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Yazarlik Beyanm
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e Daha 6nce bu tezin herhangi bir kism1 bagka bir derece veya yeterlik almak
lizere bu iiniversiteye veya baska bir kuruma sunulduysa bu a¢ik bigimde ifade

edilmistir.

e Baskalarmin yayimlanmis c¢alismalarina basvurdugum durumlarda bu

caligmalara agik bigimde atifta bulundum.

e Bagkalarmin caligmalarindan alintiladigimda kayna@i her zaman belirttim.

Tezin bu alintilar disinda kalan kismi tiimiiyle benim kendi ¢alismamdir.
e Kayda deger yardim aldigim biitlin kaynaklara tesekkiir ettim.

e Tezde baskalariyla birlikte gerceklestirilen ¢aligmalar varsa onlarin katkisini

ve kendi yaptiklarimi tam olarak agikladim.
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Lam Agliitinasyon Metodu ile Bakteriyel Balik

Hastaliklarinin Teghisi

Oz

Yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinde Gram-negatif ve Gram pozitif bakteriler farkli
cografi bolgelerde hastalik etkeni patojen olarak tespit edilmistir. Balik ¢iftliklerinde
olusan hastaliklar ytiksek tiretim, iklim degisiklikleri, ¢iftlikler aras1 gerceklesen balik
ve yumurta transferleri gibi faktorlerin etkisiyle ortaya cikarak ciddi ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Balik patojenlerinin hizli teshis edilmesi ile hastaliklarin
tedavi edilerek baliklarin sagligina kavusturulmasi en 6nemli unsurlardan biridir. Bu
nedenle patojenlerin hizli identifikasyonunun yapilabildigi serolojik yontemlere olan
ihtiyac artmistir. Poliklonal antikorlar tek bir antijen {lizerinde birden fazla epitopu
tantyabilmelerinden =~ dolayr  bakteriyel = balikk  hastaliklarinin  serolojik
identifikasyonunda siklikla tercih edilmektedir. Bu ¢alismada antiserum elde etmek
icin uygulanan immunizasyonda Lactococcus garvieae, Vibrio anguillarum, Yersinia
ruckeri’nin referans suslarindan antijenler hazirlanmistir. Yeni Zelanda tavsanlarina
antijenler ardisik dozlarda verilerek gergeklestirilmistir ve tavsanin kulak veninden
kan almarak antiserumlar ayri ayr1 toparlanmistir. Bakteriyel patojenler Izmir Katip
Celebi Universitesi Balik Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji Laboratuvari’ndan lam
agliitinasyon metodunda kullanilmak {izere temin edilmistir. Gliney Ege Bolgesi’nde
2014-2021 yillar1 arasinda gokkusagi alabaligindan elde edilmis olan Y. ruckeri, V.
anguillarum, L. garvieae ve referans (ATCC 43305, ATCC 29473, ATCC 49156)
suslar dahil olmak {izere toplam 42 sus ile ¢aligma yapilmistir. Sonug olarak; calisilan
V. anguillarum suslarinin 6nemli bir kisminin (%86) serotip O1 olarak belirlenmis ve
Y. ruckeri suslar1 i¢in baskin serotipin (%84) serotip O1 oldugu tespit edilmistir. Lam

agliitinasyon testlerinde incelenen L. garvieae suslarinda serolojik farkliliklar



belirlenmis. Tirkiye’de gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan L. garvieae
suslarimin  Japon KG™ antiserumu ile reaksiyon vermedigi ancak Tiirkiye’de
yetistiriciligi yapilan hasta gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan L. garvieae (C3)

susundan tretilen KG™ antiserumu ile reaksiyon verdigi belirlenmistir.

Anahtar Sozciikler: Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae,

seroloji, lam agliitinasyon methodu,



Diagnosis of Bacterial Fish Diseases With Using Slide
Agglutination Method

Abstract

Gram-negative and Gram-positive bacteria have been identified as disease-causing
pathogens in different geographical regions in farmed fish species. Diseases in fish
farms cause serious economic losses due to factors such as high production, climatic
changes, fish and egg transfers between farms. Rapid diagnosis of fish pathogens and
treatment of diseases is one of the most important factors associated with fish health.
Therefore, the need for serological methods for rapid identification of pathogens has
increased. Polyclonal antibodies are frequently preferred for the serological
identification of bacterial fish diseases because they can recognize more than one
epitope on a single antigen. In this study, antigens were prepared from reference strains
of Lactococcus garvieae, Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri for the immunization
process to obtain antiserum. Antigens were gived consetutive doses to New Zealand
rabbits and antisera were collected separately by taking blood from the rabbit's ear
vein. Bacterial pathogens were obtained from Izmir Katip Celebi University Fish
Diseases and Biotechnology Laboratory to be used in the slide agglutination method.
A total of 42 strains including Y. ruckeri, V. anguillarum, L. garvieae strains obtained
from rainbow trout in the South Aegean Region between 2014-2021 and three
reference strain (ATCC 43305, ATCC 29473, ATCC 49156) were studied. As a result;
majority of V. anguillarum (86%) strains determined as serotype O1 and dominant
serotype were belong to serotype O1 (84%) for Y. ruckeri strains. Serological
differences were determined in L. garvieae strains examined in slide agglutination

tests. L. garvieae strains isolated from rainbow trout in Turkey did not react with



Japanese KG- antiserum, however strains positively reacted with KG- antiserum

produced from L. garvieae (C3) strain isolated from diseased rainbow trout in Turkey.

Keywords: Vibrio anguillarum, Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae, serology,
slide agglutination method
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BOLUM 1

Giris

Baliklarda hastaliklar patojen, konak¢i ve cevre arasindaki dengenin bozulmasi
durumunda olusmaktadir [1]. Farkli cografi bolgelerde yetistiriciligi yapilan balik
tirlerinde Gram-negatif ve Gram pozitif bakterilerin hastalik vakalarindan izole
edildigi rapor edilmistir [2, 3]. Balik hastaliklarinin ortaya ¢ikmasinda genetik
bozukluklar, fiziksel hasarlar, beslenme bozukluklari, patojenler ve kirlilik gibi
faktorler rol almaktadir. Epizootiyoloji agisindan baliklarda meydana gelen hastaliklar
dort grupta kategorize edilmektedir; balik popiilasyonlarinda vakalarin diizensiz,
tesadiifi, seyrek araliklar ile ortaya ¢ikmasina sporadik hastaliklar, belirli bir cografi
bolgede kisa siirede genis salgin olusturmasina epizootik hastaliklar, genis cografi
alanlarda biiyiik olcekli salginlara sebep olanlara panzootik hastaliklar, belirli
bolgelerde kiiciik capli, slirekli veya ara sira tekrar eden salginlara ise enzootik
hastaliklar olarak isimlendirilmektedir [4]. Aniden olusan ve yiiksek mortalite ile
seyrederek ayni hizla sona eren salginlara akut hastaliklar, 6limlerin daha seyrek
oldugu ancak daha uzun zaman zarfinda devam eden salginlara ise kronik hastaliklar
ad1 verilmektedir [5]. Enfeksiy6z bakteriyel patojenler birgok taksonomik gruptan
bildirilmis, ancak az sayida bakteriyel balik patojeni farkli cografi bolgelerde
yetistiriciligi yapilan balik tiirlerinde ciddi ekonomik kayiplar ile iliskilendirilmistir
[6]. Diinyada gokkusagi alabaligi isletmelerinde hastalik yapan 6nemli bakteriyel
patojenler Listonella anguillarum, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri,
Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnaris, Pseudomonas fluorescens ve
Flavobacterium psychrophilum olarak bildirilmistir [7]. Tirkiye’de ise gokkusagi
alabaliginda goriilen 6nemli bakteriyel balik hastaliklar1 Yersiniosis, Vibriosis,

Lactococcosis, Flavobacteriosis ve motil Aeromonas septisemi olarak rapor edilmistir

[8].



Balik hastaliklarinda, veterinerlikte ve insan saglhiginda uygulanan prosediirlerden
farkli olarak salginlar meydana geldiginde kontrol uygulamalarina baglanmadan once
patojenin en hizli sekilde tanimlanmasi amaglanmaktadir [2]. Hastalik etkeni
patojenler konaker lizerinde ilser, erozyon ve hemorajik septisemi dahil birgok klinik
belirti gostermekte, bu belirtilerin bazilar1 hastaliklarin  karakteristik bulgusu
olabilmektedir [1, 2]. Balik hastaliklarinda patojenlerin teshisi konak¢ida meydana
gelen klinik belirtilerden, otopsi bulgularindan, histopatolojik ve mikrobiyolojik
incelemelerden alinan veriler degerlendirilerek yapilabilmektedir (Sekil 1.1) [3].
Enfeksiydoz balik hastaliklarinin ~ geleneksel yontemler kullanilarak teshisi
mikroorganizmalarin saf kiiltiirlerinin elde edilmesi ile yapilmakta, ancak bakteriyel,
fungal, viral enfeksiyonlarin izolasyon ve teshisinin fazla zaman almasindan dolayi
tedavi olumsuz etkilemektedir. Bu durum serolojik ve molekiiler yontemlerin etken

patojenlerin hizli identifikasyonu i¢in kullanilmasinin 6niinii agmistir [9].

Klinik bulgularin incelenmesi

4

Kiiltdrlerin elde edilmesi Orneklerin toplanmasi Serolojik veya molekuler
teknikler ile direk teshis

ﬂ 4

Fenotipik, serolojik veya Hastaligin kontrol{i igin
molekiiler metodlar ile > uygulanabilecek
identifikasyon yontemler ile rapor etme

Sekil 1.1: Hastalik etkeninin teshisi i¢in kullanilan yontemlerin uygulanma asamalari

3]



Serolojik yontemler, Ozellikle agliitinasyon testleri bir¢ok patojenin teshisi igin
gereken siireyi giinlerden saatlere diisiirmekte ve balik hastaliklarinin hizli teshisinde
siklikla kullanilmaktadir. Lam agliitinasyon metodu ile Aeromonas salmonicida’nin
identifikasyonunun Rabb ve dig. [10] tarafindan gerceklestirilmesinden itibaren bu
yontem birgok bakteriyel balik patojeni igin uygulanmustir [11, 12]. Bununla beraber
floresan antikor testi, lam agliitinasyon testi, lateks agliitinasyon testi, Geck testi ve
ELISA’nin poliklonal antikorlar ile kullanildiginda giivenilir sonuglar verdigi

bildirilmistir [3, 13].



BOLUM 2

GENEL BILGILER

2.1 Bakteriyel Balik Hastaliklar1

2.1.1 Vibriosis

2.1.1.1  Vibrio (Listonella) anguillarum’un Tanimi ve Tarihgesi

Ilk kez 1718 yilinda yilan baliklarinda “Red-pest” olarak tanimlanan bu hastalik
Avrupa literatiiriinde rapor edilen ilk bakteriyel balik hastaligi olarak bilinmektedir.
Ancak hastaligin ilk detayli incelemesi Drouin de Bouville [14] tarafindan yapilmstir.
Red-pest hastaliginin etkeni pestis rubra anguillarum erysipelosis anguillarum olarak
da adlandirilmis ve 18-19. yiizyillarda Italya’da denizde kapali alanlarda tutulan yilan
baliklarinda ciddi kayiplara sebep olmustur. Hastalik etkeninin ilk kez tanimlanmasi
ise Canestrini tarafindan 1893 yilinda Bacterium anguillarum olarak yapilmistir [15].
Fakat etken daha sonra Bergman [16] tarafindan Isvec’te ortaya ¢ikan baska bir
salginda hasta yilan baliklarindan izole edilmis ve Vibrio anguillarum (V.
anguillarum) olarak isimlendirilmistir. ilerleyen yillarda yapilan molekiiler
caligmalarda McDonell ve Colwell [17] rRNA filogenetik incelemeler ile etkenin
Listonella cinsine dahil edilmesini Onermistir ve Listonella anguillarum (L.
anguillarum) olarak yeniden adlandirilmistir. Hastaligin “Ulcer-disease” [18], “Salt-
water furunculosis” [19], “boil-disease” [20], “Hitra-disease” [21] ve uluslararasi

kabul edilen ismi Vibriosis dahil olmak iizere bir¢ok farkli isimlendirilmesi yapilmistir

2]

V. anguillarum Tiirkiye’de ilk kez 1993 yilinda ¢ipura baliklarinda tespit edilmis [22,

23], daha sonra gokkusagi alabaligindan ise 2007 yilinda izolasyonu gergeklesmistir
[24].



