terzi, 2005). Carbas ve arkadaslarinin
Erzurum ilinde yaptiklari galismalarinda Gokkusagi alabaligi yetistiren 6 farkl isletmeden
Nisan, Mayis, Haziran aylarinda yetistiricilik suyu, yem ve balik 6rnekleri alarak toplam
aerobik mezofilik bakteri, Enterobacteriaceae, Pseudomonas, koliform grubu bakteri ve
Escherichia coli yoniinden arastirmalart sonucu havuz suyu orneklerinde E. coli tespit
ettiklerini bildirmislerdir (Carbas ve ark., 2011). Karapinar, koliform bakterilerin digki ve
lagim sularinda ¢ok fazla miktarlarda bulunmalar1 ve su i¢indeki ¢ok diisiik sayilarinin dahi
tespit edilebilmeleri bakimindan suyun fekal kontaminasyonunu gosteren en duyarlt
indikatorler oldugunu bildirmistir (Karapinar, 1990).

Calismamizda ise; Gokkusagr alabaligy yetistiriciligi yapilan tesislerden alinan su
orneklerinin mikrobiyojik ve molekiiler analizleri sonucunda; ¢alisilan 64 6rnekten Ovacik
ilgesindeki bir tesisten alinan su Orneginde Escherichia coli 2 adet (% 50), Lelliottia
amnigena 1 adet (% 25), Raoultella planticola 1 adet (% 25) tespit edildi. Yapilan literatiir
taramas1 sonuglarina bakildiginda calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler diger
arastirmacilarin yaptiklari ¢alisma sonuglariyla paralellik géstermektedir. Ovacik ilgesinde
beton havuz metodu ile yetistiricilik yapilan tesiste tespit edilen E. coli bakterisinin sularda
varligi, suyun hayvan veya insan digkisi ile kontamine oldugunu gostermektedir. Yiizlerce
farkl: tiirii bulunan E. coli bakterilerinin bir kismi insanlar i¢in zararsizken, bir kismi da
¢ocuklarda, yaslilarda ve bagisiklik sistemi zayif kisilerde oliimciil hastaliklara neden
olabilir. Koliform bakteriler arasinda yer alan bakteri tiirlerinden yalnizca E.coli,
sicakkanli hayvanlarin (memeliler ve kiimes hayvanlar1) bagirsak mikrobiyatasinin dogal

bir iiyesi olmasi nedeniyle bir gida veya cevresel numunede bu bakterinin varligi,
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dogrudan veya kanalizasyon vb. yoluyla digki kontaminasyonunu nedeniyle bulunabilir.
Ovacik ilgesinde Munzur nehrinin dogdugu Munzur Gdozeleri bolgesine yakin mesafede
konumlanan tesis kaynak suyu olarak Munzur suyunu kullanmakta ve kullanilan su yine
Munzur Nehri’ne desarj edilmektedir. Tesisin bulundugu bélge iizerinde akarsu boyunca
yerlesim yerleri bulunmakta ve bu yerlerde hayvancilik faaliyetleride stirdiiriilmektedir.
llgede kanalizasyon atiklari kdylerde foseptik cukurlarda biriktirilmekte ancak zaman
zaman biriken atiklarin bertaraf siirecinin ihlal edildigi ve bazi yerlerde ise dogrudan
Munzur Nehri’ne akitildigir goriilmektedir. Bu durum, tesise gelen suyun kanalizasyon
atiklariyla kontamine oldugunu agik¢a gostermektedir. Munzur Nehri Munzur Vadisi Milli
Parki’nin temel kaynak degerlerinden olup; bir¢ok canli tiiriiniin habitat alanidir. Munzur
Vadisi Milli Parki dogal cevresi yaban hayvanlari icin elverigli bir ortam sunarken bu
canlilar igme suyu olarak Munzur Nehri’nide kullanmaktadir. Munzur Nehri’nde ayrica
dogal olarak yetisen birgcok balik tiiriide bulunmaktadir. Tesiste kullanilan suyun aritma
islemi yapilmadan dogrudan Munzur Nehri’ne desarj edilmesi sonucu Munzur Vadisi
yaban hayvanlar1 ve sucul ekosistem 6zelliklerine etki ederek biyolojik ¢esitliligi olumsuz

etkileyecegi kanaatine varilmustir.

