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Bakteriyel Bobrek Hastaligi (BKD)’nin teshisi
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Ozet: Bu projede Renibacterium salmoninarum izolasyon ve identifikasyonu icin, 2005-2007 yillar1 arasinda, Kesikkoprii Baraj
Goleti’nde yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360 adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletmesinden 120 adet 6-12
aylik alabaliklardan bobrek 6rnekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletmesinde 120 adet olgun di-
si baliklardan ovaryum sivis1 uygun kosullarda alindi. Toplanan 6rneklerden izolasyon igin KDM-2 medium kullanildi. Toplam 600
adet 6rnekten hi¢ R.salmoninarum izolasyonu olmadi. Aym &rneklerden DFAT ve nested-PCR testleri yapildi. Orneklerin hicbirinde
etkene rastlanilamadi.

Sonug olarak Ankara ve Safranbolu’da Bakteriyel Bobrek Hastaligi saptanamamustir. Laboratuarimizda alabaliklarda konvansi-
yonel izolasyon ve identifikasyon yaninda DFAT ve nested-PCR gibi testlerle Bakteriyel Bobrek Hastaligi kisa siirede teshis edilebi-
lir hale gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Bakteriyel Bobrek Hastaligi, DFAT, Gokkusagi alabaligi, Nested-PCR, Renibacterium salmoninarum.

The diagnosis of Bacterial Kidney Disease (BKD) from cultured rainbow trout
(Oncorhynchus myKiss)

Summary: In this project, totally 360 samples from 5 rainbow trout farms on Kesikkdprii barrage lake and aseptically 120 kid-
ney tissues about 6-12 months rainbow trout from one rainbow trout farm from 2005 to 2007 were collected for isolation and identi-
fication of R.salmoninarum;. Ovarian (coelemic) fluids were collected from 120 mature females of fish farming on Safranbolu.
KDM-2 medium was used for isolation from samples. R.salmoninarum was not isolated on totally 600 samples. DFAT and nested-

PCR results of all samples were negative.

As a result Bacterial Kindey Disease was not detected in Ankara and Safranbolu. In our laboratories, Bacterial Kindey Discase
could be diagnosed rapidly by conventional isolation and identification with DFAT and nested-PCR on rainbow trout.
Key words: Bacterial Kidney Disease, DFAT, Nested-PCR, Rainbow trout, Renibacterium salmoninarum.

Giris

Ulkemizde balik yetistiriciligine 1960’larin so-
nunda tathh su baliklarinda, deniz baliklarinda ise
1986 yilinda baglanmistir. Halen iilkemizde 2001
yili itibariyle 1769 adet onayli balik ¢iftligi bulun-
makta ve bunlarin 1423’1 i¢ sularda, 346’s1 denizle-
rimizde faaliyet gostermektedir. Bu ¢iftliklerin yan1
sira ¢iftliklerin yavru ihtiyacini temin i¢in 20 adet
kuluckahane bulunmaktadir. Tath sularimizda gok-
kusag1 alabalig: tiretimi oldukg¢a yaygin olarak de-
vam etmektedir. Tiirkiye’de alabalik tiretimi 1990
yilinda 3 212 ton iken 1999 yilinda 38 570 ton ve
2000 yilinda ise 44 533 tona ¢ikmistir. Bu rakam-
lardan da anlasilacag: iizere iilkemizde su iiriinleri
yetistiriciligi giderek hizla artmakta ve buna paralel
olarak da olumsuz gevre sartlari, kalitesiz yem ve
hastaliklardan ileri gelen bir takim problemler de ar-
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tis gostermektedir. Hastaliklar baliklarda 6liime ne-
den olmalari, ihracati olumsuz yonde etkilemeleri,
tedavi masraflari, uygun kullanilmayan ilaglarin
rezidii sorunu yaratmalari, ¢evre kirliligi olusturma-
lar1, bakteriyel dirence neden olmalar1 ve is ve za-
man kaybina yol agmalar1 nedeniyle iilke ekonomi-
sine biiyiik zararlar vermektedir.