2.1.1.2  Vibrio anguillarum’un Klinik ve Otopsi Bulgulari

Hastaligin balik iizerindeki klinik belirtileri (Sekil 2.1) solungag lamellerinde siskinlik,
uyusukluk, aniis etrafinda ve yiizge¢ kaidelerinde hemorajidir [25-28]. Perakut
vakalarda yavru baliklarda, istahsizlik, renkte koyulagsma ve ani Oliimler, akut
formunda ise aniis etrafinda ve ylizge¢ kaidelerinde yogun hemorajik lezyonlar,
kaslarda yer yer tlserler ve siskinlikler goriilmektedir. Kronik vakalarda ise pelvik
yiizgeg, pektoral yiizgeg, operkulum, aniis gevresinde, viicudun ventralinde ve agiz

cevresinde kizariklik seklinde yogun hemorajiler bildirilmistir [25, 28-32].

Etken ile enfekte baligin otopsi bulgularinda ise karaciger ile dalakta biiyime ve
nekroz, i¢ organlarda hemoraji ve hiperemi, kas duvarlarinda petesiyel hemoraji ve

periton boslugunda kanli eksudat birikimi bildirilmistir (Sekil 2.1) [5].

ahas

Sekil 2.1: V. anguillarum ile enfekte baligin klinik ve otopsi bulgulari; A: Viicut
tizerinde hemorajiler [33]; B: Operkulum ve yiizgeg etrafinda hemorajiler [34]; C:
Ulser [33]; D: Karacigerde petesiyal hemorajiler [35]



2.1.1.3  Vibrio anguillarum’un Izolasyonu ve Teshisi

Etkenin enfekte dokulardan, %0,5- 3,5 (w/v) NaCl ile zenginlestirilerek hazirlanan
Tyriptic Soy Agar (TSA), Brain Heart Infusion Agar (BHIA), Nutrient Agar (NA) ve
Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (TCBS) Agar’a yapilan inokulasyon sonucu 15-25°C
sicaklikta 24-48 saat inkiibe edilmesi ile izolasyonun gergeklestirilebilecegi
bildirilmistir. V. anguillarum’un selektif besiyeri olan TCBS’de sar1 renkli (sukroz
pozitif) koloniler, diger selektif olmayan besiyerlerinde ise beyaz/krem renginde

koloniler olusturdugu rapor edilmistir [36, 37].

V. anguillarum’un teshisi i¢in ilk olarak fenotipik yontemlerden, biyokimyasal
testlerden ve  spesifik  antiserumlarin  kullanildigi  serolojik  testlerden
yararlanilmaktadir. Kesin teshis icin ise molekiiler yontemlerin (16S rRNA)

kullanilmasi gerekmektedir [1, 37].

2.1.1.4 Vibrio anguillarum’un Serolojisi

Serolojik olarak farkliliklari ayirt etmek igin termostabil O antijenine
(lipopolisakkaritlere [LPS]) dayali serolojik incelemelerde Pacha ve Kiehn [38] V.
anguillarum’un ¢ serotipini Kuzeybati salmonid vibriolart (Serotip 1), Avrupa
vibriolar1 (Serotip 2) ve Pasifik ringa vibriolar1 (Serotip 3) olarak tanimlamistir. Pacha
ve Kiehn’in V. anguillarum’un farkli serotipleri lizerine yaptig1 calismadan sonra farkli
cografi bolgelerden V. anguillarum’un serolojisi ile iliskili bir¢ok bildirim yapilmistir;
1986 yilina kadar Norveg’ten ti¢ serotip [39], Amerika Birlesik Devletleri’nden iki
veya ¢ serotip [40] ve Japonya’dan 6 serotip [41] bildirilmistir. Ortak bir serotipik
tanimlama sistemi olusturmak ve uluslararasi ¢alismalarin koordinasyonunu saglamak
icin Sorensen ve Larsen [42] O antijenine dayali 1’den 10’a kadar Arap rakamlarinin
kullanildig1r “O” harfi ile gosterilen yeni bir sema olusturmus, Japonya ve Tayvan
disinda birgok iilkede bilim insanlari tarafindan kabul gérmiistiir. Ilerleyen zamanlarda
serotip O2 ile yapilan incelemeler sonucunda O antijenine dayali iki farkli serolojik
reaksiyon tespit edilmis ve serotip O2 (020, O2B) alt siniflara ayrilmistir [43].
Avrupa’da tanimlanmis [42] O1-010 kodlu suslar ile Japonya’da tiplendirilen [41, 44]
suslarin karsilagtiritlmasi Grisez ve Ollivier [45] tarafindan antijen-antikor iligkilerine
gore incelenmis, Avrupa’da tanimlanan serotip O1’in Japonya sisteminde tiplendirilen

serotip C ile, serotip O2’nin serotip A ile, serotip O3’iin ise serotip B ile ayn1 serotip
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oldugu rapor edilmistir (Tablo 2.1). Ancak Japonya’da tiplendirilen serotiplerin (D-I)
Avrupa’da tanimlanmais serotipler ile reaksiyona girmedigi tespit edilmis ve Sorensen
ve Larsen’in yapmis oldugu serotipik semaya eklenerek serotip O11-16 olarak
tanimlanmistir. VaNT1?, VaNT2?, VaNT7? kodlu suslar Danimarka’da gokkusagi
alabaligindan, VaNT5? Danimarka’da yilan baligindan, OX;°, OX3” Yunanistan’da
¢ipura baligindan OX4°, OXs°, OXs Ispanya’da levrek baligindan izole edilmis ve
daha 6nce tanimlanmis olan serotip O1-O16 suslarinin antiserumlari ile olusturduklari
antijen-antikor reaksiyonlar1 incelenmistir. Agliitinasyon testlerinde reaksiyon
vermeyen suslar VaNT4%= 018, VaNT5%= 019, VaNT7? ve OX;” =020, OXs" =021,
OX4” =017, OXs? =022, OXs> =023 olarak serotipik semaya dahil edilmistir [46].

Farkl1 cografi bolgelerde ortaya ¢ikan Vibriosis salginlarinda hasta baliklardan baskin
olarak serotip Ol ile O2’nin ve daha az oranla serotip O3’lin izole edildigi rapor
edilmistir [34]. Bu serotipler arasinda Serotip O1’in homojenik bir yapida oldugu ve
birgok balik tiirlinde hastalik olusturdugu, heterojen bir yapida olan serotip O2 ve
03’te (02a, O2b, O3A, O3B) ise O2a’nin salmonidler ve salmonid olmayan balik
tiirlerinden, O2b’nin genellikle deniz baliklarindan, O3A’nin yilan ve ayu baligindan,
O3B’nin ise genellikle gevresel kaynaklardan izole edildigi tespit edilmistir [37].
Tiirkiye’de ise su tiriinleri yetistiriciligi yapilan balik ¢iftliklerinde V. anguillarum’un
baskin serotipinin O1 oldugu bildirilmistir [24, 47-49].

Tablo 2.1: Literatiirde Serotip O1, O2 ve O3’iin farkli kodlarla yapilmis olan
tanimlamalari [45]

01 02 03
Kuzeybati
Pacha ve Kiehn [38] salmonid Avrupa vibriolari
vibriolar1
Harrel ve dig. [50] Tip 775 Tip 1669
Johnsen [39] Tip HI 10 Tip NCIMB 6
Strout ve dig. [40] 773;;%307 569 grubu
Gould ve dig. [51] Hizli-iireyen 775  Yavas-iireyen 1669
Ezura ve dig. [52] J-0-3 J-O0-1 J-0-2
Baudin Laurencin [53] VA 408
Kitao ve dig. [41] C A B
Chart ve Trust [54] I ] Il
Sorensen ve Larsen [42] o1 02 03
Goerlich [55] I I
Song ve dig. [56] T-O-1 T-O-V T-O-VI




2.1.2 Yersiniosis/ Enterik Kizilagiz Hastalig

2.1.2.1 Yersinia ruckeri’nin Tanimi ve Tarihgesi

Gram-negatif Enterobacteriaceace familyas tiyesi olan Yersinia ruckeri (Y. ruckeri),
Enterik Kizilagiz hastaliginin (ERM) etiyolojik etkenidir ve farkli cografi bolgelerde
cesitli balik tiirlerinden izole edildigi bildirilmistir [57-59]. Balik c¢iftliklerinde
yetistiriciligi yapilan salmonid tiirleri, 6zellikle gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum) ve Atlantik somonu (Salmo salar) etkene karsi duyarl tiirlerdir.

Olusan salgin hastaliklarda ciddi ekonomik kayiplar rapor edilmistir [60].

ERM, gokkusagi alabalifinda “kizilagiz” ismini aldigi agiz cevresinde olusan
hemorajiler ile karakterize edilmistir [57, 58, 61]. Ancak Atlantik somon yetistiriciligi
yapilan balik ¢iftliklerinde Yersiniosis vakalarinin tek veya ¢ift ekzoftalmus ve iris
tabakasinda goriilen hemoraji ile seyrettigi tespit edilmistir [62-64]. Y. ruckeri ilk kez
1950’11 yillarin basinda Amerika Birlesik Devletleri’nde, Idoha eyaletindeki
Hagerman Vadisinde bir gokkusagi alabaligi (Salmo gairdneri, Richardson)
isletmesinden izole edilmistir [57, 65]. Kisa zaman igerisinde farkli iilkelerden rapor
edilmeye baglanan Y. ruckeri Tirkiye’de ise ilk defa Cagirgan ve Yireklitiirk

tarafindan 1990 yilinda gokkusagi alabaligindan izole edilmistir [66].

2.1.2.2  Yersinia ruckeri’nin Klinik ve Otopsi Bulgulari

Etken ile enfekte baligin klinik bulgularinda tipik olarak, yiizeye yakin yiizme, letarji,
istahsizlik, deride yaygin hemorajiler, yilizge¢ kaidelerinde ve gz cevresinde
hemorajiler, ekzoftalmus, lateral ¢izgide kizariklik, bas bolgesinde ve agizda dil

tizerinde hemorajiler gortildiigi bildirilmistir (Sekil 2.2) [61].

Y. ruckeri ile enfekte baligin otopsi bulgularinda ise karacigerde, piloik sekada, hava
kesesinde, leteral kaslarda petesiyel hemorajiler, dalakta biiytime, bagirsakta

iltihaplanma, abdomende sislik rapor edilmistir (Sekil 2.2) [61, 67-69].



Sekil 2.2: Y. ruckeri ile enfekte baligin klinik ve otopsi bulgulari; A: Y. ruckeri ile
enfekte gokkusagi alabaliginin agiz bolgesinde ve dil {izerinde hemorajiler [70], B:
Karacigerde hemoraji, mukoz sivi ile dolu yangili hemorajik bagirsak [70].

2.1.2.3  Yersinia ruckeri’nin Izolasyonu ve Teshisi

Hasta baliklardan BHIA veya TSA’ya inokiile edilen patojenin 20-25 °C’ de 48 saat
inkiibasyonu sonrasinda 2-3mm g¢apinda, yuvarlak, beyazimsi koloni goriiniimii
olusturdugu rapor edilmistir [57]. Buna ek olarak etken igin selektif olarak kabul edilen
Waltman-Shotts besiyerinde patojenin Tween 80’1 hidrolize etmesi sonucu koloniler

etrafinda ¢6ziinmeyen kalsiyum tuzlar1 ¢okelti olusturmaktadir [28].

Y. ruckeri’nin teshisinin geleneksel yontemler, serolojik testler ve molekiiler metotlar

ile gergeklestirilebilecegi bildirilmistir [61].



