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Ozet

Bu caligma ile Akdeniz bolgesinde bulunan 14 farkli gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792) isletmesinde Flavobacterium psychrophilum’un varh@ ile fenotipik ve genotipik
ozelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla Kasim 2012-Mart 2013 tarihleri arasinda ticari alabalik
isletmelerinden sperm, yumurta, gozlenmis yumurta, keseli larva ve 0.2-5 gr agirligindaki larvalardan 6rnekler
almmustir. Orneklerden olast F. pyschrophilum’un izolasyonu konvansiyonel mikrobiyolojik metotlar
kullanilarak yapilmig ve toplamda 172 adet izolat elde edilmistir. Elde edilen tiim izolatlarin enzim aktivitesi
API ZYM test sistemine gore tespit edilmistir. Yapilan fenotipik testler sonucunda F. psychrophilum oldugu
diigiiniilen 65 izolat belirlenmistir. Bu izolatlarin molekiiler olarak dogrulanmasinda F. pyschrophilum spesifik
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) metodu kullanilmigtir. Hasta baliklardan izole edilen 17 izolatin (11
karaciger, 3 dalak ve 3 bobrek) F. psychrophilum’a 6zgii 971 bp’lik bant verdigi saptanmustir. izolatlar arasi
klonal iligkinin belirlenmesi amaciyla RAPD-PCR metodu kullanilmigtir. Bu metoda gére F. psychrophilum
izolatlarinin bes farkli RAPD bant paterni (F1-F5) verdigi saptanmistir. 1zolatlarm % 85 benzerlik katsayisina
gore bir “unique” tip (F1 nolu genotip) ve bir kiime igerisinde gruplandigi belirlenmistir. Yapilan
antibiyogram testi sonucu, izolatlarin trimetroprim/sulfametakzol, klindamisine, ampisillin, tekrasiklin,
enrofloksasin, kloramfenikole, oksitetrasiklin, florfenikol ve tobramisin’e duyarli oldugu belirlenmistir. Sonug
olarak, bu caligmadan elde edilen bulgular RAPD-PCR'da kullanilan M13 primerinin F. psychrophilum
izolatlar1 arasindaki klonal iliskinin belirlenmesinde kullanilabilir oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Oncorhynchus mykiss, Flavobacterium psychrophilum, identifikasyon, APl ZYM, PCR,
RAPD PCR

Identification of Phenotypic and Genotypic Characteristics Diversity of Isolated Flavobacterium
psychrophilum in Rainbow Trout Farms in Mediterranean Region

Abstract

In this study, it was aimed to investigate the phenotypic and genotypic characteristics with presence of
Flavobacterium psychrophilum in fourteen rainbow trout farms in Mediterranean Region. For this purpose,
sperm, eyed egg, egg, yolk-sac larvae and 0,2-5 g fry were sampled from commercial trout farms between
November 2012- March 2013. Isolation of potential F.psychrophilum from samples was made using
conventional microbiological methods and a total of 172 obtained strains. Enzyme activity of all isolates was
identified according to the API ZYM test system. As a result of the phenotypic tests, 65 isolates thought to be
F. psychrophilum were identified. PCR assay was used in molecular confirming of these strains. It was
determined that, 17 strains isolated from diseased fish (11 of them liver, 3 of them spleen, 3 of them kidney)
gave specific 971 bp band which was specific to F.psychrophilum. RAPD-PCR assay was used to identify the
clonal relationship between strains. F. psychrophilum isolates were yielded five different RAPD band patterns
(F1-F5) according to this method. This strains detected to be grouped into 1 cluster and according to similarity
coefficient %85 "unique" type (F1 the genotype). According to antibiotic sensitivity tests, isolates were found
to be sensitive to trimetroprim/sulfamethoxazole, clindamycin, ampicillin, tetracycline, enrofloxacin,
chloramphenicol, oxytetracycline, florfenicol and tobramycine. In conclusion, the findings from this study
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showed that the M13 primer used in RAPD-PCR can be used to determine the clonal relationship between F.
psychrophilum isolates.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, Flavobacterium psychrophilum, identification, APl ZYM, PCR, RAPD
PCR

*Bu caligma yiiksek lisans tezi olarak Siileyman Demirel Universitesi B.A.P. (Proje No: 3660-YL1-13)
tarafindan desteklenmistir.