Balik yetistiricilerimizin biiyiik ¢cogunlugu ihti-
yag¢ duyduklan yavru baliklar ya kendi kuluckaha-
nelerinde yetistirmekte ya da mevcut olan kulugka-
hanelerden temin etmektedirler. Kuluckahanelerde
var olan enfeksiyonlar bir¢ok balik isletmesinden
tasinmakta ve oradan dogal kaynaklara yayilma ih-
timali de her zaman mevcut olmaktadir.

OIE standartlarina ve AB’nin 91/67/EEC ve
93/53/EEC sayili direktifleri ¢ercevesinde hastalikli
ve hastaliktan ari zonlarin, igletmelerin ve kulugka-
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hanelerin belirlenmesi, haritalanmasi, onaylanmasi,
duyurulmasi, takibi, iyilestirilmesine yonelik tedbir-
lerin alinmasi, sertifikalanmasi, gerek i¢ piyasaya
gerekse ihracata yonelik {irlinlerin yetistirildigi sular
ve taginmasina yonelik tedbirlerin alinmasi gerek-
mektedir. Kulugkahane ve isletmelerin periyodik
araliklarla kontrollerinin yapilmasi ve bu kontroller
sonucunda hastalik riski tasiyan kulugkahanelerin
gozlem altina alinmasi saglanmalidir.

Bakteriyel Bobrek Hastalig1 (BKD)
salmonidlerde yiiksek mortalite ile seyreden siste-
mik bir enfeksiyondur. Hastalik genellikle kronik
olarak seyreder, ancak ozellikle diisiik 1silarda (13-
18°C) akut hale gecip salginlar halinde goriilebilir.
Salgmlar ilk defa Iskogya’da Atlantik salmonlarda
bildirilmistir. Daha sonra ABD’de 1935 yilinda has-

talik  bildirimi  yapilmigtir (BULLOCK  ve
HERMAN, 1980).
Etken kiiciik, hareketsiz, gram pozitif,

diplokoklardir. Ik defa Ordal ve Earp (1956), izole
etmeyi basarmislar ve Corynebacterium olarak
klasifiye etmislerdir. Sanders ve Fryer (1980), etke-
nin biyokimyasal oOzelliklerini dikkate olarak
Renibacterium salmoninarum olarak isimlendirmis-
lerdir (BULLOCK ve HERMAN, 1980). Bullock ve
Stuckey (1975), oldukga hizli olan direkt ve indirek
FAT ile subklinik ve klinik enfekte hayvanlar1 sap-
tayabilmiglerdir (BULLOCK ve HERMAN, 1980).

R.salmoninarum’un 1990 ve 2002 yilllan ara-
sinda yapilan izleme programinda Iskogya sularinda
Atlantik salmon ve gokkusagi alabaliklarinda birgok
salginlar yaptig1 tespit edilmistir. Teshis i¢in kiiltiir,
bakteriyoskopi ve ELISA kullanilmistir (BRUNO,
2004).

Bakteri yabani stoklardan yumurta yolu ile
hatcherilere taginmaktadir. Rutin olarak balik {iriin-
leri pastorizasyona tabi oldugu halde stoklardan
BKD elemine edilememistir. Hayli yiiksek patojen
olan bu etkenin kontrolii i¢in hizli ve duyarli test
metotlar1 kullanilmasi olduk¢a avantaj saglamakta-
dir. Bunlara ragmen BKD halen dogal ve Kkiiltiir
alabalik¢iliginda ciddi bir problem olarak karsimiza
¢ikmaktadir (FRYER ve LANNAN, 1993).

Bakteriyel Bobrek Hastaligi ilk olarak 1930 y1-
linda Ingiltere’de Atlantik Salmonlarda tanimlan-
mis. 1935 yilinda ABD’de alabalik yavrularinda or-
taya ¢ikmistir. Ancak etken izolasyonu 1950°li yil-
larda yapilmistir. 1995 yilinda ABD’de yapilan bir

caligmada yavru alabaliklarda tespit edilen Bakteri-
yel Bobrek Hastaligr i¢in kullanilan teshis yontem-
leri karsilastirilmistir. Yine 1995 yilinda Finlandi-
ya’da baliklarda BKD f{izerinde calisilmistir. Kana-
da’da 1995 yilinda Atlantic salmon ve Salmo salar
kulugkahanelerindeki yavru baliklarda
R.salmoninarum IFAT testi ile arastirilmis, 424 adet
baligin % 13.7’sinde hastalik tespit edilmistir. 1992
yilinda Ispanya’da ilk R.salmoninarum izolasyonu
bildirilmistir. 1994 yilinda ise Polonya’da, 1993 y1-
linda’da Ingiltere’de alabaliklarda bu hastalik arasti-
rilmigtir. 1987 yilinda Norveg’te yapilan bir ¢alig-
mada 11 isletmede BKD tespit edilmistir.