2.1.2.4 Yersinia ruckeri’nin Serolojisi

Y. ruckeri serotip I “Hagerman susu” en ¢ok izole edilen sus olmakla birlikte en
viriilent sus olarak da bilinmektedir [57]. O’Leary [71] tarafindan Oncorhynchus
tshawytscha’dan izole edilen Y. ruckeri suslart serotip I ile agliitinasyon vermedigi
tespit edilerek serotip II olarak tanimlanmustir. Avustralya’da izole edilen ancak
serotip I ve II antiserumlar1 ile reaksiyona girmeyen Y. ruckeri susu yapilan
incelemeler sonucu serotip III olarak rapor edilmistir [72]. Ilerleyen zamanlarda
Stevenson ve Airdrie [73] Ontario’da izole ettikleri Y. ruckeri susunun tanimli
serotiplerin antiserumlar1 ile reaksiyona girmedigini bildirerek serotip IV olarak
tanimlamistir. Colorado’da gokkusagi alabaligindan izole Y. ruckeri susunun ise zay1f
agliitinasyon verdigi tespit edilerek serotip V olarak bildirilmistir [73]. Daly ve dig.
[74] izole ettikleri Y. ruckeri susunun tanimli olan diger serotipler ile agliitinasyon
vermedigini rapor etmis ve bu susu Serotip VI olarak tanimlamustir. Y. ruckeri’nin
termostabil O-antijenleri ile serolojik farkliligina iligkin ilk detayli ¢alisma Davies [75]
tarafindan yapilmistir. Avrupa, Kuzey Amerika, Avustralya ve Giliney Afrika’dan
temin edilen hasta baliklardan izole edilmis Y. ruckeri suslarinin agliitinasyon
sonuglarint degerlendirerek Y. ruckeri igin yeni bir serolojik sema (serotip O1, 02, O5,
06 ve O7) olusturmustur. Serolojik incelemeler sonucu serotip O3’iin aslinda serotip
O1 olarak tanimlandigi ve O4 serotipinin ise De Grandis ve dig. [76] tarafindan farkli
bir patojen olarak teshis edilmesinden dolay1 Davies’in yaptig1 yeni semaya serotip O3
ve O4 olarak dahil edilmedigi bildirmistir. Romalde ve dig. [77] alt gruplardan olugan
yeni bir serolojik sema sunmus ve bu c¢alismada alt gruplari bulunan dort serotip
tanimlanmistir; serotip O1 (a, b), serotip O2 (a, b, c), serotip O3, serotip O4. Y.
ruckeri’nin serolojisine dair yapilan ¢alismalarda bu iki serotipik sema da yaygin
olarak kullanilmaktadir [61]. Daha sonra Ormsby ve dig. [78] hasta baliklardan izole
edilmis olan 135 Y.ruckeri susunun serolojik dagilimlarini inceledigi arastirmada

Davies’in tanimladig serotiplere ek olarak serotip O8’1 tanimlamuigtir.

Tiirkiye’de Y. ruckeri nin tanimlanan serotipleri arasinda en ¢ok izole edilen serotipin

O1 oldugu bildirilmistir [79-81].
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2.1.3 Lactococcosis

2.1.3.1 Lactococcus garvieae’nin Tanimi ve Tarihgesi

Kusuda ve dig. [82] Japonya’da yetistiriciligi yapilan sarikuyruklardaki (Seriola
quinqueradiata) salgin hastaliktan izole edilen patojeni Streptococcus sp. olarak
tamimlamustir [83]. Streptoccus garvieae ise 1983 yilinda ilk kez Birlesik Krallik *da
bovine mastitis arastirmalari sirasinda tanimlanmigtir [84]. Kusuda ve dig. [85]
Japonya’da Anguilla anguilla ve Seriola quinqueradiata’dan izole edilen ancak tiirii
teshis edilemeyen Streptococcus sp. etkenlerini 1991 yilinda yeni bir tiir olarak
Enterecoccus seriolicida (E. seriolicida) ismi ile tanimlanmustir. ilerleyen zamanlarda
yapilan fenotipik ve molekiiler ¢alismalarin degerlendirilmesi ile E. seriolicida olarak
adlandirilan bu bakterinin Lactococcus garvieae (L. garvieae)’nin alt bir tiirii olarak
yeniden siniflandirilmasi yapilmistir [86-89]. Hasta baliklardan izole edilen suslarin
oncelikle insanlarda da hastaliga sebep olan Lactococcus lactis subsp. lactis [84, 86,
90, 91] ile benzerlik gosterdigi bildirilmis, daha sonra Enterekok-benzeri bakteri
seklinde tanimlanmstir [92, 93]. Bu patojenin iki serotipinin bulundugu bildirilmis
olup, serotipler arasindaki farklilik suslarda kapsiil varhig (KG™: kapsiillii ve KG™:
kapsiilsiiz) ile iliskilendirilmistir [94-97].

L. garvieae Tiirkiye’de ise ilk kez Cagirgan ve Tanrikul [98] tarafindan gokkusagi
alabaligindan izole edilmis ve Enterococcus benzeri bir bakteri olarak tanimlanmuistir.
Ancak L. garvieae olarak ilk identifikasyon 2001 yilinda Ege Bolgesinde gokkusagi
alabaligindan gerceklesmistir [99].

2.1.3.2 Lactococcus garvieae’nin Klinik ve Otopsi Bulgulari

L. garvieae’nin klinik belirtileri salmonidlerde tipik olarak istahsizlik, eratik yiizme,
letarji, tek veya cift tarafli ekzoftalmus, goz i¢inde kanama ve bulaniklik, asites,

melanosis, operkul ve aniis etrafinda hemorajiler olarak bildirilmistir (Sekil 2.3) [97].

Etken ile enfekte baligin otopsi bulgularinda, nekrotik biiylimiis dalak, solgun
karaciger, bagirsakta hemoraji, karin boslugunda iltihaplanmis sivi veya kanli eksiidat

tespit edilmistir (Sekil 2.3) [97].
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Sekil 2.3: L. garvieae ile enfekte baligin klinik ve otopsi bulgulari; A: Pilorik kese
serozal ylizeyinde petesiyal kanamalar [100]; B: Gozde hemorajiler [2]; C:
Melanosis, ekzoftalmus; E: Yiizgec kaidelerinde ve deride hemorajiler [101]; D:
Karacigerde ve bagirsakta hemoraji [101]; F: Asites [102]

2.1.3.3 Lactococcus garvieae’nin Izolasyonu ve Teshisi

Columbia Agar [103], TSA [104], BHIA [105] ve NA [85]’a hasta baligin i¢
organlarindan aseptik olarak gerceklestirilen ekimler ile etken izole edilebilmektedir.
Ayrica genel besiyerlerinin %5’(v/v) kan ile zenginlestirilmesi ile daha iyi bir

tiremenin gorildigii rapor edilmistir [106].

L. garvieae’nin on teshisi mikrobiyolojik, biyokimyasal ve serolojik testler (lam
agliitinasyon metodu [94] veya floresan antikor boyama [107] dahil olmak iizere

birgok yontem) ile yapilabilmektedir. Kesin teshis i¢in ise molekiiler identifikasyon

gereklidir [97].
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2.1.3.4 Lactococcus garvieae’nin Serolojisi

L. garvieae serolojik olarak KG™ ve KG* olarak iki serolojik fenotipe ayrilmis ve bu
serotiplerin lam agliitinasyon testlerinde farkli reaksiyon verdigi bildirilmistir. Bu
serotipler arasinda KG* suslarinin hem KG™ antiserumlari ile hemde KG* antiserumlari
ile agliitinasyon verdigi, ancak KG™ suslarinin sadece KG™ antiserumlart ile reaksiyona
girdigi bildirilmistir [94]. Antijen- antikor reaksiyonlarinda tespit edilen bu farkliligin,
KG suslarinda agliitinasyonu inhibe eden zarf benzeri bir yapidan kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir [94]. ilerleyen zamanlarda yapilan arastirmalarda bu iki serotipin hiicre
morfolojisinde farkliliklar belirlenmis, KG™ suslarminin hiicre ylizeyinde kiimelesme
benzeri bir yap1 tespit edilirken, KG* suslarinda piiriizsiiz bir hiicre yiizeyi oldugu

bildirilmistir (Sekil 2.4) [95].

&
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Sekil 2.4: E. seriolicida KG™ ve KG* suslarinin hiicre yiizeyi morfolojisinde goriilen
farkliliklar. KG™ suslarinin hiicre ylizeyinde goriilen kiimelesme (1,2); KG* suslarin
hiicrelerinin ylizeyinin goriinimii (3,4) [95]

Yoshida ve dig. [96] KG suslarinda bulunan kiimelesme benzeri yapinin kapsiil
materyali oldugunu bildirmistir (Sekil 2.5). Ilerleyen zamanlarda Japonya’da ve
Avrupa’da hasta baliklardan izole edilmis kapsiillii ve kapsiilsiiz L. garvieae suslarinin

antijen-antikor reaksiyonlar1 Barnes ve Ellis [108] tarafindan incelemistir. Japonya
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kokenli kapsiillii L. garvieae suslarin sadece Japonya orjinlikapsiillii antiserum ile
reaksiyona girdigi, benzer bir sekilde Avrupa kokenli kapsiillii suslarinda sadece
Avrupa kapsiillii antiserum ile agliitinasyon olusturdugu tespit edilmis ve L.
garvieae’nin Japon kapsiillii, Avrupa kapsiillii, her iki bolgeden ortak bir kapsiilsiiz
serotip olmak {izere ii¢ serotipe ayrilabilecegi rapor edilmistir. Oinaka ve dig. [109]
Japonya’da 2012-2013 yillarinda asil1 ve asisiz hasta sarikuyruklarda L. garvieae izole
ettiklerini bildirmislerdir. Bu susun referans suslardan tiretilen antikorlar (KG™ve KG")
ile yaptiklar1 lam agliitinasyon testlerinde reaksiyon vermedigini tespit eden
arastirmacilar, etken patojeni molekiiler yontemler ile L. garvieae olarak identifiye
ettiklerini ve daha Once Japonya’da bildirilen serotiplerden farkli bir serotipte

olabilecegini bildirmislerdir.

Sekil 2.5: E. seriolicida’nin KG™ ve KG™ suslarina ait elektron mikrograflari. A: KG
susu; B: KG™ susu [96]

2.2 Bakteriyel Balik Hastaliklarinda Teshis Y ontemleri

2.2.1 Geleneksel Testler

Bakteriyel patojenlerin tanimlanmasi ve identifikasyonu salgin siiresince hastaligin
klinik belirtilerini  gosteren baliklarin ~ 6rneklenmesi ile  gergeklestirilebilir.
Kontaminasyon riskine karst yeni Olmiis baliklarin 6rneklenmesi gerekmekte,
stiphelenilen patojene bagli olarak belirli organlardan uygun besiyerlerine inokulasyon

gerceklestirilmektedir. Bakteriyel patojenlerin izolasyonu icin genellikle bobrek veya
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lezyonlar1 olan organlardan yararlanilmakta, ancak dalak, beyin gibi organlar
genellikle belirli patojenlerin izolasyonu igin tercih edilmektedir. Aseptik kosullarda
i¢ organlardan 6rnekleme yapilmadan 6nce baligin viicudu dezenfekte edilmeli ve her
zaman steril ekipmanlar kullanilmalidir. Eger besiyerine aninda ekim yapmak veya
canli ulastirmak miimkiin degilse 6rneklemenin gerceklestirilecegi balik buz ile direkt
temas etmeden soguk zincir igerisinde dondurulmadan laboratuvara ulastirtlmalidir.
Balik hastaliklarinda etken patojenin izolasyonu i¢in genellikle (TSA), (BHIA), Blood
Agar (BA), Cytophaga Agar besiyeri olarak kullanilmaktadir. izole edilen bakterinin
teshisi Gram boyama, asit-fast boyama, hareket muayenesi, oksidaz testi, karbonhidrat
kullanim testleri, indol, tek substrat kullanim testleri, dekarboksilaz/dihidrolaz
reaksiyonlari, hidroliz testleri, DNAaz testi, fenilalanin deaminaz testi, katalaz testi,
nitrat testleri, 0/129 duyarlilik testi, Simmons sitrat testi gibi biyokimyasal testler ile
gergeklestirilmektedir [110].

Bunun yaninda genellikle uygulamasi kolay olan ve maliyet ve zaman ag¢isindan etkili
ticari kitler balik ve kabuklu hastaliklarinin tanimlanmasinda tercih edilmektedir. API
test (API 20E, APl ZYM, API 20NE, API 50CH, API 50 L, Biolog-GN, Enterotubes
ve RaplID 32) kitleri (BioMerieux), bakteriyel balik patojenlerinin identifikasyonunda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [2]. Tirkiye’de API 20E test kiti ilk olarak
Tanrikul [111] tarafindan levrek baliklarindan izole edilen Vibrio tiirlerinin
identifikasyonunda kullanilmis ve bu bildirimden sonra bakteriyel balik hastaliklarinin

teshisinde uygulanmasi yaygilagmistir.

2.2.2 Molekiiler teknikler

Bakteriyel, viral ve paraziter balik hastalilarinin hizli identifikasyonu i¢in molekiiler
yontemler siklikla kullanilmaktadir. Molekiiler tekniklerde genellikle, DNA ekstrakti,
orneklerden DNA hibridizasyonu ile incelenmekte ve restriksiyon parca uzunlugu
polimorfizmi (RFLP) ile analiz edilmektedir. Genellikle DNAnin amplifiye edilmesi
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile gergeklestirilmekte ve teshis igin spesifik

primerler kullanilmaktadir [112].