3.25. MALDI-TOF MS yontemiyle tamimlanan bakterilerin molekiiler

analizleri

Aeromonas cinsine ait bakteri tlirlerinin identifikasyon yontemlerine bakildiginda
yapilan uluslararas1 ¢alismalarda; Laupland ve arkadaslari, bakteriyel infeksiyonlarin
teshisinde, bakterinin cins ve tiir diizeyinde tanimlanabilmesi i¢in klasik mikrobiyolojik
tan1 yontemleri ile 16S rDNA dizi analizine dayanan molekiiler yontemlerin altin standart
olarak kabul edilip ve Onemini korumakta oldugunu bildirmislerdir (Laupland ve
Valiquette, 2013). Elbehiry ve arkadaslari gelencksel yontemlerle Aeromonas’larin
identifikasyonunun zahmetli, baz: tiirlerin fenotipik olarak ¢ok benzer olmasi, zaman kaybi
ve sonuglardaki degiskenlikler gibi nedenlerden dolayr problemli oldugunu,
Aeromonas’larin ayrimi igin, geleneksel yontemlerdeki yetersizliklerden dolayi, birgok
avantaji bulunan MALDI-TOF MS ve 16S rRNA dizi analizi gibi ¢esitli molekiiler
yontemler gelistirildigini bildirilmislerdir (Janda ve Abbott, 2007). Guo ve arkadaslari
yaptig1 bir calismada MALDI-TOF MS’in Aeromonas cinsi iginde A. hydrophila ve A.

caviae tiirleri arasinda ayrim yapamadigini ve belirsiz tiir tanimlama sonuglar iirettigini,
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cihazin veritabanlarinda yapilan giincellemelerin tiirle ilgili sorunu ¢dzebilecegini
bildirmiglerdir. Bu sorunun, suslarin A.hydrophila/caviae olarak tanimlanmasiyla gegici
olarak ¢o6ziildiigiinii kesin tanimlamanin normalde klinik yonetimi etkilemediginden,
¢Ozlimiin rutin uygulamada tatmin edici oldugunu bildirmislerdir (Guo ve ark., 2014).
Justesen ve arkadaglari anaerop bakterilerin MALDI TOF ile tiir saptanmasi {izerine
yaptiklar1 ¢alismalarinda dogru tiir saptama oraninn % 67,2 oldugunu tespit ettiklerini
bildirmiglerdir (Justesen ve ark., 2011). Veen ve arkadaslar1 ise mikrobiyoloji
laboratuvarinda yaptiklar1 ¢aligmalarinda hem bakterilerin hem de mayalarin tiirlerini
MALDI-TOF yontemi kullanarak % 92 dogru saptama orani ile klasik biyokimyasal
testlerin dogru saptama oranin ise % 83 olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir (Veen ve
ark., 2010).

Aeromonas cinsine ait bakteri tiirlerinin tanimlanmasina yonelik dizi analizi
yontemlerine bakildiginda; son yillarda gelistirilen gyrB ve rpoD gibi korunmus gen
bolgelerinin kullanildigi standardizasyonu daha yiiksek c¢alismalarin 16S rRNA PZR
analizlerinin kullanimini sinirlandirdigr goriilmektedir (Alperi ve ark., 2008; Saavedra ve
ark., 2006; Martinez ve ark., 2008; Martinez ve ark., 2009; Duman, 2017; Yi ve ark.,
2013). Yaptiklar1 bir ¢alismada Yanez ve arkadaslari DNA girazin B-alt birimini
kodlayan bir gen olan gyrB dizisini kullanarak Aeromonas cinsinin bilinen tiim tiirlerinin
filogenetik iligkilerini arastirarak gyrB'nin niikleotit sekanslari, 16S rDNA degisken
bolgelerinin analizi ile karakterize edilen bazi yeni izolatlar dahil olmak {izere
Aeromonas'in 53 susundan belirleyerek ¢ikan sonuglarin Aeromonadaceae familyasinin
Plesiomonas shigelloides ve diger enterik bakterilerden farkli olarak taninmasini
destekledigini, bu filogenetik belirtecin, bugiine kadar agiklanan tiim Aeromonas tiirlerinin
taksonomik organizasyonuyla tutarli tiir gruplarini ortaya cikardigmni, ozellikle gyrB
sonuglarinin 16S rDNA analizi ile tutarli oldugu; tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in daha
yiiksek bir kapasite gosterdigi, mevcut analizin, farkli DNA-DNA hibridizasyon setleri
arasinda bildirilen tutarsizliklar1 aydinlatmak i¢in faydali oldugunu, tiir ici diizeyde
bulunan dizi ¢esitliligi nedeniyle gyrB tiirlerin ve suslarin es zamanli tanimlanmasi i¢in
yararlt bir hedef olarak Onerdiklerini, yaptiklar1 ¢aligmanin sonuglarinda, gyrB geninin
Aeromonas cinsinin filogenetik c¢alismalar1 i¢in miikemmel bir molekiiler kronometre
oldugunu bildirmislerdir (Yanez ve ark., 2003). Shin ve arkadaslarinin yaptiklari1 bir bagka
calismada ise Aeromonas' tiir diizeyinde tanimlamaya yonelik farkli yontemlerin