Chase ve Pascho (1998), yaptiklar bir ¢aligma-
da Salmonid’lerin viicut sivilarindan ve dokularinda
niikleik asid bazli testlerle R.salmoninarum teshis
etmislerdir. Nested-PCR yontemini kullanmislar,
bobreklerden konvansiyonel PCR yonteminden da-
ha ¢ok etken saptamislardir. Nested-PCR’1in yanlig
pozitif reaksiyonlar veren ELISA ve FAT teknikle-
rinden daha hassas oldugunu saptamislardir. 74 adet
dogal enfekte chinook salmonda yaptiklar1 ¢alisma-
da Nested-PCR, ELISA ve FAT oranlarint %61, 47
ve 43 olarak bulmuslardir.

Pascho ve ark. (1998) yaptiklar1 ¢calismada do-
gal enfekte 103 adet chinook salmon ovaryum sivi-
lar1 tizerinde calismiglar; ELISA ile % 39’unu ,
nested-PCR ile de hasta olanlarin % 100’lni sap-
tamuslardir.

Miriam ve ark. (1997), yaptiklar1 bir ¢aligma
sonucunda enfekte ovaryum sivisinda ¢ok diisiik
orandaki R.salmoninarum’un da saptanabildigini ve
kiiltiirii yapilamayan veya 6len bakterilerin saptan-
masinda bu yontemin giivenle kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

White ve ark. (1995), calismalarinda kiiltiir,
ELISA ve FAT Kkarsilastirmislar; yiiksek dozla
enfekte dokularda ELISA ve FAT daha hassas ol-
dugu halde diisiik dozla enfekte dokularda bakteri-
yolojik kiiltiirden daha diisiik hassasiyette oldugunu
saptamislardir.

Magnusson ve ark. (1994), yaptiklar1 bir diger
caligmada dogal enfekte baliklardan alinan 6zellikle
ovaryum sivilarinda reverse transcription ve nested-
PCR bazli yontemlerde 1-10 bakteriye kadar etke-
nin saptanabildigini ve 1-2 giin i¢inde sonug alina-
bildigini bildirmislerdir.
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Jansson (2002), Sueciae’de yaptig1 tez ¢alisma-
sinda 400 adet salmonid balik bdbrekleri iizerine
ELISA ve Kkiltir yoOntemlerini  kullanarak
R.salmoninarum tespit etmeye ¢aligmig, ancak BKD
yOniinden hepsini negatif bulmustur.

Tiirkiye’de ilk olarak 1977 yilinda G. Halici, E.
Istanbulluoglu ve M. Arda tarafindan Bayindir Ba-
raji alabalik yetistirme istasyonunda goriilen bakte-
riyel bobrek hastaligi ve sagaltimi tizerinde ¢alisil-
mistir.

M. Sarieyyiipoglu, A. Muz ve Y. Ozdemir tara-
findan 1985 yilinda yapilan bir ¢alismada Ovacik-
Tunceli alabalik yetistirme istasyonunda 10 adet
alabalikda R.salmoninarum tespit edilmistir.

Bu bilgiler 1s181inda 3285 sayili Hayvan Saglig:
ve Zabitas1 Kanunu’nun 4. maddesine gére Ihbar
Mecburi Hastaliklar Hakkindaki No: 2007/132 ve
08.05.2007 tarih ve 26580 sayili Resmi Gazete’de
Ihbari Mecburi Hastaliklar grubunda yer alan
Bacterial Kidney Disease (Bakteriyel Bobrek Hasta-
lig1, BKD) iizerine bir ¢alisma yapilmasi ve bu dog-
rultuda hastaligin alabalik igletmeleri ve kulugkaha-
nelerinde yayginligi amaclanmistir. Bu calismada
R.salmoninarum’un kiiltirii yapilan alabaliklardan
izolasyon ve identifikasyonu, DFAT ve PCR testleri
ile tespiti ve antibiyogrami amaglanmistir.
R.salmoninarum ile ilgili olarak daha evvel Tiirki-
ye’de DFAT ve PCR testleri ile yapilan bir ¢aligma

