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OZET

Deniz Kiiltiir Baliklarinda Goriilen Bakteriyel Patojenlerin Teshisi ve
Antibakteriyel Maddelere Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Bu calismada iilkemizde deniz baliklar yetistiriciligin en ¢ok yapildigi Ege
bolgesindeki Mugla ve Izmir illerinde bulunan baz giftliklerden hastalik bulgulari
gosteren ¢ipura (Sparus aurata L., 1758) ve levrek (Dicentrarchus labrax L., 1758)
baliklarindan izole edilen bakteriyel etkenlerin bakteriyolojik ve molekiiler yontemler
kullanilarak teshis edilmesi ve bazi antimikrobiyal maddelere karsi duyarliliklarinin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

Incelenen hasta balik drneklerinde, Mart 2011 ve Agustos 2011 tarihlerinde Mugla ili
Giilliikk ve Izmir Kérfezi’nde bulunan iki adet deniz balig1 isletmesinde agirliklart 250 —
300 g olan 7’ser adet hasta levrek ve ¢ipura baliginda yiizeye yakin ve yavas yilizme,
tilseratif deri lezyonlari, ylizge¢ diplerinde hemoraji ve erime tespit edilmistir.

Hasta cipura ve levrek orneklerinin karaciger, bobrek ve dalaklarindan % 1,5 NaCl
iceren TSA, BHI, MHA, ile FMM, MA ve CA besi yerlerine yapilan bakteriyolojik
ekimlerde 21°C’de 72 saat siirelik inkiibasyon sonunda elde edilen 14 adet saf kiiltiirii
yapilan izolat bakteriyolojik yontemler, API hizli tani kitleri, BIONOR Mono-Va
agliitinasyon kiti ve 16S rDNA dizi analizi ile teshis yapilmustir.

Hasta levrek baliklarindan izole edilen 10 adet bakteri susundan ii¢ adet
Pseudoalteromonas genusuna ait Gram negatif, hareketli, oksidatif basiller, dort adet
Gram negatif, hareketli, fermentatif V. anguillarum, bir adet O/129’a direncli Vibrio
spp., bir adet V. splendidus ve bir adet Psychrobacter genusuna ait Gram negatif bakteri
teshis edilmistir.

Hasta ¢ipura baliklarindan izole edilen dort adet bakteri susundan ii¢ adet O/129’a farkl
duyarlilik profilleri gosteren V. harveyi ve bir adet Kocuria genusuna ait Gram pozitif,
kok teshis edilmistir. Hasta levrek ve cipura baliklarindan baskin olarak izole edilen
bakteri tiirlerinin Vibrio genusuna ait oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada Vibriosis’in birincil etkeni olan Vibrio tiirlerinin izole edilen diger
genuslara ait baz1 Gram negatif bakterilerle birlikte karma enfeksiyonlara neden oldugu
tespit edilmistir.

Bu ¢alismada tespit edilen bakterilerin disk difiizyon ve MiK yontemi ile antibakteriyel
maddelere karsi duyarhiliklar1 belirlenmis, Gram negatif bakterilere karsi Vibriosis
tedavisi i¢in Onerilen oksitetrasiklin, siilfanamidler, oksolinik asit, nalidiksik asit,
flumekuin ve rifampisin gibi antibiyotiklerin basarili bir sekilde kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.



SUMMARY

Determination of Antibacterial Drugs Sensitivity and Diagnosis of Bacterial
Pathogens in Cultured Marine Fish

The aim of this study was to identify the bacterial agents isolated from gilthead sea
bream (Sparus aurata L., 1758) and sea bass (Dicentrarchus labrax L., 1758)
specimens which showing disease symptoms in several fish farms in the cities of Mugla
and Izmir in the Aegean region where the most marine fish farming takes place in our
country by using bacteriological and molecular diagnostic methods and determination
of susceptibility to some antimicrobial agents.

In this study, seven sea bass and seven gilthead sea bream specimens weighted 250 —
300 g were examined from two marine fish farms located in Giillikk Gulf (Mugla) and
Izmir Gulf in March and August 2011, slowly and near the sea surface swimming
behavior, ulcerative skin lesions, hemorrhages at the base of the fins and fin erosions
were observed.

Bacterial inoculations were streaked on TSA, BHI, MHA containing % 1,5 NaCl,
FMM, MA and CA from liver, kidney and spleen of the sea bass and sea bream
samples. At the end of the incubation period (72 hours at 21°C), 14 pure cultures were
isolated and identified by using bacteriological methods, API rapid diagnostic kits,
BIONOR Mono-Va agglutination kits and 16S rDNA sequence analysis.

Among the 10 isolated strains from moribund sea bass; three strains were motile, Gram
negative, oxidative bacillus and belong to the genus Pseudoalteromonas; four motile,
Gram negative, fermentative bacillus strains were identified as V. anguillarum; one
strain was identified as Vibrio sp. resistant to the vibriostatic O/129; one strain was
identified as V. splendidus; one nonmotile, Gram negative, oxidative coccobacillus was
belongs to the genus of Psychrobacter.

Among the four isolated strains from moribund gilthead sea bream; three strains were
identified as V. harveyi showing different susceptibility profile of the vibriostatic
0/129; one Gram positive coccus strain was belong to the genus of Kocuria. The
isolated bacterial strains as the dominat from diseased gilthead sea bream and sea bass
specimens which the were belong to the genus of Vibrio were determined.

In this study, it was found that Vibrio species as the primary agent of Vibriosis caused
of mixed infections with other isolated Gram negative bacterial strains belong to the
other.

Antibacterial drugs susceptibility of the identified bacterial strains were determined by
using disc diffusion and MIC methods and it was concluded that proposed antibiotics

X



used for the treatment of Vibriosis such as oxytetracycline, sulfonamides, oxolinic acid,
nalidixic acid, flumequine and rifampicin can be used successfully against Gram
negative bacteria and standart methods for determination of antibacterial drugs
susceptibility of the bacterial pathogens in cultured marine fish.

X1



1. GIRIS

Avrupa akuakiiltiir endiistrisi, kendi i¢inde rekabet¢i olmasinin yani sira teknolojik
yeniliklere ve pazarin taleplerine uyum saglamaya agik dinamik bir sektordiir. Bu
nedenle siirekli olarak larval {retim alaninda cesitlilik, genisleme ve ilerleme
gostermekte, avcilik diizenlemeleri ve pazar fiyatlarinin istenilen diizeyde olmamasi
ozellikle deniz baliklar1 yetistiriciligini ticari olarak cazip hale getirmektedir. Balik
iriinlerine talebin tiim diinyada artmasiyla birlikte deniz baliklar1 liretiminin gelecek
yillarda hem ulusal hem de uluslararasi diizeyde daha 6nemli bir hale gelecegi agiktir.
Akuakiiltiir endiistrisi son otuz yilda, hem giliney hem de kuzey bolgelerde olmak {izere

bir¢cok Avrupa iilkesinde biiyiik bir biiyiime gostermistir.

2009 yihi istatistiklerine gore diinyada toplam kiiltiir balik¢ilig1 tiretimi 145,1 milyon ton
olarak belirlenmistir. Tiirkiye ise 623 bin ton toplam iretim ile diinya balik¢ilik
{iretiminin yaklasik % 43’iinii karsilamaktadir (FAO, 2010; TUIK, 2011). 2010 Tiirkiye
Istatistik Kurumu verilerine gore iilkemizde toplam su {iriinleri iiretimi bir &nceki yila
gore % 4,83 artarak 653 bin tona ylikselmistir. Bunun 167 bin tonu yetistiricilik yolu ile
tiretilen miktardir. Yetistiriciligi yapilan tiirler arasinda 78 bin ton ile tatli suda en ¢ok
iretilen alabaliktan sonra denizde yetistirilen 28 bin ton ¢ipura ve 50 bin ton levrek
gelmektedir (TUIK, 2011). Giiniimiizde i¢ sularda yaklasik 1400°{i askin kara isletmesi,
17 kulugkahane ve deniz baligi iiretiminde 350’ye yakin ag kafeslerde iiretim yapan
isletme bulunmaktadir (Tarim ve Ziraat Bilgi Bankasi, 2011; TUGEM, 2011). Bu
isletmelerin sayica % 50'si, {iiretim kapasitesi olarak % 801 Mugla ilimizde
bulunmaktadir. izmir’de bulunan isletmeler ise sayica ve iiretim kapasitesi olarak

toplam isletmelerin yaklasik %25’ini olusturmaktadir (TUIK, 2011).

Ulkemizin de iginde bulundugu Akdeniz iilkelerinde deniz baligi yetistiriciligi
cogunlukla levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipura (Sparus aurata) tiirlerinin kiltiiri
lizerine yogunlasmis olmakla birlikte, Ege ve Akdeniz’de bulunan isletmelerin

iiretiminin tamamina yakini ihra¢ edilmektedir. Hem yetistiricilikte gozlenen biiylik



miktardaki artigla birlikte iiretilen baliklarin pazarlanmasiyla ilgili sorunlarin yasanmasi
hem de akuakiiltiir sektoriine yeni bir ivme kazandirabilmek amaci, ekonomik degeri
yiiksek alternatif tiirlerin iiretimini gliindeme getirmistir. Resmi kayitlara girmemesine
ragmen lilkemizde bazi alabalik isletmelerinde az miktarda da olsa kaynak alabaligi
(Salvelinus fontinalis) ve kahverengi alabalik (Salmo trutta fario) yetistiriciligi
yapilmaktadir. Bunun yani sira Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’'na bagh
arastirma enstitiilerinde yetistiricilik g¢aligmalarina baslanan ve Onemli basarilar
saglanmig balik tiirleri ise Karadeniz alabalig1 (Salmo trutta labrax) ve JICA destekli
olarak kalkan baligidir (Psetta maxima). Dogadan yakalanan kiigiik yilan baliklarinin
(Anguilla anguilla) ise kiiltiir ortaminda besleme calismalarinda basar1 saglanmis ve
porsiyonluk boya kadar biyiitiilmiistiir. Mersin baliklar1 (Acipencer sp.) ile ilgili
calismalar devam etmekle birlikte, 6zel sektdrde son yillarda cipura ve levrek iiretimine
alternatif olarak sinarit (Dentex dentex), fangri (Pagrus pagrus), sariagiz (Argyrosomus
regius), sivriburun karagdéz (Diplodus puntazzo), kalkan (Psetta maxima), minekop
(Umbrina cirrosa), eskina (Sciaena umbra), orkinos (Thunnus thynnus) ve ¢izgili
mercan (Pagrus auriga) baliklan ile ilgili calismalar yapilmaktadir. (Celikkale ve dig.,
1999; Shields, 2001; Kaiser ve Stead, 2002; Basginar, 2004).

Kiiltir balik¢iliginda artis hizla devam ederken iiretimde karsilasilan en Onemli
sorunlardan birisi de ekonomik kayiplara yol agan hastaliklarin ortaya g¢ikmasidir.
Ulkemizde rapor edilmis yetistiriciligi yapilan baliklarda goriilen bakteriyel hastaliklar;
furunculosis (Timur ve dig., 1999, Korun ve Timur, 2001; Kirkan ve dig., 2003, Kay1s
ve dig., 2009), hareketli Aeromonas septisemisi (Candan ve dig., 1995), atipik
Aeromonas enfeksiyonu (Karatas ve dig., 2005), yersiniosis (Cagirgan ve Yiireklitiirk,
1991; Timur ve Timur, 1991; Karatas Diigenci ve Candan, 1997; Karatas Diigenci ve
dig., 2004), fry mortalite sendromu (Cagiran ve dig., 1997; Korun ve Timur, 2001; Diler
ve dig., 2003; Ispir ve dig., 2004; Timur ve dig., 2004; Kum ve dig., 2008; Kay1s ve
dig., 2009; Durmaz ve dig., 2012), Pseudomonas septisemisi (Akayli ve Timur, 2004),
streptococcosis (Diler ve dig., 2002; Ozer ve dig., 2008; Avci ve dig., 2010),
staphylococcosis (Timur ve Akayli 2003; Kubilay ve Ulukdy 2004; Turgay 2009),
vibriosis (Timur ve Korun, 2004; Akayli ve Timur, 2004; Demircan ve Candan, 2006),
pasteurellosis (Candan ve dig., 1996; Colak, 1999; Yaman ve dig., 2003; Korun ve
Timur, 2005) ve bakteriyel bobrek hastaligidir (Savas ve dig., 2006). Bununla birlikte



son yillarda Rickettsial enfeksiyonlar (Timur ve dig., 2005) ve deniz Flexibacteriosisi

(Sen, 2007; Yardime1, 2011) de rapor edilmistir.

Hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda en onemli etken baligin bagisiklik sistemini baskilayan
stres faktorleridir. Su sicakligindaki ve oksijen miktarindaki ani degisimler, hijyen
kurallarina dikkat edilmemesi, boylama, tasima, yemleme ve ortamda bulunan hastalik
etkenleri kiiltir kosullarinda strese neden olan etkenler arasindadir. Isletmelerde
optimum kosullarin saglandigi durumda bile hastaliklar ile karsilasmak miimkiindiir.
Genel olarak Kkiiltiirii yapilan baliklarda hastalik orani, dogal ortamda bulunan
baliklardakine gore daha yiiksektir (Rodgers, 2003). Onemli olan hastaligin biiyiik
kayiplara neden olmadan yayilmasim engellemek ve tedavi etmektir. Ulkemizde ve tiim
diinyada balik hastaliklarin1 tedavi etmek icin ¢esitli antibakteriyel maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddelerin uygunsuz ve kontrolsiiz kullanimi ise direngli
bakterilerin ortaya ¢ikmasma ve giderek kullanilabilecek etkili antibiyotik sayisinin
azalmasina neden olmaktadir. Bu durumda tedavideki basarisizlik ile mortalite ve tedavi
maliyeti artmaktadir. (Smith ve dig., 1994; Rodgers, 2003; Colquhoun ve dig., 2007).
Ulkemizde ve tiim diinyada balik hastaliklarini tedavi etmek icin cesitli antibakteriyel
maddeler (oksitetrasiklin, enroflaksin ve siilfonomidler gibi) kullanilmaktadir. Bu
maddelerin uygunsuz ve kontrolsiiz kullanim1 ise direngli bakterilerin ortaya ¢ikmasina
ve giderek kullanilabilecek etkili antibiyotik sayisinin azalmasina neden olmaktadir.
Ayrica etken teshis edilmeden ve antibiyogram testi yapilmadan antibiyotik
kullanilmasi, doz ve siireye uyulmamasi, ilagh yem verilmeden 6nce 12-24 saat baligin
a¢c birakilmamasi, yasal ve bilinen antibiyotiklerin kullanilmamasi, yanlis
kombinasyonlar yapilmasi ve sekonder enfeksiyonlarda primer etkenlerin gdz ardi
edilmesi gibi nedenler ile tedavideki basarisizlik mortaliteyi ve tedavi maliyetini
artirmaktadir. Bu nedenlerle hastalik etkeninin kisa siirede, dogru ve hassas bir sekilde
teshis edilmesi, etkene uygun tedavi agamasina gegilmesi gerekmektedir (Smith ve dig.,

1994; Colquhoun ve dig., 2007).

Antibakteriyel duyarlilik testlerinde giivenilir sonuglarin alinabilmesi i¢in standart
yontemlerin uygulanmasi sarttir. Etkene gore antibiyotik se¢imi, antibiyotiklerin kisith

bildirimi gibi konular da standardizasyonla birlikte ele alinmalidir. Bu nedenle



antimikrobiyal duyarlig1 etkileyen faktorlerin, uygun yontemlerin belirlenmesi ve

laboratuvara adapte edilmesi ¢ok 6nemlidir.

Bu c¢alismada, deniz kiiltiir baliklarinda goriilen bakteriyel hastalik etkenlerinin,
ornekleme yapilan isletmelerdeki baliklardan izole edilerek farkli yontemlerle (rutin
bakteriyolojik yontemler, API hizli tani kitleri ve molekiiler yontemler) teshis edilmesi
ve giiniimiizde yaygin olarak kullanilan kemoterapétiklere olan duyarliliklarinin

belirlenmesi amaglanmustir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. DENiZ BALIKLARINDA GORULEN PATOJEN BAKTERILER

Balik yetistiriciligini etkileyen ve iiretimde biiyiik kayiplara yol agan en énemli neden
hastaliklarin ortaya ¢ikmasidir. Ulkemizde simdiye kadar rapor edilmis deniz
baliklarinda goriilen bakteriyel hastaliklar; atipik furunculosis (Karatas ve dig., 2005),
hareketli Aeromonas septisemisi (Candan ve dig., 1995), vibriosis (Akaylt ve Timur,
2002; Demircan ve Candan, 2006), mycobacteriosis (Korun ve dig., 2005) ve
pasteurellosis (Cagirgan 1993; Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1996; Candan ve dig.,1996;
Timur ve dig., 1999; Korun ve Timur, 2005), deniz flexibacteriozsisi ve rickettsial
enfeksiyonlardir (Timur ve dig., 2005, Sen, 2007, Yardimci, 2011). Karadeniz’de
yetistiriciligi yapilan deniz baliklarinda viral eritrositikenfeksiyon (VEI) ile birlikte
karma enfeksiyon seklinde Photobacterium damselae subsp. damselae, Aeromonas
salmonicida, Aeromonas sobria, Listonella (Vibrio) anguillarum ve Staphylococcus
epidermidis’in izole ve identifiye edildigi bildirlilmistir (Timur ve dig., 2008). Yine
Karadeniz’de bes isletmede yetistiriciligi yapilan gokkusagi alabaliklarinda ilk kez
ylksek mortaliteyle seyreden eritrositik inkliizyon cisimcigi sendromu (EIBS) tespit
edilen baliklarda Aeromonas hydrophila, Pseudomonas florescens, Flexibecter
maritimus, Listonella (Vibrio) anguillarum viseral organlardan izole ve identifiye

edildigi bildirilmistir (Timur ve dig., 2011).

Aeromonas salmonicida tatli su baliklarinda ozellikle alabaliklarda patojen olarak
bilinen ve bu nedenle bir¢ok arastirmaci tarafindan calisilan bir tiirdiir (Hiney ve
Olivier, 1999). Tiirkiye’de ilk olarak 1995 yilinda Timur ve arkadagslar1 tarafindan geng
kiltir gokkusag1 alabaliklarinda (Onchorhynchus mykiss) tipik frunculosis rapor
edilmistir (Timur ve dig., 1999). Tiirkiye’de atipik furunculosisin ilk teshisi 2002
yilinda Karadeniz’de kiiltiir levreklerinde (D. labrax) yapilmistir (Karatag ve dig.,
2005). Hareketli Aeromonad sptisemisi (MAS) bircok etkenin bir araya gelmesiyle
olusabilen bir balik hastaligidir.