GIRIS

Flavobacterium psychrophilum &zellikle salmonid baliklarda ve bazen de diger balik
tiirlerinde goriilen bakteriyel soguksu hastalig1 veya diger bir ismiyle gokkusagi alabaligi
fry sendromu’nun etkenidir (Cipriano ve Holt, 2005). Hastalik su sicakliginin 10 °C nin
altina dustigii donemlerde ortaya ¢ikmakta ve ozellikle larva ve yavrularda yiiksek
mortaliteye neden olmaktadir.

Soguk Su Hastalig1 giiniimiizde pek cok iilkede enzootik bir hastalik olup, tiim
diinyadaki gokkusagi alabaligi kulugkahanelerinde ciddi balik kayiplarina neden
olmaktadir (Lorenzen vd., 1997; Cipriano ve Holt, 2005). Ulkemizde de 1993 yilindan bu
yana Ege, Marmara, Akdeniz, Karadeniz ve Dogu Anadolu Boélgesi’ndeki gokkusagi
alabalig1 yetistiriciligi yapilan isletmelerden de etken izole edilmistir (Cagirgan vd., 1997,
Korun ve Timur, 2001; Diler vd., 2003; ispir vd., 2004; Didinen vd., 2005; Durmaz vd.,
2012).

F. psychrophilum alabaliklarin deri, mukoza, yiizgeg, solungag, operkulum gibi
yapilarin dogal florasinda bulunmaktadir (Nematollahi vd., 2003). Cevresel faktorlerin
(6zellikle su sicakliginin diismesi, kalitesi diislik sular, yiliksek stok yogunlugu, kotii
bakim-besleme gibi) degismesiyle etkenin virulensi artmakta ve enfeksiyona neden
olmaktadir. Etken horizontal olarak, temas ve su yoluyla baliklar arasinda hizli bir sekilde
yayilarak bulastigindan gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan isletmelerde yaygin
oliimlere ve sonugta isletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Cipriano
ve Holt, 2005).

F. psychrophilum kiiltiiriiniin zor olmasi, uzun inkiibasyon donemine ihtiya¢ duymasi
(3-4 giin) gibi nedenlere bagl olarak, teshiste kullanilan fenotipik ve serolojik metotlar
yavag ve zaman alicidir (Winklund vd., 2000). Etkenin konakg1 organizmadaki varliginin
saptanmasinda Floresans Poliklonal Antikorlar ve Enzyme Linked Immunosorbent testi
(ELISA) gibi teknikler de kullanilmaktadir (Lorenzen ve Karas 1992; Rangdale ve Way,
1995). Ancak, bu tekniklere ragmen, balik ve cevresel oOrneklerde diisiik sayida F.
psychrophilum’un varligimin saptanmasi ve etkenin epidemiyolojisinin belirlenmesinde,
daha hizl1 ve daha duyarli genetik tekniklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Molekiiler genetik bir
metot olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bu amagla tavsiye edilen ve yaygin bir
kullanim alan1 bulmus bir tekniktir (Romalde vd., 1999; Magarinos vd., 2000; Ravelo vd.,
2003; Mancuso vd., 2007; Beaz-Hidalgo vd., 2008; Onuk vd., 2011; Durmaz vd., 2012;
Rochat vd., 2017).