Tablo 1. Alabalik igletmelerinden alinan numune sayisi.

bulunmamaktadir. Bu aragtirmada OIE’nin 6nerdigi
R.salmoninarum’un konvansiyonel yontemlerle izo-
lasyon ve identifikasyonu ile birlikte hizli ve etkili
teshis yontemleri olan DFAT ve nested-PCR testleri
de kullanilmastir.

Materyal ve Metot

Orneklerin Toplanmasi: Bu proje planlanir-
ken her bir isletmeden 2 yil siiresince 2 kez 30’ar
adet numune toplanilmasina karar verildi. Ancak
global su sorunu nedeni ile Biiyiik Kizilirmak Pro-
jesinden dolay1 Kesikkoprii Baraj Goleti’'nden An-
kara’ya su temin edilmesi ¢aligmalar1 sonucu alaba-
lik isletmelerinin bir kismi kapandi, bir kismi da
iiretimi durdurdu. Bu nedenle hedeflenen sayiya
ulagilamadi. Ancak Kesikkopriide kapanan igletme-
lere ilaveten Safranbolu’dan bir adet alabalik islet-
mesi ve bir adet de damizlik isletmesi projeye dahil
edildi. Asagi verilen tabloda hangi isletmelerden ne
kadar numune toplandigi belirtilmistir (Tablo 1). Bu
Projede R.salmoninarum izolasyon ve
identifikasyonu i¢in, Kesikkoprii Baraj Goleti’nde
yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360
adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletme-
sinden 120 adet 6-12 aylik alabaliklardan bobrek
ornekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da
yer alan 1 adet alabalik igletmesinde 120 adet olgun
disi baliklardan ovaryum sivisi uygun kosullarda
alind1.

Kesikkoprii Baraj Goleti’nde Yer Alan Isletmelerden Alman Numune Sayisi
Lyl 2.y1l Toplam
1. Dénem 2. Dénem 3. Dénem 4. Dénem

1.Isletme (bdbrek) 30 30 30 30 120
2. Isletme (bobrek) 30 30 30 - 90
3. Isletme (b&brek) 30 30 - - 60
4. Isletme (bobrek) 30 30 - - 60
5. Isletme (bobrek) 30 - - - 30
Safranboluda Yer Alan Isletmeler

1.Isletme (b&brek) 30 30 30 30 120
Damuzlik (Ovaryum s1vist) 30 30 30 30 120
Toplam 210 180 120 90 600

Besi yeri: Izolasyon icin OIE’nin &ngordiigii
besi yerlerinden % 5-10 fotal sigir serumu bulunan

KDM-2 medium kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Strip: Identifikasyonu igin OIE’nin 6nerdigi
API-Zym kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Konjugate: Isaretli antikor olarak “fluorescein

labeled

affinity

purified

antibody

to



4 Sibel Ozkok, Selahattin Sen, Hikmet Un

R.salmoninarum, Maryland, 20879 USA” kullanildi
(OIE. Manual, 2006).

Primerler: ilk etapta 75-93 (5’-AGC-TTC-
GCA-TGA-G-3’;P3) ve reverse 438-458 (5’-GCA-
ACA-GGT-TTA-TTT-GCC-GGG-3;M21)
primerleri,

e ikincisinde 95-119 (5’-ATT-CTT-CCA-CTT-
CAA-CAG-TAC-AAG-G-3°;P4) ve reverse 394-
415 (5’-CAT-TAT-CGT-TAC-ACC-CGA-AAC-C-
3’; M38) primerleri kullanildi (OIE. Manual, 2006).