Tablo 2.1: Deniz baliklarinda goriilen bakteriyel hastaliklar (Seng ve Colorni, 2002; Timur ve
Timur, 2003; Toranzo ve dig., 2005; Austin ve Austin, 2007; Karatas ve Candan, 2007; Candan
ve Karatas, 2010; Noga, 2010; Abowei ve Briyai 2011; Actis ve dig., 2011)

Etken Hastalik Ad1 Balik Tiirii Cografik Dagihm Teshis eden kis/tarih
Aeromonas caviae Hereketli Atlantik salmonu (Sa/mo salar) Tirkiye, Miller ve Chapman, 1976;
Aeromonad Gokkusagi alabaligi (Onchorhynchus mykiss) Kenya Doukas ve dig., 1998;
Septisemisi Lepistes (Poecilia reticulata) Aoki, 1999; Timur ve
dig., 1999; Korun ve
A hydrophila Hercketli "Atlantik salmonu (S. salar) Tarkiye, ABD Timur - 2001;  Seng  ve
Colorni, 2002; Kirk:
A. jandei Aeromonad Lepistes (P. reticulata) olornt, » rkan ve
5. 2003 Ti
Septisemisi Yilan baligi (Anguilla anguilla) dig., 2003 mmurve
. S Timur, 2003; Toranzo ve
Deniz levregi (Dicentrarctus labrax)
. dig., 2005; Austin ve
Karagdz (Puntazzo puntazzo)
Austin, 2007; Karat
Cizgili levrek (Morone saxatilis) ustin, 2007; Karatas ve
— - — — — - — Candan, 2007; Kayis ve
A. salmonicida Furunculosis Gokkusagr alabaligi (0. mykiss) Tiirkiye, ABD,
R . dig., 2009; Candan ve
Atlantik salmonu (S. salar) Ispanya, Avrupa,
. . Karatag, 2010; Noga,
Japon balig1 (Carassius auratus) Japonya
. . 2010; Abowei ve Briyai
Sazangiller (Cyprinus spp.)
- - — 2011; Actis ve dig., 2011
A.salmonicida Furunculosis Salmonidler (Onchorhynchus sp.,Salmo sp.) ABD, Tiirkiye
subsp. salmonicida
A salmonicida | Atipik Deniz levregi (D. labrax) Tiirkiye Karatag ve dig., 2005
subsp. furunculosis Gokkusagi alabalig1 (O. mykiss)
achromogenes
V.(Listonella) Vibriosis Atlantik salmonu (S. salar) Amerika,  Avrupa, | Colwell ve Grimes, 1984;
anguillarum Kalkan balig1 (Scophthalmus maximus) Tiirkiye,  Japonya, | Toranzo ve Barja, 1990;
Deniz levregi (D. labrax) Israil, Kuveyt Soffientino ve dig., 1999;
Cipura (Sparus aurata) Akayli, 2001; Korun ve
Cizgili levrek (M. saxatilis) Timur, 2008; Seng ve
Yilan baligt (4. japonica, A.anguilla) Colorni, 2002; Timur ve
Ayu baligi (Platygillellus altivelis) Timur, 2003; Toranzo ve
Morina balig1 (Gadus morhua) dig., 2005; Austin ve
Kirmizi mercan (Pagrus major) Austin, 2007; Karatas ve
Cipura (Acanthopagrus cuuieri) Candan, 2007; Candan ve
V. ordalii Salmonidler (Onchorhynchus sp.,Salmo sp.) Avrupa, Tiirkiye, Karatas, 2010; Noga,

Cipura (S. aurata)

V. alginolyticus

Atlantik salmonu (S. salar)

Israil, Iskogya, Kizil

Cipura (S. aurata) deniz,
Kalkan balig1 (S. maximus)
Yilan balig1 (4.anguilla)
V. cholerae Ayu baligi (P. altivelis) Japonya
V. fischeri Cipura (S. aurata) Ispanya
Kalkan balig1 (S. maximus)
V. splendidus Atlantik salmonu (S. salar) Iskogya, Ispanya,
Cipura (S. aurata) Yeni Zelanda,
Kalkan (Colistium nudipinnis, C. guntheri) Norveg
V. harveyi Cipura (S.aurata) ABD, Tayvan,
(= V. carchariae Levrek (Lates calcarifer) ispanya

= V. trachuri)

Dil bahig1 (Dicologoglossa cuneata)
Common snook Centropomus undecimalis

Cobia Rachycentron canadum

2010; Abowei ve Briyai
2011; Actis ve dig., 2011




Tablo 2.1’in devami

Etken Hastahk Ad1 Balik Tiirii Cografik Dagihm Teshis eden kis/tarih
V. cairchariae Kopek baliklari (Carcharinus plumbeus) ABD Colwell ve Grimes,
V. parahaemolyticus Cipura (S. aurata) Kizil deniz, Cin 1984;  Toranzo ve
Larimichthys polyactis Barja, 1990; Ringe
V. salmonicida Atlantik salmonu (S. salar) Norveg, kanada, | ve Vadstein, 1998;
Morina baligi (Gadus morhua) Iskogya, ABD Akayli, 2001; Korun
V. pelagius Kalkan balig1 (S. maximus) Ispanya, Norveg ve Timur, 2008; Seng
V. logei Atlantik salmonu (S. salar) Norveg, izlanda, | Ve Colorni, ~ 2002;
iskogya Villamil ve dig., 2003,
V. ichtyoenteri Kulugkahanelerde Japonya Toranzo ve dig., 2005;
V. campbelli Levrek (D. labrax) Ispanya Austin ve  Austin,
V. marinus Kalkan balig1 (S. maximus) Ispanya 2007;  Karatag  ve
V. vulnificus Yilan baligi (4. japonica, A.anguilla) Japonya,  Ispanya, Candan, 2007; Candan
ABD, Danimarka ve Karatas, 2010
V. viscosus Kis tilseri Atlantik salmonu (S. salar) Norveg, izlanda, Noga, 2010; Abowei
(Moritella viscosa) Kalkan balig1 (S. maximus) Ispanya ve Briyai 20115 Actis
Deniz levregi (D. labrax) ve dig, 2011
V.vulnificus Yilan balig1 (4. japonica, A.anguilla) Japonya, Ingiltere, | Tison ve dig., 1982;
Ispanya, Danimarka Biosca ve dig., 1991;
Dalsgaard ve dig.,
1999; Fouz ve Amaro,
2003;
Photobacterium Photobacteriosis | Cipura (S. aurata) ABD, Japonya, | Bullock, 1978; Hawke
damselae subsp. | (Pasteurellosis) Deniz levregi (D. labrax) ispanya, Tiirkiye, | ve dig., 1987; Toranzo
piscicida = V. damsela Dil balig1 (Solea senegalensis, Solea solea) Danimarka ve dig., 1991;
(Pasteurella piscicida ) Cizgili levrek (M. saxatilis) Cagirgan 1993; Korun
Sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) ve dig., 2005
Ayu balig1 (P. altivelis)
Atlantik ton balig1 (Thunnus thynnus)
Kefal (Mugil cephalus)
Mavri kefal (Chelon labrosus)
Kopek baliklart
Kalkan balig1 (S.maximus)
Flexibacter maritimus | Flexibacteriosis Kalkan balig1 (S. maximus) Avrupa, ABD, | Candan, 1991; Sen,
(Tenacibaculum Salmonidler (Onchorhynchus sp.,Salmo sp.) Japonya,  Tirkiye, | 2007; Yardimeci, 2011;
maritimum) Dil balig1 (S. senegalensis, S.solea) Avusturalya, Kuzey | Seng ve Colorni, 2002;
Flavobacterium Deniz levregi (D. labrax) ABD, Japonya, Timur ve Timur, 2003;
johnsoniae Cipura (S. aurata) Toranzo ve dig., 2005;

Kirmizi mercan (P.major)

Kara mercan (Acanthopagrus schlegeli)
Dere pisisi (Paralichthys olivaceus)
Beyaz levrek (Atractoscion nobilis)
Pasifik sardalyasi (Sardinop sagax),
Kuzey hamsisi (Engraulis mordax)
Gokkusagr alabligi (O. mykiss)

Asya levregi (Lates calcarifer)

Austin  ve
2007;
Candan, 2007; Candan
ve Karatag, 2010;
Noga, 2010; Abowei
ve Briyai 2011; Actis
ve dig., 2011

Austin,

Karatas  ve




Tablo 2.1’in devami

Etken Hastalik Ad1 Balik Tiirii Cografik Dagihm Teshis eden
kis/tarih
Pseudomonas Pseudomonadiasis Kalkan balig1 (S. maximus) Japonya, Tayvan, | Seng ve Colorni,
anguilliseptica Yilan balig1 (4.anguilla) iskogya, Danimarka, 2002; Timur ve
Ayu baligi (P. altivelis) Finlandiya, Baltk | Timur, 2003;
Cipura (S.aurata) Denizi, Akdeniz, Toranzo ve dig.,
Salmonidler (Onchorhynchus  sp.,Salmo | Ispanya 2005; Austin  ve
sp.) Austin, 2007,
Ringa (Clupeaharengus membras) Karatag ve Candan,
Siyah benekli ¢ipura (Pagellus bogaraveo) 2007; Candan ve
Lactococcus garvieae | Streptococcosis /| Sarikuyruk (Seriola quinqueradiata) Tiirkiye,  Japonya, | Karatas, 20105
(Enterococcus seriolicida) | lactococcosis Yilan balig1 (4.anguilla) italya, Israil, ABD, | Noga, 2010;
Gokkusagr  alabaligi  (Onchorhynchus | Meksika Abowei ve Briyai
mykiss) 2011; Actis ve dig.,
Streptococcus iniae Sarikuyruk (S. quinqueradiata) Israil, ABD, | 2011
Dere pisisi (P. olivaceus) Japonya,
Deniz levregi (D. labrax)
Asya levregi (L. calcarifer)
Gokkusag alabaligi (O. mykiss)
Cizgili levrek (M. saxatilis)
S. parauberis Kalkan balig1 (S. maximus) ispanya
Streptococcus sp. Atlantik salmonu (S. salar) Japonya
Sarikuyruk (S. quinqueradiata)
Kirmizi mercan (P.major)
Renibacterium BKD Salmonidler ~(Onchorhynchus sp.,Salmo | Iskogya, ABD, | Sanders ve Fryer,
salmoninarum sp.) Kanada, Danimarka, | 1980; Halaihel ve
Car salmonu (Salvelinus fontinalis) Finlandiya, Fransa, | dig, 2009
Alabalik (S. trutta) Almanya, italya,
Cutthroat trout (O. clarkii) ispanya, Norveg,
Isveg, Yugoslavya,
[zlanda
Mycobacterium marinum Mycobacteriosis Deniz levregi (D. labrax) Akdeniz, Kizil deniz, | Colornia ve dig.,
Kalkan balig1 (S. maximus) 1998; Diamant ve
Atlantik salmonu (S. salar) dig., 2000; Sechi ve
M. fortutium Kefal, salmonid, tilapya, kalkan, deniz | Afrika, Kenya, Israil, | dig., 2002; Seng ve
M. chelonae levregi, ¢izgili levrek, uskumru, morina, | ABD, Tirkiye Colorni, 2002; Ucko
karagdz, hibrid ¢ipura, tekir, atlantik ve dig., 2002;
salmon Brocklebank ve
dig., 2003;
Piscirickettsia salmonis Piscirickettsiosis Salmonidler (Onchorhynchus ~sp.,Salmo | Sili, Norveg, irlanda, | Comps ve dig.,
sp.) iskogya 1996; Lannan ve
Rickettsia-benzeri Rickettsial Salmonidler (Coho salmon) Sili, Tayvan, Fransa, | dig., 1999; Fryer ve
organizmalar enfeksiyonlar Tilapya (Oreochromis mossambicus, O | Yunanistan, Tiirkiye Hedrick, 2003;
niloticus, O. aureus, Tilapia zili, T. Chen ve dig., 2000;
hornorum) Timur ve dig., 2005
Beyaz levrek (Atractoscion nobilis)
Deniz Levregi (D.labrax)
P. salmonis
Pseudoalteromonas. Karma enfeksiyon Amphiprion clarkii ABD Bein, 1954; Nelson
piscicida Amblyglyphidodon curacao Florida ve Ghiorse, 1999
Deniz kiiltiir baliklar
Psycrobacter. immobilis Gokkusagi alabligi (O. mykiss) Tiirkiye Hisar ve dig., 2002




A. hydrophila, A. cavie, A. sobria, A. punctata, A. allosaccharophila, A. jandaei, A.
bestiarum, A. veronii gibi hareketli aeromonadlarin neden oldugu bu hastalik bir¢ok tath
su ve deniz balig: tiirlinde asir1 stoklama ile ortaya ¢ikan hemorajik septisemiye neden
oldugu bildirilmigtir (Noga, 2010) (Tablo 2.1). 1995°de Candan ve arkadaslari,
Karadeniz’de deniz suyu sicakligi 23°C’yi buldugunda kiiltiir Atlantik salmonlarinda (S.
salar) olumler ile seyreden hastalifin birincil etkeni olarak A. hydrophila rapor
etmiglerdir. Daha sonra Ege denizinde ilk olarak kiiltiir levrek (D. labrax) ve karagdz
(Puntazzo puntazzo) baliklarinda lezyon ve oliimlerle seyreden enfeksiyonlar rapor
edilmistir (Doukas ve dig., 1998). Sahrikoglu ve Candan 2002 yilinda hasta kiiltiir
levreklerinden A. hydrophila izole edildigini bildirmistir.

Mycobacteriosis akvaryum baliklarinin en yaygm kronik hastaligi olan ve balik
tiiberkiilozu olarak bilinen, kiiltiir deniz baliklarinda da goriilen 6nemli hastaliktir.
Hastaligin etkeni olarak Mycobacterium marinum, M. fortutium, M. chelonae ve diger
tirlerin neden oldugu bu hastalik, kiiltiirii yapilan salmonid, tilapya, kalkan, deniz
levregi, c¢izgili levrek, uskumru, morina, karagdz, hibrid ¢ipura ve tekir baliklarinda
ciddi problemlere neden olduklari ¢esitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmistir (Seng ve
Colorni, 2002; Timur ve Timur, 2003; Noga, 2010; Abowei ve Briyai, 2011). Baliklarda
tiiberkiiloza neden olan en yaygin tiir olan M. marinum Akdeniz’de ve Kizildeniz’de
kiiltiir levrek baliklarinda rapor edilmistir (Colornia ve dig., 1998, Diamant ve dig.,
2000; Sechi ve dig., 2002; Ucko ve dig., 2002). Kiiltiir Atlantik salmon baliklarinda
hastalik etkeni olarak M. chelonae izole edilmesiyle mycobacteriosis teshis edilmistir
(Brocklebank ve dig., 2003). Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda
mycobacteriosis letarji, solgun solungaclar ve ekzoftalmus ile i¢ organlarda grimsi
beyaz renkte nodiiller gibi bulgular ile seyrettigi rapor edilmistir (Korun ve dig., 2005).
Hastaligin teshisi nodiiller iceren i¢ organlarin histolojik kesitlerinde granuloma
icersinde bulunan comak sekilli bakterilerin asit fast boyalar ile boyanmasi ile
yapilabildigi bildirilmistir (Seng ve Colorni, 2002; Timur ve Timur, 2003; Noga, 2010;
Abowei ve Briyai, 2011). Bircok ilag bu hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir.
Ancak yaymlanmis birkag¢ kapsamli  klinik ¢alisma vardir. Kawakami ve Nakajima

tarafindan 1990 yilinda gergeklestirilen calismada
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eritromisin, rifampisin veya streptomisinin deneysel enfeksiyonlara karsi etkili oldugu
rapor edilmistir (Kawakami ve Nakajima, 2002). Degerli ekzotik deniz baliklarinin
mycobacteriosis tedavisinde izoniyazid ve rifampisin onerildigi bildirilmistir (Chinabut,

1999) (Tablo 2.1).

Pasteurellosisin etkeni olan P. damselae subsp. piscicida kiiltiir baliklarinda goriilen en
onemli hastaliklardan biridir. Japonya’da kiiltiir deniz baliklari, ayu baligi, ¢ipura,
sarikuyruk, dil baligi, Atlantik ton balig1 gibi ¢esitli tiirlerde yaygin bir hastalik olarak
rapor edilmistir (Bullock, 1978; Toranzo ve dig., 2005; Noga, 2010). Pasteurella sp. ilk
kez Snieszko ve arkadaglar1 (1964) tarafindan Amerika’da Chesapeake Korfezinde, aci
ve tuzlu suda kiiltiirii yaplan ¢izgili levreklerde bildirilmistir (Noga, 2010). Daha sonra
Hawke ve arkadaglar tarafindan (1987) Alabama’da ¢izgili levrek fingerling stoklarinda
% 80 oraninda 6liim goriildiigii rapor edilmistir (Hawke ve dig., 1987). Ispanya’da ilk
Pasteurella enfeksiyonu 1991 yilinda kiiltiir ¢ipura baliklarinda goriildiigii bildirilmistir
(Toranzo ve dig., 1991). Bu hastalik iilkemizde ilk olarak 1993 yilinda kiiltiir ¢ipura
baliklarinda goriilmiistiir (Cagirgan, 1993), daha sonra Yalova’da bir kamu isletmesinde
kiiltiiri yapilan dokuz aylik levrek baliklarinda 1. hoferi ile birlikte karma enfeksiyona
(Timur ve dig., 1996) ve Ege denizinde yetistirilen levrek baliklarinda enfeksiyona
neden oldugu bildirilmistir (Candan ve dig., 1996; Korun ve Timur, 2005). Ayrica
denizde ve diislik tuzluluktaki sularda kiiltiir levreklerinden, dogada bulunan has kefal
(Mugil cephalus) ve mavri kefalden (Chelon labrosus) izole edildigi bildirilmistir
(Tanrikul ve Cagirgan, 2001) (Tablo 2.1).

Deniz flexibacteriosisi genel olarak hasta baliklarda erimis ve
hemorajik agiz, ilseratif deri lezyonlar1, yiizgeglerde erime ile seyreden internal
organlarda da gelisebilen sistemik bir hastaliktir (Toranzo ve dig., 2005). Avrupa’da
levrek (D. labrax), dil balig1 (Solea solea ve S. senegalensis), salmon (O. kisutch),
sinarit (Dentex dentex), Amerika’da beyaz levrek (Atractoscion nobilis), pasifik
sardalyasi (Sardinop sagax), kuzey hamsisi (Engraulis mordax), Japonya’da pisi baligi
(Paralichthys olivaceus), kara mercan (Acanthopagrus schlegeli), kirmizi mercan
(Pagrus major) tiirleri basta olmak {lizere bir¢ok deniz balig1 tiirlerinde sik olarak

goriilen, “tuzlu su kolumnarisi”, “erimis agiz sendromu” ve “siyah benek nekrozisi”

seklinde birkag isimle anilan bir hastaliktir (Toranzo ve dig., 2005; Karatas ve Candan,
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2007; Noga, 2010). Tenacibaculum maritimum (Flexibacter maritimus) ve yakin
tiirlerin neden oldugu bu hastaligin genellikle bahar aylarinda ag kafese aktarilan juvenil
cipura baliklarinda gelisen lezyonlarla seyrettigi bildirilmistir (Wakabayashi ve dig.,
1986). Tiirkiye’de 1991 yilinda ¢ipura baliklarinda goriildiigii (Candan, 1991), 6zellikle
kuluckahanelerden kafeslere yavru transferinden sonra hastaliga sik rastlandigi ve bazi
ciftliklerde %60’a varan morbidite ve yiliksek oranda mortalite ile seyrettigi ¢esitli
arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Sen, 2007). Ege Denizi’nde kiiltiir ¢ipura ve
levrek baliklarinda (Yardimei, 2011), Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan gokkusagi
alabaliklarinda bu hastaligin gorildigii rapor edilmistir (Timur ve dig., 2007).
Avusturalya’da deniz flexibacteriosisine neden olan tiir Flavobacterium johnsoniae in
Asya levregi (Lates calcarifer) giftliginde deniz suyu sicakliginin 27-28°C’ye ulastigi
donemde %2-5 mortaliteye neden oldugu bildirilmistir (Austin ve Austin, 2007).

Bakteriyel bobrek hastaligi (BKD) dogada bulunan ve yetistiriciligi yapilan salmonid
baliklarinda genellikle yiiksek mortaliteye neden olan sistemik bakteriyel bir
enfeksiyondur. Korinebakteriyel balik hastaligi, salmonid bobrek hastaligi gibi isimlerle
anilan ilk BKD raporu Iskogya’da 1930 yilinda Atlantik salmon (Salmo salar) tiiriinde
tanimlanmistir. Amerika’da ilk BKD raporu 1935 yilinda Belding and Merrill tarafindan
dere salmonu (Salvelinus fontinalis) ve alabalik (Salmo trutta) kulugkahanelerinde rapor
edilmistir (Sanders ve Fryer, 1980). Kanada’da ilk BKD 1937 yilinda Oncorhynchus
clarkii tiirinde saptanmstir. Danimarka, Finlandiya, Fransa, Almanya, italya, Ispanya,
Norveg, Isveg, Yugoslavya, Izlanda gibi bati Avrupa iilkelerinde, Japonya, Kuzey
Amerika ve $ili’de hastalik rapor edilmistir (Halaihel ve dig, 2009.

Rickettsia-benzeri organizmalarin hem tatli su hem de deniz ortaminda bir¢ok balik
tiirlinde enfeksiyona sebep oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Lannan
ve dig., 1999; Chen ve dig., 2000; Fryer ve Hedrick, 2003; Timur ve dig., 2005; Timur
ve dig., 2011). ilk olarak Sili’de kiiltiirii yapilan Coho salmon baliklarinda enfeksiyona
neden oldugu ve 1989’dan beri artig gosterdigi bildirilmistir (Lannan ve dig., 1999).
Norveg’de Atlantik salmonu (S. salar)’nda, Fransa’da jiivenil levrek (D. labrax),
Tayvan’da tilapya baliklarinda, orfoz baliginda (Epinephelus melanostigma) hastalik
etkeni olarak Rickettsia-benzeri organizma rapor edilmistir (Chen ve dig., 2000).

Amerika, Kanada, Sili, Irlanda ve Norve¢’de salmonidlerde (S. salar, O. gorbuscha, O.
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tshawytscha, O. kisutch, O. mykiss, O. tshawytscha, O. masou), beyaz levrek (A.
nobilis) baliginda Piscirickettsia salmonis’in neden oldugu enfeksiyonlar bildirilmistir
(Fryer ve Hedrick, 2003). Tiirkiye’de 2003 yilinda Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan
levrek baliklarinda Vibrio (Listonella) anguillarum ve Photobacterium damsela subsp.
piscicida ile birlikte karma enfeksiyona neden olarak bu etken rapor edilmistir (Timur
ve dig., 2005). Daha sonra Ege Denizi’nde bir isletmedeki kiiltiir levrek baliklarinda da

yogun oliimlere neden oldugu tespit edilmistir (Timur ve dig., 2011).