15



2.2.3 Serolojik Y Ontemler

In-vitro antijen-antikor reaksiyonlarin incelendigi arastirmalar seroloji olarak
adlandirilmaktadir ve olduk¢a 6nemli bir teshis yontemidir. Test sonuglar1 bir antijenin
kendisi ve benzer yapidaki antikorlar ile reaksiyon olusturmasi veya olusturmamasina
gore degerlendirilmektedir. Antijen-antikor reaksiyonlar1 spesifik olmakla beraber, bu
reaksiyonlardan elde edilen veriler hastalik etkeni patojenlerin identifikasyonu icin
kullanima uygundur. Ancak bu testlerde nadir olarak yakin antijenik 6zellik tasiyan
tiirler arasinda capraz reaksiyonlarin goriilmesinin testler icin belirli Olgiilerde
sinirlayict faktor olabilecegi bildirilmektedir. Hastaliga neden olan bir organizma ile
iliskili spesifik bir antijeni veya antikoru tespit etmek ve tanimlamak i¢in 6zgiil
reaksiyonlar veren serolojik testler kullanilabilir. Serolojik testlerde birinci bilesen
antikor olmakla birlikte, testlerin 6zgiilliigii ve duyarliligi kullanilan antikora baglhdir

[110].

Monoklonal antikorlar (mAb’ler) yiiksek 6zgiillige sahip homojen immunoglobulin
icermekle beraber tek bir hedef antijen icin yalnizca bir epitopu tespit
edebilmektedirler. Monoklonal antikorlara oranla daha az karmasik olan poliklonal
antikorlar daha kisa zamanda, diisiik maliyet ile, tek bir antijen lizerinde birden fazla
epitopu taniyabilen heterojen immiinoglobin molekiilleri igermesinden dolayi siklikla
tercih edilmektedir. Poliklonal antikorlarin, hedeflenen etkenin birkag¢ epitopunu
tantyabilmelerinden dolay1 patojenlerin teshisi i¢in daha uygun oldugu bildirilmistir
[113].

2.2.3.1 Floresan Antikor Teknigi (FAT)

FAT belirli boyalarin (floresan izotiyosiyanat, rodamin izotiyosiyanat, Teksas
kirmizis1) ultraviyole (UV) 15181 altinda bakildiginda floresan 15181 yaymast
ozelliginden yararlanarak uygulanmaktadir. Bu boyalar, hedef antikor molekiillerine
konjuge olduklarinda etiket gorevi gormekte ve antikorlar spesifik antijen ile reaksiyon
olusturdugunda 151k yaymaktadir. Bu teknik ile genellikle hiicre yiizeyindeki
antijenlerin saptanmasi gerceklestirilir. Bakterilerin lam iizerine fiksasyonu
yapildiktan sonra antijen spesifik antikor ile inkiibe edilmelidir. Dogrudan floresein ile
isaretlenerek (direkt FAT) veya antikoru tespit etmek i¢in floresan isaretli bir antikor

konjugat1 (indirekt FAT) eklenerek uygulanabilen bu testlerde veriler floresan
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mikroskobu ile incelenerek, floresan yogunlugu -, +, ++, +++, ++++, +++++ olarak

degerlendirilir [9].

2.2.3.2 Presipitasyon Testleri

Bu metot, c¢oziniir haldeki antijenlerin (toksinler, toksoidler, proteinler,
karbonhidratlar, glikoproteinler ve lipoproteinler) 6zgiil antikorlarla birlesmesi sonucu
presipitat olusturmasi esast ile ger¢eklesmektedir [114]. Tiipte presipitasyon testlerinin
genellikle kalitatif antijen veya antikor tespiti i¢in uygulandigi rapor edilmistir.
Kapiller (kilcal) tiipler veya ince serolojik tiiplerin kullanildig1 bu testlerde, tiiplerin
icine aktarilan klinik 6rnegin lizerine antijen veya antikor siispansiyonu eklenerek
0zgil antijen-antikor birlesmesinin gergeklestigi sivi i¢inde olusan halka seklinde

presipitat olusumu ile gézlenmektedir [114].

2.2.3.3 Immiinodifiizyon (ID)

Agardan daha saf yapida olan ve reaktiflerle reaksiyona girmeyen, elektrik yiikii
icermeyen agaroz jelin kullanildigr bu yontemde, antijen ve antikorun yayildiktan
sonra karsilagtiklar1 bolgelerde prespitin bandi olusturmasi temeline dayanir. Agaroz
jel i¢ine cukurlar acilan ¢ift yonli immiinodifiizyon ydnteminde; antijen varligi
arastirilacak ise ortamdaki c¢ukurlara bilinen antiserum (antikor), cevredekilere ise
farkli hasta serumlar1 (antijen) ya da ayni serumun farkli diliisyonlar1 damlatilarak
uygulanmaktadir. Ancak ornekte antikor varligi arastirilacaksa o zaman ortadaki
cukura bilinen antijen, cevredekilere ise hasta serumlar1 damlatilarak uygun sicaklikta
nemli ortamda 12-48 saat inkiibe edilmesi gerektigi bildirilmistir. Inkiibasyon
sirasinda hem antijen hem de antikor molekiillerinin jel i¢inde birbirinden bagimsiz
olarak yayilmasi ve optimum konsantrasyonlarda karsilastiklart bdolgelerde
presipitasyon bandi olusturmasi esasina dayanmaktadir. Testlerde olusan prespitin
bantlarinin pozisyonu antijenlerin iliskisini, presipitin bandinin yogunlugu ise immun
komplekslerin miktarini belirtmektedir. Tek yonlii immiinodifiizyon (Mancini
yontemi) yonteminde ise antikor buluna jel icerisine gukurlar agildiktan sonra bu
cukurlara, antijenin giderek azalan diliisyonlar1 sirastyla eklenir. Jelin igine
dokiilmeden once eklendiginden, antikor soliisyonunun yayilimi tek bir antijen i¢in s6z

konusudur. Antijenlerin denge durumuna ulagmasi i¢in 48-72 saatlik inkiibasyonun
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ardindan degerlendirme yapilir. Jel icerisinde dairesel olarak her yone dogru yayilan
antijen, optimum konsantrasyonlarda karsilastigi antikorlar ile halka seklinde
presipitasyon olusturur. Test edilen Orneklerde bulunan antijen miktari, olusan
halkalarin ¢aplari 6l¢iilerek belirlenir ve elde edilen standart egriler ile karsilastirilarak
hesaplanir [114].

2.2.3.4 Kompleman Fiksasyon Testi

Antijen-antikor reaksiyonuna dayanan bu yontemde tiiplerin her birine esit hacimlerde
antijen aktarilir ve eklenen antijen ile serum orneginde bulunan antikor (var ise)
birleserek immiin kompleks olusumu goézlenir. Tiiplerde antikor-antijen kompleksi
sonucu tiikketilmemis kompleman kaldig: taktirde kalan aktif kompleman miktari ile
iligkili bir sekilde indikator hiicrelerin belirli bir kisminda veya hepsinde hemoliz
goriilmektedir. Ilk tiipten bir dnceki tiipteki serumun titrasyonu ise antikor miktarini

tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [115, 116].

2.2.3.5 Lateks Agliitinasyon (LA)

Antijenler polistiren yapidaki lateks boncuklarin {izerine baglanarak partikiil olarak
kullanilir ve serumda antikor varliginin tespiti yapilir. Testin uygulanabilmesi i¢in 6zel
karteksler veya lam kullanildig: bildirilmistir. Kiimelesmenin siddetine bagli olarak
“+” ile “++++" arasinda pozitif reaksiyonun degerlendirilmesi yapilan bu testler [114]
ornekte bulunan antijenin konsantrasyonuna, lateks partikiiliiniin affinitesi ve
aviditesine (poliklonal, monoklonal), boyutuna, iyon konsantrasyonuna, sicakligina,
pH’ma baglidir [116, 117]. Yersiniosis [118], Furunkulosis ve Vibriosis’in teshisinde
yaygin olarak kullanilmakta olan LA yonteminin ¢ogu bakteriyel balik patojeni i¢in de

rahatlikla uygulanabilecegi bildirilmistir [12].

2.2.3.6 Antikora Duyarli Stafilokoklar ile Koagliitinasyon Testi

Arazide uygulanabilirligi, giivenilir sonuglar vermesi ve kolay uygulanabilmesinden
dolay1 tercih edilen bu yontem lateks agliitinasyon metoduna oldukca benzemektedir.
Staphylococcus aureus (ATCC 12598) hiicreleri %0,5 formalin iceren PBS
sollisyonuna siispanse edilir. 25°C’de hiicrelerin inaktive olmasi i¢in 3 saat

bekletildikten sonra ve {i¢ kez PBS ile yikanir. Daha sonra hiicreler 10:1 oraninda
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antiserum ile karistirilarak 25°C’de 3 saat inkiibe edilir. Hiicrelerin kiimelesmesi

pozitif reaksiyon olarak kabul edilir [2].

2.23.7 Geck Teknigi

Bu yontem balik patojenlerinde sadece Aeromonas salmonicida nin [119] teshisi igin
kullanilmistir.  Geck [120] tarafindan gelistirilen bu yontemde, bir damla bakteri
stispansiyonu temiz (yagdan aridirilmis) bir mikroskop lami {izerine aktarilir, havada
kurutulur ve 1s1 ile fikse edilir. Daha sonra fikse edilen bakterinin {izeri esit hacimde
bulunan antiserum-Indian ink soliisyonu ile kapatilir ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibe edilir. Karigim demir kloriir (%0,00001 w/v) ile yikanarak temizlenir ve lam
havada kurutulduktan sonra mikroskopta incelenir. Pozitif sonucun Indian ink ile rahat

goriilen hiicrelerin varligi olarak kabul edilir [2].

2.23.8 ELISA

Insan saglign ve veterinerlikte kullanilmakta olan bu teknik, bakteriyel balik
hastaliklarinin teshisi i¢in de tercih edilmektedir [113]. Ticari olarak tani Kitlerinin
temin edilebilmesi, ¢ok sayida drnegin kisa siire zarfinda c¢alisilabilmesi, yontemin
otomasyona uyarlanabilmesi, sonuclarin kantitatif veya kalitatif alinabilmesi ve
degerlendirmenin objektif olmasi ELISA testlerinin avantajlaridir [114]. Bilinen
antikor/antijen ile bilinmeyen antikor/antijen karigtirilarak reaksiyonun uygun
substratlar kullanilarak goriiniir hale getirildigi bu testlerde, antijen-antikor birlesmesi
temel alinmaktadir [121, 122]. ELISA igin, kat1 bir yiizey (genellikle mikrotitre
plakasi) lizerinde hareketsiz hale getirilmis bir antijen veya antikor, hedef molekiiller
(6rnegin. peptitler, proteinler, antikorlar) ve enzim konjuge tespit antikoru
gerekmektedir [113]. ELISA testlerinde antikor aramak ig¢in bilinen antijen plastik bir
yiizeye yerlestirilmekte ve iizerine serum eklenmektedir. Belirli bir siire inkiibe
edildikten sonra igerik dokiiliir ve yikanir. Serumda antijene uygun antikor olmasi
durumunda antijene baglanma gergeklesecek ve yikama ile gitmeyecektir. Bir enzim
ile isaretlenmis olan antiglobulin serumu eklenerek belirli bir siire bekletildikten sonra
yikanmaktadir. Incelenmekte olan serumda antijene uygun antikor var ise antijenle
birleseceginden eklenen enzim ile isaretlenen antiglobuline baglanarak yikama islemi

esnasinda birakmayacaktir. Daha sonra enzime uygun bir substrat eklenecek ve
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sisteme yapismis olan bu enzim substrati pargalamasi ile arta kalan substrat, yapilacak
kolorimetrik 6l¢iimlerde baglanmis antikor hakkinda bilgi elde edilmis olur. Antijen
aramak i¢in de prensipin ayni sekilde oldugu rapor edilmektedir [123]. Antijen/analit
veya antikorun yapisina ve gereken duyarliliga bagl olarak dort tipik ELISA testleri
(dogrudan, dolayli, sandvig ve rekabet¢i ELISA) bulundugu bildirilmektedir [113].

2.2.3.9 Dot Blotting

Monospesifik antikor ile spesifik antijenin varligini tespit etmek i¢in kullanililan Dot
blotting testinde, nitroseliiloz membran {izerine 1 pl bakteri soliisyonunu eklendikten
sonra 60°C’de ve 10 dakika boyunca bekletilir. Bunu takiben 1:200’lik %35 blot
¢ozeltisinde (%5 yagsiz kuru siit, %0,1 Triton X-100 PBS) 5 saat inkiibe edilir.
Inkiibasyondan ¢iktiktan sonra yikanir ve 1:500 oraninda peroksidaz immiinoglobin
(HRP) ile 3 saat seyreltilir. Bu iglemi takiben %0,5 blot ile tekrar yikanir. Daha sonra
substrat igerisinde (PBS i¢inde %0,03 diaminobenzidin, %0,006 hidrojen peroksit ve
%0,05 kobalt kloriir) 5 dakika inkiibe edilir [124]. Membran {izerinde mor renk

olusumu pozitif sonug olarak kabul edilir.