Izolasyon: izolasyon igin OIE’nin 6ngordiigii
besi yerlerinden % 5-10 fotal sigir serumu bulunan
KDM-2 medium kullanildi. Ortalama 3 hafta (8-16
hafta) 15°C’de inkiibe edildi. R.salmoninarum kii-
cik, (0.3-1.5 x 0.1-1 pm) Gram pozitif, PAS pozitif,
hareketsiz, siklikla ¢ift, kisa c¢omak veya
pleomorfik, “Cin yazisina” benzer formdadir.
Katalaz pozitif, oksidaz negatiftir (OIE. Manual,
20006).

Identifikasyon: izole edilen bakteriler oksidaz
ve katalaz testlerine tabii tutulur. Katalaz pozitif ve
oksidaz negatif olan identifikasyonu i¢in OIE’nin
onerdigi API-Zym kullanild1 (OIE. Manual, 2006;
AUSTIN ve AUSTIN, 1999). R.salmoninarum um
API Zym’deki profili su sekildedir.: -+-+-+--+-++--
—+--+/-- (AUSTIN ve AUSTIN, 1999).

DFAT: Enfekte dokularda R.salmoninarum’un
tespiti i¢in direkt immunofluoresans testi (DFAT)
kullanildi. DFAT testi R.salmoninarum’un tespitin-
de kullanilan oldukca yaygin bir testtir. Bu testte 3
boliim yer almaktadir. Bobrek ve ovaryum sivilari
lama fikze edildi, isaretli antikorla boyandi, deger-
lendirildi. DFAT testi sonuglar1 OIE Manual
2006°da belirtilen standart kriterler baz alinarak ya-
pildi.

a)Bobrek ornekleri ve ovaryum sivilari: Bobrek
dokularindan ve ovaryum sivilarindan frotiler hazir-
landi, kurutuldu ve methanol ile yaklasik 5-10 daki-
ka tespit edildi.

b) Pozitif ve negatif kontrol: DFAT ’inde pozitif
kontrol olarak R.salmoninarum (ATCC 33209) susu
kullanildi.

c)Preparatlar karanlik ve nemli ortamda muha-
faza edildi. Her preparata bir damla (100uL) spesi-
fik FITC-konjugate ilave edildi.

d) Oda 1s1sinda 60 dakika inkiibe edildi.
e) Preparatlar PBS (pH=7.1) ile yikandi.

f) Havada kurutulup ve bir damla mounting
medium ilave edilip, lamel ile kapatildi.

g) Okuma ve yorum: Preparatlar floresan
mikraskopta x1000 biiyiitmede okundu. Once pozi-
tif ve negatif kontrole bakild1 (OIE. Manual, 2006).

PCR testi: Doku 6rneklerinden ve ovaryum si-
vilarindan nested-PCR  yapildi. Nested-PCR’da
Chase D.M. ve Pascho R.J. (1998), Pascho R.J,,
Chase D. ve McKibben C.L. (1998)’de belirtilen
metod baz alindi (OIE. Manual, 2006).

a) Primer dizayni: Bu metoda gore testte iki
adet oligoniikleotid primer kullanildi. Primerler
R.salmoninarum’un p57 protein sekansina gore di-
zayn ettirilmistir.

e ilk asama PCR’da forward 75-93 (5’-AGC-
TTC-GCA-TGA-G-3’;P3) ve reverse 438-458 (5°-
GCA-ACA-GGT-TTA-TTT-GCC-GGG-3;M21)
primerleri kullanilda.

e ikinci asama PCR’da (nested) forward 95-
119 (5’-ATT-CTT-CCA-CTT-CAA-CAG-TAC-
AAG-G-3’;P4) ve reverse 394-415 (5’-CAT-TAT-
CGT-TAC-ACC-CGA-AAC-C-3’; M38) primerleri
kullanildz.

b) DNA ekstraksiyonu ve purifikasyonu igin
DNA ekstraksiyon Kit’i kullanildi (DNeasy Tissue
Kit, Qiagen). Elde edilen DNA’lar
spektrofotometrede 6l¢iildii (Nanodrop, ND-1000).

e Bobrek Dokusu: Bobreklerden yaklasik 25-
50 mg doku 6rnekleri 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiip-
lerine alind1.

e Ovaryum sivilari: 25 ml ovaryum sivisi 1.5
ml’lik santrifiij tiiplerine alindi.

o R.salmoninarum:

¢) Niikleik asit Orneklerinin saflik kontrolii:
DNA ornekleri 260 ve 280 nm absorbance hacimde,
molekiiler biyolojik kalite su konsantrasyonu 0.01
ve 0.1 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Saf DNA
orani A260/A280°de 1.8-2.0 oraninda olmasina
dikkat edildi.

d) Birinci basamak PCR protokolii:

PCR reaksiyon miksinin hazirlanmasi:

e Toplam hacim 50 pl olmali: 10 ul niikleik
asit ve 40 pl reaksiyon miksi olmali. Reaksiyon
miksi icerisinde 0.2 mM her bir niikleotid, 50 mM
KCL, 10 mM Tris/HCI, pH 8.3, 1.5 mM MgCIl2, 0.2
mM her bir primer (P3 ve M21) ve Taq polymerase.
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e Template DNA hari¢ tiim reagentlar “Master
Mix” tiipiine yerlestirilir.

e PCR tiiplerine 10 pl DNA ekstraksiyonlari
ilave edilir.

o PCR tiipleri termal cyclera yerlestirilir.

e Termal cycler programi su sekilde olur: 30
kez denaturasyon 94°C 30 saniye; anneling 60°C 30
saniye; extending 72°C 1 dakika.

e) Ikinci basamak PCR protokolii:

Toplam hacim 50 pl olmali: 1 pl ilk basamakta
elde edilen amplifiye DNA ve 49 pl reaksiyon mixi
olmali. Master mix igerisinde 0.2 mM her bir niik-
leotid, 50 mM KCL, 10 mM Tris/HCI, pH 8.3, 1.5
mM MgCI2, 0.2 mM her bir primer (P4 ve M38) ve
Taq polymerase.

e Amplifiye DNA harig tiim reagentlar “Master
Mix” tliptine yerlestirilir.

e PCR tiiplerine 1 pl ilk basamak PCR iiriinii
ilave edilir.

o PCR tiipleri termal cyclera yerlestirilir.

e Termal cycler programi su sekilde olur: 30
kez denaturasyon 94°C 30 saniye; anneling 60°C 30
saniye; extending 72°C 1 dakika.

f) Amplifiye DNA’nin goriiniir hale getirilmesi:

e Yaklasik 10 pl PCR iirlinii jel elektroforezde
(% 2 agaroz jel) yiiriitiiliir. Her elektroforezde 1 kb
DNA ladder (marker)’da olmalidir.

e Jel boyanmasi
bromide kullanilir.

icin 5 mg/ml ethidium
e Jel UV transillumination altinda degerlendiri-

lir. R.salmoninarum 320 baz ¢ifti olarak tespit edilir
(OIE. Manual, 2006).

Antibiyogram: Izole  edilen  suslarm
antibiyogram duyarlilik testi ATB-Vet ile yapildi
(OIE. Manual, 2006).

Bulgular

Bu projede R.salmoninarum izolasyon ve
identifikasyonu i¢in, Kesikkoprii Baraj Goleti’nde
yer alan 5 adet alabalik isletmesinden toplam 360
adet; Safranbolu’da yer alan 1 adet alabalik isletme-
sinden 120 adet 6-12 aylik alabaliklardan bobrek
ornekleri aseptik kosullarda alindi. Safranbolu’da
yer alan 1 adet alabalik isletmesinde 120 adet olgun
disi baliklardan ovaryum sivisi uygun kosullarda
alindi. Toplam 600 adet numune toplandi.

Toplanan 6rneklerden R.salmoninarum izolas-
yonu i¢in KDM-2 medium kullanildi. Toplam 600
adet numuneden KDM-2 mediuma aseptik kosul-
larda ekimler yapildi ve 15°C’de 4-6 hafta inkiibe
edildi. Kontrol igin standart R.salmoninarum’da ay-
n1 kosullarda inkiibe edildi. Toplam 600 adet bobrek
ve ovaryum sivilarindan yapilan higbir ekimde
R.salmoninarum izolasyonu olmadi.
R.salmoninarum standart susu ise 48 saat sonra
iremeye basladi. APl Zym ile yapilan

identifikasyonda OIE. Manual 2006’da belirtilen
profilin aynist saptand1 (Sekil 1).