Vibriosis Tiirkiye’de ve diinyada en yaygin goriilen hastaliktir. Acik denizlerle
baglantis1 olan kapali kiy1 su (Ostarin) ve deniz baligi artiklariyla beslenen tathi su
baliklarinda ¢ok sik goriiliigli rapor edilmistir (Toranzo ve dig., 2005; Candan ve
Karatas, 2010; Actis ve dig., 2011). Ilk olarak 1718 yilinda Bonaveri tarafindan yilan
baliklarinda “kizil veba” olarak tanimlanmis, Avrupa’da rapor edilen ilk bakteriyel balik
hastaligidir (Austin ve Austin, 2007). Bu hastaligin etkeni olan bakteriler, V.
anguillarum (Listonella anguillarum), V. ordalii (V. anguillarum biyotip 2) (Schiewe ve
dig, 1981), V. alginolyticus, V. vulnificus, V. damsela (Photobacterium damsela), V.
harveyi (V. cairchariae) (Kraxberger-Beatty ve McGarey 1990), V. splendidus, V.
cholerae non-O1, V. marinus (Moritella marina), V. ichthyoenteri, V. logei, V. pelagius,
V. trachuri, V.salmonicida (Reed ve Floyd, 1996; Austin ve Austin, 2007), V. tubiashii
(Hada ve dig., 1984), V. campbelli (Tendencia, 2002), V. nereis, V. parahaemolyticus,
V. viscosus (Moritella viscosa), V. mediterrani, V. fischeri, V. chagasii, V. pomeroyi ve
V. kanaloae (Thompson ve dig., 2003a) ve siniflandirmaya sonradan katilan V. xuii, V.
brazilliensis, V. neptunis (Thompson ve dig., 2003b), V. tasmaniensis (Thompson ve
dig., 2003c), V. fortis sp. nov. ve V. hepatarius (Thompson ve dig., 2003d) gibi

turlerdir.

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria
Order: Vibrionales

Family: Vibrionaceae

Genus: Vibrio
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Vibrio turleri, Gram negatif, hareketli, kivrik basil, 0,5-0,8 X 1,4-2,6 um boyutlarinda
besiyerlerinde krem renginde, yuvarlak, kenarlar1 diizgiin koloniler olusturan,
fermantatif, oksidaz pozitif, genellikle O/129’a hassas bakterilerdir. Optimum 20-
30°C’de tireme 6zelligi gostemelerine ragmen (Noga, 2010, Sarjito ve dig., 2009; Actis
ve dig., 2011) tath sularda 1-4°C’de hastalik olusturduklari rapor edilmistir (Yaman ve
dig., 2003). Baz1 O/129’a (150 pg) direncli V. chlorae, V. damsela gibi Vibrio tiirlerinin
yanisira V. harveyi suglarinin O/129’a direncgli olabilecegi bildirilmistir (Alsina ve
Balnch, 1994; Karunasagar ve dig., 1994; Lopez ve dig., 2009). Baliklardan izole

edilen Vibrio tiirlerinin genel fenotipik 6zellikleri Tablo 2.2°de gosterilmistir.

Baltik denizindeki yilan baliklarinda (Anguila anguila) meydana gelen “kizil veba”
salgininin etkeni olarak V. anguillarum Bergman trafindan 1909 yilinda teshis
edilmistir. Amerika’da 1953 yilinda rapor edilen vibriosis Rucker ve arkadaslar
tarafindan chum salmon (O. keta) baliklarindan V. anguillarum izole edilmesiyle
bildirilmistir. Daha sonra deniz ve tath su balig1 olan (salmonid, kalkan, levrek, ¢ipura,
ayu, morina ve kirmizi mercan gibi) 50’ye yakin tiirde bir¢ok iilkede biiyiik kayiplara
neden oldugu bildirilmistir (Toranzo ve Barja, 1990; Actis ve dig., 2011). Tiim diinyada
gelisen su irilinleri yetistiriciligine paralel olarak farkli Vibrio tiirlerinin hastalik

olusturdugu goriilmiistiir.

Ik olarak Schiewe ve arkadaslar1 tarafindan 1977 yilinda V. anguillarum iki farkli
biyotipe ayrilmis, daha sonra biyotip 2 olarak tanimlanan tiir 1981 yilinda V. ordalii
olarak isimlendirilmistir (Actis ve dig., 2011). V. ordalii salmonid baliklarda,
cipuralarda ve levreklerde vibriosis etkeni olarak Avrupa’da ve iilkemizde rapor
edilmistir (Colwell ve Grimes, 1984; Candan, 1991; Cagirgan ve Yireklitiirk, 1996;
Akayli, 2001; Toranzo ve dig., 2005; Korun ve Timur, 2008).
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Tablo 2.2: Baliklardan izole edilen patojen Vibrio tiirlerinin fenotipik 6zellikleri (Biosca ve dig., 1991; Alsina ve Balnch, 1994; Holt ve dig., 1994;
Karunsagar ve dig., 1994; Cerda-Cuellar ve dig., 1997; Whitman, 2004; Buller, 2004; Hendlinger ve dig., 2005; Lunder ve dig., 2000; Austin ve Austin,

2007; Lopez ve dig., 2009)
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Deniz salmon baliklarinda ve ¢ipura baliklarinin yetistiriciliginde siklikla karsilasilan,
ayrica kefal ve yilan baliklarindan izole edilen V. alginolyticus ilk olarak Israil’de rapor
edilmistir (Timur ve Timur, 2003,). Juvenil kalkan baliklarinda diisik de olsa
mortaliteyle sonuglanan solungag hastaligina neden oldugu bildirilmistir (Austin ve dig.,
1993). V.vulnificus yilan baliklarinda vibriosis etkeni olarak Japonya (Tison ve dig.,
1982), ingiltere, ispanya (Biosca ve dig., 1991; Fouz ve Amaro, 2003) ve Danimarka
(Dalsgaard ve dig., 1999) gibi bir ¢ok lilkede rapor edilmisitir. V. cholerae ilk olarak
Japonya’da Ayu baliklarinda vibriosis etkeni olarak Muroga ve arkadaglari tarafindan
1979 yilinda bildirilmistir (Kiiyukia ve dig., 1992). V. fischeri ¢ipura baliklarinda
ekzoftalmiye neden olan firsat¢1 patojen olarak (Bordas ve dig., 1996) ve Ispanya’da
kalkan baliklarinda deride papilloma ve viseral neoplazi ile seyreden hastalik etkeni
olarak (Candan ve Karatag, 2010) bildirilmistir. V. splendidus, V. fischeri ve diger
Vibrio tiirleri ile birlikte Ispanya’da yetistirciligi yapilan ¢ipuralarda (Balebona ve dig.,
1998) ve kalkan balig1 kuluckahelerinde (Angulo ve dig., 1994; Diggles ve dig., 2000),
Iskogya’da Atlantik salmonu ve kalkan baliklarinda, Norveg’te salmon baliklarinda
bildirilmistir (Candan ve Karatas, 2010). V. harveyi ABD’de ¢esitli deniz baliklarinda
firsatc1 pataojen olarak (Kraxberger-Beatty ve McGarey, 1990), Filipinler’de
yetistiriciligi yapilan Lates calcarifer tiirli levreklerde strese bagli sekonder etken olarak
(Tendencia, 2002), Tayvan’da kiiltiirii yapilan deniz baligi Rachycentron canadum.
juvenillerinde biiyiik oranda mortalite nedeni olarak (Liu ve dig., 2004), Ispanya’da
yetistirciligi yapilan ¢ipuralarda primer vibriosis etkeni olarak rapor edilmistir
(Balebona ve dig., 1998). Venezuella’da paneid karidesleri ve baliklarda V. harveyi
tiirlinlin hastalik etkeni olarak teshisinin yapildig: bildirilmistir (Alvarez ve dig., 1998).
Ispanya’da sinagrit ciftliklerinde yiiksek dliimlere neden olan hastaligm etkeni olarak
diger vibrio tiirleri ile birlikte V. harveyi’nin teshis edildigini bildirilmistir (Company ve
dig., 1999). Jiivenil ve biiyiik ¢ipura ve levrek baliklarinda iilseratif lezyonlar ile
seyreden hastaligin etkeni olarak V. harveyi bildirilmistir (Le Breton, 1999). Ispanya’da
dil baliklarinda farkli yillarda meydana gelen hastalik ¢ikislarinda hastalik etkeni olarak
V. harveyi teshis edildigi rapor edilmistir (Lopez ve dig., 2009). V. cairchariae nin
yalnmiz kopek baliklarinda (Carcharinus plumbeus) Sliimle sonuglanan vibriosis etkeni
oldugu bildirilmistir (Austin ve Austin, 2007). V. damsela (Photobacterium damsela)
sarikuyruk, kalkan, ¢ipura ve kopek baliklarinda sistemik enfeksiyon etkeni olarak

bildirilmistir (Fouz ve dig. 1997; Candan ve Karatas, 2010). V. parahaemolyticus ve V.
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alginolyticus’un Kizil Deniz’de yetistirilen ¢ipura baliklarindan izole edildigi ve birlikte
mortaliteye neden olduklar1 bildirilmistir (Leong ve Colorni, 2002). V.
parahaemolyticus Cin’de tropikal deniz balig1 olan Larimichthys tilirlerinde vibriosis
etkeni olarak goriildiigli rapor edilmistir (Noga, 2010). Salmonid baliklarinda 1979’dan
beri sistemik enfeksiyonlara neden olan V. salmonicida, Norveg, Kanada, Iskogya ve
Amerika’da izole edilmistir (Austin ve Austin, 2007). V. pelagius kalkan baligi
larvalarinda hastaliga neden oldugu bildirilmistir (Villamil ve dig., 2003, Ringe
ve Vadstein, 1998). Bivalve’lerde patojen oldugu bildirilen V. tubiashii (Hada ve dig.,
1984), canli yem ile beslenen juvenil ¢ipura ve levreklerin mikroflorasinda tespit
edilmistir (Grisez ve dig., 1997). V. logei diisiik sicakliklarda Atlantik salmonlarin
eksternal lezyonlarindan izole edilmistir. V. fischeri hasta baliklarin deri lezyonlarindan
ve timorlii safra kanallarindan izole edilerek % 39’una varan kayiplara neden oldugu
bildirilmistir. V. ichtyoenteri 1971 den beri Japonya’da kuluckahanelerde ytiksek
mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir.(Austin ve Austin, 2007). Levrek baliklarinda
sekonder patojen olarak tespit edilen V. campbelli (Tendencia, 2002), firsat¢1 patojen
olarak bildirilen V. marinus, kalkan baliklarindan Ispanya’da izole edilmis V. pomeroyi

(Thompson ve dig., 2003a) hastalik etkeni olarak bildirilen diger vibrio tiirleridir.

V. anguillarum ve V. vulnificus Akdeniz’de en sik karsilasilan Vibriosis hastaliginin
etkenleri olarak bildirilmistir. Ulkemizde vibriosis ilk olarak V. anguillarum’un gipura
baliklarinda hastalik etkeni olarak tanimlanmistir (Candan, 1993). Daha sonra ¢ipura
baliklarinda V. ordalii gesitli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Candan, 1993;
Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1996; Akayl, 2001; Tirk, 2002). Kiiltiir levrek baliklarinda
ise vibriosise neden olan Vibrio tiirleri V. anguillarum (Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1996;
Akan ve dig., 1996; Korun, 2004; Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008),
V. ordalii (Timur ve dig., 2007; Korun ve Timur, 2008) V. harveyi (Korun ve Akayli,
2004; Korun ve Timur, 2008) ve V. alginolyticus (Korun, 2008) olarak bildirilmistir.
Ayrica Karadeniz’de kiiltiirii yapilan Atlantik salmon baliklarinda rapor edilmistir
(Candan, 2000). V. anguillarum genellikle deniz baliklarinda hastalik etkeni olarak
bildirilmesine ragmen son yillarda tath suda kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda

da hastalik etkeni olarak rapor edilmistir (Timur ve Korun, 2004).
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Hasta baliklarda deri renginde koyulasma, viicut iizerinde nekrotik lezyonlar ve erimeler
klinik bulgulardir. Nekrotik lezyonlar daha ¢ok abdominal kaslarda, erimeler karin
altinda, yiizge¢ kaidelerinde ve agiz etrafinda goriiliir. Bazi baliklarda asites ve
ekzoftalmus dikkati ¢eker. Kaudal yiizgegte erime ve iilser goriiliir. Otopside karin
duvarinda, karacigerde hemoraji bazen sararma ve enteritis (bagirsak iltihab1) goriiliir.
Pilorik seka hiperemik ve bagirsaklarin i¢i agik renkli seffaf bir siviyla doludur. Ayrica
dalak normalden olduk¢a biiyiiktiir (Inglis, 1993; Akan ve dig., 1996; Cagirgan ve
Yiireklitiirk, 1996; Alvarez ve dig., 1998; Company ve dig., 1999; Le Breton, 1999;
Soffiento ve dig., 1999; Akayli, 2001; Tendencia, 2002; Timur ve Timur, 2003; Korun,
2004; Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur, 2008; Lopez ve dig., 2009; Noga,
2010; Actis ve dig., 2011).

Deniz suyu sicakligr arttiginda deniz mikrobiyal florasinda Vibrio tiirlerinin sayisinin
arttig1 bilinmektedir. Deniz baliklarinin normal bagirsak florasinda bulunur. Hastaligin
ortaya c¢ikmasindaki en Onemli nedenlerden biri olumsuz c¢evre faktorlerinden
kaynaklanan strestir. Etken deri, solungac ve aniis yoluyla girerek hastalia neden olur.
Ayn1 zamanda enfekte gidalarin agiz yoluyla alinmasiyla da bulagir. Taze yemler
pastorize edilmelidir. Ayrica agir metaller mukusu denatiire ederek hastalik olusumunu
kolaylastirir (Yaman ve dig., 2003; Sarjito ve dig., 2009; Noga, 2010; Actis ve dig.,
2011).

Vibriosis akut ve kronik olarak goriilebildigi bildirilmistir. Baliklarin tath su ve deniz
suyundaki bakir (>30 g/ml) ve demir (>10 g/ml) molekiillerine maruz kalmalar1 hastalik
cikisinin  ¢evresel nedenleri olarak bildirilmistir. Tedavi igin oksitetrasiklin,
nitrofuranlar, siilfanamidler ve oksolinik asitin basarili bir sekilde kullanildigi, fakat
ozellikle V. anguillarum ve V. salmonicida tiirlerinin bu kemoterapoétiklere direng

gelistirdikleri rapor edilmistir (Noga, 2010).

Vibriosis hastaliginin tedavisinde ve koruyucu olarak antibiyotikler ve kemoterapdtik
ajanlar yeme ilave edilerek kullanilmaktadir. Son yillarda yetistiricilik kosullarinda
baliklar ticari vibriosis asilar1 ile her yil asilanmalarina ragmen, o6zellikle Vibriosise
kars1 asilanmis levreklerde (D. labrax) V. anguillarum ve V. ordalii tiirlerinden bagka

baz1 Vibrio tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlar rapor edilmistir. Bu nedenle Avrupa
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su Uriinleri yetistiriciliginde Vibriosis dnemini hala korumaktadir (Pedersen ve dig.,

1999).

IIk kez Canestrini (1893) tarafindan gd¢ eden yilan baliklarinda (4nguilla vulgaris)
“kiz1l veba hastalig1” etkeni olarak Bacillus anguillarum olarak tanimlanmisgtir. Bu
bakteriye V. anguillarum ismini 1909 yilinda Bergman vermistir. Baumann ve
arkadaslar1 tarafindan 1978 yilinda Benecka anguillara biyotip 1 olarak yeniden
isimlendirilmesi Onerilmistir. Daha sonra McDowell ve Cowell tarafindan 1985 yilinda
Listonella anguillarum olarak isimlendirilmesi Onerilse de halen Vibrio genusu
icerisinde yer almasi gerektigi bir ¢ok arastirmaci tarafindan savunulmaktadir (Austin

ve Austin, 2007; Actis ve dig., 2011).

Schiewe ve arkadaslar1 tarafindan 1977 yilinda V. anguillarum iki farkli biyotipe
ayrilmis, daha sonra biyotip 2 olarak tanimlanan tiir 1981 yilinda V. ordalii olarak
isimlendirilmistir (Actis ve dig., 2011). V. anguillarum’un belirlenmis (O1- 023)
yirmiden fazla farkli serotipi oldugu rapor edilmistir (Boesen ve dig., 1999). Diinya
capinda 6zellikle morina balig1 ve salmonid tiirli baliklarda hastalik olusturan serotipleri
01, 02 ve O3 olarak bildirilmistir (Noga, 2010). Levreklerde ¢cogunlukla serotip O1 ve
03, alabaliklarda serotip O1 ve O2’nin enfeksiyonlara yol actig1 (Yaman ve dig., 2003;
Korun ve Timur, 2008), ililkemizde son 15 yilda levreklerden izole edilen V.
anguillarum suslarmin genellikle serotip O1 olarak teshis edildigi bildirilmistir

(Cagirgan, 2004).

V. anguillarum Vibrionaceae familyasinin halofilik grubuna ait, Gram negatif, tek polar
flagelast olan, 0,5 X 2 pum boyutlarinda kivrik ¢comak seklinde, fakiiltetif anaerob,
guanin ve sitozin (G+C) icerigi %43-46 olan, 25-30°C’de % 1,5 NaCl i¢eren TSA, BHI
gibi zengin besiyerlerinde rahatca gelisebilen bir bakteridir. Kat1 besiyerinde yuvarlak
diizgiin, krem renkli koloniler olustururlar (Timur ve Timur, 2003; Actis ve dig., 2011).
Sitokrom oksidaz, katalaz, ONPG (B- galaktosidaz), indol, nitrat, jelatin, amilaz, arjinin
dihidrolaz, glukoz, mannitol, sakkaroz, mannoz, sorbitol, fruktoz testleri pozitif;
liiminisans, {ire, ornitin ve lizin dekarboksilaz, glukozdan gaz olusumu, laktoz, ksiloz,
ramnoz ve melibioz testlerine negatif olarak sonuc¢ verdigi c¢esitli arastirmacilar

tarafindan rapor edilmistir (Holt ve dig. 1994; Whitman 2004; Buller, 2004; Austin ve
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Austin, 2007). MR, VP, sitrat, TSI, eskiilin, arabinoz, maltoz, inositol ve galaktoz
testleri igin bu arastiricilar tarafindan farkli sonuglar bildirilmistir. Ote yandan 0/129’a
hassaslik, TCBS agarda sar1 ve yesil koloni olusturma, VAM (Vibrio anguillarum
Medium) secici besiyerinin rengini sartya ¢evirerek sari koloniler olusturma, 37°C’de
ve % 3-5 NaCl igeren besiyerinde gelisebilme 6zellikleri ayni arastirmacilar tarafindan
verilen benzer 6zelliklerdir (Tablo 2.2). Serotip 1 susunun arabinoz testine pozitif sonug
verme egiliminde oldugu bildirilmistir (Toranzo and Barja, 1990). Serotip 1, 2, 3, ve
cevresel suslar olan 4, 5 ve 7 ‘nin teshis edilmesinde spesifik monoklonal antikor testi

BIONOR Mono-Va, (BIONOR, Norveg) test kiti ile yapilmasi 6nerilmistir.

V. harveyi diizgiin comak seklinde, sitokrom oksidaz, katalaz, indol, MR, nitrat, amilaz,
lizin dekarboksilaz, maltoz, mannitol, glukoz, mannoz testlerine pozitif; eskiilin, arjinin
dihidrolaz, glukozdan gaz olusumu, inositol, ksiloz, ramnoz ve milibioz testlerine
negatif; ONPG, iire, VP, sitrat, jelatin, ornitin dekarboksilaz, arabinoz, sakkaroz, sorbitol,
galaktoz, laktoz testlerine degisken sonu¢ verdigi bildirilmistir. TCBS agarda sar1 ve
yesil gelisebilen suslarinin oldugu, VAM segici besiyerinde sar1t ve mavi gelisme
gosterdigi rapor edilmistir (Biosca ve dig., 1991; Holt ve dig., 1994; Buller, 2004;
Lopez ve dig., 2009). O/129’a hassaslik degiskenlik gosterdigi c¢esitli arastirmacilar
tarafindan bildirilmistir (Baumann ve Schubert, 1984; Kraxberger-Beatty ve McGarey,
1990; Alsina ve Blanch, 1994; Karunasagar ve dig., 1994; Balebona dig., 1998; Liu
dig., 2004; Tendencia, 2002; Gomez-Gil ve dig., 2004; Lopez ve dig., 2009; Haldar ve
dig., 2010; Zhou dig., 2012). Noguerola ve Blanch (2007) tarfindan lizin ve ornitin

dekarboksilaz testinin pozitif, arjinin dehidrolaz testinin negatif oldugu rapor edilmistir.