dogrulugunu ve uygulanabilirligini karsilastirmak icin 1996 ile 2012 yillar1 arasinda
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Kore'de bir {iniversite hastanesindeki hastalardan elde edilen 65 Aeromonas izolatini analiz
ettikleri caligmada geleneksel biyokimyasal yontem, MALDI-TOF MS, 16S rRNA dizilimi
ve temizlik¢i gen dizilimi (gyrB, rpoB) karsilastirilmis ve sonu¢ olarak  geleneksel
biyokimyasal yontem ve 16S rRNA dizilimi, Aeromonas' cins diizeyinde ¢ok dogru bir
sekilde tanimlarken ancak tiir diizeyinde tanimlamanin tatmin edici bulunmadigi, MALDI-
TOF MS sisteminin, tiir diizeyinde 60 (% 92,3) izolat ve cins diizeyinde ek olarak dort
izolat1 (% 6,2) dogru tanimladigi, genel olarak, filogenetik analiz ile temizlik¢i gen
siralamasinin, Aeromonas' tiir diizeyinde tanimlamada en dogru yontem oldugu test edilen
65 izolattan 35 A. hydrophila izolati, 23 A. caviae izolati, 6 A. veronii izolatt ve 1 A.
aquariorum tiir diizeyinde tanimlandigini tespit etmislerdir (Shin ve ark., 2015). Mursalim
ve arkadaslari tarafindan Aeromonas spp.’nin dagilimmi ve c¢esitliligini antimikrobiyal
duyarliliklarin1 belirlemek i¢in yaptiklar calismada Tayland'daki 13 ciftlikten hastalikl
tatli su baliklarindan elde edilen Aeromonas tiiriine ait toplam 86 izolatin biyokimyasal
ozelliklerini, MALDI-TOF MS, PZR deneyleri ve gyrB gen dizisi analizi kullanilarak
tanimlamig ve MALDI-TOF MS sonucunun, cins diizeyinde tanimlamada % 100 (86
izolat) ve tiir diizeyinde tanimlamada % 88,4 (76 izolat) dogruluk gdsterdigini tespit
ettiklerini bildirmislerdir (Mursalim ve ark., 2022).

Ulkemizde yapilan ¢alismalara bakildiginda, Aeromonas cinsine ait tiirler, akuatik
ortamda bulunmakta, tath su ve deniz baliklarinda hastalik olusturmakta ve insanlarda
septisemi, gastroenteritis, yara enfeksiyonu, aspirasyon pndmonisine ve gida zehirlemesine
neden oldugu bildirilmistir (Duman, 2017; Ghenghesh ve ark., 2005). Saglam ve
arkadaslar1 tarafindan Erzurum ve ¢evresindeki 20 ayr1 alabalik yetistiriciligi yapilan
isletmeden yeni 6lmiis veya hastalik belirtisi gosteren toplam 380 adet balik 6rneginin
mikrobiyolojik incelemelerinin yapildigi bir arastirmada, isletmelerin 7 (% 35)sinde
Aeromonas hydrophila ve 3 (% 15)'iinde Yersinia ruckeri izole ve identifiye ettiklerini
bildirmislerdir (Saglam ve ark., 2006). Calismamiz sonucunda elde edilen veriler diger
arastirmacilarin MALDI-TOF MS yonteminin tiir diizeyinde bazen ayrim yapamadig: ile
ilgili bildirdikleri calismalarla paralellik gostermektedir.