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasinin olmamasi ve bakteriyel bir hastalik
olmasi nedeniyle antibiyotik ile tedavi 6n plana ¢ikmaktadir. Bu nedenle bakterinin hizli

identifikasyonu ve antimikrobiyallere olan duyarliliginin belirlenmesi énemlidir (Didinen
vd., 2005).
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Bu arastirmada Akdeniz bolgesinde yer alan 14 farkli gokkusagr alabaligi
isletmelerinde  Flavobacterium psychrophilum’un neden oldugu enfeksiyonlarin
varhi@inin/yaygmhiginin arastirtlmasi, elde edilen izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin ve
izolatlar aras1 genetik iligkilerin ortaya konulmasi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT
Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu

Bu arastirmada Kasim 2012-Mart 2013 dénemleri arasinda Akdeniz boélgesinde yer
alan 14 farkli ticari gokkusagi alabaligi isletmesinden orneklemeler yapilmistir. F.
psychrophilum’un izolasyonu igin 0.2-5 gr agirhigindaki enfekte ve saglikli gokkusagi
alabalig1 larva ve yavrularmin bobrek, karaciger, dalak ve solungaglarindan ekimlerin yani
sira, déllenmemis yumurta, déllenmis yumurta, spermden ekimler yapilmstir. izolasyon
icin Anacker-Ordal (AO) Agar kullanilmistir. Larvalarin dalak, karaciger ve
bobreklerinden igne 6ze, keseli larva ve yumurtalardan ise steril makas ya da enjektor
kullanilarak 6rneklerin ekimleri yapilmistir. 0.1 ml’lik sperm 6rnekleri besiyerlerine ilave
edilerek aseptik kosullarda ekiivyon ve O6ze kullanilarak mikrobiyolojik ekimler
yaptlmistir. Ekim yapilan petriler 18°C’de 5-7 gilin siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra besiyeri iizerinde olusan sari—pigmentli kolonilerden subkiiltiirleri
yapilarak saflastirilmis ve kullanilincaya kadar Anacker-Ordal’s Broth’a steril gliserin
eklenerek -70°C’de stoklanmustir.

Izolatlarin Biyokimyasal Ve Fizyolojik Karakterizasyonu

F. psycrophilum suslarinin  morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikleri
geleneksel kiiltiir yontemleri, hizli teshis kitleri (API ZYM, BioMeriux) kullanilarak
belirlenmistir. izolatlarin identifikasyonunda; Gram boyama, sitokrom oksidaz, katalaz
testi, asili damla ile hareket muayenesi, nisasta hidrolizi, jelatin hidrolizi, oksidasyon-
fermentasyon testi (O/F), kongo red absorbsiyonu, flexirubin pigmentin varligi, % 0,8, %
2 NaCl ve 4, 23 ve 30 °C’ lerde biiylime 6zellikleri yoniinden geleneksel mikrobiyolojik
identifikasyon testleri ¢alisilmustir. Izolatlarin enzim iiretimi APl ZYM stripleri
yardimiyla belirlenmistir. APIZYM testi iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda
yapilmus ve stripler 18°C’de 20-24 saat inkiibe edilmistir. Calismada elde edilen sonuglar
referans F. psychrophilum NCIMB 1947" susu ile karsilastilmustir. (Madetoja ve
Wiklund, 2002; Austin ve Austin, 2007).

izolatlarin Molekiiler identifikasyonu

izolatlarm DNA ekstraksiyonlari, prensibi spin kolon esasma dayanan PureLink™
Genomic Mini Kit (Invitrogen, USA) marka ticari DNA ekstraksiyon Kiti ile iiretici firma
talimatlarina gore yapilmustir. F. psychrophilum’un PCR ile identifikasyonunda FP1 (5°-
GTT AGT TGG CAT CAA CAC-3%) (Urdaci vd., 1998) ve FP3 (5°-ACA CTG GCA
GTC TTG CTA-3°) (Del cerro vd., 2002) kullanilmigtir. Bu amagla PCR amplifikasyon
asamasinda DEPC-treated water, 1XPCR Buffer, 1,6 mM MgCl,, her bir ANTP’den 0,2
mM, 1.0 U Taq polymerase, 1 uM her bir primer ve 5ul template DNA igeren 25 pl PCR
karigimi olusturulmustur. Olusturulan bu karigim 95°Cde 5 dk 6n denatiirasyonu takiben
94°C“de 30 sn denatiirasyon, 60°C‘de 1 dk primer baglanma, 72°C‘de 1 dk uzama olmak
iizere 35 siklus ve 72°C‘de 10 dk son uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi
tutulmustur. Amplifikasyon sonrasinda olusan {iriinler etidium bromid (2pg/ml) igeren
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%1,5’lik agaroz jel elektroforezi sonrasinda jel goriintilleme sisteminde goriintiilenmistir.
Amplifikasyon sonrast 971 bp’lik PCR iiriiniiniin goriilmesi pozitif sonu¢ olarak
degerlendirilmistir.