Karunasagar ve dig. (1994) tarafindan V. harveyi’nin diger direngli Vibrio tiirleri olan
V. cholerae ve V. parahaemoliticus gibi O/129’a kars1 diren¢ kazanmis olabilecegi
rapor edilmistir. Zhou ve arkadaslar1 (2012) tarafindan hasta karideslerden izole edilen
viriilensi yiliksek ve limiinisans ozellik gostermeyen V. harveyi suglarmmin O/129’a
hassas olduklar1 tanimlanmistir.  Kraxberger-Beatty ve McGarey (1990) zargana
baliklarinda yapmis olduklar1 g¢alismada firsat¢1 patojen olan V. harveyi’nin tiim
suslarinin O/129°a hassas oldugunu rapor etmislerdir. Liu ve arkadaslar1 (2004)
tarafindan Tayvan’da kiiltiirii yapilan deniz baligi olan Rachycentron canadum

juvenillerinde biiyilk oranda mortalite nedeni olan V. harveyi (=V. carchariae)’nin
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0/129’a hassas oldugu ve TCBS agarda sar1 gelistikleri bildirilmistir. Tendencia (2002)
Filipinler’de yetistiriciligi yapilan Lates calcarifer tiirli levreklerde strese bagli sekonder
etken olarak bildirdigi V. harveyi suglarinin O/129’a hassas oldugunu ve referans olarak
aldigt Baumann ve Schubert (1984) suslarinda 10pg etken madde igeren O/129°a
direncli olduklarimi rapor etmistir. Balebona ve arkadaslari (1998) tarafindan Ispanya’da
yetistirciligi yapilan ¢ipuralarda primer vibriosis etkeni olarak rapor edilen V. harveyi
suslarinin 10pg etken madde igeren O/129’a direncli olduklarini bildirilmistir. Gomez-
Gil ve arkadaglar1 (2004) tarafindan V. harveyi ve yakin tiirlerinin teshisini molekiiler
yontemlerle yapmis olduklar ¢alismada tiim suslarin 10pg etken madde igeren O/129’a
direngli oldugu bildirilmistir. Lopez ve arkadaslar1 (2009) tarafindan dil baliklarinda
goriilen vibriosis etkeni olarak teshis edilen V. harveyi suslarinin tamaminin O/129’a

(10 ng ve 150 pg) direncli olduklar: rapor edilmistir.

V. alginolyticus ve V. harveyi bibirinden giicliikle ayirt edilmektedir. VP testi ile ayirt
edilebilecegini ve ek olarak glukuronat fermentasyonuna bakilmas1 gerektigi
bildirilmistir. V. alginolyticus MSA-B (deniz tuzu iceren kanli agar) besiyerinde
25°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda yayilarak gelistigi, 42°C’de gelisebildigi, D-
Glukronat ve iire testine negatif sonug¢ verdigi, V. harveyi’nin ise daha yavas gelistigi ve

tire testine genellikle (%50) pozitif sonug verdigi rapor edilmistir (Buller, 2004).

Iki cesit biyovari bulunan V. splendidus hareketli, fermenatif, Gram negatif ¢omak
sekilli bir bakteri olarak tanimlanmistir. TCBS agarda yesil ve sar1 koloniler
olusturdugu (Zifeng ve dig., 2009), her iki biyovarin da baliklarda hastalik olustudugu
bildirilmistir. Guanin ve sitozin orani (G+C) % 45,5 — 47,8 moldiir. (Austin ve Austin,

2007). V. splendidus tiiriine ait diger fenotipik 6zellikler Tablo 2.2°de verilmistir.

Deniz baliklarinda goriilen Onemli bakteriyel patojenlerin disinda ¢ok yaygin
olmamakla birlikte Pseudoalteromonas ve Psycrobacter genusuna ait bakterilerin neden
oldugu hastaliklar rapor edilmistir (Bein, 1954; Nelson ve Ghiorse tarafindan 1999;
Hisar ve dig., 2002)

Bir deniz bakteri genusu olan Pseudoalteromonas sayisiz tiirler igerir. Bu tiirler iki

sebeple ilgi cekmistir. Oncelikle biiyiik bir kismi siklikla baliklar, mollusklar,
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tunikatlar, stingerler, mikro — makroalgler gibi 6karyotik deniz konaklarinda bulunurlar.
Ikinci olarak, Pseudoalteromonas tiirlerinin birgogu fouling organizmalarn genis bir
hedefi olan biyolojik olarak aktif bilesikler {iretirler. Bu biyoaktif bilesikler
antibakteriyel, algisidal, antifungal, agarolitik ve antiviral etki g0sterirler.
Pseudoalteromonas genusunun bazi tyeleri dikkat ¢eken fizyolojik ozellikler tasirlar.
Bazi tiirlerin giiclii toksinler tireterek ve agarolitik enzimler salgilayarak baliklarda
hastaliga neden oldugu, bazi tiirlerin de daha az 6ldiiriicii ve hatta onlarin dogal
konaklar1 i¢in yararli olduklar1 bildrilmistir (Holmstrom ve Kjelleberg, 1999; Skovhus,
2004; Bowman, 2007).

Pseudoalteromonas genusuna ait toplam 39 tiir mevcuttur (LBSN, 2012). Daha 6nce
Alteromonas genusuna ait olan (P. atlantica, P. aurantia, P. carrageenovora, P. citrea,
P. denitrijicans, P. distincta, P. elyakovii, P. espejiana, P. haloplanktis, P. tetraodonis,
P. luteoviolacea, P. nigrifaciens, P. rubra, P. undina) 14 tiir Pseudoalteromonas genusu
altinda toplanmistir (Gautheier, 1995; LPSN, 2012). P. sagamiensis Nam ve dig.
(2007) tarafindan Pseudoalteromonas genusundan c¢ikartilarak Algicola sagamiensis
olarak yeniden siniflandirilmistir. Pseudoalteromonas tiirlerine ait Onemli bazi
Ozellikler Tablo 2.3’de 6zetlenmistir (Gautheier, 1995; Bozal ve dig., 1997; Nelson ve
Ghiorse, 1999; Sawabe, 1998; Holmstrom ve Kjelleberg, 1999; Skovhus, 2004;
Bowman, 2007).

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria

Class: Gammaproteobacteria
Order: Alteromonadales

Family: Pseudoalteromonadaceae

Genus: Pseudoalteromonas

Alteromonas genusu altinda incelenen Pseudoalteromonas 0,7-1,5 pm ¢apinda ve 1,8-
3,0 um uzunlugunda hafif kivrik ¢omaklardir. Mikrokist ya da endospor olusturmazlar.
Gram negatif, tek polar flegellasi ile hareketlidir. Glukoz gibi maddeleri fermente
edebilmesi i¢in oksijene ihtiya¢ duyar. Bazi suslar 4°C’de, biitiin suslar 20°C’de

gelisebilir iken hig¢ biri 35°C’de gelisemez. Koloniler pigment icermezler. Nitrat1 nitrite
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indirgemez, denitrifikasyon yapmazlar. Gelismek i¢in deniz suyuna ihtiya¢ duyarlar.
Jelatin, lipaz ve kitinaz {retirler fakat aljinaz iiretmezler. Bazi suslar amilaz {iretir.
Sukroz, maltoz, asetilglukozamin, siiksinat, fumarat ve tirozin gibi karbon kaynaklarini
kullanirlar. Mannoz, galaktoz, fruktoz, selobioz, melibioz, laktoz, eritritol, mannitol,
gliserol, salisin, glukonat, laktat, sitrat, sorbitol, malat, ketogutarat ve hidroksibenzoat
gibi kaynaklar1 kullanmazlar. Arjinin dihidrolaz negatiftir. Yasam alanlar1 agik

okyanuslar ve kiy1 sularidir (Holt ve dig., 1994).

Pseudoalteromonas genusu Gram negatif, aerobik, deniz bakterisi olan ve fenotipik
Ozellikleri nedeniyle 6nceden Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ve The
Prokaryotes kitaplarinda Alteromonas genusuna dahil edilmistir. Pseudoalteromonas
tiirleri Gram negatif, spor olusturmayan, 0,2-5 X 1,8-3 um boyutlarinda diiz ya da kivrik
comaklardir. P. luteoviolacea ve P. denitrijicans gibi ¢ogu tiirii tek polar flagellasi ile
hareketli ve liminisans Ozellik gostermezler. Birgok tiirii pigment olusturur. Zorunlu

aerobiklerdir. Oksidaz pozitif, katalaz aktivitesi degisken ve genellikle zayiftir.

Biitiin tiirler 20°C’de gelisebilir. Yalnizca bir tiir (P. denitrificans) denitrifikasyon
yapabilir. Higbir sus arjinin dihidrolaz aktivitesi gostermez. Biitlin suslar gelismek i¢in
deniz suyuna ihtiya¢ duyarlar. Cogu sus organik besleyici faktorlere ihtiya¢ duyar. P.
atlantica, P. aurantia, P. carrageenovora, P. citrea, P. denitrificans, P. espejiana,
P. haloplanktis subsp. haloplanktis, P. haloplanktis subsp. tetraodonis, P. luteoviolacea,
P. nigrifaciens, P. piscicida, P. rubra, P. undina’ dan olusan 12 tiiriin jelatin, lipaz,
lektinaz, DNaz aktiviteleri ve glukoz kullanimi pozitif; riboz, ramnoz, turanoz, salisin,
glukonat, glukuronat, gliserat, eritritol, sorbitol, mozoinositol, adonitol, valin, ornitin
dekarboksilaz ve hidrobenzonat kullanimi negatif oldugu bildirilmistir (Gauhier ve dig.,

1995).

Pigment, denitrifikasyon ve gaz olusumu, nisasta, kitin, agar ve aljinat hidrolizi, 4 ve
35°C’de gelisme, arjinin dihidrolaz, lizin ve ornitin dekarboksilaz, glukoz, mannoz,
fruktoz, sukroz, maltoz, selibiyoz, laktoz, glukonat, pruvat, fumarat, gliserol, ramnoz,
sitrat kullaniminin Pseudoalteromonas tiirlerinde degisken oOzellik gosterdigi rapor
edilmistir (Ivanova ve dig., 1998). 72 saat inkiibasyon sonunda pigment olusumu

gosterdikleri (Bein, 1954), cevresel Pseudoalteromonas tirlerinin ¢ogunun pigment
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icermeyen koloniler olusturdugu bildirilmistir. Antartik kiy1 sularindan izole edilen P.

antarctica sp. nov.’nin pigment olusturmadigi, P. nigriyaciens tiiriiniin melanin

pigmentine sahip oldugu bildirmistir (Bozal ve dig., 1997) (Tablo 2.3).

Tablo 2.3: Pseudoalteromonas tiirlerinin bazi 6nemli 6zellikleri (Gautheier, 1995; Bozal ve dig.,

1997; Nelson ve Ghiorse, 1999; Sawabe, 1998; Holmstrom ve Kjelleberg, 1999; Skovhus, 2004;

Bowman, 2007)

Tiir

Teshis eden kisi ve tarih

Kaynak

Pigment

Etki alant

P. flavipulchra

Ivanova ve dig., 2002

deniz

+ (turuncu)

P. elyakovii

(Ivanovave  dig., 1997)
Sawabe ve dig., 2000

midye, deniz algi

P. donghaensis

Oh ve dig., 2011

P. distincta (Romanenko ve  dig., 1995) | siinger + (melanin) -
Ivanova ve dig., 2000
P. byunsanensis Park ve dig., 2005 Gelgit dizlugi, | - -
sediment
P. arctica Al Khudary ve dig., 2008 -
P. aliena Ivanova ve dig., 2004 deniz + Anti-tiimérojenik aktivite - Ehrlich
Asitli karsinom hiicre hatti inhibe
P. agarivorans Romanenko ve dig., 2003 Deniz, tunikat - Algal plisakkaritler
P. issachenkonii Ivanova ve dig., 2002 deniz algi - Anti-fungal activite; hemolitik
P. lipolytica Xu ve dig., 2010
P. maricaloris Ivanova ve dig., 2002 stinger + (sar1) Antibakteriyel aktivite; Deniz
kestanelerine kargi sitotoksisite
P. marina Nam ve dig., 2007 gelgit dizligi, | - -
sediment
P. mariniglutinosa (Berland ve dig., 1969) | diyatomlar - -
Romanenko ve dig., 2003
P. paragorgicola Ivanova ve dig., 2002 siinger - -
P. peptidolytica Venkateswaran ve Dohmoto 2000 | deniz +(sar1) Antibakteriyel activite, hemolitik
P. phenolica Isnansetyo ve Kamei 2003 deniz + Antibakteriyel aktivite
(kahverengi
)
P. piscicida (Bein 1954) Gauthier ve dig., | Halig sular, balik + (sart) Antibakteriyel; algisidal aktivite;
1995 muhtemel  sitotoksite  [firsatgr  balik
patojeni; trombolotik enzimler]
P. prydzensis Bowman, 1998 - - -
P. ruthenica Ivanova ve dig., 2002 kabuklular +(soluk Antibakteriyel aktivite
turuncu)
P. spongiae Lau ve dig., 2005 stinger + (soluk Hydroides elegans
turuncu)
P. tetraodonis (Simiduve  dig., 1990) | Kirpi balig - Norotoksik etkiler
Ivanova ve dig., 2001
P. tunicata Holmstrom ve dig., 1998 deniz algi, + (yesil, Anti-fungal, anti-algal,
tunicates mor, antimikrobiyel, omurgasiz larvalari
sart) ve alg sporlarmin yerlesimini engeller; prot
istler inhibe eder
P. ulvae Egan ve dig., 2001 deniz algi + (mor) omurgasiz larvalart
ve alg sporlarinin yerlesimini engeller; prot
istler inhibe eder
P.translucida Ivanova ve dig., 2002, deniz - -
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Tablo 2.3’nin devami

Tiir Teshis eden kisi ve tarih Kaynak Pigment Etki alani
P. antarctica Bozal ve dig., 1997, deniz, buzullar, - polisakkaritler, soguk-aktif
camurlu toprak, enzimler
sediment
P. atlantica (Akagawa-Matsushita ve dig., | deniz, deniz algi - Yengeglerde firsatg1 patojen [algal
1992) Gauthier ve dig., 1995 polisakkaritlerin gii¢lii indirgeyicisi]
P.aurantia (Gauthier and Breittmayer 1979) | Ulva + (sar1) Antimikrobiyel aktivite; omurgasiz
Gauthier ve dig., 1995 Lactuca  yiizeyi, larvalarinin yerlesmesini engeller
deniz
P. bacteriolytica Sawabe ve dig., 1998 - - Deniz yosunu Laminaria japonica’nin
kirmizi benek hastalig1 etkeni
P. carrageenovora (Akagawa-Matsushita ve dig., | deniz, deniz algi - [algal polisakkaritlerin gugli
1992) Gauthier ve dig., 1995 indirgeyicisi]
P. citrea (Gauthier, 1977) Gauthier ve dig., | deniz, midye, + (sart) omurgasiz larvalarmin  yerlesmesini
1995 tunikatlar, engeller; deniz kestanesine karsi
stingerler sistotoksik etki
[algal polisakkarit bozulmasi]
P. denitrificans (Enger ve dig., 1987) Gauthier ve | deniz + (kirmizr) Anti-tumorijenik aktivite; T-hiicresi’ni
dig., 1995 engeller/ Lenfosit gogalmasi;
anti-sitma aktivitesi; deniz kestanesinin
Heliocidaris erythrogrammag
yerlesimini yardimet1 olur;
denitrifikasyon.
P.espejiana (Chan ve dig., 1978) Gauthier ve | deniz - -
dig., 1995
P. haloplanktis (ZoBell and Upham 1944) | deniz - [kabuklulara probiyotik yarar;

Gauthier ve dig., 1995

Sogukta galisan enzimler]

P. haloplanktis
subsp. haloplanktis

(ZoBell and Upham 1944)
Gauthier ve dig., 1995

P. haloplanktis

subsp. tetraodonis

Simidu ve dig., 1990

P. luteoviolacea

(Gauthier 1982) Gauthier ve dig.,
1995

deniz, deniz algi

+ (mor,

sart)

Antimikrobiyel aktivite; algal sporlarin
yerlesmesini engeller; denizkestanesine
kars1 sitotoksik etki Strongylocentrotus
intermedius; denizkestanesinin
Heliocidaris erythrogrammag

yerlesimini yardimei olur

P. nigrifaciens

(Baumann ve  dig., 1984)
Gauthier ve dig., 1995

deniz, tuzlu

gidalar, midye

+ (melanin)

P. rubra (Gauthier 1976) Gauthier ve dig., | deniz + (kirmizi) Antimikrobiyel aktivite;
1995 antitumorijenik aktivite; T-hiicresi’ni
engeller /lenfosit
¢ogalmast; anti-sitma;
bronchodilatatoricef
P. undina (Chan ve dig., 1978) Gauthier ve | deniz, balik - hemolitik; [probiyotik yarar;

dig., 1995

firsatg1 balik patojeni]
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Sar1 pigment iireten P. piscicida’nin néromuskular toksin tireterek ¢esitli baliklarda ve
yengeg tiirlerinde 6liime neden olduklar1 bildirilmistir. Ancak bu 6zelligi dogrulayan ya
da yeniden inceleyen yeni bir c¢alismanin olmadigi ve toksin bilesiginin tespit
edilemedigi, bunun yaninda P. undina ve P. piscicida’nin nadir de olsa firsat¢1 patojen

olarak goriildiigi rapor edilmistir (Bowman 2007) (Tablo 2.3).

Iki Papaz balig1 (Pomacentridae) tiirii olan Amphiprion clarkii ve Amblyglyphidodon
curacao yumurtasindan P. piscicida izole edildigi Nelson ve Ghiorse tarafindan 1999
yilinda rapor edilmistir. Balik patojeni olarak bilinen bu tiiriin teshisinin 16S rDNA
karsilastirmali dizi analizi ile yapildig: belirtilmistir. Baliklardan P. piscicida ile birlikte
V. parahaemolyticus ve V. anguillarum izole edildigi, 4. clarkii ve A. curacao
yumurtalarinin mortalite artisinin P. piscicida ile iliskili oldugunu ortaya koymutur.
(Nelson ve Ghiorse, 1999). P. piscicida ilk olarak Bein tarafindan 1954 yilinda
Flavobacterium piscicida olarak Florida’da deniz kiiltiir baliklarinda 6liimlere neden
oldugu rapor edilmistir. Daha sonra Gauthier ve arkadaglar1 1995 yilinda P. piscicida

olarak tanimlamistir (Nelson ve Ghiorse, 1999).

Psycrobacter 1986 yilinda Juni ve Heym tarafindan tanimlanarak isimlendirilmistir
(Juni ve Heym, 1986). Onceleri Morexella benzeri organizma olarak tanimlanmislardir.
Rossau ve arkadaslar1 tarafindan Moraxella ve Acinetobacter (Achrurnubacter)
genuslari ile olan iligkileri molekiiler yontemlerle ortaya konmustur (Bowman ve dig.,

1996).

Giincellenmis son taksonomik listeye gore toplam Psychrobacter genusuna ait 34 adet
tir bildirilmistir: Psychrobacter adeliensis, P. vallis, P. salsus, P. aestuarii, P.
alimentarius P. aquimaris, P. celer, P. aquaticus, P. arcticus, P. arenosus P. maritimus,
P. cibarius, P. cryohalolentis, P. faecalis, P. fozii (Bozal ve dig., 2003), P. frigidicola
(Bowman ve dig., 1996), P. fulvigenes, P. glacincola, P. immobilis, P. jeotgali, P. luti
(Bozal ve dig., 2003), P. lutiphocae, P. marincola, P. namhaensis, P. nivimaris, P.
okhotskensis, P. pacificensis, P. phenylpyruvicus, P. piscatorii, P. proteolyticus, P.
pulmonis, P. sanguinis, P. submarinus, P. urativorans (Bowman ve dig., 1996). Bavre

ve Henriksen tarafindan 1967 yilinda M. phenylpyruvica olarak tanimlanan tiir
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Bowman ve dig. (1996) tarafindan P. phenylpyruvicus olarak yeniden isimlendirilerek

Psychrobacter genusuna dahil edilmistir (LPSN, 2012; Leibniz Institute DSMZ, 2012).

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria
Order: Pseudomonadales
Family: Moraxellaceae

Genus: Psychrobacter

BHI agarada diiz ve opak kolaoniler olusturduklar1 (Holt ve dig., 1994), TSA’da krem,
hafif konveks, diizgiin, 2-3 mm capinda 10°C’de 3-7 giin icerisinde gelisebildikleri
bildirilmimistir (Bowman ve dig., 1996). Gram negatif, 0,9-1,3X1,5-3,8 um
boyutlarinda, hareketsiz, pigmentsiz, sporsuz, aerobik kokobasil, nadiren uzunca
olabilen bekterilerin, katalaz ve oksidaz pozitif, cogunun psikrofilik oldugu (Holt ve
dig., 1994), -10°C ile 42°C’de gelisebildikleri (Ayala-del-Rio ve dig., 2010), 5°C’de ve
optimum 20°C’de gelisebilirken, nadiren 35-37°C’de gelisemedikleri, 35-37°C’de
gelisebilen suslarin insan ve hayvandan izole edilmis patojen tiirleri mevcut oldugu,
cogu susun glukozdan ve diger sekerlerden asit iiretebildikleri, P.immobilis tiirline ait
¢ogu susun aerobik olarak glukozdan asit iirettigi ve birka¢ farkli seker, deamin
fenilalanin ve triptofan, iire, nitrat ve tween 80 gibi testlerinin pozitif oldugu. fruktoz,
sukroz ve amilaz testlerinin negatif oldugu bildirilmistir (Holt ve dig., 1994). Ayrica
cesitli API test kitleri ile biyokimyasal oOzellikleri dogrulanarak dogru teshis
yapilabildigi gibi Lipopolisakkarit (LPS) tayini, DNA analizi ve kompozisyonunun
belirlenmesi, DNA-DNA hibritlenmesi ve filogenetik analizler ile dogru ve kesin

teshisin yapilabildigi rapor edilmistir (Bozal ve dig., 2003).