Yapilan degerlendirme sonucunda, MALDI TOF-MS analizi sonucunda dogruluk
deger oranlar1 % 89,7 ile % 99,9 arasinda olan 130 izolatin tiir tespitinin dogru sonug
verdigi kabul edilerek; dogruluk deger oranlart % 51,0 ile % 99,9 arasinda ¢ikan
A.hydophila/A.punctata (caviae) olarak 11 siipheli izolat tespit edildi. 11 siipheli izolatin
16S rDNA gen dizi analizi yapilarak, sekansi yapilan 11 silipheli izolata ait niikleotid
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dizilerinin Aeromonas hydrophila susuna ait oldugu tespit edildi. Tekrar 16S rDNA gen
dizi analizi yapilan 11 siipheli izolatin tiir tespitinin teyidi i¢in gyrB dizi analizi yapilarak
11 stipheli izolatin Aeromonas hydrophila susuna ait oldugu ve iki sekanslama yonteminde
sonuglarin  birbiriyle uyumlu oldugu goriildii. Molekiiler analizler sonucunda
Aeromonas tiiriine ait toplam 141 izolat MALDI-TOF MS, 16S rDNA ve gyrB gen dizisi
analizi kullanilarak tanimlanmis ve MALDI-TOF MS sonucunun, cins diizeyinde
tanimlamada % 100 (141 izolat) ve tir diizeyinde tamimlamada % 92,2 (130 izolat)
dogruluk gosterdigi, gyrB sonuglarmin 16S rDNA analizi ile tutarli oldugu
goriildii.Ozellikle gyrB sonuglarinin 16S rDNA analizi ile tutarli oldugu; tiirler arasinda
ayrim yapmak i¢in daha yiiksek bir kapasite gosterdigi, mevcut analizin, farkli DNA-DNA
hibridizasyon setleri arasinda bildirilen tutarsizliklar1 aydinlatmak icin faydali oldugunu,
tiir ici diizeyde bulunan dizi ¢esitliligi nedeniyle gyrB tiirlerin ve suslarin es zamanli
tanimlanmasi i¢in yararli bir hedef oldugu, gyrB geninin Aeromonas cinsinin filogenetik
caligmalar1 icin mikemmel bir molekiiler kronometre oldugu, calismamizda gyrB
sonuclarinin 16S rDNA analizi ile tutarli olmasi ve gyrB gen dizi analizinin tiirler arasinda
ayrim yapmak i¢in daha yliksek bir kapasite gdstermesi nedeniyle gyrB geninin molekiiler
yontem olarak Aeromonas cinsinin filogenetik ¢alismalarinda kullanilmasini 6nermekteyiz.

Yapilan literatiir taramasinda; tlilkemizde simdiye kadar Gokkusagi alabaliklarinda
Aeromonas cinsi bakteri tiirlerine yonelik ¢ok sayida calisma yapilmasina ragmen
Aeromonas’lar ile ilgili yapilan caligmalarin biiylik bir kisminin, hastaliga neden olan
etkenin izolasyonu ve konvansiyonel yontemler, PZR, 16S rRNA/DNA ve gyrB dizi
analizi ile etkenin identifikasyonuna yonelik olmustur. Tirkiye’de Gokkusagi
alabaliklarinda Aeromonas cinsi bakteri tiirlerinin varliginin ve yayilimimin belirlenmesi
amaciyla MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmasi ve yoOntemin tiir diizeyinde
tanimlamada ayrim yapamadigi noktada 16S rDNA ve gyrB gen dizi analizleri ilk kez bu
calismada yapilmustir.
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4. SONUC ve ONERILER

Aeromonas tiirleri akuatik ¢evrede, Ozellikle baliklarin normal mikrobiyal
florasinda yaygin olarak bulunduklari gibi, insanlar i¢in de infeksiyon kaynagidirlar.
Ulkemizde simdiye kadar baliklarda Aeromonas’larla ile ilgili yapilan ¢aligmalarmn biiyiik
bir kismi, hastaliga neden olan etkenin izolasyonu ve konvansiyonel yontemler, PZR, 16S
rRNA ve gyrB dizi analizi ile etkenin identifikasyonuna yonelik olmustur.