2.2.3.10 Lam Agliitinasyon Metodu

Agliitinasyon reaksiyonlar1, immiinolojik yontemler arasinda uygulanabilen en kolay
testleri olusturmaktadir. Bakteriyel balik patojenlerinin teshisi i¢in uzun zamandir
kullanilmakta olan bu testlerde az miktarda antiserum ile serolojik teshis
gerceklestirilebilmektedir. Agliitinasyon testlerinde birgok bakteriyel balik patojeninin
ayni cins i¢inde bulunan tiirlerinin ve ayni tiirler i¢inde bulunan farkli suslarin serolojik
iliskisi hakkinda veri alinabilmektedir. Bu reaksiyonlar, antijen partikiilii (6rn. bakteri)
veya bir antijenle kaplanmig olan inert partikiiller (lateks boncuklar) ile
yapilabilmektedir. Divalent veya multivalan yapida olan antikorlar, multivalan
yapidaki antijen partikiillerini ¢apraz baglamasiyla agliitinasyon olusturabilmektedir.
Bu yontem, mikrobiyal hiicre ylizeyinde bulunan antijen ve serumdaki antikorlarin
varligin1 tanimlayabilmektedir. Serum, antijen ile uygun antikor igeriyor ise bakteri
hiicreleri agliitinasyon olusturur. Serumdaki antikor konsantrasyonu, sabit miktarda bir
bakteri siispansiyonunun, kademeli olarak diliie edilmis homolog antiserumlar ile

karistirilmasi ile belirlenebilmektedir. Agliitinasyon testlerinde bazi durumlarda
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bakteriler otoagliitinasyon egilimi gosterebilmekte, bu durum yanlis sonuglarin elde
edilmesine yol agabilmektedir. Ancak bakterinin PBS (fosfat tamponlu salin) i¢inde
yikanmas1 ile otoagliitinasyon elimine edilebilmektedir. Eger hala agliitinasyon
meydana geliyor ise bakterinin %0,1 protein soliisyonlart ile yikanmasi
onerilmektedir. Otoagliitinasyon reaksiyonunun devam etmesi durumunda, bakteri
siispansiyonunun 1 ila 10 dakika kaynama derecesindeki su banyosunda muamele
edilmesi Onerilmektedir. Bu islemlerin higbiri otoagliitinasyonu ortadan kaldirmiyor

ise bu organizma test i¢in uygun degildir [9].

Lam agliitinasyon testi i¢in, bir mikroskop lamina bir damla bakteri siispansiyonu
eklenir (%0,85 PBS iginde hazirlanmig 10® hiicre/ml) veya FTS (fizyolojik tuzlu su)
iizerine kati besiyerinden bakterinin inokiilasyonu gergeklestirilir. Lamda bulunan
bakteri stispansiyonuna esit hacimde antiserum inokiile edildikten sonra kisa bir siire
hafif bir sekilde karistirilir. Antijen-antikor reaksiyonuna gore hiicrelerin
agliitinasyonu pozitif olarak kabul edilmektedir (Sekil 2.6). Reaksiyon ayn1 zamanda,
antiserumlarin ~ seri  diliisyonlar1  kullanilarak  mikrotitre  kuyularinda da

gergeklestirilebilir [11].

L E Agliitinasyon var  Agliitinasyon yok
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e e Dimsyon g Kontrol
Agliitinasyon var Agliitinasyon yok Titre=40

Sekil 2.6: Lam agliitinasyon ve tiip agliitinasyon metodunda g6z ile goriilebilen
agliitinasyon [113]
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1 Bakteriyel Suslarin Temini

Ege Bolgesi’nde gokkusag: alabaligi yetistiriciligi yapilan balik ciftliklerinde 2014-
2021 yillart arasinda Yersiniosis, Vibriosis ve Lactococcosis vakalarindan izole
edilmis olan bakteriyel patojenler izmir Katip Celebi Universitesi Balik Hastaliklart
ve Biyoteknoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Toplamda olarak 15 V.
anguillarum, 19 Y. ruckeri ve 8 L. garvieae susu lam agliitinasyon metodu ile

incelenmistir.

Stok kiiltiirler pasajlandiktan sonra APl 20E ve API rapid ID 32 STREP (BioMerieux
S.A., Fransa) biyokimyasal test kitleri kullanilarak tanimlanmis ve kontrolleri

gerceklestirilmistir.

3.2 Immiinizasyon i¢in Antijenlerin Hazirlanmasi

Antijenler Toranzo ve dig. [11]’ne gore hazirlanmigtir. Referans olarak segilen V.
anguillarum O1 (ATCC 43305), Y. ruckeri O1 (ATCC 29473), L. garvieae Japon KG"
(ATCC 49156) ve Tiirkiye’de gokkusagi alabaliklarinda Lactococcosis salginindan
izole edilmis olan biyokimyasal ve molekiiler olarak (GenBank: MT876413) tanimli

L. garvieae (Tirk KG™ [C3]) suslart immiinizasyon igin antijen olarak kullanilmistir.

Her bir patojen i¢in antijenler birbirinden bagimsiz olarak ayr1 ayr1 hazirlanmistir. Stok
kiiltiirlerden V. anguillarum O1 (ATCC 43305) TCBS’ye, Y. ruckeri O1 (ATCC
29473) Shotts-Waltman besiyerine pasajlanmis ve 21°C’de 24-48 saat inkiibe
edilmistir. Stok L.garvieae (ATCC 49156) ve L. garvieae (C3) TSA’ya pasajlanarak
30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir (Sekil 3.1). Ardindan her bir referans sus

pasajlandiklar1 kat1 besiyerinden alinarak her bir patojen i¢in ayr1 hazirlanmisg 200 mL
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TSB’ye inokiile edilerek gece boyunca uygun sicaklikta inkiibe edilmistir. Hazirlanan
bakteri soliisyonunlarma %2 (v/v) formaldehit ilave edilmis ve c¢alkalayicida
karistinlmustir. Inaktive edilmis olan bakteriyel siispansiyonlar biyogiivenlik kabini
icerisinde 15 mL hacimdeki santrifiij tiiplerine; her bir tiipe,10 mL olacak sekilde
aktarilmistir (Sekil 3.2).

Santrifiij tiiplerine aktarilan soliisyonlar 1600 rpm’de 25 dakika santrifiij edilmis ve
stipernatant ortamdan uzaklagtirilmistir (Sekil 3.3). Bakteri hiicreleri %0,3 formaldehit
(Sekil 3.4) (Sekil 3.5) soliisyonunda iki kez daha yikanmis (Sekil 3.6) (Sekil 3.7),
ardindan bakteri hiicreleri %0,85 (w/v) PBS ile yikanarak santrifiij edilmistir.
Siipernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra bakteri hiicrelerinin yogunlugu PBS ile
McFarland No.3’e (108 hiicre/ml) gére ayarlanarak (Sekil 3.8) kullanilincaya kadar
-20°C’de saklanmustir.

Sekil 3.1: Referans suslarin kat1 besiyerinde tiretilmesi. A: Y. ruckeri ATCC 29473,
B: V. anguillarum ATCC 43305, C: L. garvieae ATCC 49156, D: L. garvieae C3
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, ?llﬁ B
Sekil 3.2: A: TSB’de gece boyunca inkiibe edilen bakteri inaktivasyonu; B-C:
Formaldehit ilave edilen TSB’nin calkalayicida karistirilmasi ve santrifiij tiiplerine
aktarilmast

Sekil 3.3: A: Santrifiij islemi; B-C: Santrifiijden sonraki pelet goriintii ve
Siipernatantin ortamdan uzaklastirildiktan
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Sekil 3.4: A-B-C: Orneklerin %0,3 formaldehit il

e yikanmasi; D-E-F: Vorteksleme

ve santrifiij islemleri

Sekil 3.5: A-B: Pelet goriintii ve slipernatantin ortamdan uzaklastirilmasi
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Sekil 3.6: A-B: %0,3 formaldehit ile ikinci yikama; C-D: Santrifiij iglemi

Sekil 3.7: A-B: Ikinci yikama sonrasi dibe ¢oken pelet goriintii; C: Siipernatant
ortamdan uzaklastirildiktan sonraki peletin goriintiisii
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Sekil 3.8: A: Tiiplere PBS eklenmesi; B: Vortekslenmesi; C: Santrifiij edilmesi; D:
Santrifiij sonrasi goriiniim; E: Siipernatantin ortamdan uzaklagtirilmasindan sonraki
goriiniim; F: Yogunlugun McFarland No.3 (108 hiicre/ml) olarak ayarlanmasi.

3.3 Antiserum Eldesi

Antiserum tretimi i¢in Yeni Zelanda (Oryctolagus cuniculus) tavsanlar1 3R ilkesine
gore kullanilmigtir. Tavsanlarin kulak veninden intravendz olarak formalin ile inaktive
edilmis olan bakterilerin, PBS ile yikanan (108 hiicre/ml, yogunluk McFarland No.3
standard) siispansiyonlar1 enjekte edilmistir. Enjeksiyonlar ardisik dozlarda Toranzo
ve dig. [11]’ne gore 1. giin (0.25 ml), 2. giin (0.50 ml), 3. giin (1 ml), 4.glin (2 ml) ve
11.giin (1 ml) olarak gerceklestirilmistir (Sekil 3.9). Son enjeksiyon yapildiktan bir
hafta sonra tavsanin kulak veninden alinan kan (Sekil 3.10) oda sicakliginda 1 saat
bekletilmis, ardindan 4°C’de gece boyunca tutulmustur. Ertesi giin Davies [75]’e gore
1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek serum ayrilmis ve -20°C’de kullanilincaya
kadar saklanmustir. Calisma siiresince kullanilan her tavsandan 10 ml kan alinmis ve

kan 6rneklerinden yaklasik olarak 5 ml serum elde edilmistir.

Kontrol amagcli kullanilmak iizere antijen uygulanmayan tavsanlardan alinan kandan

da serum elde edilmistir.
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Sekil 3.9: A-B-C: Antiserum eldesi i¢in hazirlanan antijenlerin tavsanlara intravenoz
enjeksiyonla verilmesi

= i 3
Sekil 3.10: A-B-C: Son enjeksiyondan bir hafta sonra tavsanlardan kan alinmasi ve
elde edilen antiserum
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3.4 Termostabil Somatik “O” Antijenlerinin Hazirlanmasi

Termostabil O antijenleri Davies [75]e gore hazirlanarak lam agliitinasyon metodunda
serotiplerin belirlenmesi i¢in kullanilmustir. Y. ruckeri ve V. anguillarum’un stok
suslar1t TSA’ya pasajlanarak 21°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Ardindan bakteriler
PBS’ye (pH 7.2) inokiile edilmis ve termostabil O antijenlerinin hazirlanmasi igin
100°C’de 2 saat su banyosuna bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikan siispansiyonlar
santrifij edildikten sonra yogunlugu McFarland No.3’e¢ (10® hiicre/ml) gore
ayarlanmis ve termostabil somatik O antijeni olarak lam agliitinasyon testlerinde

kullanilmistir.

3.5 Lam Agliitinasyon Metodu

Temiz bir lam iizerine bir 6ze FTS eklendikten sonra bakteri inokiile edilmis, diliie
edilmemis spesifik antiserum ile hafif bir sekilde karistirilmistir. Siyah bir arka planda
iizerine 151k tutularak incelenen antijen-antikor reaksiyonlarinda aninda agliitinasyon
veren suslar pozitif, bes dakika icinde zayif agliitinasyon veren veya vermeyen suslar
ise negatif sonu¢ olarak kabul edilmistir. Kontroller —immiinizasyon

gergeklestirilmemis tavsanlardan alinan serumlar ile gergeklestirilmistir.

Testlerin degerlendirilmesi agliitinasyon sonuglarina gore negatif (-), zayif
agliitinasyon (+), orta dereceli agliitinasyon (++), kuvvetli agliitinasyon (+++) ve tam

agliitinasyon (++++) olarak gerceklestirilmistir.
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BOLUM 4

Bulgular

4.1 Lam Agliitinasyon Sonuglari

Lam agliitinasyon metodunda pozitif ve negatif olarak degerlendirilen suslarin

ornekleri Sekil 4.1°de verilmistir.

Sekil 4.1: Lam agliitinasyon testlerin degerlendirilmesi. A: Pozitif sonug; B: Negatif
sonug
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Pozitif agliitinasyon veren susun 1sik mikroskobu altinda goériiniimii Sekil 4.2°de

verilmistir.