Sekil 1. R.salmoninarum kiigiik, (0.3-1.5 x 0.1-1 um) Gram po-
zitif, siklikla ¢ift, kisa gomak veya pleomorfik, “Cin yazisina”
benzer formda mikroskopik goriintiisii.

Bu projede toplanan 600 adet numune isaretli
antikorla (fluorescein labeled Affinity purified
antibody to  Renibacterium  salmoninarum,
Maryland, 20879 USA) DFAT yapildi. Numunele-
rin hi¢birinde etkene rastlanilamadi. Pozitif kontrol-
de ise olduk¢a kuvvetli fluoresans veren
R.salmoninarum oldukg¢a yogun goriildii (Sekil 2).

Sekil 2. R.salmoninarum standart susun DFAT ile boyanmis,
fluoresans mikroskoptaki gériintiisii.



6 Sibel Ozkok, Selahattin Sen, Hikmet Un

Niikleik asit drneklerinin saflik kontrolii: DNA
ornekleri 260 ve 280 nm absorbance hacimde, mo-
lekiiler biyolojik kalite su konsantrasyonu 0.01 ve
0.1 ng/ul olacak sekilde ayarlandi. Elde edilen
DNA’lar spektrofotometrede 6l¢iildii (Nanodrop,
ND-1000). Saf DNA oram1 A260/A280’de 1.9 ora-
ninda bulundu.

Bobreklerden ve ovaryum sivilarindan nested-
PCR yapildi. Nested PCR’da Chase D.M. ve Pascho
R.J. (1998), Pascho R.J., Chase D. ve McKibben
C.L. (1998)’de belirtilen metod baz alindi (OIE.
Manual, 2006). DNA ektraksiyonu ve purifikasyonu
icin DNA ektraksiyon Kit’i kullanildi (DNeasy
Tissue Kit, Qiagen) (OIE. Manual, 2006).

PCR iiriinlerinin 10 pl’si % 2’lik agaroz jelde
yiritiilerek ethidium bromide ile boyanip, UV
transsilliminatdrde spesifik bantlarin varlig1 izlendi.

PCR testinin sensitivite 6l¢limii i¢in igerisinde
1.5X10* bakteri/ml bulunan pozitif kontroliin -1’den
-7’ye kadar 10 katli dilusyonlar1 hazirlandi ve hepsi
ayr1 ayri PCR islemine tabii tutuldu. Son diliisyon
basamaginda (-7) dahi pozitifligin saptandig: tespit
edildi. Testin sonucunda 150 bakteri/ml’den 15 bak-
teri/ul’ye kadar etken PCR ile saptanabilmistir (Se-
kil 3).

12 3 456 7 8

M:Marker, 1:107, 2:107, 3:107, 4:10, 5:107, 6:10°%, 7:107 (15
bakteri/ul), 8: Saf pozitif kontrol (0.5 Mac Farland: 1.5x10?
bakteri/ml), 9: Negatif kontrol
Sekil 3. PCR testinin sensitivitesini 6l¢mek i¢in yapilan Pozitif
kiiltiir ve 10 katlt dilusyonlarin PCR sonuglari.

Toplam 600 adet numune nested-PCR’a tabii
tutuldu. Orneklerin hi¢birinde 320 baz gifti sapta-
namadi (Sekil 4).

8 9 10 11 12

M:Marker, 10 adet alabalik bobrek 6rnegi, 11: Pozitif kontrol,
12: Negatif kontrol.

Sekil 4. Nested-PCR yapilan bazi numunelerin ve pozitif kont-
roliin olusturdugu bantlar.

Bu projede Ankara ve Safranbolu’dan toplanan
toplam 480 adet bobrek ve 120 adet ovaryum sivi-
sinda konvansiyonel izolasyon, DFAT ve nested-
PCR testleri ile R.salmoninarum tespit edilememis-
tir. Bu bolgede Bakteriyel Bobrek Hastaligi’nin ol-
madig1 goriilmiistiir.