Izolatlar Aras1 Klonal Iliskinin Belirlenmesi

Izolatlar arasindaki klonal iliskinin belirlenmesinde Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) PCR metodu kullanilmistir. Bu metotda random primer olarak M13 (GAG
GGT GGC GGT TCT) primeri kullanilmigtir. RAPD-PCR‘da amplifikasyon asamasi
Tekerekoglu vd., (2007)‘nin bildirdigi metodun modifiye edilmesiyle gergeklestirilmistir.
Bu asamada DEPC-treated water, 1XPCR Buffer, 2,5 mM MgCl,, 200 uM her bir dNTP,
2.5U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer ve 5 pl template DNA (50-100 pl/ng) iceren
25 ul’lik RAPD master karisimi hazirlanmistir. Bu karisim 95°C’de 1 dk 6n
denaturasyonu takiben 94°C’de 1 dk, 40°C’de 1 dk ve 72°C’ de 1 dk uzama olmak iizere
35 siklus ve 72°C‘de 5 dk final uzama kosullarinda amplifikasyona tabi tutulmustur.
Amplifikasyon triinleri etidium bromid (2pg/ml) igeren %1,5’luk agaroz jel elektroforezi
sonrasinda jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir. Olusan RAPD paternlerinin
dendogramlart UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages) ile,
CHEF-DR® III, Quantity One® yazilmu (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)
kullanilarak ¢izilmigtir. RAPD analizinin tekrarlanabilirliginin belirlenmesi amaciyla
rastgele 5 sus se¢ilmis ve RAPD analizi arka arkaya 3 kez tekrarlanmustir.

Antibiyotik Duyarhilik Testi

F. psychrophilum izolatlarinin antibiyotiklere duyarliliklar1 Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemine goére yapilmistir (Kirb vd., 1966). Test i¢in oksitetrasiklin, tobramisin,
streptomisin, enoksasin, oksasillin, kloramfenikol, florfenikol, penisilin, klindamisin,
tetrasiklin,  enrofloksasin, amoksilin, ampisilin,  eritromisin,  kanamisin  ve
sulfametoksazol+trimetoprim antibiyotikleri kullamilmustir. Mc Farland 0,5’e  gore
(1.5x10° cfu/ml) hazirlanan bakteri siispansiyonundan AQO agar besiyerine 0,1 ml
miktarinda eklenerek homojen bir sekilde dagitilmistir. Daha sonra steril pens yardimiyla
antibiyotik diskleri yerlestirilmis ve petriler 18°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra antibiyotik inhibisyon zonlar1 6l¢iilmiis ve test sonuglar1t NCCLS’in
kriterlerine gore degerlendirilmistir (NCCLS, 1999).

BULGULAR
Flavobacterium psychrophilum’un izolasyonu

Akdeniz bolgesindeki 14 farkli isletmeden alinan hasta ve saglikli gokkusag: alabalig
larva ve yavrularinin bobrek, dalak ve solungaglari yani sira, déllenmemis yumurta,
dollenmis yumurta ve spermlerinden AO agara yapilan ekimlerde F. psychrophilum
siipheli 172 sus izole edilmistir.