Sekil 4.2: Pozitif agliitinasyon; A: x4 goriiniimii; B: x10 goriintimii (Isik
mikroskobu)

4.1.1 Vibrio anguillarum Suslarimin Lam Agliitinasyon
Sonugclari

V. anguillarum suslarmin tam hiicreleri ile gergeklestirilen lam agliitinasyon
testlerinde ATCC 43305, V20, V24, V29, V32, V34, V35, SVA kodlu V. anguillarum
suslarinin referans O1 (ATCC 43305) antiserumu ile tam agliitinasyon (++++) verdigi,
V3, V7, V22, V31 kodlu V. anguillarum suslarinin kuvvetli agliitinasyon (+++), V12
ve V13 kodlu suglarin ise orta dereceli agliitinasyon (++) olusturdugu tespit edilmistir
(Tablo 4.1). Incelenen biitiin suslar 15-30 saniye aras1 agliitinasyon olusturmustur

(Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5).
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Sekil 4.3: ATCC 43305, V37, SVA kodlu V. anguillarum suslarinin agliitinasyonu

Sekil 4.4: V3, V12, V13, V17, V20, V22 kodlu V. anguillarum suslarinin
agliitinasyonu
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Sekil 4.5: V24, V29, V31, V32, V34, V35 kodlu V. anguillarum suslarinin
agliitinasyonu
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Tablo 4.1: V. anguillarum suslari ile ger¢eklestirilen lam agliitinasyon sonuglari
V.anguillarum ATCC 43305(Serotip

V. anguillarum suslari

01)
ATCC 43305 ++++
V3 +++
V12 ++
V13 ++
V17 +++
V20 ++++
V22 +++
V24 ++++
V29 ++++
V31l +++
V32 ++++
V34 ++++
V35 ++++
V37 ++++
SVA ++++

Negatif (-); zayif agliitinasyon (+); orta dereceli agliitinasyon (++); kuvvetli
agliitinasyon (+++) ve tam agliitinasyon (++++)
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4.1.2 Yersinia ruckeri Suslariin Lam Agliitinasyon Sonuglari

Y. ruckeri suslarmin tam hiicreleri ile gerceklestirilen lam agliitinasyon testlerinde
ATCC 29473, YR 241118, YR5, Y1, Y3, Y6, Y33, C26, C27, C29, S31, KYB kodlu
suslarin referans O1 (ATCC 29473) antiserumu ile tam agliitinasyon, Y12, Y31, Y36,
Y37 kodlu suslarin kuvvetli agliitinasyon verdigi, Y32, Y34, Y35 kodlu suslarin ise
agliitinasyon vermedigi (-) tespit edilmistir (Tablo 4.2). Agliitinasyon olusturmayan
Y32, Y34, Y35 kodlu suslar ii¢ kez test edilmistir. incelenen suslarda 15-30 saniye
arasinda agliitinasyon olusumu goriilmiistiir (Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8).

Sekil 4.6: Y1, Y3, Y6, Y12, Y31, Y32 kodlu Y. ruckeri suslarinin agliitinasyonu
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Sekil 4.8: YR241118, C26, C27, C29, S31, KYB, ATCC 29473 kodlu Y. ruckeri
suslarinin agliitinasyonu
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Tablo 4.2: Y. ruckeri suslari ile gergeklestirilen agliitinasyon sonuglari

Y.ruckeri suslari Y. ruckeri ATCC 29473(Serotip O1)

ATCC 29473 +H++

YR241118 e
YR5 ++++
Y1 ++++
Y3 ++++
Y6 ++++
Y12 4+
Y31 +++
Y32 -
Y33 ++++
Y34 -
Y35 -
Y36 4+
Y37 +++
C26 ++++
C27 ++++
C29 ++++
S31 ++++
KYB ++++

Negatif (-); zayif agliitinasyon (+); orta dereceli agliitinasyon (++); kuvvetli
agliitinasyon (+++) ve tam agliitinasyon (++++)

37



4.1.3 Lactococcus garvieae Suslarinin Lam Agliitinasyon
Sonuglari

Tiirkiye’de hasta gokkusagi alabaligindan izole edilen C3, ELG, SLG, LGSO1,
LGSO4, BLG kodlu suslarin biyokimyasal ve molekiiler olarak tanimli olan Tiirk KG
(C3) L. garvieae susundan iiretilen antiserum ile tam agliitinasyon (++++) verdigi, C12
kodlu susun kuvvetli agliitinasyon verdigi (+++) ancak incelenen suslarin Japon KG
antiserumu ile reaksiyona girmedigi tespit edilmistir (Tablo 4.3). Japon KG™ susunun
sadece kendi antiserumu ile reaksiyona girdigi (++++) gdzlemlenmistir. Incelenen
suglarda 20-40 saniye arasinda agliitinasyon olusumu gorilmistiir (Sekil 4.9).

Agliitinasyon vermeyen suslar i¢in testler {i¢ kez tekrar edilmis ve 5 dakika boyunca

izlenmistir.
Tablo 4.3: L. garvieae suslarinin lam agliitinasyon sonuglari
L. garvieae ATCC 49156 L. garvieae C3(Tiirk
L. garvieae suslari (Japon KG") KGY)
ATCC 49156 ++++ -
C3 - ++++
Cl2 - ++
ELG - ++++
SLG - ++++
LGSO1 - ++++
LGSO4 - S+
BLG - ++++

Negatif (-); zayif agliitinasyon (+); orta dereceli agliitinasyon (++); kuvvetli
agliitinasyon (+++) ve tam agliitinasyon (++++)
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Sekil 4.9: L. garvieae suslarimin Tiirk KG- (C3) antiserumu ile agliitinasyonu

4.1.4 Termostabil “O” Antijeni ile Vibrio anguillarum
Susglarinin Lam Agliitinasyon Testi

Hazirlanan termostabil O antijenleri ile tavsanda tretilen V. anguillarum O1
antiserumu esit hacimde temiz bir lam {izerinde inokiile edilmis ve hafifge
karistirilmistir.  Serolojik  incelemelerde biitlin  suslarin  15-30 saniye icinde
agliitinasyon olusturdugu, ATCC 43305, V20, V24, V29, V32, V34, V35, V37, SVA
kodlu suslarin tam agliitinasyon (++++) verdigi, V3, V17, V22, V31 kodlu suslarin
kuvvetli agliitinasyon (+++) verdigi, V12, V13 kodlu suslarin ise zayif agliitinasyon
(+) verdigi gozlemlenmistir (Tablo 4.4). Agliitinasyonlarin 20-35 saniye arasinda
olustugu gozlemlenmistir. V12, V13 kodlu suslarin agliitinasyon testleri ii¢ kez
tekrarlanmistir ve biitlin testlerde zayif reaksiyon tespit edilmistir. Zayif reaksiyon

veren suglar hari¢ pozitif reaksiyon veren biitiin suslar O1 olarak tiplendirilmistir.

39



Tablo 4.4: V. anguillarum suslarinin termostabil O antijeni ile ger¢eklestirilen lam
agliitinasyon testi sonuglari

V. anguillarum “O antijen” Serotip O1 antiserum

ATCC 43305 e+t
V3 +++

V12 +

V13 +
V17 ++
V20 ++++
V22 ++
V24 ++++
V29 ++++
V31 +++
V32 ++++
V34 ++++
V35 ++++
V37 ++++
SVA ++++

Negatif (-); zayif agliitinasyon (+); orta dereceli agliitinasyon (++); kuvvetli
agliitinasyon (+++) ve tam agliitinasyon (++++)
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4.1.5 Termostabil “O” Antijeni ile Yersinia ruckeri Suslarinin
Lam Agliitinasyon Testi

Tavsanda gelistirilen Y. ruckeri Serotip O1 antiserumu ve stok Y. ruckeri suslarindan
hazirlanan termostabil O antijenleri lam agliitinasyon metodu ile incelenmistir. ATCC
29473, YR 241118, YRS, Y1, Y3, Y6, Y33, C26, C27, C29, S31, KYB kodlu suslarin
referans O1 (ATCC 29473) antiserumu ile tam agliitinasyon (++++), Y12, Y31, Y36,
Y37 kodlu suslarin kuvvetli agliitinasyon verdigi (+++), Y32, Y34, Y35 kodlu suslarin
ise agliitinasyon vermedigi (-) tespit edilmistir (Tablo 4.5). Agliitinasyonlarin 20-35
saniye arasinda olustugu gézlemlenmistir. Reaksiyon veremeyen suslarin agliitinasyon

testleri li¢ kez tekrarlanmistir ve ayn1 sonuclar elde edilmistir.

Tablo 4.5: Y. ruckeri suslarinin termostabil O antijeni ile gergeklestirilen lam
agliitinasyon testi sonuglari

Y. ruckeri “O antijen” Serotip O1 antiserum
ATCC 29473 ++++
YR5 ++++
YR241118 ++++
Y1 ++++
Y3 ++++
Y6 ++++
Y12 +++
Y31 +++
Y32 -
Y33 ++++
Y34 -
Y35 -
Y36 +++
Y37 +++
C26 ++++
C27 ++++
C39 ++++
S31 ++++

Negatif (-); zayif agliitinasyon (+); orta dereceli agliitinasyon (++); kuvvetli
agliitinasyon (+++) ve tam agliitinasyon (++++)
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4.2 Kullanilan Suslarin Biyokimyasal Test Sonuglari

Calismada kullanilan V. anguillarum suslarinin morfolojik ve biyokimyasal test
sonuclar1 Tablo 4.6’da Y. ruckeri suslariin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari
Tablo 4.7°de, L. garvieae suslarinin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglart Tablo

4.8’de sunulmustur.
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Tablo 4.6: Stok kiiltiirlerden pasajlanan V. anguillarum suslarinin morfolojik ve API 20E test profilleri
V3 V12 V13 V17 V20 V22 V24 V29 V31 V32 V34 V35 V37 SVA

Gram boyama

Hareket + + + + + + + + + + + + + +
Oksidaz + + + + + + + + + + + + + +
Katalaz + + + + + + + + + + + + + +
O/F F F F F F F F F F F F F F F
0/129 + + + + + + + + + + + + + +
ONPG + + + + + + + + + + + + + +
ADH + + + + + + + + + + + + + +
LDC - - - - - - - - - - - - - -
oDC - - - - - - - - - - - - - -
Sitrat + + + + + + + + + + + + + +
H2S - - - - - - - - - - - - . .
Urease - - - - - - - - - - - - - -
TDA - - - - - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - - - - - -
VP + + + + + + + + + + + + + +
Gelatin + + + + + + + + + + + + + +
Glucose + + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + + + + + +
Inositol + + + + + + + + + + + + + +
Sorbitol + + + + + + + + + + + + + +
Rhamnose - - - - - - - - - - . . . .
Sucrose + + + + + + + + + + + + + +
Melibiose - - - - - - - - - - . . } i}
Amygdalin - - - - - - - - - - - - - .
Arabinose + - + + + + + + + + + + +

+: Pozitif; - Negatif, O/F (Oxidative-Fermentative Medium), O/129 (2,4-diamino-6,7- diisopropylpteridine), ONPG (ortho-Nitrophenyl-p-
galactoside), ADH (Arginine dihydrolase), LDC (Lysine decarboxylase), ODC (Ornithine decarboxylase), TDA (Deaminase), VP (Asetoin
liretimi)
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Tablo 4.7: Stok kiiltiirlerden pasajlanan Y. ruckeri suslarinin morfolojik ve API 20E test profilleri

Y1 Y3 Y6 Y12 Y31 Y32 Y33 Y34

Y35

Y36

Y37

C26 C27 C29 S31

KYB YRS

YR241118

Gram boyama -
Hareket +
Oksidaz -
Katalaz +

ONPG +
ADH -
LDC +
oDC +
Sitrat +

H,S -
Urease -
TDA -
Indol -
VP +
Gelatin +
Glucose +
Mannitol +
Inositol -
Sorbitol -
Rhamnose -
Sucrose -
Melibiose -
Amygdalin
Arabinose -

+: Pozitif; - Negat
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Tablo 4.8: Stok kiiltiirlerden pasajlanan L. garviae suslarinin morfolojik ve
API Rapid ID 32 STREP test profilleri