Tartisma ve Sonug¢

Bu etkenin teshisi icin DFAT ve Nested-PCR
konvansiyonel izolasyon ve identifikasyona gore
daha uygun testlerdir. Konvansiyonel izolasyon
yonteminde inkiibasyon siiresi ¢ok uzundur; bu
uzun inkiibasyon siiresi boyunca kontaminasyon
riski oldukca artmaktadir. Ayrica R.salmoninarum
besi yerinde diger bilindik bakterilerden farkl tarz-
da iiremektedir. DFAT ve PCR testi oldukca kisa
stirede sonug¢ verebilmekte ve konvansiyonel yon-
teme gore daha giivenilirdir.

Magnusson ve ark. (1994), yaptiklar1 bir diger
calismada, dogal enfekte baliklardan alinan 6zellik-
le ovaryum sivilarinda reverse transcription ve
nested-PCR bazl1 yontemlerde 1-10 bakteriye kadar
etkenin saptanabildigini ve 1-2 giin i¢inde sonug
alinabildigini bildirmislerdir. Bu projede PCR testi-
nin spesivitesini 6lgmek i¢in yapilan diluslardan el-
de edilen PCR sonucunda 15 bakteri/ul’de saptaya-
bildigi goriilmiistiir. Bu da oldukga diisiik bir oran-
dir. Nested-PCR, R.salmoninarum’un tespitinde ol-
dukca duyarli bir metotdur.

White ve ark. (1995), calismalarinda Kkiiltiir,

ELISA ve FAT karsilastirmislar. Yiksek dozla
enfekte dokularda ELISA ve FAT daha hassas ol-
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dugu halde diisiik dozla enfekte dokularda bakteri-
yolojik kiiltiirden daha diisiik hassasiyette oldugunu
saptamiglardir.

Miriam ve ark. (1997), yaptiklar1 bir ¢alisma
sonucunda enfekte ovaryum sivisinda ¢ok diisiik
orandaki R.salmoninarum’un da saptanabildigini ve
kiltiirii yapilamayan veya 6len bakterilerin saptan-
masinda bu yontemin giivenle kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Chase ve Pascho (1998), yaptiklar1 bir ¢aligma-
da Salmonid’lerin viicut sivilarindan ve dokularinda
niikleik asid bazli testlerle R.salmoninarum teshis
etmislerdir. Nested-PCR yontemini kullanmiglar,
bobreklerden konvansiyonel PCR yonteminden da-
ha ¢ok etken saptamislardir. Nested-PCR’in yanlig
pozitif reaksiyonlar veren ELISA ve FAT teknikle-
rinden daha hassas oldugunu saptamislardir. 74 adet
dogal enfekte chinook salmonda yaptiklar1 ¢alisma-
da nested-PCR, ELISA ve FAT oranlarmi % 61, 47
ve 43 olarak bulmuslardir. Bu projede herhangi bir
izolasyon olmadigi igin testler arasinda bir karsilag-
tirllma yapilamamustir.

Pascho ve ark. (1998), yaptiklar1 ¢alismada do-
gal enfekte 103 adet chinook salmon ovaryum sivi-
lar1 iizerinde calismiglar; ELISA ile % 39’unu ,
nested-PCR ile de hasta olanlarin % 100’ini sap-
tamiglardir.

Jansson (2002), Sueciae’de yaptig1 tez calisma-
sinda 400 adet salmonid balik bobrekleri iizerine
ELISA ve  Kiltir yontemlerini  kullanarak
R.salmoninarum tespit etmeye ¢aligmis, ancak BKD
yoniinden hepsini negatif bulmustur.

Sonug olarak bu projede Ankara ve Safranbo-
lu’da Bakteriyel Bobrek Hastaligi saptanamamustir.
Vertikal ve horizontal bulasan R.salmoninarum’un
neden oldugu bu hastaligin teshisi yoniinden labora-
tuarimiz alt yapist uygun hale getirilmis; konvansi-
yonel izolasyon ve identifikasyon yaninda DFAT ve
nested-PCR gibi testlerle alabaliklarda Bakteriyel
Bobrek Hastaligr kisa siirede teshis edilebilir hale
gelmistir. Thbari mecburi hastaliklar arasinda yer
alan bu hastalik yoniinden alabalik isletmelerinin 6
ay araliklarla yilda iki kez taramalar1 yapilmasi ge-
rekmektedir. Bu proje ileride yapilabilecek ¢aligma-
lara da bu anlamda 151k tutmaktadir.
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