Cevresel ve klinik izolatlar1 olan Psychrobacter genusuna ait tiirler cesitli islenmis
gidalarda, balik ve et iiretim prosesinde kontamine iiriinlerle ilgili olduklar1 (Holt ve
dig., 1994), fermente su iiriinlerinden izole edildikleri (Jung ve dig., 2005), tavuk gibi
kiimes hayvanlarindan, baliklardan ve soguk deniz suyundan (Pasifik ve Atlantik
okyanusu) izole edildikleri bildirilmistir (Bozal ve dig., 2003). Soya kiispesi ile

beslenen Atlantik morina (Godus morhua) baliklarinin gastrointestinal kanalindan izole
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edilen Psychrobacter tiirlerinin normal bagirsak florasini olusturduklari rapor edilmistir
(Ringe ve dig., 2006). Baliklarda yem ile birlikte uygulanan probiyotik olarak
kullanildigi, biiylime {izerinde, diyet yonetiminde ve immiin sistemin giliglenmesinde
olumlu etkileri oldugu bildirilmistir (Sun ve dig., 2011). Sili’de tath suda yetistirilen
Atlantik salmon c¢iftliginde fingerlinglerden, pelet yemlerden ve sudan izole edilen
aerobik bakterilerin Psychrobacter genusuna ait iki farkh tiir (P. glacincola ve P.
pacificens) olduklar1 rapor edilmistir (Armstrong ve dig., 2005). Dogal olarak enfekte
olmus gokkusagi alabaliklarindan (O. mykiss) izole edilmis P. immobilis’in
patojenitesinin deneysel olarak enfekte edilmis alabaliklarda hastalik sepmtomlarina

rastlanmig fakat hastaligin 6liimle sonu¢lanmadigi rapor edilmistir (Hisar ve dig., 2002).

2.2. BAKTERIYEL BALIK HASTALIKLARINDA TESHIS YONTEMLERI

Hastaliklar ile miicadelede en 6nemli unsur, isletmedeki hastalik etkenini en kisa siirede
tanimlamak ve kontrol altina almaktir. Balik hastaliklarinin  dogru  teshis
edilebilmesinde anemnez bilgilerinin dogru alinmasi kadar kaba klinik bulgular,
mikrobiyolojik, histopatolojik, serolojik, molekiiler biyolojik ve diger bulgularin
diagnostik sentezinin de yapilmasi dnemlidir. Baliklarda patojen bakterilerin teshisi igin
viseral organlardan bakteriyolojik besiyerlerine ekimler yapilarak izolasyon
gerceklestirilir. Daha sonra da elde edilen saf kiiltiirler morfolojik, fizyolojik,
biyokimyasal, serolojik ve molekiiler testlere tabi tutularak teshis gerceklestirilir (Timur

ve Timur, 2003; Whitman, 2004; Austin ve Austin, 2007).

2.2.1. Rutin Bakteriyolojik Yontemler

Bakterilerin izole edilmesi yapay besiyerleri kullanilarak basarili bir sekilde
yapilmaktadir. Saf kiiltlir elde etmek igin genel ve segici besiyerlerinin kullanilmasi
tercih edilmektedir. Bakteri kiiltiirleri sivi ve kati besiyerlerinde yapilmaktadir. Agar
besiyeri kullanilarak azaltma yoOntemi ile bakterilerin koloni yapisi, sekli, rengi gibi
koloni morfolojisine dayali ilk tanimlama gercgeklestirilmektedir. Bakteriyel izolasyon
cok spesifik bir tam1 yontemdir. Ancak bazi bakteriler yapay besiyerlerinde
gelismemektedir (Whitman, 2004; Cotuk, 2003).
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Bakterilerin hiicre morfolojilerinin  belirlenmesi Gram boyama yontemi ile
yapilmaktadir. Ayrica bu yontem ile bakterilerin en temel siniflandirilmasi yapilmis
olur. Baliklarda patojen olan bakterilerin Gram pozitif ve Gram negatif olarak genel
ayrimi yapildiktan sonra katalaz iiretimi, sitokrom oksidaz reaksiyonu, oksidasyon-
fermentasyon (O/F), O/129 ( 10 ug ve 150 pg ) hassasiyet, glukoz testi, indol {iretimi,
Metil-red (MR) ve Voges-Prousker (VP) testleri, lizin ve ornitinden dekarboksilaz
iiretimi, arjinin dihidrolaz iirerimi, eskiilin iiretimi, sitrat kullanimi, nitrat rediiksiyonu,
amilaz, jelatin, lireaz tiretimi, B-galaktosidaz (ONPG), seker fermentasyon testleri, farkl
tuzluluk (% 0, 3, 5, 8, 10 ve 15) ve sicaklik (4, 37 ve 44°C) toleranslarinin belirlenmesi
gibi bazi biyokimyasal testler kullanilmaktadir (Timur ve Timur, 2003; Cotuk, 2003;
Whitman, 2004; Buller, 2004).

Koagiilasyon stafilokoklarin ayriminda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu test,
ozellikle stafilokoklarda bulunan ve kan plazmasini pihtilastiran koagiilaz enzimi
(stafilokoagulaz) ile patojenik olanlarla nonpatojenik olanlar1 aywrmak amaci ile
yapilmaktadir. Patojenik olan S. aureus pozitif reaksiyon vermesine karsin S.
epidermidis ve S. saprophyticus negatif reaksiyon gostermektedir (Bekker, 1946).
Ancak koagiilazin patojenite ile iligkisi de tam olarak aydinlatilmamistir (Otto, 2004).
Ayrica Staphylococcus genusu iginde koagiilaz pozitif olan S. delphini, S. intermedius,
S. lutrae, S. pseudointermedius, S. schleiferi subs. coagulans ve koagiilaz degisken olan
S. hyicus tiirleri bulunmaktadir. Memeli plazmasinmi pihtilastirmak stafilokoklar iginde
sadece S. aureus’a 6zgii bir 6zellik olmadig1 ve bu tiirlin baz1 suslarinin da plazmay1
pthtilastirmadig bildirilmistir (Bayraktar ve dig., 2004). Lam koagiilaz testinde sadece
bagl koagiilaz (kiimelesme faktorii) tespit edilebilirken, tliip koagiilaz testiyle hem
serbest koagiilaz hem de bagli koagiilaz tespit edilebilmektedir. Bu nedenle tiip
kuagiilaz testinin daha giivenilir sonu¢ verdigi c¢esitli arastimacilar tarafindan
bildirilmistir (Whitman, 2004). Son yillarda gelistirilen tavsan plazmasi1 kullanilarak
yapilan tiip koagiilaz testi insan hekimligi laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmakta ve oldukg¢a giivenilir sonuglar alinmaktadir (Bayraktar ve dig., 2004;

Turgay, 2009).

Rutin bakteriyolojik yontemlerin yani sira dnceleri insan hekimliginde sonra veteriner

hekimlikte kullanilan, daha sonra da balik patojenlerinin teshisinde de kullanilmaya
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baslayan, hizli teshise olanak saglayan API hizli tani kitleri kullanilmaktadir (Austin ve
Austin, 2007). Gilniimiizde balik patojeni olan bakterilerin teshisinde API hizli tam
kitleri biyokimyasal testlerden kisa siirede sonug¢ alabilmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gram negatif ve fermentatif basillerin teshisinde API 20E, API 10S,
Gram negatif ve fermentatif olmayan basillerin teshisinde API 20NE; Neisseria
haemophilus tiirtiniinlin teshisinde API NH; Campylobacter tiirlerinin teshisinde API
Campy; Gram pozitif basiller olan Clostridium tiirlerinin teshisinde API 20 A,
Corynebacterium tiirlerinin teshisinde API Coryne, Listeria tiirlerinin teshisinde API
Listeria, Bacillus tiirlerinin teshisinde API 50 CHBJ/E, Lactobacillus tiirlerinin
teshisinde API 50 CHL; Gram pozitif koklarin teshisinde API Staph ve API Strep;
Enterobacteriaceae tiyelerinin teshisinde RapiD 20E; 49 karbonhidrat reaksiyonunu
tanimlayan API 50 CH ve enzimatik aktiviteleri tanimlayan API ZYM teshisin yani1 sira

19 enzimatik reaksiyonun belirlenmesinde kullanilmaktadir (Biomerieux, 2012).

2.2.2. Agliitinasyon Yontemleri

Patojen bakterilerin teshis edilmesinde biyokimyasal testleri destekleyecek serolojik
yontemler mevcuttur. Agliitinasyon, hemagliitinasyon, presipitasyon, kompleman
fiksasyon testleri, nétralizasyon, Florasan Antikor Teknigi (FAT), Radioimmiino teknigi
(RIA), Enzim Baglayict Immunosorbent teknik (ELISA; Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), Nokta-leke teknigi (Dot-Blot) gibi serolojik yontemler balik
hastaliklar1 teshisinde kullanilan serolojik yontemlerdendir (Timur ve Timur, 2003;

Austin ve Austin, 2007).

Agliitinasyon, uygun bir sivi ortamda, partikiiler formdaki antijenlerle antikorlarin
baglandiktan sonra kiimeler olusturarak bir arada kiimelenmesidir. Laboratuvar
sartlarinda, agliitinasyon iki amaca yonelik olarak yapilmaktadir. Bunlardan ilki, antijen
olarak kullandigimiz bilinen bir bakteri veya hiicre siispansiyonunu ayirag olarak
kullanarak, serumda buna karsi olusmus antikorlar1 saptayamaya dayali bir tekniktir. Bu
test kan serumundaki antikorlarin atijen veya antijen tastyicilart ile birleserek gozle
goriilebilir kiimeler olusturmasini saglar. Digeri ise bilinen antikorlarin bulundugu
bagisik serumlar ayira¢ olarak kullanip izole edilmis bir bakterinin antijenik yapisini

ortaya koyarak onu teshis etmeye dayali bir yontemdir. Sivi ortamda antijen ve
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antikorlar Dbirbirlerine yapisarak gozle goriilebilecek kiimeler halinde c¢okerler

(Anderson, 1974).

Bakteriyel balik hastaliklarinin teshisinde siklikla tercih edilen agliitinasyon testleri
1963 yilindan bu yana patojen suslarin serolojik karsilastirilmalarinda ve patojenlere
kars1 balik serumlarinda antikor aranmasinda kullanilmis ve gilivenilir bir yontem olarak
kullanilmaya devam edilmektedir (Krantz ve dig., 1963; Kitao ve dig., 1983; Sorensen
ve Larsen, 1986; Hawke ve dig., 1987; Toranzo ve dig., 2005). Giiniimiizde belli
antijenlere karsi gelistirilmig ticari antiserumlar kullanilarak hizli ve basitge hastalik
etkeni teshis edilebilmektedir. Bu testlerin duyarlilik ve o6zgiilliikklerinin % 98.7’ye
ulastiklar1 bildirilmistir (Akarsu ve dig., 2000).

Lam ve tiip agliitinasyon testleri ilk olarak 1963 yilinda Krantz ve arakadaslar
tarafindan, daha sonra 1964’te Rabb ve arkadaslar1 tarafindan, 1974’te ise Anderson
tarafindan Aeromonas salmonicida’ya karsit olusan antikorlarin varliginin tespit
edilmesiyle frunkulosis’in teshisinde kullanismistir (Anderson, 1974). P. damselae
subsp. piscicida (Bullock, 1978; Hawke ve dig., 1987; Toranzo ve dig., 1987; Toranzo
ve dig., 1991), Edwardsiella ictulari (Bertolini ve dig., 1990; Toranzo ve dig., 1987), V.
anguillarum (Pacha ve Kiehn, 1969; Larsen ve Mellergaard, 1984), Lactobacillus
piscicola, gesitli Aeromonas, Pseudomonas ve Vibrio tirii (Toranzo ve dig., 1987;
Toranzo ve dig., 2005) suslarinin lam agliitinasyon testi ile basit¢e teshis edilebildigi

cesitli arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir.

Lam agliitinasyon, bir damla anti serum ile bir damla antijenin fizyolojik su ile lam
tizerinde karigtirilmasiyla yapilan basit ve hizli bir agliitinasyon testidir. Tiip
agliitiinasyonda ise anijen ve antikor birlesimi cam tiip igerisinde gerceklestirilir. Lateks
agliitinasyonda yapay olarak lateks yiizeylere yapistirilan antijenler veya antikorlar
elektrolitli ortamda kendi antikor veya antijenleri ile birleserek, lam agliitinasyonda ve
tiip agliitinasyonda oldugu gibi, hiicre veya parcaciklar gozle goriilebilecek kiimeler
halinde ¢okerler. Lateks aglutinasyon testi bir ¢cok bakteriyel balik patojenin teshisinde
kullanilmak {iizere adapte edilmistir. Ancak dokulardan antijenin tespit edilmesine

yonelik daha uygun oldugu rapor edilmistir. Y. ruckeri, A. salmonicida, V. anguillarum
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ve V. ordalii i¢in gelistirilmis ticari lateks aglutinasyon kitleri mevcut oldugu

bildirilmistir (Whitman, 2004).

Gilintimiizde BIONOR (Norveg) marka ticari agliitinasyon kitleri bakteriyel balik
hastalik etkenlerinden A. salmonicida, V. anguillarum, V. salmonicida, Y. ruckeri, P.
damsellae subp. piscicida ve M. viscosa tiirlerine kars1 6zel polivalent koyun
antiserumu ile kaplanmis lateks partikiillerinden olusan bir {irlin olarak
kullanilmaktadir. Mono-Va kiti V. anguillarum’un O1, O2, ve O3 serotiplerine karsi
anti-serum igermektedir. Saf kiiltiirden alinan mikroorganizma Ornekleri spesifik
antiseruma baglanir ve lateks partikiillerinin kiimelesmesiyle bakterinin tanis1 yapilmis
olur. Hazir lateks agliitiinasyon test kitleri hizli, kolay, ucuz ve sahada kullanima

elverisli olmalar1 nedeniyle tercih edilmektedir (BIONOR, 2012).

2.2.3. Molekiiler Yontemler

2.2.3.1. Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

Genetik yapilanmanin hiicrede molekiiler diizeydeki temelini olusturan niikleik asitlerin
iki tiiri (DNA ve RNA) niikleotidlerin polimeridir. Bu niikleotid heterosiklik halka
yapist gosteren 5 karbonlu bir seker (pentoz), heterosiklik bir karbon halkasi ile azot
atomlar1 igeren organik bir baz (piirin veya pirimidin) ve bir fosfat grubundan olusan ii¢
kisimdan meydana gelir. Canlilarin biiyiik ¢ogunlugunda ¢ift zincirli olan DNA
birbirlerine kovalent olmayan hidrojen baglar ile bagl ve zit yonde paralel uzanan iki
iplikten olugmaktadir. Bu hidrojen baglar1 birbirini tamamlayan adenin ile timin, guanin
ile sitozin bazlar1 arasinda bulunmaktadir. (Newton ve Graham, 1994; Kornberg ve

Baker, 2005; Topal Sarikaya, 2008).

DNA hiicrede bazi proteinler ve RNA ile bir kompleks halinde bulunur. DNA’nin
izolasyonunun bir ¢ok farkli yolu olsa da temel olarak ii¢ asamadan meydana gelir.
Sirastyla hiicre duvarinin parcalanmasi ile yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin agiga
cikmasi, denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ¢oziilmesi ve
enzimatik ve kimyasal yontemlerle DNA nin ortamdaki diger molekiillerden (proteinler
ve RNA) ayrilmasidir (Newton ve Graham, 1994; Kornberg ve Baker, 2005; Topal
Sarikaya, 2008).
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Hiire duvarmin parcalanmasi asamasinda calisilacak molekiil grubunun elde edilmesi
icin hiicre c¢eperi ve zar yapisi pargalanarak yok edilir. Bu islem 6nce hiicre c¢eperini
zayiflatmak ve akbinde parcalamak seklinde iki basmakatan olusabildigi gibi, tam bir
parcalama islemi de fiziksel ve kimyasal yontemlerle gergeklestirilebilir. Bunun igin
SDS gibi deterjanlar kullanilir. Bakterilerde lizozim ve proteinaz K enzimleri ile hiicre
duvarindaki glukoprotein yapiya etki ederek seker molekiilleri arasindaki baglarin
kopmast sonucunda hiicre duvarinin yapist bozulur. DNA-protein kompleksinin
¢Oziilmasi islemi denatiirayona dayali ve ¢ogunlukla fenol ekstraksyonu ile gergeklesir.
DNA’nin ortamdaki diger molekiillerden (proteinler ve RNA) ayrilmasi islemi fiziksel
ve kimyasal etkiler ile olur. DNA kimyasal olarak ¢oktiiriilebilir. Bunun i¢in ethanol,
izopropanol gibi kimyasal maddeler kullanilir. Coken DNA’y1 sivi ¢oziiclilerden
ayirmak icin ise fiziksel etkiye (santrifiij) maruz birakilir (Newton ve Graham, 1994,

Kornberg ve Baker, 2005; Topal Sarikaya, 2008).

Izole edilen DNA miktarinin &lgiilmesi igin spektrofotometre kullanilir. Niikleotidlerin
hetorosiklik halkalart 260 nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme o6zelligi
tasidigindan bu dalga boyu kullanilir. DNA nin saf olup olmadigini anlamk i¢in 260 ve
280 nm dalga boylarinda Ol¢limler yapilarak ortalama degerin 1,8-2,0 arasinda
degerlerde olup omadigina bakilir. Eger bu deger 1,8’in altinda ise protein ve 2.0’dan
yiiksek ise fenol/kloroform kontaminasyonunu gosterir (Newton ve Graham, 1994;

Kornberg ve Baker, 2005; Topal Sarikaya, 2008).

2.2.3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) spesifik bir DNA pargasinin in vitro kosullarda
DNA polimeraz enzimi ile uygun iki primer tarafindan sentezlenmesini saglayan bir
yontemdir (Newton ve Graham, 1994; McPherson ve Magller, 2006; Pelt-Verkuil ve
dig., 2008). 1985 yilinda ABD’de bulunan Cetus sirketine bagl olarak ¢alisan Henry A.
Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen yontem niikleik asitlerin
canli organizma i¢inde bulunmadan uygun kosullar saglanarak cogaltilmasina
dayanmaktadir. Hem arastirma hem de klinik laboratuvar tanisinda kullanilmak iizere
PCR yontemini gelistiren K. Mullis 1993 Nobel Kimya Odiilii’'nii almaya hak
kazanmigtir (McPherson ve Mpoller, 2006). Ardindan temel molekiiler biyolojik

arastirmalarda ve bir¢cok hastaligin teshisi i¢in klinik tipta kullanilmaya baslanmistir.
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1980’lerden beri giinlimiizde balik hastaliklarinda etkenin direk teshisi ve etken
mikroorganizmanin karakterizasyonunun dogrulanmasi amaciyla yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. RAPD, PCR-RFLP, AFLP, Real Time PCR, RT-PCR (reverse
transcription PCR) gibi farkli PCR yontemleri ¢cogunlukla kiiltiirii zor olan bakteri ve
viriislerin teshis edilmesi i¢in siklikla tercih edilmektedir (Altinok ve Kurt, 2003).

R. salmoninarum (Mclntosh ve dig., 1996; Rhodes ve dig., 1998), 4. salmonicida
(Miyata ve dig., 1996; Hoie ve dig., 1999), Y. ruckeri (Argenton ve dig., 1996; Altinok
ve dig., 2001), V. anguillarum (Martinez-Picado ve dig., 1994; Pedersen ve dig., 1999),
L. garvieae (Zlotkin ve dig., 1998), P. salmonis (Marshall ve dig., 1998), Flexibacter
(Bader ve Shotts, 1998), Flavobacterium (Izumi ve dig., 2005), Photobacterium (Osorio
ve dig., 1999), Mycobacterium (Patel ve dig., 1997) gibi bir ¢ok balik patojeninin
teshisinde ¢esitli PCR yontemleri kullanilmustir.

PCR tekrarlanan 3 basamak seklinde gerceklesir. Bu basamaklardan ilki amplifiye
edilecek DNA’nin yiiksek sicaklikta denatlirasyonu (94°C), ikinci basamak primerlerin
DNA f{izerindeki hedef bolgelerle 6zgiil hibridizasyonuna olanak verecek sicakliktaki
birlesme (annealing) reaksiyonu, li¢lincii basamak Taq DNA polimeraz enziminin
yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik olan 72°C’de primerlerin uzamasi-tamamlayici zincir
sentezi olarak tanimlanabilir. Bdylece DNA dizilerinin jenerasyonlara bagl
replikasyonlar1 istenilen miktarda tekrarlanan dongii ile hizlandirilimis bir sekilde
gerceklestirilebilir. Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgii, bu
bolgedeki baz dizilerine tamamlayict olan, 18-20 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik
oligoniikleotid primer kullanilarak, bu iki primer ile sinirlandirilan boélgenin enzimatik
olarak sentezlenmesine dayanir. PCR'in en 6nemli 6zelligi ¢ok az miktarda DNA ile
calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan beg ana madde, DNA
ornegi, genomik DNA, cogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan c¢evreleyen bir cift
sentetik primer; deoksi-niikleotit-trifosfatlar (ANTP), yiiksek 1stya dayanikli Taqg DNA
polimeraz enzimi, uygun pH ve iyon kosullarin1 saglayan tampon karigimidir (MgCl,)

(Newton ve Graham, 1994; McPherson ve Mgller, 2006).