Ekim yapilan hasta gokkusagi alabalik orneklerinde renkte koyulagma, karacigerde
solgunluk, karinda siskinlik, dalakta biiyiime, ylizgeglerde kanama, dorsal ve adipdz
yiizgeglerde asinma, c¢enede kanama, ekzoftalmus, bobrekte kanama, ve karacigerde
konjesyon gibi genel klinik tablo gézlemlenmistir.
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Izolatlarin Biyokimyasal ve Fizyolojik Karakterizasyonu

Fenotipik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore 172 izolattan 65°i F. pyschrophilum
oldugu belirlenmistir. Bu suslarin AO Agarda 18 °C’ de 5-7 giinliik inkiibasyondan sonra
sari—pigmentli koloniler olusturduklar1 gdzlenmistir. izole edilen suslarin Gram (-) ince
cubuk seklinde, kayma hareketi gosteren, katalaz, fleksirubin pigmenti yoniinden pozitif,
jelatini ve kazeini hidrolize ettigi, O/F testi sonucunda glukoz kullanmadig1 ve nisastay1
hidrolize edemedigi tespit edilmistir. Sitokrom oksidaz testinde ise suslarin pozitif
reaksiyon verdigi belirlenmistir. izolatlarm biokimyasal 6zellikleri cogunlukla homojenlik
gostermistir.

65 izolatin API ZYM profiline bakildiginda, suslarin alkalin fosfataz, esteraz, esteraz
lipaz, 10sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin arilamidaz, asit fosfataz, Naphtol
fosfohidrolaz, a-Glukosidaz testleri pozitif, lipaz, arilamidaz, tripsin, a-Kemotripsin, o-
Galaktosidaz, pB-Galaktosidaz, PB-Glukuronidaz, B-Glukosidaz, o-Fucosidaz testleri
yoniinden negatif sonug¢ verdigi goriilmiistiir.

izolatlarin PCR ile Identifikasyonu

Klasik biyokimyasal testler ve API ZYM sonuglarina gore F. psychrophilum segilen
izolatlara (n=65) dogrulama amaciyla F. psychrophilum spesifik PCR uygulanmustir.
Sonug¢ olarak elde edilen saha izolatlarindan 17’sinin ve standart susun F.
psychrophilum’a 6zgii 971 bp’lik bant verdigi saptanmustir (Sekil 1). Bu izolatlar hasta
gokkusagi alabaliklarinin karaciger (11), dalak (3) ve bobreginden (3) elde edilmistir.

Sekil 1. F. psychrophilum spesifik PCR (971 bp). M; Molecular agirlik standarti (100-1000
bp) 1; F. psychrophilum NCMB 1947, 2-5; F. psychrophilum saha izolatlar.

izolatlar Aras1 Klonal iliskinin Belirlenmesi

F. psychrophilum izolatlarinin genotiplendirilmesinde kullanilan M13 primerinin
RAPD-PCR analizi sonrasit reproducible (iiretken) bant verdigi ve bu primerin F.
psychrophilum izolatlar: arasindaki klonal iliskinin belirlenmesinde kullanilabilir oldugu
saptanmustir. Calismada RAPD-PCR ile F. psychrophilum izolatlarinin bes farkli RAPD
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bant paterni verdigi saptanmisir (F1-F5). Izolatlar % 85 benzerlik katsayisina gore bir
“unique” tip (F1 nolu genotip) ve bir kiime icerisinde gruplanmistir. Bu kiimenin dort
genotip (F2, F3, F4 ve F5 no’lu genotip) igerdigi belirlenmistir. izolatlarm genotipler
icerisindeki dagilimi arasinda farkliliklar gdzlenmistir. Buna gore; Genotip F1’in 1
(standart Sus), Genotip F2’nin 2 (izolat no 2 ve 4), Genotip F3’iin 9 (izolat no 3, 5, 6, 7, 8,
9, 11, 12 ve 13), Genotip F4’iin 5 (izolat no 10, 15, 16, 17 ve 18) ve Genotip F5’in 1
(izolat no 14) izolat icerdigi belirlenmistir. Analiz sonucunda genotip F3’iin icerdigi 9
izolat (%50) ile predominant tip oldugu saptanmustir (Sekil 2). M13 primeri ile arka
arkaya yapilan 3 RAPD-PCR analizi sonunda ayni bant paternleri belirlenmis ve
tekrarlanabilirlik %100 olarak bulunmustur.