C3 Ci12 LGSO1 LGSO4 SLG BLG ELG

Gram boyama + + + + + + +
Hareket - - - - - - -
Oksidaz
Katalaz

ADH
pGLU
BGAR
BGUR
GAL
PAL
RIB
MAN
SOR
LAC
TRE
RAF
VP
APPA
BGAL
PyrA
BNAG
GTA -
HIP - - - - - - -
GLYG - - - - - - -
PUL - - - - - - -
MAL + + + + + + +
MEL - - - - - - -
MLZ - - - - - - -
SAC + + + + + + +
LARA - - - - - - -
DARL
MBDG
TAG
BMAN
CDEX - - - - - - -
URE - - - - -

o+ 4
o+ 4
o+ 4
o+ 4
o+ 4
o+ 4
o4+ 4

o4 4+
Vo4 4+
[ EE
[ EE
o4+
[ BT
[ E T

T I B o
I I B A
e I S
e I S
I
A I S
e I S

P4 4+
P4 4+
[ EE
[ EE
o4 4+
o4 4+
[ E

+: Pozitif; -: Negatif; ADH: L-arginine, BGLU: B-glucosidase; BGAR: -
Galactosidase; BGUR: B-glucoronidasea; GAL: a-galactosidase; PAL.: alkaline
phosphatase; RIB: D-ribose; MAN: Mannitol; SOR: Sorbitol; LAC: Lactose; TRE:
D-trehalose; RAF: D-raffinose; VP: Voges Proskauer; APPA: L-alanyl-L-
phenylalanyl-Lprolinep-naphthylamide; BGAL: B-galactosidase; PYRA:
pyroglutamic acid- B-naphthylamide; B-NAG: N-Acetylp- Glucosaminidase; GTA:
Glycyl-Tryptophan Arylamidase; HIP: Hydrolysis of HIPpurate; GLYG: GLycogen;
PUL: Pullulan; MAL: D-maltose; MEL: D-Melibiose; MLZ: D-melezitose; SAC: D-
saccharose; LARA: L-arabinose; DARL: D-arabitol; MBDG: methyl-pD-
glucopyranoside; TAG: D-tagatose; B MAN: B-mannosidase; CDEX: Dcyclodextrin;
URE: Ureaz
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BOLUM 5
TARTISMA

Gokkusag1 alabalig yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 iilkemizde bakteriyel
balik patojenleri ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Saglikli balik iiretiminin
gerceklestirilmesi ve balik Oliimlerinin 6nlenmesi ic¢in patojenlerin erken teshis
edilmesi ve tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan
balik tiirlerinde en ¢ok Y. ruckeri ve V. anguillarum’un izole edildigi ve ciftliklerde
ciddi ekonomik kayiplara sebep oldugu bildirilmistir [125]. Bakteriyel balik
patojenlerinin hizli tanimlanmasi i¢in agliitinasyon testleri dahil bircok serolojik
yontem kullanilmaktadir [11, 42, 75, 78, 94, 126]. Tk teshis edilmelerinden giiniimiize
birgok farkli bakteriyel balik patojenine ait farkli serotipler bildirilmistir [11, 41, 73,
127-129]. Bu farkliligin belirli bir bolgede yogun olarak tek bir serotipe ait uzun siire
asilamanin segici baskinlik olusturmasi ile iligkili olabilecegi bildirilmistir [130]. Etkili
bir asilama programinin gelistirilmesi ve seroepidemiyolojik ¢alismalar icin hastalik
olusturan patojenlerin serotiplerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alismada
2014-2021 yillar1 igerisinde Ege Bolgesi’nde gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
balik ¢iftliklerinde ortaya ¢ikan Lactococcosis, Yersiniosis, Vibriosis vakalarinda izole
edilen bakteriyel suslar Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik
Hastaliklar1 ve Biyoteknoloji laboratuvarindan temin edilmistir. V. anguillarum, Y.
ruckeri ve L. garvieae suslarinin serolojik olarak identifikasyonu ve serotiplerinin

belirlenmesi i¢in lam agliitinasyon metodu kullanilmistir.

V. anguillarum farkli cografi bolgelerde yiiksek mortalite ile seyreden 6nemli bir
bakteriyel balik patojenidir ve giiniimiizde 23 serotipinin bulundugu tespit edilmistir.
Bu serotipler arasinda serotip O1 ve O2’nin diinyanin farkli bolgelerinde yetistiriciligi
yapilan bircok balik tiirlinden izole edildigi ve en viriilent serotip oldugu rapor
edilirken, serotip O3’lin ise genellikle yetistiriciligi yapilan ayu ve yilan baliklarindan
izole edildigi bildirilmistir [37]. Bu ¢alismada, referans V. anguillarum serotip O1

susundan iiretilen poliklonal antiserum ile hasta gokkusagi alabaligindan izole edilmis
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olan suslarin tam-hiicre ve termostabil O antijenleri lam agliitinasyon metodu ile
incelenmistir. Biitiin V. anguillarum suslarinin tam-hiicreleri ile gerceklestirilen lam
agliitinasyon testlerinde suslarin referans antiserum ile pozitif reaksiyon verdigi
gozlemlenmistir. Buna ek olarak termostabil O antijenleri ile yapilan agliitinasyon
testlerinde V12 ve V13 kodlu suslar hari¢ biitiin suslar serotip O1 olarak

tiplendirilmistir.

Sorensen ve Larsen [42] Danimarka’da 157’si gokkusagi alabaligindan, 64 tanesi
morina baligindan, 48 tanesi yilan baligindan ve 9 tanesi pisi baligindan olmak iizere
toplam 270 hasta baliktan izole ettikleri V. anguillarum suslarinin serotipik
dagilimlarini incelemislerdir. Hasta baliklardan izole ettikleri suslarin serotiplerinde
onemli olgiide farkliliklar bulundugunu bildiren aragtirmacilar, yetistiriciligi yapilan
gokkusagi alabaliginda Vibriosis’e neden olan en baskin serotipin O1 oldugunu (%70),
dogadaki hasta baliklarda ise serotip O2’nin genellikle izole edildigini (%75)
bildirmistir. Larsen ve dig. [131] Farkli {ilkelerde salmonid balik tiirlerinden izole
edilmis olan toplamda 322 V. anguillarum susunun serolojik dagilimlarini incelemis

ve baskin serotipin O1 (%70,2) oldugunu rapor etmistir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: Salmonid tiirlerden izole edilen V. anguillarum suslarinin serotipleri

[131]
izolasyonun Incelenen toplam  Serotip O1 (02-010 ve

gerceklestigi iilke sus sayisi tiplendirilemeyenler)
Danimarka 163 111 52
Isvigre 28 20 8
Norveg 57 46 11
Finlandiya 2 2 0
Birlesmis Kirallik 6 4 2
Almanya 23 12 9
Italya 22 18 4
Fransa 4 2 2
A.B.D 5 1 4
Kanada 12 10 2
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Austin ve dig. [132] 16 farkli tilkede 17 farkli balik tiirtinden, su, sediment ve
rotiferden izole edilen 260 V. anguillarum susunun serolojik incelemesinde 184 susun
serotip O1 (%71) oldugunu bildirmistir. Pedersen ve dig. [133] Finlandiya (156),
Isvigre (88) ve Danimarka’da (47) ¢ogunlugu gokkusagi alabaligindan izole edilmis
olan V. anguillarum suslarnin serotipik farkliliklarini incelemistir. 156 Finlandiya
susundan 151’inin, 88 Isvigre susundan 73’iiniin ve 47 Danimarka susundan 31’inin

serotip O1 oldugunu tespit etmislerdir.

Tanrikul [24] Giiney Ege bolgesinde sekiz farkli gokkusagr alabaligi ciftliginde hasta
baliklardan V. anguillarum izole etmis, lam agliitinasyon metodu ile serolojik
dagilimlarini inceleyerek biitlin suslarin tavsanlarda tiretilen serotip O1 antiserumu ile
aglitinasyon verdigini bildirmistir. Canak ve dig. [134] Ege bolgesinde bulunan
agirliklart 3-80 gram olan hasta ¢ipura baliklardan 5 V. anguillarum susu izole
etmislerdir. Tavsanlarda trettikleri V. anguillarum serotip O1, O2 ve O3 antiserumlar1
ile gerceklestirdikleri serolojik testlerde {i¢ susun serotip O1 olarak tiplendirildigini
ancak diger iki susun test edilen hicbir referans antiserum ile reaksiyona girmedigini
bildirmislerdir. Avsever ve Un [135] 2006-2013 yillarinda Ege bolgesinde bulunan
balik ¢iftliklerinden izolasyonunu gergeklestirdikleri 51 V. anguillarum susun
serolojik dagilimlarini belirlemek i¢in agliitinasyon testlerinde serotip O1, O2 ve O3
antiserumlari ile kargilastirmislardir. Antijen-antikor reaksiyonlart degerlendirildikten
sonra 42 susun serotip Ol, 9 susun ise serotip O2 antiserumu agliite oldugunu
bildirmislerdir. Balta ve Dengiz Balta [47] Aralik 1999- Haziran 2014 tarihleri
arasinda Karadeniz bolgesinde Rize, Ordu ve Trabzon illerinde denizde bulunan 12
farkli gokkusagi alabaligi ¢iftliginde 32 V. anguillarum susu izole etmislerdir.
Tavsanda irettikleri V. anguillarum O1 antiserumu ile gergeklestirdikleri lam
agliitinasyon testinde biitiin suslarin serotip O1 olarak tanimlandigini bildirmislerdir.
Akayli ve Durna [48] Ege Bolgesi’nde bulunan bir giftlikte hasta levreklerden V.
anguillarum izole etmis, lam agliitinasyon testinde suslarin sadece serotip Ol
antiserumu ile reaksiyona girdigini bildirmiglerdir. Dingtiirk ve Tanrikul [49] hasta
granyozlerden izole ettikleri V. anguillarum susununun hangi serotipte oldugunu
belirlemek icin lam agliitinasyon metodunu kullanmis ve bu susun serotip O1 ile

agliitinasyon verdigini belirtmislerdir.
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Tablo 5.2°de diinyanin farkli bolgelerinden ve Tablo 5.3’de Tiirkiye’den izole edilmis
V.anguillarum suslarinin serolojik farkliliklarina dair yapilmis olan ¢alismalardan elde
edilen veriler sunulmustur. Bu c¢alismada lam agliitinasyon metodu kullanilarak
incelenen V. anguillarum suslarinda baskin serotipin O1 olarak tespit edilmesi daha

once yapilan ¢alismalarda sunulan veriler ile benzerlik gostermektedir.

Tablo 5.2: Diinya’nin farkli bolgelerinde V. anguillarum suslarinin serolojik
dagilimlar iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler.

Mevcut Calisma %386 Serotip O1
Sorensen ve Larsen [42] %70 Serotip O1
Larsen ve dig. [131] %70,2 Serotip O1
Austin ve dig. [132] %71 Serotip O1
Pedersen ve dig. [133] %86 Serotip O1

Tablo 5.3: Tiirkiye’de izole edilen V. anguillarum suslarinin serolojik dagilimlari
iizerine yapilan calismalardan elde edilen veriler.

Mevcut ¢alisma %86 Serotip O1
Tanrikul [24] %100 Serotip Ol
Canak ve dig. [134] %60 Serotip O1
Avsever ve Un [135] %82 Serotip O1
Balta ve Dengiz Balta [47] %100 Serotip Ol
Akayli ve Durna [48] %100 Serotip Ol
Dingtiirk ve Tanrikul [49] %100 Serotip Ol

Enterik kizilagiz hastaliginin etiyolojik etkeni Y. ruckeri yetistiriciligi yapilan
salmonid tiirlerinde ciddi ekonomik kayiplara sebep olmaktadir. Y. ruckeri ile enfekte
gokkusag1 alabaligi ve Atlantik somonundan izole edilen suslarin farkli serotipik
dagilimlarinin olabilecegi bildirilmistir [136]. Gokkusagi alabaliklarinda ortaya ¢ikan
Y.ruckeri salginlarinin genelinde baskin olarak serotip O1’in, Atlantik somondan izole
edilen suslarda ise genellikle serotip O2, O5 ve O8 ‘in izole edildigi rapor edilmistir

[136]. Bu galisma siiresince, lam agliitinasyon methodu ile gokkusagi alabaligindan
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izole edilmis olan Y. ruckeri suslarinin serolojik teshisi gergeklestirilmis ve
serogruplart belirlenmistir. 2014-2021 yillar1 arasinda Yersiniosis vakalarindan izole
edilen suslarin biiyiik bir ¢ogunlugu serotip O1 olarak tanimlanmistir. Ancak, Y32,

Y34, Y35 kodlu Y.ruckeri suslari tiplendirilememistir.