2.2.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Elekroforez elektriksiel alanda farkli elektrik yiiklerine sahip molekiillerin ayrilmasina

yonelik bir yontemdir. Bir elektriksel alanda ¢oziinmiis durumdaki molekiilklerin
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kitlelerine orani ile hizda hareket etmeleri (ilerlemeleri) prensibine dayanir. Bir
homojenattaki farki molekiilleri ayirma kapasitesi genellikle sinirli olmasina karsin az
miktarda protein ya da niikleik asitleri saflastirmakta ve analizini yapmakta kullanilir

(Topal Sarikaya, 2008).

Niikleik asitler genellikle agarozdan hazirlanmis jellere uygulanir. Bu sistemde analizi
yapilacak orenege (DNA) uygun tampon kullanilarak islem gerceklestirilir. Hafif
molekiiller hizli ilerlerken agir olanlar daha yavas ilerleyebilir. Ayrilan fakli DNA
parcalarina ait bantlar1 saptamakta flouresan bir boya kullanilir ve UV 1sikta gbzlem
yapilir. Agaroz jel elektroforezinde DNA i¢in kullanilan flouresan boya olan edityum
bromiir elektroforez isleminin tamamlanmasindan sonra ¢ift iplik¢ikli DNA’nin baz
ciftlerine baglanir ve kirmiz1 flouresan yayarak DNA profillerinin goriintiilenmesini
saglar. Bazi durumlarda jel ve edityum bromiir arasindaki etkilesimler nedeniyle
zeminde flouresan olusumu sonucunda hatal1 pozitif sonug¢ da verebilir (Topal Sarikaya,

2008).

Tiim elektroforez tiplerinin aralarindaki baslica fark destek ortaminin (6rnegin agaroz
jel) tipi ve konumudur. Jeller kullanim amacina gore farklilik géstermektedir. Diislik
molekiil agirlikli aminoasitler ve karbonhidratlar gibi molekiiller icin seliiloz jel,
niikleikasitler ve proteinler gibi daha yiiksek molekiil agirlikli molekiiller i¢in agaroz ya
da poliakrilamid jel destek ortami olarak kullanilir. Jellerin konumu dikey ya da yatak
olarak tercih edilebilir. Niikleik asit molekiillerinin (DNA ve RNA) saflastirilmasi ve
ayrilmasi ic¢in kullanilan en yaygin yontemlerden birisi, yatay tipte olan agaroz jel

elektroforezidir (Topal Sarikaya, 2008).

2.2.3.4. 16S ve DNA Dizi Analizi

Bakterilerin smiflandirilmasinda  1880’lerden bu yana gelistirilmis morfolojik,
metabolik, fizyolojik ve kimyasal karakter tayini yapmaya yonelik klasik yontemler
filogenetik iligkiyi ortaya koymaya yetmemistir. Bu da bir¢ok farkli bakteri grubunun
tanimlanmasinda ciddi bir sorun olmustur. Son on yilda kimya, molekiiler biyoloji ve
bakteriyel taksonomi alanlarinda yasanan gelismeler ile bakterilerin molekiiler teshisi
yapilmakta ve yakin akrabalari ile olan iliskileri ortaya konmaktadir. 1980’lerden beri

erisime acik veritabanlarina binlerce rDNA (rRNA) dizisi eklenmis ve gilinlimiizde en
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genis niikleotid verisine sahip GenBank 2 818 654 adet 16S rDNA dizi bilgisine
sahiptir. (Nascimento, 2011).

Glintimiizde bakterilerin spesifik 5S, 16S ve 23S rDNA dizileri ile genetik olarak
teshisinin yapilmast olduk¢a yaygin bir yontemdir. Ancak bakterilerin molekiiler
yontemlerle teshisinde kullanilan 16S rDNA gen dizisi tiim canlilarda yiiksek derecede
korunmusluk gdsterdigi ve tiire gore degisken olan dizileri de barindirdigindan PCR ile
bakterilerin tanis1 i¢in primer bdlgelerinin tasarlanmasinda tercih edilmektedir
(Martinez-Picado ve dig., 1994; Bader ve Shotts, 1998; Osorio ve dig., 1999;
Nascimento, 2011). Filogenetik c¢alismalarda siklikla kullanilan bu yontem rDNA
genleri arasindaki ara bolge hedef bolge oldugu i¢in PZR-ribotiplendirme olarak da
adlandirlmistir. Cogaltilan bolgeler agaroz jelde ayrilarak karsilastirilabilir. Cogaltilmis
bolgenin restriksiyon veya dizi (sekans) analizi, yontemin teshis giiciinii

yukseltmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011)

Dizi analizi, bir DNA molekiiliin niikleotid kompozisyonunun belirlenmesidir.
Izolatlarm ayrmm i¢in DNA dizisinin kullanilmas: en ideal yontemdir. Ancak her
izolatin tiim genomunun dizilenmesi pratik degildir. Bu nedenle yliksek derecede
korunmusluk gosteren 16S rDNA dizileri tercih edilmektedir. GenBank veri tabninda bu
dizilerin karsilastirilmasi ile bakterilerin teshisi ve filogenetik iliskileri belirlenmektedir.
DNA dizisi i¢in en popiiler yontem klasik dideoksi veya “Sanger” yontemi olarak
adlandirilmaktadir. Bir¢ok laboratuvar i¢in bu teknik su an i¢in uygulanabilir durumda
degildir. Daha ucuz DNA dizileme araglarinin uygulanabilirligi bu teknigi gelecekte
daha ulasilabilir hale getirebilir (Ustek ve dig., 2011; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Otomatik DNA dizileme cihazlar1 sayesinde DNA dizileme yontemi, floresan isaretli
dideoksi niikleotitler kullanilarak zincir sonlandirma yaklagimina dayali Sanger dizi
yaklasiminin kapiller elektroforez teknolojisiyle kombine edilmesiyle ¢esitli genetik
analiz ¢aligmalarinda rutin olarak uygulanabilmektedir. DNA dizileme c¢aligsmasinda
dizilenecek DNA fragmanlar1 primer adi verilen, ¢ogaltilmasi istenilen bolgeye 6zgii
baslatict DNA parcaciklar1 yardimiyla PCR reaksiyonunda c¢ogaltilir. Dizileme
cihazinda anot ve katot kutuplar arasinda uzanan kapiller, polimerle doldurulduktan

sonra negatif ylkli saflastirilmig PCR {irtini DNA 6rnegini elektrokinetik yontemle
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cekerek pozitif yiiklii anoda dogru yiiriitiir. Kapillerin anot ucuna yakin bir bolgesinde
bulunan lazer lambasindan gelen 1sikla uyarilan floresan boyalarin geri yansittigi 1s1k
detektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen veriler dizileme cihazinin yazilimi ile
matematiksel olarak degerlendirilerek bir grafikle goriintiilenir. Elektroferogram adi
verilen dizi sonucunun okunabildigi grafik, gozle ya da gesitli yazilimlarla incelenebilir.
PCR reaksiyonlar1 ve 250-800 niikleotid baz stre¢leri tek bir dizi reaksiyonu i¢inde
dizilenebilir. DNA dizilenmesi filogenetik yakinligi 6l¢mek i¢in ve popiilasyon
caligmalarinda yaygin olarak kullanilir. Teknik zorluklar ve harcama geleneksel
dizileme yontemlerinin kullanimimi sinirlar. Flouresan tabanli otomatik dizileme
makinas1 daha kolay ve hizli bir teknolojiyle calismaktadir. Fakat pahali olmasi
nedeniyle yaygim bir sekilde kullanimi kisithdir (Sanger ve dig., 1977; Jayasankar,
1998).

DNA dizileme genetik bozukluklara yol acan DNA baz degisimlerinin belirlenmesi,
topluma 6zgii gen polimorfizmlerinin bulunmasi, mikrobiyal hastaliklara neden olan
mikroorganizmalarin saptanmasi, RNA diizeyinde gen anlatim farkliliklari, adli tip
tanimlamalarina yonelik DNA testleri gibi ¢ok ¢esitli ¢caligmalarda kullanilabilir (Sanger
ve dig., 1977; Sentomer, 2012).

Martinez-Picado ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda yapilmis olan c¢aligmada V.
anguillarum’un 16S rRNA dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen bilgiler 1s181inda 24
bazlik oligoniikleotidler dizayn edilmis ve radyoaktif madde ile isaretli sentetik spesifik
problar kullanilmistir. Kullanilan problarin ¢evresel suslar ve diger bakteri tiirleri ile
capraz reaksiyon gostermedigi ve yakin tilirlerin elenmesine olanak sagladig
bildirilmistir (Martinez-Picado ve dig., 1994). Bir ¢cok kimyasal ve immiinolojik yontem
de baliktan bakterinin izolasyonuna ve kiiltiiriine ihtiya¢ duyulmasina ragmen bu teknik

ile saf kiiltlire gerek olmadig bildirilmistir (Actis ve dig., 2011).

Bader ve arkadaslar1 (1998) A ve H primerleri kullanilarak 16S rRNA niikleotid gen
dizisi ¢ogaltimi ile F. psychrophilum teshis edilmis ve F. columnare, F. maritimus gibi
tiirler ile olan yakinlik dereceleri saptanmistir. Pasteurellosisin etkeni olarak bilinen P.
damselae subsp. piscicida 16S tRNA gen dizisine dayali karsilastirmalar ve

kromozomal DNA melezleme verileri sonucunda P. damselae subsp. piscicida olarak
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tekrar siiflandirilmistir (Osorio ve dig., 1999). Soya kiispesi ile beslenen Atlantik
morina (Godus morhua) baliklarinin gastrointestinal kanalindan izole edilen yeni
Psychrobacter tiirlerinin teshisini 16S rRNA analizi ile yapildig: bildirilmistir (Ringe
ve dig., 2006). Kocuria genusu Micrococcus ile Arthrobacter ve Rothia gibi diger yakin
Gram pozitif koklardan 16S rRNA gen dizisi ile kesin bir sekilde ayrildig: bildirilmistir
(Stackebrandt ve dig., 1995). Kim ve arkadaslar1 (2004) K. marina tiiriinii 16S rRNA
gen dizisi ile birbirine yakin fenotipik 6zellik gdsteren diger Kocuria tiirlerinden ayirt
ederek filogenetik olarak rapor etmistir. Lai ve arkadaslar1 (2010) ayni tiiriin teshisi i¢in

geleneksel yontemlere ek olarak 16S rRNA gen dizi analizini kullanmistir.

V. harveyi ile yakin tiirlerin farkli tekniklerle molekiiler teshisini yaptiklar1 ¢calismada
16S rRNA’nin V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. campbellii, V. natriegens, V.
rotiferanus ve V. harveyi gibi yakin tlirlerden olusan Vibrio grubunu ayirt ederken
kullanighi olmadig1 bildirilmistir (Thompson ve dig., 2007). Buna karsin Pedersen ve
arkadaslar1 (1998) 16S rDNA sekans analizleri sonucunda V. carchariae’nin, V.
harveyi’nin bir sinonimi oldugunu ortaya ¢ikartmistir. Genetik olarak iliskili tiirler olan
V. harveyi ve V. campbellii DNA benzerlik oran1 % 69, 16S rRNA benzerlik oran1 % 97
olarak rapor edilmistir (Gomez-gill ve dig., 2004). Liu ve arkadaglar1 (2004) V.
alginolyticus teshisini % 99,9 benzerlik orani ile 16S rDNA dizi analizi sonucunda
yapmus olduklarmi bildirimistir. Ispanya’da dil baliklarinda farkli yillarda meydana
gelen hastalik ¢ikislarinda hastalik etkeni olarak 16S rRNA spesifik primerleri ile dizi
analizi sonucunda V. harveyi teshis edildigi rapor edilmistir (Lopez ve dig.,2009).

2.3. BAKTERIYEL BALIK HASTALIKLARINDA KORUNMA VE TEDAVI

Ulkemizde ve tiim diinyada balik hastaliklarini tedavi etmek icin ¢esitli antibakteriyel
maddeler kullanilmaktadir. Bu maddelerin uygunsuz ve kontrolsiiz kullanimi ise
direngli bakterilerin ortaya c¢ikmasina ve giderek kullanilabilecek etkili antibiyotik
sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica etken identifiye edilmeden ve
antibiyogram testi yapilmadan antibiyotik kullanilmasi, doz ve siireye uyulmamasi,
ilagli yem verilmeden Once 12-24 saat baligin a¢ birakilmamasi, yasal ve bilinen
antibiyotiklerin kullanilmamasi, yanlis kombinasyonlar yapilmasi ve sekonder

enfeksiyonlarda primer nedenlerin g6z ardi edilmesi gibi nedenler ile tedavideki
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basarisizlik mortaliteyi ve tedavi maliyetini artirmaktadir. Avrupa Hayvan Sagligi
Federasyonunun yaptigi bir ¢alismada 1999 yilinda hayvansal iiretim i¢in kullanilan
antibiyotik miktar1 4700 ton, insan i¢in tiilketimi ise 8500 ton olarak belirtilmistir.
Hayvansal iiretimde kullanilan antibiyotigin 3900 tonu hastaliklarin tedavisinde, 786
tonu ise biiyiimeyi destekleyici olarak kullanilmistir (Lalitha, 2004; Kav ve Erganis,
2007; Turgut Neary ve dig., 2008).

Kiltiir balik¢iliginda meydana gelen bir hastalik ¢ok kisa zamanda diger baliklara
bulasip yayilarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Bakteriyel enfeksiyonlar
Ozellikle su sicakliginin arttigit ve ani degisimler gosterdigi mevsimlerde, hastalik
¢ikisini Onleyici korunma yontemlerinin yetersiz kalmasi ve stres faktorlerinin artmasi
ile ortaya ¢ikmaktadir. Bu noktada hastalifa uygun kemoterapdtik maddelerin yeterli
miktarlarda ve uygun yontemlerle kullanilmasi gerekmektedir (Boesen ve dig., 1999;
Teuber ve dig., 1999; Ash ve dig., 2002; Armstrong ve dig., 2005; Nakayama ve dig.,
2006; Colquhoun ve dig., 2007; Mindlin ve dig., 2008; Smith, 2008; Satyanarayana,
2009)

Viicudu istila eden mikroorganizma, parazit veya zararli hiicreleri konakgiya zarar
vermeden Oldiiren veya iiremesini ve ¢ogalmasini durduran kemoterapétikler bir tedavi
sekli olarak kullanilmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglar, genellikle etki yaptiklar
mikroorganizmanin cinsine gore antibakteriyeller, antihelmintikler, antimalaryaller,
antiamibikler, antiviriitikler ve antineoplastikler olarak siniflandirilirlar (Brooks ve dig.,

2010).

Antibiyotikler, bazi1 bakteri veya mantar tiiri mikroorganizmalar tarafindan iireme
ortamlarinda olusturulan ve baska mikroplar i¢cin mikrobiyostatik ya da mikrobisid etki
gosteren ve tedavide kullanilan maddelerdir. Antibiyotiklerin bir cogu bugiin sentetik ya
da yar1 sentetik yontemlerle elde edilmektedirler. Bugiin klinikte antibiyotik deyimi
tedavide kullanilan kemoteropdtik ve antibiyotik niteligindeki maddeler i¢in genel bir
ad olarak kullanilmaktadir. Antimikrobik deyimi de her ikisini de kapsar anlamda

kullanilmaktadir (Brooks ve dig., 2010).
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Antimikrobiyal ilaglarin kullanilmasi hayvan ve insanlarin tedavisinde énemli bir katki
saglamaktadir. Bunun yanisira bu ajanlarin asir1 dozlarda kullanilmasi direngli
mikroorganizmalarin meydana gelmesine yol agmakatadir. Bu da insan ve hayvanlara
tasinarak enfeksiydz hastaliklarin tedavisinde kullanilan standart antimikrobiyal
maddelerin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Balik hastaliklarinin tedavisinde
durum nispeten daha iyi bir konumdadir. Ancak ilaglar baligin bulundugu suya ya da
yeme karistirilarak uygulanmaktadir ve antibiyotikler ve antestezik maddeler gibi
geleneksel ilaglarin kullanimi giderek artmaktadir (Smith ve dig., 1984; Schnick, 2001;
Colquhoun ve dig., 2007; Karatas ve Candan, 2007; Smith, 2008; Satyanarayana, 2009).

Kiiltiir balik¢iliginda antibiyotik kullanim1 50 yili askin siiredir devam etmektedir.
Bakteriyel balik hastaliklarmin tedavisinde kullanilmak iizere bakterilere karsi etkili
olan listelenmis antibiyotikler mevcuttur. f-laktam (amoksilin), makrolid (eritromisin),
fenikoller (florfenikol), kinolonlar (oksolinik asit, piramidik asit, naladiksik asit,
flumekuin), florokinolon (sarafloksasin), siilfonamidler ve tetrasiklinler (oksitetrasiklin)
kullanilan antibiyotikler olarak bildirilmistir. Bu ilaglarin tedavide kullanimi oral yolla
ya da banyo yoluyla yapilmaktadir (Smith ve dig., 1984; Colquhoun ve dig., 2007;
Karatag ve Candan, 2007; Smith, 2008; Satyanarayana, 2009).

Ulkemizde deniz kiiltiir balikgiliginda kullanilan kimyasallar kemoterapétik ilag olarak
olan antibiyotikler, anestesizkler, ekto ve endoparazitisitler, asilar, dezenfektanlar ve
antifoulantlardan olusmaktadir. Bunlardan antibakteriyel ilaglar olarak biitiin balik
tiirleri i¢in Gram negatif bakterilere karsi oksitetrasiklin, tiim bakteriyel hastaliklarda
amoksilin, vibriosis ve flexibacteriosis i¢in siilfametazin, trimetoprim-siilfadiazin,
trimetoprim-siilfamerazin, pasteurellosis i¢in ampisilin, bakteriyel bobrek hastaligi ve
streptococcosis i¢in eritromisin, biitlin balik tiirleri icin enrofloksasin, neomisin,
vibriosis ve flexibacteriosis i¢in tiamfenikol, florfenikol, frunkulosis ve yersiniosis igin
sarafloksasin kullanilabilecegi bildirilmistir (Smith ve dig., 1994; Timur ve Timur,

2003; Karatas ve Candan, 2007; Satyanarayana, 2009).

Tetrasiklinler genis spektrumlu bakteriyostatikler olarak bildirilmistir. Dogal
tetrasiklinlerin ikisi oksitetrasiklin (OTC) ve klortetrasiklin genis spektrumlu diger

antibakteriyel ilaclara gére daha ucuz ve ulasilabilir olmasi nedeniyle yaygin bir sekilde
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su tlriinleri yetistiriciliginde kullanilmaktadir. Penisilinler genis bir antibiyotik grubu
olan PB-laktamlarin i¢inde yer almaktadir. Ayni gruba dahil olan yar1 sentetik amoksilin
ve ampisilin bezer etki goOstermesiyle su iriinleri yetistiriciliginde kullanilan
antibiyotikler arasindadir. Vibrio spp., Yersinia ruckeri ve Pasteurella spp. gibi
etkenlerin neden oldugu hastaliklara karsit kullanilmaktadir.  Siilfanomidler
trimetoprimler ile birlikte kullanilmaktadir (Timur ve Timur, 2003; Karatas ve Candan,

2007).

Ulkemizde su iiriinlerinde kullanilmasina izin verilmis ve kalinti kontrolii yapilacak
kemoterapoétikler icerisinde yer alan sulfonamidler, trimetoprim ve diger antibakteriyal
maddeler amoksilin, ampisilin, sefoperazon, kinolonlar (enrofloksasin, flumekuin,
oksolinik asit, sarafloksasin), eritromisin, tiamfenikol, florfenikol, tetrasiklinler,
aminoglukozidler (neomisin, kanamisin, gentamisin, streptomisin), novabiyosin,
kolistin 31.12.2003 tarihi itibar1 ile su lriinleri yetistiriciliginde bakanliktan ruhsat
alimina ve receteye tabi antibiyotikler igerisinde de yer almaktadirlar (TKB, 2003).
Amerika Birlesik Devletleri’nde ve iilkemizde 90/2377 sayili AB yonetmeliginin IV
nolu ekinde su triinleri de dahil gida degeri olan hayvanlarda yasaklanmis maddeler
grubunda yer aldiklarindan, nitrofuranlarin (furazolidon, furaldaton, nitrofurazon) ve

kloramfenikol, ronidazol, dapsonun kullanilmasi1 yasaklanmistir (TKB, 2003).