054 075 080 085 030 100

RAPD izolat
Tipi No

|
_ 4 ||
o .
4

F1 1

064 F5 14

086 F4  10,15,16
17,18
F3 3,5,6,7,8,9
090 11,12,13

F2 2,4

Sekil 2. M13 primeri ile olusturulmus 6rnek RAPD-PCR paternleri ve bu paternlerden elde edilmis
UPGMA dendogrami

Flavobacterium psychrophilum izolatlarinin Antibiyotik Duyarhhklar

F. psychrophilum oldugu teyit edilen 17 susun tamaminin trimetroprim/sulfametakzol
ve klindamisin’e duyarli (%100), ampisillin ve tekrasiklin’e kars1 % 94,12, enrofloksasin
ve kloramfenikol’e % 88,24, oksitetrasiklin, florfenikol ve tobramisin’e % 82,36,
amoksisiklin ve streptomisin’e %76,48, kanamisin’e %71 ve enoksasin ve eritromisin’e %
58, 83 oraninda duyarli olduklar1 tespit edilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Bu caligmada Kasim 2012-Mart 2013 donemlerinde Akdeniz bdlgesinde yer alan
gokkusag alabaligi isletmelerinden F. psychrophilum’un varliginin belirlenmesi amaciyla
orneklemeler yapilmistir. Alinan 6rneklerden yapilan bakteriyolojik incelemeler sonucu F.
psychrophilum yoniinden siipheli 172 izolat elde edilmistir. Fenotipik ve biyokimyasal
ozelliklerine gore bu izolatlarin 65’1 F. pyschrophilum olarak belirlenmistir. Bununla
birlikte uygulanan PCR ile sadece 17 izolatin F. psychrophilum oldugu teyit edilmistir.
PCR denemesinde 17 saha izolatmin ve standart susun (NCIMB 19477) F.
psychrophilum’a 6zgii 971 bp’lik bant verdigi saptanmustir.

Calismada elde edilen F. psychrophilum izolatlarinin tamaminin Gram negatif uzun
cubuk biciminde, kayma hareketi gosteren, katalaz, sitokram oksidaz, fleksirubin
pigmenti yoniinden pozitif, jelatini ve kazeini hidrolize ettigi, O/F testi sonucunda glukoz
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kullanmadigi, kongo red absorbsiyonu ve nisasta hidrolizinin negatif oldugu tespit
edilmistir.  Yapilan g¢alismalar F. psychrophilum suslarinin fenotipik olarak oldukga
yiiksek diizeyde homojen oldugunu gostermektedir (Lorenzen vd., 1997; Madetoja vd.,
2001; Didinen vd., 2005; Hesami vd., 2008; Kubilay vd., 2009; Valdebenito ve Avendafio
-Herrera, 2009; Durmaz vd., 2012; Ozcan ve Sarieyyiipoglu, 2013; Boyacioglu vd., 2015).
Bu ¢alismada F. psychrophilum suslarinin fenotipik 6zelliklerinin homojen yapida oldugu
ve diger arastirmacilarin sonuglarina benzer 6zellikler gosterdigi belirlenmistir.

F. psychrophilum izolatlarinin lipolitik ve proteolitik enzim akvititesine sahip oldugu,
ancak karbonhidrat metabolizmast ile ilgili enzimleri iiretme yeteneginde olmadig: farkl
aragtirmacilar tarafindan bildirmektedir (Lorenzen vd., 1997; Ostland vd., 1997; Madetoja
vd., 2001; Didinen vd., 2005). Bu ¢alismada da izolatlarin lipolitik ve proteolitik enzimleri
iirettikleri fakat karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili enzimleri tiretmedikleri goriilmiistiir.