Tunceli ilinde 27 adet su friinleri yetistiriciligi isletmesi bulunmakta ve bu
isletmelerin 20’si ag kafeslerde, 7°si beton havuzlarda alabalik yetistiriciligi yapilmaktadir.
Baliklarda onemli ekonomik kayiplara ve insanlarda ciddi hastaliklara neden olan
Aeromonas tiirlerinin identifiye edildigi ¢alismamiz {iiretim yapilan 16 tesisten alinan
Gokkusagi alabaligi 6rneklerinin organlarinin molekiiler analizleri sonucu; Tunceli ilindeki
Gokkusagi alabaligr isletmelerinde bakteriyel etkenlerin tiikketime sunulan baliklarin saglik
risklerine yol acabilecegini gostermektedir.

Calismamiz sonucunda; MALDI-TOF MS sonucunun, Aeromonas tiirlerini cins
diizeyinde tanimlamada % 100 (141 izolat) ve tiir diizeyinde tanimlamada % 92,2 (130
izolat) dogruluk gostermesi, hizli sonu¢ vermesi nedeniyle molekiiler analizlerde
kullanilmasi tavsiye edilmekte, gyrB sonuglarinin 16S rDNA analizi ile tutarli olmasi ve
gyrB gen dizi analizinin tiirler arasinda ayrim yapmak i¢in daha yiiksek bir kapasite
gostermesi  nedeniyle gyrB geninin molekiler yontem olarak Aeromonas cinsinin
filogenetik ¢alismalarinda kullanilmasini 6nermekteyiz.

Ovacik, Mazgirt, Cemisgezek ve Pertek ilcelerinde ki isletmelere;

v Ozellikle Mazgirt ilgesindeki tesislerden alinan baliklarda yiiksek sayida bakteri
bulunmasinin baliklarda olumsuz stres kosullarinda hastalik gelisebilecegini
gostermektedir.

v Baraj ve HES’in etkisi sonucu suyun sediment ve akis 6zelliklerinde degisimlerle

PR

havzanin ekolojik ve hidrolojik 6zelliklerinin degistigi,

v Tesisteki havuzlarda kullanilan su parametlerinin yetistiricilik igin elverisli
olmadigi,
v Tesise ¢cok yakin mesafede bulunan dogal kaplicanin atik sularinin tesiste kullanilan

suyun sicakligina etki ederek 45 °C sicakliga kadar iireyebilen Aeromonas tiirlerinin

yaygiliginin suyun kalitesi ve sicakligryla ilgili olabilecegi,
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4 Bakteriyel etkenlerin su ve karasal ekosisteme ve insanlara yayilmasinin 6nlenmesi
icin baliklarin tiiketime sunuluncaya kadar tiim asamalarinda hijyen kurallarina uyulmasi,
v Gida giivenligi uygulamalarina riayet edilmesi ve resmi otoriteler tarafindan rutin
olarak kontrollerin yaptirilmasi,
4 Isletmelerde biyolojik giivenlik sistemlerinin kurulmas: ve belirli araliklarda
kontrol edilmesi,
v flgelerde atik su aritma tesisleri bulunmadigindan su kaynaklarinm kirliliginin
Oniline gegilmesi i¢in yetkili idarelerce atik su aritma tesislerinin yapilmasi i¢in talep
olusturulmasi gerektigi dnerilmektedir.

Tiiketicilere;
4 Aeromonas tiirlerinin ¢ogu psikrotrofik 6zellikte olmasi nedeniyle buzdolabi
muhafaza kosullarinda da iireyebilmektedirler. Bu nedenle kontamine gidalarin yalnizca
buzdolabi sicakliginda muhafaza edilmesi bu bakterilerden kaynaklanabilecek
infeksiyonlarin dnlenmesinde yeterli kontrolii saglayamamaktadir. Bundan dolay1 iiriinlerin
tilketiminde dikkatli davranilmali ve kisa siirede tiiketilmesi saglanmali,
v Tunceli ilindeki Gokkusagi alabaliklarinda bakteriyel etkenlerin tespiti tiiketime
sunulan baliklarin saglik risklerine yol acabilecegini gostermektedir. Bu nedenle
tilketicilerin baligin i¢ kisminin 1y1 pismesine 6zen gostermeleri dnerilmektedir.