Davies [75] farkli cografi bolgelerde ERM vakalarindan izole edilmis olan 127
Y.ruckeri susu (Avrupa’dan 96, Kuzey Amerika’dan 23, Avustralya’dan 6, Giiney
Afrika’dan 2) ve dort tane referans susun (ATCC 29473, NCMB 1315, NCMB 1316
ve NCTC 10477) karakteristik 6zelliklerini incelemistir. Termostabil O antijeni ile
gergeklestirdigi caligmada Y. ruckeri i¢in yeni bir serotipik sema oneren Davies O1,
02, 05, 06 ve O7 serotiplerini tanimlamistir. Calisma siiresince farkli iilkelerde
izolasyonu gergeklestirilmis olan Y. ruckeri suslarinin antijen-antikor reaksiyonlarina
gore baskin serotipler tespit edilmistir. incelenen Y.ruckeri suslarinda toplamda 105
sus serotip O1, 11 sus serotip O2, 5 sus serotip O5, 4 sus serotip O6 ve 5 sus serotip
O7 olarak tanimlanmustir. Farkli cografi bolgelerdeki baskin serotiplerin dagilimlari;
Bulgaristan, italya, Isvigre’den temin edilen suslarin hepsinin serotip O1, Danimarka,
Finlandiya, Fransa, Biiyiik Britanya, Norveg, Bati Almanya, Kanada, Amerika Birlesik
Devletleri, Avustralya ve Giiney Afrika’daki Y.ruckeri suslarminda ise baskin
serotipin O1 oldugu bildirilmistir. Romalde ve dig. [77] farkli cografi bolgelerde ERM
vakalarindan izole edilmis olan 53 Y. ruckeri susunun serotiplerini incelemis, serotip
Ol (a, b), O2(a, b, ¢), O3 ve O4 antiserumlar1 ile verdigi antijen-antikor
reaksiyonlarina gore Ispanya’da izole edilmis olan Y. ruckeri suslarmin hepsinin
serotip O1 oldugu belirlenmistir. Romalde ve dig. [137] Ispanya’da izole ettikleri Y.
ruckeri suslariin serotipik ozelliklerini tam-hiicre ve termostabil O antijenleri ile
incelemiglerdir. Tam hiicreler ile yaptiklar1 agliitinasyon testlerinde iki antiserum (Ola
ve O2b) ile reaksiyon olusumu tespit ettikten sonra termostabil O antijeni ile antijen-
antikor iligkisini tekrar incelemis ve somatik O antijenlerinin kullanimindan sonra Ola
ile goriilen reaksiyonun ortadan kalktig1 ve sadece O2b antiserumu ile agliitinasyon
olustugu rapor edilmistir. Bastardo ve dig. [138] 2008 yilinda Sili’de yetistiriciligi
yapilan Salmo salar giftliklerinde agirligi 2-60 gram olan hasta baliklardan izole
ettikleri 11 Y. ruckeri susunun serotipik dagilimlarini antijen-antikor reaksiyonlarina
gore degerlendirerek 9 susun Olb, 1 susun Ola ve 1 susun O2b serotipte oldugunu

bildirmislerdir. Ormsby ve dig. [78] 2001-2014 yillarinda Birlesik Krallik’da 109
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tanesini Atlantik somondan ve 26 tanesini gokkusagi alabaligindan izole ettikleri 135
Y. ruckeri susu ile 10 adet referans susunun serolojik 6zelliklerini incelemislerdir.
Serolojik testlerde 29 sus serotip O1, 34 sus serotip O2, 14 sus serotip O5 olarak
tiplendirirken 58 susun iki antiserum (O1, OS5) ile reaksiyona girdigi gdzlemlenmis,
yapilan incelemeler sonrasinda bu suslar serotip O8 olarak tanimlanmis ve gokkusagi
alabaligindan izole edilen 26 Y. ruckeri susundan 24’tiniin serotip O1, 2 susun ise
serotip O8 oldugu rapor edilmistir. Wheeler ve dig. [126] Farkli cografi bolgelerde
ERM vakalarinda izole edilmis olan 160 Y.ruckeri susu ve 14 referans susun antijen-
antikor reaksiyonlarini incelemis, serolojik testlerde128 susun serotip O1, 17 susun
serotip O2, 11 susun serotip OS5, 2 susun serotip O6 ve 2susun serotip O7 oldugunu

bildirmislerdir.

Altun ve dig. [80] Tirkiye’nin farkli bolgelerinde meydana gelen ERM vakalarindan
19 Y. ruckeri susu izole etmis, serolojik testlerde bu suslarin serotip Ol ve O2
antiserumlar1 yapmis olduklari reaksiyonlara gore 18 susu serotip O1 ve 1 susu serotip
02 olarak tanimlamiglardir. Altun ve dig. [81] 2009-2010 yillarinda hasta gokkusagi
alabaliklarindan izole ettikleri 15 Y. ruckeri susunun serotipik dagilimlarini
incelemislerdir. Tavsanlardan iiretilen antiserumlar ile gerceklestirdikleri serolojik
testlerde 11 susu serotip O1, 4 susu serotip O2 olarak bildirmislerdir. Balta ve dig.
[79] 2001-2008 yillarinda 16’s1 Trabzon’da, 18’i Rize’de, 1’1 Erzurum’da, 1’i
Erzincan’da ve 1’1 Artvin’de bulunan toplam 37 isletmeden 116 Y. ruckeri susu izole
etmislerdir. Tavsanlarda tretilen Y. ruckeri Ol antiserumu ile gergeklestirdikleri lam
agliitinasyon testinde, 116 susun 86 tanesini serotip Ol olarak tanimlamis, kalan 30
susun tiplendirilemedigi rapor edilmistir. Diinya genelinde Y. ruckeri suslarinin
serolojik dagilimlarimin belirlenmesi epidomiyoloji, patogenez ve as1 gelistirme
caligmalari i¢in biiylik 6nem arz etmektedir. Tablo 5.4’te diinyanin farkli bolgelerinden
ve Tablo 5.5’te Tiirkiye’de izole edilmis Y. ruckeri suslarinin serolojik farkliliklarina
dair yapilmis olan g¢alisma verilerinin benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Bu
calismada Giliney Ege Bolgesi’'nde bulunan gokkusagi alabaligi ciftliklerinde
Yersiniosis vakalarinda izole edilmis olan Y. ruckeri suslarinin ¢ogunlugunun serotip
O1 olarak tiplendirilmesi diger calismalarda bildirilen veriler ile biiylik Olgiide

benzerlik gostermektedir.
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Tablo 5.4: Diinya’nin farkli bolgelerinde Y. ruckeri suslarinin serolojik
dagilimlari iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler

Serotip O1 Diger serotipler
Mevcut Calisma 0,84 %16
Davies [75] 480 %20
Romalde [77] 94100 %0
Romalde [137] %0 %100
Bastardo ve dig. [138] %490 %10
Ormsby ve dig. [78] %21 %79
Wheeler ve dig. [126] 480 %20

Tablo 5.5: Tiirkiye’de izole edilen Y. ruckeri suslarinin serolojik dagilimlari
iizerine yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler

Serotip O1 Diger serotipler
Mevcut ¢alisma %384 %16
Altun ve dig [80] %95 %S5
Altun ve dig [81] %73 %27
Balta ve Balta [79] %74 %26

L. garvieae’nin serotipleri kapsiil varligi (serotip KG’) ve kapsiil bulunmamasina
(serotip KG™) bagli olarak ikiye ayrilmistir [97]. Ayrica bu iki serotipin biyokimyasal
ve genetik Ozelliklerinin birbirine ¢ok benzer oldugu rapor edilmistir [139]. Balik
ciftliklerinden izole edilen L. garvieae’nin kapsiillii suslarinin oldukea viriilent oldugu
ancak, kapsiilsiiz suslarin  gokkusagi alabaliginda nadir olarak enfeksiyon
olugturabildigi tespit edilmistir [117]. Buna ek olarak KG* antijenlerinin hiicre
kapstiliinde degil hiicre yilizeyinde bulundugu, ancak KG- antijenlerinin kapsiil
materyalinde bulundugu bildirilmistir [140]. Calisma siiresince Ege Bolgesi’nde
Lactococcosis vakalarinda izole edilmis olan L. garvieae suslarinin Japonya’da
sarikuyruktan izole edilmis olan KG™ antiserumu (ATCC 49156) ve Tiirkiye’de
gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan KG™ antiserumu (biyokimyasal ve
molekiiler tanimli C3) ile olusturduklar1 antijen-antikor reaksiyonlar: incelenmistir.
Calismada kullanilan L. garvieae suslarmin Japon KG™ antiserumu ile reaksiyon
vermedigi, Japon KG™ susu disindaki biitiin suslarin C3 antiserumu ile agliitinasyon

olusturdugu, Japon KG™ susunun sadece kendi antiserumu ile reaksiyona girdigi
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gozlemlenmistir. Yoshida ve dig. [95] Japonya’da yetistiriciligi yapilan
sartkuyruklardan izole ettikleri E. seriolicida suslarini lam agliitinasyon metoduyla
incelemistir. Serolojik testlerde tavsanlarda tiretilen KG* ve KG™ antiserumlart ile izole
edilen suslarin antijen-antikor reaksiyonlar1 incelenmis ve KG™ suslarinin sadece KG
antiserumu ile agliitinasyon gosterdigi, KG* suslarinin ise hem KG™ hemde KG*
antiserum ile reaksiyon verdigini tespit edilmistir. Bununla beraber KG™ serotipine ait
suslarin KG™ serotipine ait suglara oranla ¢ok daha viriilent oldugunu rapor etmislerdir.
Barnes ve Ellis [108] Avrupanin farkli bolgelerinden (Italya, Birlesik Krallik,
Ispanya) izole edilen kapsiillii, kapsiilsiiz L. garvieae suslar1 ve Japonya’dan izole
edilmis kapsiillii, kapsiilsiiz L. garvieae suslarin serolojik dagilimlarini incelemistir.
Serolojik testlerde Avrupa’dan izole edilen kapsiillii suslarin, Japonya’dan izole edilen
kapsiillii ve kapsiilsiiz suslar ile reaksiyon vermedigi ve benzer verilerin Japonya’dan
izole edilen suslar ile de elde edildigini bildirirken kapsiilsiiz suslarin izole edildigi
lokasyon fark etmeksizin birbirleri ile reaksiyona girdigini bildirmistir. Oinka ve dig.

[109] 2012-2013 yillart arasinda hasta sarikuyruklardan L. garvieae izole etmislerdir.
Ancak izole ettikleri patojenin teshisi i¢in lam agliitinasyon metodunda KG- ve KG+
antiserumlar1 ile agliitinasyon vermedigini gézlemlemis ve molekiiler identifikasyon
ile bakteriyi L. garvieae olarak tanimlamiglardir. §81rgan [141] Tirkiye’de gokkusagi

alabaligindan izole ettigi 20 L. garvieae susunun ispanya’dan temin edilen kapsiillii L.
garvieae susundan elde edilen antiserum ile reaksiyonunu lam agliitinasyon metoduyla
incelemis ve biitiin suslarin pozitif reaksiyon verdigini bildirmistir. Bu veriler
dogrultusunda Tiirk L. garvieae suslarmin ispanyol KG- suslari ile benzer bir yapida
oldugu gozlemlenmektedir. Bu ¢alismada, Tiirkiye’de Lactococcosis vakalarinda izole
edilmis olan L. garvieae suslarinin Japon KG™ ve Tiirk KG™ suslarindan iiretilen
antiserumlar ile olusturdugu agliitinasyon sonuglar1 incelenerek Tiirk KG™ suslarinin
Japon KG™ suslari ile farkli serotipte oldugu tespit edilmistir. Barnes ve Ellis [108]’in
bildirdigi Avrupa KG- suslarinin Japon KG- suslari ile farkli serotiplerde oldugunu
tespit etmesi ile bu calismada elde edilen veriler benzerlik gostermektedir. Bu
calismada biitlin veriler karsilastirildiginda Tiirk suslarinin Barnes ve Ellis [108]
tarafindan belirtilen Avrupa serotipine dahil oldugunu ve Japon KG- suslarinin farkl

bir serotipte oldugunu desteklemektedir.
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BOLUM 6

SONUC

V. anguillarum, Y. ruckeri ve L. garvieae’nin neden oldugu hastaliklar gokkusagi
alabaliginda yiiksek mortalite ile seyrederek ciddi ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Bu calismada lam agliitinasyon testi ile bakteriyel balik patojenlerinin
serolojik teshisi gergeklestirilmis ve bolgede salgin hastaliklardan izole edilen suslarin
serotipleri belirlenmistir. Lam agliitinasyon metodu balik hastaliklarina sebep olan
patojenlerin erken teshisinin gerceklestirilmesi ve uygun tedavinin belirlenerek
ekonomik kayiplarin dniine gecilmesine olanak saglamaktadir. Ayni zamanda baskin
serotiplerin belirlenmesinin uygulanacak koruma-kontrol yontemlerinin iyilestirilmesi

icin kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.
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