F. psychrophilum’un kiiltiiriiniin zor olmasi, uzun inkiibasyon donemine ihtiyag
duymasi (3-4 giin) gibi nedenlere bagl olarak, teshiste molekiiler tekniklerden PCR
yaygin olarak kullanilmaktadir (Romalde vd., 1999; Magarinos vd., 2000; Ravelo vd.,
2003; Mancuso vd., 2007; Beaz-Hidalgo vd., 2008; Durmaz vd., 2012; Boyacioglu vd.,
2015). Ozcan ve Sarieyyiipoglu (2013) Elazig’da bulunan 4 farkli isletmeden yaptiklari
ekimlerde elde ettikleri 4024 izolattan sadece 160’ nin F.psycrophilum oldugunu PCR ile
teyit etmislerdir. Orta ve Dogu Karadeniz bolgesinde bulunan ticari gokkusagi alabaligi
ciftliklerinde F. psychrophilum’un varliginin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismada 12
izolattan sadece 5 tanesinin F. pyschrophilum oldugu PCR ile teyit edilmistir (Durmaz
vd., 2012). Boyacioglu vd. (2015) yavru gokkusagi alabaliklarinda goriilen salginlardan
26 adet F. psychrophilum susunu izole etmisler ve dogrulama amaciyla yaptiklart PCR
sonucunda suslarin tamaminin F. psychrophilum’a 6zgii 971 bp’lik bant verdigi
saptanmustir.  Arjantin’de hasta yavru gokkusagi alabaliklarindan izole edilen 7 sustan
sadece 6 tanesinin F. pyschrophilum oldugu PCR ile teyit edilmistir (Moreno vd., 2016).
Del Cerro vd., (2010) 12 farkli gokkusagi alabaligi isletmelesindeki hasta baliklarin
karaciger ve bobreklerinden yaptiklar1 ekimlerde 25 adet F. psychrophilum susunu izole
etmigler ve tim suslarin PCR ile F. psychrophilum oldugu dogrulanmustir. Chen vd.
(2008), gokkusagi alabaligi ve coho salmonlarm go6zlii yumurta, karaciger ve
bobreklerinden yaptiklart ekimlerde elde ettikleri 140 susun PCR ile F. psychrophilum
oldugu teyit edilmistir. Bu ¢alismada da gokkusagi alabaliklarinda F. psychrophilum’un
varliginin belirlenmesi amaciyla yapilan ekimler sonucu elde edilen siipheli 65 izolat ile
yapilan PCR sonucu sadece 17 susun F. psychrophilum oldugu teyit edilmistir.

Molekiiler tiplendirme metotlar1 farkli konake¢1 veya g¢evreden elde edilen suslarin
iligkili olup olmadiklarim1 belirleyen giiclii araglardir ve etkenlerin ortak bulagma veya
enfeksiyon yollart hakkinda kamit saglarlar. Bakteriyel izolatlarin epidemiyolojik
analizlerinde Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP), Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE), RAPD ve Repetitive-Sequence-Based Polymerase Chain
Reaction (Rep-PCR) gibi ¢esitli genotiplendirme stratejileri kullanilmistir. RAPD PCR,
ERIC PCR ve Rep-PCR metodu son yillarda bakteriyel balik patojenleri arasindaki
genetik iligkilerin belirlenmesinde yaygin bir kullanim alani bulmustur (Romalde vd.,
1999; Magarinos vd., 2000; Ravelo vd., 2003; Mancuso vd., 2007; Beaz-Hidalgo vd.,
2008; Onuk vd., 2011).

Bu calismada PCR ile dogrulanan 17 adet F. psychrophilum suslarin M13 primerinin
kullanildigt RAPD-PCR ile genotiplendirilmesi yapilmis ve izolatlarin beg farkli RAPD
bant paterni verdigi saptannmstir (F1-F5). izolatlar % 85 benzerlik katsayisina gore bir
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“unique” tip (F1 nolu genotip) ve bir kiime igerisinde gruplanmistir. Bu kiimenin dort
genotip (F2, F3, F4 ve F5 no’lu genotip) igerdigi belirlenmistir. M13 primeri ile arka
arkaya yapilan 3 RAPD-PCR analizi sonunda ayni bant paternleri belirlenmis ve
tekrarlanabilirlik %100 olarak bulunmustur.