Gida Miihendislerine;
v Bakteriyel etkenlerin tespit edildigi Tunceli ilinde ve ilgelerinde gida olarak
tiketime  sunulan  Gokkusagi  alabaliinda  mikrobolojik  kriterlerin  yani,
mikroorganizmalarin bulunup bulunmadiginin, sayisinin veya bunlarin toksinlerinin
ve metabolitlerinin miktarmin kiitle, hacim, alan, parti veya birim bagma belirlenerek
tilkemizde Tiirk Gida Kodeksi Mikrobiyolojik Kriterler Yonetmeligi ve diger kanuni
diizenlemelerle belirlenmis talimatlara goére numunelerin alinmasi, analizin yapilmas1 ve
diizeltici faaliyetlerin yerine getirilmesi ile sonucuna gére uygun veya kabul edilebilir gida
olup olmadiginin arastirilmasi gerektigi onerilmektedir.

Su iiriinleri Miihendislerine ise;
v Sucul {iirtinlerin yetistiriciliginin Tunceli ilinde yayginlagsmasi ekonomik nedenlerle
tesvik edilmis olsa da ekosisteme olumsuz etkisi ve biyolojik ¢esitlilik kayb1 konularinda
endise yaratarak, su iirlinleri yetistiriciliginin gelisiminin gézden gecirilmesi gerektigi, su
tirtinleri yetistiriciligi ile ilgili faaliyetlerin ekonomik oldugu kadar c¢evre dostu olmasi

gerektigi, cevresel dengenin korunmasi igin tiretim sekli ve seviyesi ile su iirlinleri ve ¢evre
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etkilesimi konusunda daha fazla aragtirmaya ihtiya¢ oldugu,

4 Tunceli ilinde su iriinleri yetistiriciliginde siirdiiriilebilir biiylime bazi zorunlu
Onlemlerle saglanabilir. Atiklarin olusturacagi organik yiikiin olumsuz etkisini en aza
indirmek i¢in ¢evrenin tagima kapasitesi dikkate alinmali, ekonomik degeri yiiksek sucul
tiirlerin yetistirilmesinde kirliligi kontrol altina alan sistemlerin tercih edilmesi,

4 Tesislerin bulunduklart havzalarin ekolojik 6zelliklerine olumsuz etkileri nedeniyle
yetistiricilik tesislerinde kullanilan su ve yem girdilerinin yetistiricilikteki etkilerinin
degerlendirilmesi,

v Yavru baliklarin tesislere naklinde tasiyabilecekleri bakteriyel etkenlerin
yetistiricilikte olumsuz etki yaratmamalar1 i¢in tesise getirilirken alindiklari tesislerin
denetim sonuglarinin titizlikle incelenerek kabullerinin saglanmasi,

v Stres, baliklarin bagisiklik sistemini etkileyen ve hastaliklara karsi direncini azaltan
en onemli faktér oldugu icin kiiltlirel ortamda stres yaratan faaliyetlere izin verilmemeli,
bulagmay1 dnlemek i¢in Oncelikle koruyucu dnlemler alinmasi,

4 Tagar Cayr ve Peri Cay1 lizerine kurulu tesislerin kullandiklar1 sularin analiz
edilmesi ve tesislerde hijyen kurallarina uyumun denetlenmesi,

4 Keban Baraj GoOli ve Uzungayrr Baraj Goli'niin  kirlilik  yoniinden
degerlendirilmesi ve biyolojik ve hayvansal atiklarin bu sulara karigmasiin engellenmesi
i¢in tedbirler alinmasi 6nerilmektedir.

v Munzur Vadisi Milli Parki’nin; Munzur Nehri ve Munzur Vadisi’nin Avrupa’nin
Yaban Hayati ve Yasama Ortamlarint Koruma Sozlesmesi kapsaminda koruma altinda
bulunan ¢ok sayida fauna ve flora tiirlerinin habitati olmasi nedeniyle bu tiirlerin
popiilasyonlarin1 olumsuz etkileyecek etkilerin oncel olarak tesislerin atiklarinin dogrudan
Munzur Nehri’ne desarj edilmesinin engellenmesi igin atik yonetimi ulusal mevzuatina
uygun olarak atiklarin bertaraf edilmesi islemlerinin ivedi olarak atik su aritma tesisinin
ilgede kurularak yapilmast,

v Ortaya cikabilecek cevresel kaygilart ortadan kaldirmak icin ise Ovacik ilgesinde
ozellikle yetistiricilik yapan tesislerin kurulduklari yerlerin yetistiricilik i¢in uygunlugunun

tekrar degerlendirilerek verilen tesis izinlerinin revize edilmesi gerektigi onerilmektedir.
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