Kemoteropotik maddelerin mikroplar tizerine iki tiirli etkisi vardir. Birincisi
tiremelerini durdurucu (mikrobiyostatik), ikincisi de oldiirlicii (mikrobisit) etkilerdir.
Bakteri hiicrelerinin gelismesinin ve iiremesinin durdurulmasi bakteriyostatik etki
olarak tanimlanmistir. Gelismesi ve iiremesi durdurulan bakteriler, viicudun savunma
sistemleri tarafindan yok edilir. Bakteri hiicresinin direkt olarak 6ldiiriiliip yok edilmesi
ise bakterisid etki olarak tanimlanmistir. Antibiyotikler etki giiclerine gore bakterisidler
(penisilinler, sefalosporinler, aminoglukozidler, vankomisin, amfoterisin B, rifampisin,
florokinolonlar, basitrasin, izoniazid, metronidazol, polimiksinler, teikoplanin,
pirazinamid) ve bakteriyostatikler (tetrasiklinler, kloramfenikol, stilfonamidler,
eritromisin, klindamisin, mikonazol, etambutol, novobiosin, nitrofurantoin) olarak
ayrilmistir. Bakterisid ve bakteriyostatik etkili ilaglar kombine edilmemelidirler.

Birbirlerinin etkilerini antagonize ederler (Brooks ve dig., 2010).
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Bugiin bilinen baslica bakterisid etki mekanizmalarindan en 6nemlileri bakteri hiicre
duvar sentezini inhibe ve otolitik enzimlerini aktive etme (penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar, karbapenemler, basitrasin, vankomisin, teikoplanin, ristosetin,
sikloserin), sitoplazma membran permeabilitesini bozma (polimiksinler, amfoterisin B,
gramisidin, nistatin, ketokonazol ve diger imidazoller, flukonazol ve diger triazoller),
bakteri ribozomlarinda protein sentezini inhibe etme (aminoglukozidler, tetrasiklinler,
eritromisin, klindamisin, kloramfenikol, DNA ve RNA sentezini bozma (kinolonlar,
rifampisin, mitomisin, aktinomisin, doksorubisin, daunorubisin), intermedier
metabolizmay1 bozma (antimetabolit etki) (siilfonamidler, sulfonlar, izoniazid, PAS,

etambutol, trimetoprim) olarak bildirilmistir (Brooks ve dig., 2010).

Son yillarda iilkemizde deniz kiiltiir balik¢iliginda tedavi amagh kullanilan
kemoterapotikler yetersiz kalmaktadir. Hastalik etkenine uygun tedavi asamasina
gecilmesi, hastalik etkeninin kisa siirede, dogru ve hassas bir sekilde teshis edilmesi ile
saglanabilir. Su iriinleri yetistiricilifinde yaygin antibiyotik kullanimi neticesinde
olusan antibiyotik direngliligi tasiyan bakteriler, besinlerle tiiketiciye ulastigi zaman
ciddi enfeksiyonlar yapabilmektedirler (Smith ve dig., 1994; Teuber ve dig., 1996).
Ayrica antibiyotikler tarim alaninda da yaygin bir sekilde kullanilmakta ve direngli
bakterilerin goller ve nehirlerden denizlere ulagmasina sebep olmaktadir (Ash Mauck ve

Morgan, 2002).

Asilar, kiltir balik¢iliginda bakteriyel patojenleri kontrol altinda tutmak adina
antibiyotiklerin yerini biiyiik oOl¢iide almistir. Fakat antimikrobiyal ajanlar hem
astlamanin yapilamadigi ve yetersiz oldugu kulugkahanelerde hem de gelismis stoklarda
hastaliklar1 kontrol altina almak i¢in kullanildiklar1 bildirilmigtir. Su riinleri
yetistiriciliginde kullanilan belirli antibiyotiklere kars1 direngli bakteriyel suslar, kiiltiir
balik stoklarinin tedavisi tamamlandiktan sonra antibiyotigin kesilmesi ile sedimentten

izole edildikleri bildirilmistir (Armstrong ve dig., 2005).

Antibakteriyel duyarlhilik testlerinde giivenilir sonuglarin alinmasi igin standart
yontemlerin uygulanmasi sarttir. Etkene gore antibiyotik se¢imi, antibiyotiklerin kisith
bildirimi gibi konular da standardizasyonla birlikte ele alinmalidir (Smith ve dig., 1994;
Schnick, 2001). Bu nedenle antimikrobiyal duyarligi etkileyen faktorlerin ve uygun
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metodlarin belirlenmesi ve laboratuvara adapte edilmesi ¢ok Onemlidir. Ayrica
bakteriyel balik patojenlerinin tedavisinde kullanilan kemoterapotiklere karsi
bakterilerde ortaya cikan direncin diizeyi, tipi ve bu direncten sorumlu genlerin
bakteriler arasinda degisimi ve yayiliminin arastirilabilmesi i¢in Oncelikle direng

profillerinin belirlenmesi gerekmektedir (Alderman ve Smith, 2001).

Hong Kong’da su friinleri ve denizden izole edilen Vibrio tiirlerinin ¢ogu susu
kloramfenikol and tetrasikline hassas fakat kiiltlir glimiis ¢ipura baliklarindan izole
edilen Vibrio tiirlerinin balik ciftliklerindeki gelisigiizel antibiyotik kullanimi nedeniyle
kloramfenikol, tetrasiklin ve kanamisin gibi antibiyotige orta derece direngli oldugu
gosterilmistir. Vibrio tiirleri eritromisin direnci gosterdigi bildirilmistir (Wang ve dig.,

2006).

Sazliklardan izole edilen {i¢ farkli Kocuria tiiriinlin teshis edildigi ¢calismada penisilin,
sulbaktam/ampisilin, amoksilin, piperasilin, meropenem, sefaleksin, sefamandol,
sefoperazon, kloramfenikol, eritromisin, klindamisin, netilmisin, vankomisin,
trimetoprim’e karsi hassas, nitrofurantoine karsi direngli olduklart bildirilmistir (Kovaks
ve dig., 1999). K. marina tiiriniin ampicillin, benzilpenisilin, karbenisilin, gentamisin,
linkomisin, neomisin, oleandomisin, streptomisin ve tetrasikline hassas fakat kanamisin

ya da polymiksin B’ye direngli oldugu rapor edilmistir (Kim ve dig., 2004).

V. alginolyticus’un novobiyosin, neomisin, nitrofrantoin, sulfisoksazol, kloramfenikol,
tetrasiklin ve kanamisine hasssas oldugu bildirilmistir (Liu ve dig., 2004). V.
anguillarum, V. anguillarum-releated (VAR) ve V. splendidus tiirlerinden olusan
calisma grubundaki ¢ogu susun ampisilin ve streptomisine karst direngli ve degisken
duyarliliklarda olduklari, tetrasiklin, oksitetrasiklin, oxolinic asit, kloramfenikol,
trimetoprim-sulfametoksazol ve nitrofurantoine kars1 hassas ve degisken duyarliliklarda
olduklar1 bildirilmistir (Pazos ve dig., 1993). Vibrio tiirlerinin genel olarak
oksitetrasiklin, nitrofuranlar, potansiyalize siilfanamidler ve oksolinik asite kars1 hassas,
fakat ozellikle V. anguillarum ve V. salmonicida tiirlerinin bu ilaglara direng

gelistirdikleri bildirilmistir (Noga, 2010).
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Cipura baliklarindan izole edilen Vibrio tiirlerinin higbir susunun nitrofurantoin ve

trimethoprim-  siilfametakzole karsi direng gostermedigi, % 80’den fazlasinin
streptomisin ve eritromisine direngli olduklari, biitin V. anguillarum suslarinin
penisilin, amikasin, streptomisin, kanamisine karsi direnc¢li, amoksilin, trimethoprim-
stilfametakzole, nitrofurantoin, kloramfenikole kars1 hassas olduklari; biitiin V. harveyi
eritromisine  direngli  olduklari, amoksilin,

suglarinin  penisilin, ampisilin ve

oksitetrasiklin,  tetrasiklin,  streptomisin, trimethoprim- siilfametakzole ve
kloramfenikole kars1 hassas olduklari; biitiin V. campbelli suslarinin penisilin, ampisilin,
streptomisin ve eritromisine karsi direngli ve biitiin V. aestuarianus tirlerinin
streptomisin, gentamisin, tobramisin, amikasin, kanamisin ve eritromisine direng

gosterdikleri rapor edilmistir (Balebona ve dig., 1994).

V. anguillarum serotip Ol ve O2 suslan yiiksek oranda antibiyotiklere karst duyarli
bulundugu, nitrofrazolidonun diger antibakteriyel bilesiklerden daha az etkili oldugu,
VAR suslarinin  6zelellikle nitrofrazolidona yiliksek direng gosterdikleri ve
oksitetrasiklin, flumekuin ve trimetoprim-sulfadiazine kars1 daha az direng gosterdikleri

rapor edilmistir (Myhr ve dig., 1991).

V. anguillarum O1 ve O2 serotiplerinin su {irlinleri yetistiriciliginde tercih edilen
kolistin, ampisilin, sefalotin gibi antibiyotiklere olan duyarliliklar1 degiskenlik
gosterdikleri bildirilmistir. En sik tercih edilen antibiyotikler arasinda oksilinik asit ve
flumekuin buludungu ancak oksolinik asite karst direngli suslarin bulundugu ve bunun
biiylimekte olan bir sorun oldugu bildirilmistir (Colquhoun ve dig., 2007; Gratacap,
2008)

Tablo. 2.4: V. anguillarum serotip O1 ve O2 i¢in su iiriinleri yetistiriciliginde tercih edilen

antibiyotiklere olan duyarliliklar1 (Gratacap, 2008)

Antibiyotik Serotip O1 Serotip 02
Kolistin Direncli Hassas
Ampisilin Hassas Direngli
Sefalotin Hassas Direncli
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2.4. ANTIBAKYERIYEL MADDELERE DUYARLILIKLARIN
BELIRLENMESI

Patojen bakterilere karsi kullanilan kemoterapotik maddelerin etkilerinin belirlenmesi
Rideal, Walker ve arkadaslar1 tarafindan gectigimiz yiizyilda ortaya konmustur. Bu
donemde antibiyotiklerin modifikasyonunun kesfi ile ¢ok sayidaki antibiyotik ile rutin
olarak testlerin yapilmasi ¢ok zahmetlidir. Alexander Fleming tarafindan ilk olarak
tasarlanmis ve daha sonra ¢esitli arastirmacilar tarafindan gelistirilen disk difiizyon
yontemi ilk olarak Oksford’lu bir grup arastirmaci tarafindan besiyerinin ylizeyine
antibiyotiklerin yayilmasi ile kandaki antibiyotik igerigi teshis edilmistir.
Antimikrobiyal maddelerin c¢esitlerinin taninmasiyla da rutin olarak antimikrobiyal
duyarlilik testi uygulanmaya baglanmistir. Buna gore belirli bir miktar antimikrobiyal
madde igeren bir besiyerine test edilecek bakterinin yayilmasi ile gerceklestirilen test
giinimiizde antimikrobiyal madde emdirilmis kagit disklerin kullanilmasi ile
gerceklestirilmektedir. Giliniimiizde antimikrobiyal duyarlilik testi yontemleri disk
diiflizyon, minimum inhibitér konsantrasyonu (agar/ broth/mikro dillisyon) ve E-test
olarak iic ana grup altinda uygulanmaktadir (Lalitha, 2004; Bilgehan, 2004;
Satyanarayana, 2009).

Duyarlilik testlerinde standart olarak Miieller Hinton agar ve broth (MHA, MHB)
besiyerleri kullanilmaktadir. Ancak timidin, tuz, karbonhidrat ve minerallerin
konsantrasyonlari, pepton veya agarin igerigi ve pH degeri gibi belli bash etkenler bu
testlerin sonuglarmi etkileyebilmektedir. Bunun yami sira inkiibasyon sicakligi da
testlerin sonucunu etkileyen 6nemli bir degisken olarak bildirilmistir. Besiyerinin ince
dokiilmesi, koyu inokulum kullanilmasi, inkiibasyon siiresinin kisa veya uzun tutulmasi
sonuglarin giivenilirligini yok edecegi bildirilmistir (Yilmaz 1985; Michel ve Balch,
2001; Karatag ve Candan, 2007; Smith ve dig., 1994). Test yontemlerinin bir standartta
yiirtitiilmesi i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) antimikrobiyal
duyarhilik testleri i¢in uygulama standartlari olusturmustur. Belirli araliklara
giincellenen standartlar dogrultusunda gergeklestirilen testlerin giivenilirligi saglanmis
olur. Bunun yani1 sira her laboratuvarin bu test yontemlerini kendi sistemlerine adapte

etmeleri gerekmektedir (Smith ve dig., 1994).
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Duyarlilik testi yapan laboratuvar standardize edilmis bir yontemi uygulasa bile
sonuclarmin  kalitesini  kontrol etmelidir. Gerek antimikrobiklerin etkilerinin
arastirilmasinda  gerekse  mikroorganizmalarin  direnglerinin  arastirilmasindaki
calismalarda kalite kontrolii yapmak ic¢in antimikrobiklere karsi direnglilik durumlari
bilinen standart mikroorganizmalardan yararlanarak karsilagtirmali g¢aligilmasi
gerekmektedir. Bu amacgla CLSI gibi belirli referans laboratuvarlarinin  kiiltiir
koleksiyonlarinda bulunan standart mikroorganizmalardan faydalanilir. Genel olarak
Escherichia coli ATCC 25922 (B-laktamaz negatif), Escherichia coli ATCC 35218 (-
laktamaz pozitif), Staphylococccus aureus ATCC 25923 (B-laktamaz negatif, oksasilin
hassas), Staphylococccus aureus ATCC 38591 (B-laktamaz pozitif), Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (aminoglukozidler i¢in), Enterococcus faecalis ATCC 29212
(MH agarda timidin veya timin seviyesini kontrol etmek i¢in), Haemophilus influenzae
ATCC 49766 (sefalosporinler), Haemophilus influenzae ATCC 10211 (besiyeri kontrolii
i¢in), tercih edilen referans suslar arasindadir (CLSI, 2012). Bu suslarin her biriyle cesitli
antibiyotikler i¢in kabul edilebilir zon c¢aplart veya MIK degerleri tablolar halinde
diizenlenmistir. Kalite kontrol testlerini her giin yapan laboratuvarlar i¢in zon okumalarinin
% 95 ve fazlasi kabul edilebilir siirlar iginde bulunmalidir. Ancak CLSI’nin dngdrdiigii
giinliik kalite kontrol testleri olduk¢a zahmetli oldugundan bunun haftada bire indirilme
egilimi vardir. Haftada bir yapilan kalite kontroliinde biitiin zonlarin kabul edilebilir
sinirlar iginde kalmasi istenir. Bir standart yontemin uygulanmasinda dis kalite kontrolii de
aranabilir. Ulkemizde bunu yapacak bir organizasyon bulunmasa da Ingiltere’de Milli Dis
Kalite Programi (National External Quality Assesment Scheme, NQAS) gibi diger

tilkelerde kar amac1 giitmeyen 6zel organizasyonlar vardir.

Tiim testlerde gerek kullanilacak olan standart referans sus gerekse incelenmekte olan
mikroorganizmalardan besiyerlerine ekilecek olan inokulum miktarinin ayni sayilarda
bakteri icermeleri ve iireme yasinin ayni, aktif {ireme donemimde olmasi gerektigi

(sporlular harig) bildirilmistir (Lalitha, 2004; Bilgehan, 2004; Satyanarayana, 2009).

2.4.1. Disk Difiizyon ve Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MiK)

Disk difiizyon yontemi yaygin olarak 1986 yilindan itibaren Kirby ve Bauer tarafindan
bildirilen sekilde kati besiyerinde uygulanmaktadir. Temel prensip kati besiyerinde

yayma plak yontemiyle ekilen mikroorganizmalarin iiremeleri iizerine antimikrobiyal
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madde emdirilmis disklerin etkisinin arastirilmasit gseklindedir. Antimikrobiyal
maddenin mikroorganizmaya olan etkisinin derecesi disklerin ¢evresinde gelismenin
olmadig1 zonlarin 6l¢iilmesi ile anlasilir. Disk diflizyon yontemi; hizli iireyen aerob ve
fakiiltatif anaerob bakteriler i¢in Onerilen, kolay, pratik, standartlara uygun yapilan
halen tiim diinyada laboratuvarlar i¢in tercih edilen rutin antibiyotigin inhibisyon
etkisini Olgen kalitatif bir testtir (Bilgehan, 2004; Lalitha, 2004; Whitman, 2004;
Satyanarayana, 2009).

Diger bir antimikrobiyal duyarlilik testi Minimum inhibitér konsantrasyonunun (MIK)
belirlenmesidir. MiK bakterilerin {iremesi veya gelismesini durduran (bakteriyostatik
etki) kemoteropotik maddelerinin etki giiciiniin gdstergesidir (Treves Brown, 2000).
MIK 6lgiimii, yeni antibiyotiklerin etkinlik arastirmasi, penisiline direngli
pnomokoklarin belirlenmesi gibi 6zel durumlarda da yapilmaktadir. Bu test inhibisyonu

Olcen kantitatif bir testtir (Treves Brown, 2000)

Diliisyon yontemi rutin uygulamalar i¢in elverisli degildir. Disk difizyon yontemi ise
daha az duyarli oldugu diisiiniilmesine ragmen rutin uygulamada pratik oldugu

bildirilmistir (Y1lmaz, 1985).

Lai ve dig. (2010) tarafindan katater kullanimu ile iliskili Kocuria tirlerinin yirmi farkl
antibiyotie olan duyarliliklar1 MIK testi ile analiz edilmistir. Savini ve dig., (2010)
tarafindan klinik sekiz farkli Kocuria tiiriiniin ¢esitli ydntemlerle teshisi ve MIK testi ile

kirk yedi farkl antibiyotige olan duyarlhiliklari tespit edilmistir.

Uma ve dig. (2008) karides orneklerinden izole ettikleri V.harveyi, V.alginolyticus ve
V.campbellii tiirlerinin baskin olarak izlole edildigi calismasinda V.alginolyticus ve
V.campbellii tirlerinin antibiyogram testlerinin benzer sonuclar1 verdigini V.harveyi
suslarinin kulugkahanelerde kullanilan yaygin antibiyotiklere karst degisken sonuglar
verdigini rapor edilmislerdir. Biitiin izolatlarin kloramfenikol ve gentamisine ¢ok
hassas, frozolidona direngli olduklar1 bildirilmistir. Ayrica oksitetrasiklin, norflaksin ve
siproflaksine hassas ve bunun yami sira bazi V. harveyi suslarinin kloramfenikol ve

gentamisine direncli oldugu rapor edilmistir (Uma ve dig., 2008).
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Sili’de tatli suda yetistirilen Atlantik salmon c¢iftliginde fingerlinglerden, pelet
yemlerden ve sudan izole edilen aerobik bakterilerin Psychrobacter genusuna ait iki
farkli tiiriiniin (P. glacincola ve P. pacificens) oksitetrasikline (OT) direngli olduklari
rapor edilmistir (Armstrong ve dig., 2005). Salmon ¢ifliginden izole edilen bakterilerde
yiiksek OT direnci (2000 pg ml-1) goriiliirken, ciftlikten 100 m uzakliktaki Fundy
koyu’nun sedimentinden izole edilen bakaterilerde daha diisiik MIK degeri (160 OT
ml-1) goriildiigii bildirilmistir (Armstrong ve dig., 2005).

Antibiyotigin etkinligini tespit ederken MIK ve MBK (minimum bakterisid
konsantrasyonu) birlikte degerlendirilmesi gerektigi bilinmeketir. Bu degerler
antibiyotigin in vivo etkinligini gostermez (Gtir, 2010). Antibiyotigin bakterilere karsi in
vivo etkinligi, hedef mikroorganizmanin s6z konusu antibiyotige duyarliligina,
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerine baglidir. Antibiyotik mikroorganizma
ile karsilagtiginda onu oOldiirecek ya da iiremesini engelleyecek konsantrasyonda
olmalidir ve etkisini gosterebilecek siire organizmada hedeflenen bolgede bulunmalidir

(Smith ve dig., 1994; Carig, 1998; Cakir, 2007).