Valdebenito ve Avendafio-Herrera (2009), gokkusagi alabaligi ve Atlantik
salmonlarindan izole etikleri 20 F. psychrophilum suslarinin karakterizasyonu molekdiler
olarak belirledikleri ¢aligmalarinda, RAPD ve REP-PCR ile F. psychrophilum’ un ana
genetik grubunun ciftliklerdeki hastalik salginlarinda dominant olabilecegi gosterilmistir.
Ozcan ve Sarieyyiipoglu (2013), PFGE teknigi ile gen tiplendirmesi yaptiklar1 160 adet
susun referans F. psychrophilum NCIMB 1947 ile yakin akraba oldugu tespit etmislerdir.

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasimnin olmamasi ve bakteriyel bir
enfeksiyon olmasi nedeniyle, RTFS’nin sagaltiminda en etkili ve en ¢ok kulanilan ilaglar
antibiyotiklerdir. ~ Caligmamizda izole edilen F. psychrophilum suslarinin,
trimetroprim/sulfametakzol, klindamisin, kloramfenikol, florfenikol, oksitetrasiklin ve
enrofloksasine karsi duyarli oldugu belirlenmistir. Balta, (1997) F. psychrophilum’un
nitrofuranlara duyarli; flumekuin, sulfanomidler ve oksolinik asite direncli oldugunu; Ispir
vd. (2004) gentamisin, oksitetrasiklin, nitrofuran, amoksisillin /klavulanik asit ve
eritromisine duyarli; kloramfenikol ve penisile direngli, Diler vd. (2003), amoksisilin
klavulonik asit, oksitetrasiklin ve gentamisine duyarli, trimetoprime direngli, Boyacioglu
(2007) amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, gentamisin, penisilin ve siilfametoksazol-
trimetoprime  diren¢ gosterdigi, oksitetrasiklin, enrofloksasin, siprofloksasin ve
florfenikole duyarli oldugu, Didinen vd. (2005), F. psychophium izolatinin tamaminin
doksisikline; % 92,3’nun gentamisin ve spektinomisin’e; % 84,6’smin tetrasiklin,
flumekuin, amoksisillin/klavulanik asit ve gentamisin’e duyarli, Durmaz vd. (2011)
suslarin tamaminin oksitetrasiklin ve enrofloksasine karsi duyarli oldugu ve suslarin
antibiyotik duyarlilik profillerinin degisken oldugu belirlenmistir. Caliymamizda suslarin
kloramfenikol ve trimetroprim/sulfametakzol’e kars1 diger arastirmacilardan farkli olarak
duyarlt oldugu belirlenmistir. Diger arastirmacilar ile karsilastirildiginda goriilen
farkliliklarin  bolgesel olarak farkli antibiyotikleri kullanimi ve suslar arasindaki
farkliliklardan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

F. psychrophilum’un kiiltiiriiniin zor olmasi ve teshiste kullanilan fenotipik ve serolojik
metotlarin yavas ve giivenilir sonuglar vermemesi nedeniyle F. psychrophilum
belirlenmesinde molekiiler yontemlerin tercih edilmesinin daha yararli olacag
belirlenmistir. Ozellikle hastaligin izlenmesi ve teshisinde PCR metodunun tercih
edilmesinin daha giivenilir oldugu diistiniilmektedir. Molekiiler tiplendirme metotlar1 ile
farkli konak¢1 veya ¢evreden elde edilen suslarin iligkisi ve etkenlerin ortak bulasma veya
enfeksiyon yollar1 hakkinda kanit saglamaktadirlar. Ilerideki yapilacak galismalarda PCR
tabanli DNA fingerprinting metotlar1 ile suslarin genotiplendirilmesinin yapilmasi ve
farkli cografik bolgelerden izole edilmis suslar arasindaki genetik iliskinin ortaya konmasi
ile F. psycrophilum’un dagilimi hakkinda bilgi verecektir.
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