Test yontemlerinin bir standartta yiiriitilmesi i¢in Klinik ve Laboratuvar Standartlar
Enstitiisii (CLSI, 2012), Members of the SFM antibiogram committee (2003) tarafindan
bildirilen antimikrobiyal duyarlilik testleri uygulama standartlarinda yer alan bazi

antimikrobiyal maddelerin zon ¢aplar1 ve MiK degerleri Tablo 2,5’de goriilmektedir.
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Tablo 2.5: Kiiltiir balik¢iliginda kullanilan bazi antimikrobiyal maddelere kars1 hassaslik
degerlerini yorumlama standardi (Members of the SFM antibiogram committee,

2003;.Satyanarayana, 2009; CLSI, 2012)

Antimikrobiyal Tla¢ Disk Icerigi Zon Capi Simir Degerleri MIK yorumiama
standardi
(Yaklasik mm) (ng/ml)

D oD H D H
Ampisilin 10 pg <13 14-16 =17 >32 <8
Sefoperazon 75 ug <15 16-20  >21 >64 <16
Sefotaksim 30 ug <14 15-22 223 >8 <2
Seftazidim 30 pug <14 15-17 =18 >32 <8
Gentamisin 10 pg <12 13-14 =15 >16 <4
Kanamisin 30 ug <I3 14-17 =18 >64 <16
Tetrasiklin 30 pug <14 15-18 =19 >16 <4
Siprofloksasin Sug <15 16-20  >21 >4 <1
Nalidiksik Asit 30 pg <13 14-18 =19 >32 <8
Trimetoprim -
Sulfametoksazol 1.25/23.75 pg <10 11-15 =16 >4/76 <2/38
Kloramfenikol 30 ug <12 13-17 =18 >64 <16
Trimetoprim Sug <12 (11-15) =16 >16 <8
Eritromisin 15 ng <13 14-22  >23 - -
Streptomisin 10 pg <11 12-14  >15 - -
Oksitetrasiklin 30 ug <15 16-25 226 - -
Flumekuin 30 pug <20 21-24  >25 >9 <4
Penisilin 10 ug <19 20-27 =28 >0,25 <0.12
Rifampisin Sug <16 17-19 =20 - -

D: Direngli, OD: Orta direngli, H: Hassas
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

3.1.1. Arastirmanin Yapildig1 Yer ve Orneklenen Baliklar

Bu calismada incelenen hasta balik 6rnekleri, 25 ve 26 Mart 2011 tarihlerinde Giilliik
Kérfezi’nde (A) ve 3 Agustos 2011 tarihinde Izmir Kérfezi’nde (B) bulunan kafes balig
yetistiriciligi yapan isletmelerden gelen hasta balik ihbarlar1 degerlendirilerek temin
edilmistir. Bu isletmeler acik denizde 20 m ¢aplh kafeslerde 5 kg/m* ve 30 m caph
kafeslerde 6 kg/m*® stok yogunlugu ile levrek yetistiriciligi yapmaktadirlar. Ayni
isletmeler 20 m — 30 m caph kafeslerde 5 kg/m? stok yogunlugu ile ¢ipura yetistiriciligi
yapmaktadir.

Ornekleme dis bakida hastalik belirtileri gdsteren baliklardan secilerek yapilmstir. (A)
isletmesinden oOrnekleme yapildigi donemde hastalik belirtileri levrek baliklarinda
goriiliirken, c¢ipura baliklarinda hastalik belirtisine rastlanmamistir. Levrek baliklarinda
yavag yiizme hareketinin gorildiigii, gozlerde opaklasmanin oldugu, craniumu ortaya
cikaran lezyonlarin varligi, solungaclarin solgun oldugu, nadiren pullarda kabarma ve
dokiilme goriildiigl, aniiste, agiz ¢evresinde, agiz icinde ve gozlerde kizariklik oldugu
isletme sorumlusu tarafindan anamnez bilgileri olarak alinmistir. Ornekleme en belirgin
hastalik bulgularin tasiyan 250-280 g agirliginda yedi adet levrek baligi ile igletmenin

laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

(B) isletmesinden ornekleme yapildigi donemde hastalik belirtileri gosteren 300 g
agirhigindaki yedi adet ¢ipura baliklart ile 6rnekleme gerceklestirilmigtir. Bu dénemde
levrek baliklarinda hastalik belirtisi gozlenmemistir. Cipura baliklarinda karinda
siskinlik oldugu, yavas ylizme hareketinin yani1 sira ventra-dorsal olarak ters donme
sekilinde ylizme hareketi goriildiigii, ventralde lezyonlarin bulundugu ve kuyrukta
erimenin oldugu ve irinli digkinin goriildiigii isletme sorumlusu tarafindan anamnez

bilgileri olarak alinmistir. Hasta baliklar aseptik kosullar altinda érneklenmistir.
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3.1.2. Arastirmada Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

Standart bakteriyolojik testler i¢in kullanilan malzemeler: Trypticase Soy Agar (Merck,
1.05458), Trypticase Soy Broth (Merck, 1.05459), Nutrient Broth (Merck, 1.05443),
Marine Agar (Difco, 212185), TCBS Agar (Merck, 1.10236), Triple Sugar Iron Agar
(Merck, 1.03915), Mieller Hinton Agar (Merck, 1.05437), Miieller Hinton Broth
(Difco, 275730), Brain Heart Infusion Agar (Fluka,70138), Agar Technical NO:3
(Oxoid, LP 0013), Meat Extract (Merck, 1.03979), MacConkey Agar (Merck 1.05465),
Bile Esculin Azide Agar (Himedia, M493), Tripton (Oxoid LP0042), Peptone (Biolab,
171103023), Oxidation Fermentation Basal Medium (Merck, 110282), Simons Sitrat
Agar (Merck, 102501), Urea Agar Base (Merck, 1.08492), Urea (Merck, 1.08486),
Nitrat Broth (Merck, 1.10204), MR/VP Medium (Himedia, M070-5006), Gelatine
(Merck, 104078), Yeast extract (Difco, 244020), Bile salts (Oxoid, 455), Casitone
(Bacto,225930), Ampicillin sodium salt (Sigma, A9518), Pyridoxal-5-Phosphate
(Doga ilag, 7049243), Starch (Merck, 1.01253), Glycerol (Himedia, RMO081), Likit
Parafin (Kimetsan, KIM-VL/01CP/110502) (NaCl MX. 0,00002 % aL (Riedel-de Haén
13423), L- Ornitine Monohydrocloride (Merck, 6906.0025), L- Lysine
Monohydrocloride (Merck, 5700), L- Arginine Monohydrocloride (Merck, 1.015440),
L-cysteine (Merck, 1.02839), D-Mannitol (Merck, 1.07657), D- Ksiloz (Merck, 8689),
D(+) Glukose Anhydrous (Merck, 1.08337), Saccarose (Merck, 1.07651), L-Arabinoz
(Merck,1.01492), Maltose (Merck, 1.05910), D+Mannitol (Merck, 5980), D+Mannose
(Merck, 1.05984), inositol (Merck, 1.04728), Galaktose (Merck, 1.04058), Lactose
Monohydrate (Merck, 1.07657), Sorbitol (Doga ilag), D-Fructose (Merck, 1.05323),
Cresol Red (Merck 1.05225), Bromothymol Blue sodium salt (Sigma, 32774), Phenol
(Merck, 1.00201), Sea Salt (Kimya ofisi), NaOH (Riedel-de Haén, 06203), HCI (Riedel-
de Haén, 07102), 2-phenoxyethanol (Fluka, 10835), sodium acetate (Riedel-de Haén,
32319), Koagiilaz (Fluka 74226).

Kullanilan hazir ticari diskler: ONPG Discs (BD, 231248), DDIST O129 150 pg
(Oxoid, X3494B), DD15T 0129 10 ug (Oxoid, X3494B), Ampicillin disc (AMP10)
(BD, 254727),0xolinic acid disc (OA2) (BD,231566), Rifampin disc (RA25)
(BD, _2315760),0Oxytetracycline disc (OT30) (Oxoid, 5864), Erythromycin disc (E15)
(Patan, E002), Flumequine disc (UB30) (Oxoid, 6915), Cefoperazone disc (CFP75)
(Patan, C006), Penisilin; G benzathine disc (Patan, P002), Sulfamethazine disc (Oxoid,
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5970), Streptomycin disc (Oxoid, 5925), Kanamycin disc (K30) (Oxoid, 5710),
Neomycin (Himedia), Bacitracin (Himedia), Polymyxin — B (Himedia) ve Novabiocin

(Bioanalyse, 090617)’dir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) icin kullanilan malzemeler: Glacial Acetic Acid
(Merck, 1.01056), Na,EDTA (Sigma, E-5134), Trizma base (Sigma T6066), Ethidium
bromide (Sigma, [-3643), Agarose (Sigma, A5093), SDS (Sigma, L-4390), PBS tablet
(Medicago,09-2051-100), Isoproponol (Merck 159191), Proteinase K (AppliChem,
A3830) seklindedir.

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Kitler, Primerler ve Referans Sus

Aragtirmada Kullanilan Kitler, Primerler ve Referans Sus: API 20E (BioMerieux,
Fransa), API Staph (BioMerieux, Fransa), Mono-Va antibodies (Bionor AS, Norway,
DN220), High Pure PCR Template Preparation Kit for genomic DNA - 100 reactions
(Roche, 11796828001), PCR Master Mix (2X) (Fermantas, KO171), Primer (A18) (BM,
11006X124H10 1/2), Primer (S20) (BM, 11006B3-961506 2/2), 100 bp-1kb DNA
Ladder (BBI, M102-1), 6X Loading Dye Solution (Fermantas, R0611), VetMic Gram
negatif mo. (version 4) (SVA, E 395103), E.coli ATCC 25922 (MicroSwabs).

3.1.4. Arastirmada Kullanilan Tamponlar ve Soliisyonlar

0,5 M EDTA (pH 8) 1 It Stok
186,1 g EDTA 700 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir.
10 M NaOH kullanilarak pH’s1 8’e ayarlanmigtir.
Distile su kullanilarak hacmi 1 litreye tamamlanmistir. Otoklav ile steril edilerek

saklanir (Topal Sarikaya, 2008).

50X TAE (Tris Asetik Asit EDTA) Tamponu 1 It Stok

242 ¢ Tris base
57,1 ml Glacial Acetic Acid
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8)

242 gram Tris base 600 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra Glacial Acetic
Acid eklenmistir. EDTA en son eklenerek hacim distile su kullanilarak 1 litreye

tamamlanmistir (Topal Sarikaya, 2008).
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Proteinase K
Proteinase K son konsantrasyonu AppliChem kullanim talimatina gdére 100 pg/ml
olacak sekilde steril distile su igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra 200 ul’lik kiiciik

hacimlerde saklanmustir.

3.1.5. Arastirmada Kullanilan Cihazlar

Laboratuvarimizda mevcut olan aletler; HIRAYAMA marka HV 85L model otoklav,
KOTTERMANN marka 2771 model inkiibator, BARNSTEAD marka SHKE 400-8
model ¢alkalamali inkiibator, HETTICH marka D-78532 model santrifiij, ARCELIK
marka 5006 HF model buzdolabi, SANYO marka MDF-U5411 model derin dondurucu,
TKA marka Pacific model saf su cihazi, OLYMPUS marka CX 21FS1 model 1s1k
mikroskobu, EPENDORF marka mini santrifuj, THERMO SCIENTIFIC marka EC 120
Mini model diigey elektroforez cihazi, yatay elektrofez cihazi, THERMO SCIENTIFIC
marka EC250-90 model elektroforez gii¢ kaynagi iinitesi, THERMO SCIENTIFIC
HERAEUS marka HERAsafe KS-12 Class II model c¢alisma kabini, Spektrofotometre
(BIO-T), ve PCR (Biometra) cihaz1 yer almaktadir.

3.2. YONTEM

3.2.1. Bakteri Izolasyonu

Hastalik belirtilerini en ¢ok gosteren on dort adet balik numuneleri 6rneklemenin
yapildig1 isletmelerin kafeslerinden segilerek i¢i deniz suyu dolu plastik tanklara
almmiglardir. Ciftlik sahiplerinden anamnez bilgileri alindiktan sonra laboratuvara
getirilen numuneler bistiiri  yardimiyla cranial insizyon yontemi ile otopsileri
yapilmgtir. Oncelikle dist muayene yapilarak lezyon, hemoraji, eksoftalmi gibi klinik
bulgular not edilmistir. Baliklar uygun sartlar saglandiktan sonra postkraniyal insizyon
ile oldiiriilerek nekropsileri gerceklestirilmistir (Furones, 2001;Timur ve Timur, 2003;
Noga, 2010; Candan ve Karatas, 2010; Whitman, 2004). I¢ bakida organlarm klinik
durumlar1 hakkinda yapilan tespitler not edilerek, karaciger, bobrek ve dalaktan gesitli
besiyerlerine ekimler yapilmistir. Bakteriyolojik ekim ig¢in kullanilan besiyerleri, %
50’si %o 36’lik deniz tuzuyla hazirlanmis Trypticase Soy Agar (TSA), Brain Heart
Infusion (BHI) agar ve L-cysteine ilaveli Miieller Hinton (MH) agar, Thiosulfate-
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citrate-bile salts-sucrose (TCBS) agar, Marine Agar (MA), % 70’1 deniz tuzuyla
hazirlanmis %036°lik deniz suyu iceren Ctophage Agar (CA) ve Flexibacter Maritimus
Medium (FMM)’dur. Gerekli oldugunda histolojik ¢aligsmalarda kullanilmak iizere %

10°luk formaldehit i¢inde doku 6rnekleri saklanmustir.

Hastalik bulgusu tasiyan balik 6rneklerinden yapilan ekimler, ¢alismanin yiiriitiilecegi
Istanbul Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii Balik Hastaliklar
Anabilim Dali Mikrobiyoloji Laboratuarina getirilmis ve 21°C’de inkiibe edilmislerdir.
Besiyerleri 3 giin siire ile 24 saatlik periyotlarda kontrol edilmistir. Gelisen kolonilerden

saf koloniler elde edilmistir.

3.2.2. Rutin Bakteriyolojik Yontemler

Bakterilerin tanimlanmasinda yardimci olan rutin bakteriyolojik testler, i. U. Su
Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Béliimii Balik Hastaliklar1 Anabilim Dali Mikrobiyoloji
Laboratuarinnda gerceklestirilmistir. Saflastirilmis izolatlar Gram boyama ve paralel
olarak %3’liikk KOH soliisyonu ile Gram karakteristigi tayini (Buck 1982), asili damla
ile hareket muayenesi, sitokrom oksidaz ve katalaz, oksidasyon/fermentasyon (O/F),
0/129’a duyarlilik, ONPG (B-galactosidase), TCBS’de {iireme, Vibro anguillarum
medium (VAM) indol, iire, MR, VP, jelatin, sitrat, nitrat, Tiple Sugar Iron (TSI) agarda
lireme ve gaz olusumu, amilaz, eskiilin, McConkey agarda iireme, kanl agarda iireme
ve hemoliz, flexirubin pigment olusumu, arjinin dihidrolaz, ornitin ve lizin
dekarboksilaz, glukoz, arabinoz, mannitol, mannoz, maltoz, sakkaroz, inositol, sorbitol,
galaktoz, laktoz, ksiloz, fruktoz, 4, 37, 40 ve 44°C’de iireme, %0, %3, %5 %S, %10 ve
%15 tuzluluktaki nurient brothda lireme testleri sonuglarina gore temel gruplandirmalari
yapilmistir. Cins diizeyinde tanimlanan bakteriler uzun siireli saklama yoOntemleri

kullanilarak -20°C’de muhafaza edilmislerdir (Cotuk, 2003; Buller, 2004).

Kok oldugu tespit edilen izolat i¢in tiip kuagiilaz testi, ticari EDTA’1 tavsan plazmasi
kullanilarak yapilmustir. Ureticinin 6nerileri dogrultusunda liyofilize haldeki 3 ml
plazma iizerine 3 ml distile su eklenmesiyle kullanima hazir ¢6zelti haline getirilmistir.
Test i¢in bu ¢ozeltiden 0,3 ml alinarak steril bir tiipe aktarilmis ve bu tiipe daha once
BHI broth besiyerinde 21°C sicaklikta 24 saat siiresince inkiibe edilmis kiiltiirlerden

alman 0,1 ml 6rnek eklenmistir. Daha sonra tiip 21°C sicakligindaki inkiibatére konmus
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ve saatte bir kez olmak iizere 6 saat boyunca piht1 olusumu kontrol edilmistir. Bu siire
sonunda negatif sonu¢ veren suslar i¢in son karar verilmeden Once 24 saatlik
inkiibasyon siiresi beklenmistir. Tiip igeriginin % 75 veya daha fazlasmin yapisik
kitleler halinde piht1 olusturdugu testler pozitif kabul edilmistir. Negatif kontonrol i¢in
ekim yapilmamis, BHI broth besiyeri igeren tiip kullanilmigtir (Whitman, 2004). T

3.2.3. API Hizhh Tam Kitlerinin Kullanim

Klasik mikrobiyolojik yontemler ile 13 saf izolata API 20E, farkli 2 saf izolata ise API
Staph hizli tan1 kitleri uygulanmis ve tanimlanmaya ¢aligmistir. Bu kitler iiretici firma
Biomereiux’iin talimatlar1 dogrultusunda kullamlmustir. Inkiibasyon sicakligr 21°C ve
inkiibasyon siiresi 48 saat olarak tercih edilmistir. Kitlerin okunmasi i¢in kullanilan
ayraglar inkiibasyon siiresi sonunda kullanim kilavuzunda belirtildigi sira ile ve gerekli

miktarlarda damlatilmislardir.

3.2.4. Agliitinasyon Yontemi

Biyokimyasal testler ve API hizli tani kitlerinin sonuglarina gore Vibrio olarak teshis
edilen suslarin agliitinasyon testleri ticari olarak satilan BIONIOR Mono-Va
Agliitinasyon Kiti (BIONOR, Norveg) ile gerceklestirilmistir. Kit {iretici firmanin
kullanim talimatina uygun olarak kullanilmistir. Kontrol ve test serumlar ilgili yerlere
damlatilarak bakteri Orneklerinin de ilave edilmesiyle antikor-antijen birlesmesi

gbzlenmistir.

3.2.5. Molekiiler Yontemler

3.2.5.1. Bakterilerden Genomik DNA Izolasyonu

Calismaya dahil edilen toplam 15 sus’un genomik DNA izolasyonu i¢in High Pure PCR
Template Preparation Kit for genomic DNA (Roche, 10737300) kullanilmustir. Uriin
icerisinde bulunan Proteinaz K yeterli miktarda olmadigindan Proteinaz K solusyonu
kitin {tretici firmasinin kullanim talimatina uygun miktarda kullanilmak {izere
AppliChem kullanim talimatinda belirtilen konsantrasyonda hazirlanarak kullanilmistir.
100 pg/ml konsantrasyonda Proteinaz K solusyonu i¢in pro K toz'dan 0,4 mg alinirak 4
ml steril suda ¢ozdiiriilmiistiir ve 20 adet steril mikrotiipe 200'er pl’lik kiiciik hacimlere

bolerek -20°C'de muhafaza edilmistir.
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Bakterilerin saf kiiltiirlerinden tuzlu nutrient brothda 21°C’de 24 saatte {iretilmis taze
suslar hazirlanmistir. Isleme baslamadan dnce Elution buffer 70°C'ye 1sitilmistir. Sivi
besiyerinde iiretilmis bakteri kiiltlirlinden 1,5 ml’lik niikleaz-free mikrotiiplere 200 pl
kadar almarak 6700 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Ust s1v1 dokiiliip dipteki bakteri
peletleri lizerine 200 pl PBS ilave edilerek ¢oziilmeleri saglanmistir. 200 pl Bindig
Buffer ekleyip 40ul Proteinaz K ilave edip karistirip hemen 70°C'ye alinarak 10 dk
bekletilmistir. Sonrasinda 100 pl isoproponol ekleyerek iyice karigtirilmistir.
Koleksiyon tiipiine filtreli tiipii koyarak sivi 6rnegini kolona aktarilmistir. 1dk 11000
rpm'de santrifiij edilmigtir. Filtre ¢ikartilarak yeni koleksiyon tiipiine konulmustur.
Uzerine 500 pl inhibitér Removal Buffer eklenerek 1dk 11000 rpm'de santrifiij
edilmistir. Filtre ¢ikartilarak yeni koleksiyon tiipiine konulmus ve 500 pl Wash buffer
eklenerek 1dk 11000 rpm'de santrifiij edilmisitir. Yikama islemi tekrarlanarak {ist sivi
attlmistir ve 10sn daha santrifiij edilmistir. Filtre alinarak temiz 1,5 ml’lik tiipe
konulmustur. 200 pl 1smmmis Elution Buffer ekleyerek 1dk 11000 rpm'de santrifiij
edilmistir ve -20°C'de saklanmistir. Elde edilen DNA iirtinleri % 0,6 ik 40 ml’lik

agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Topal Sarikaya, 2008).

Izole edildiginden emin olunan DNA fiiriinlerinin miktarinin &l¢iilmesi ve hesaplanmasi
gerceklestirilmistir. Izole edilmis mevcut 200 pl DNA’dan 20 pl almarak ayri bir
mikrotiipte 980ul distile su ile 50 kat sulandirilmistir. Iml’lik quartz kiivete alinan
sulandirilmis DNA’nin 260nm ve 282 nm’de absorbans degerleri Ol¢iilerek birbirine
olan oranlarina bakilmistir. 1,7-2,8 arasi yaklasik 2 gibi bir oran bulunmasi
beklenmistir (Topal Sarikaya, 2008). Absorbansin ‘1’ degeri 1ml’lik kiivette 50 pg/ml
miktarinda ¢ift zincirli DNA’y1 temsil ettigi bilinmektedir (Topal Sarikaya, 2008). DNA
konsantrasyonu (pg/ml) = OD260 x Seyreltme katsayisi x 50 pg/ml formiilii

kullanilarak hesaplanmustir.

3.2.5.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu’nda PCR Master Mix (2X) (Fermantas, KO171), kiti tercih
edilmig ve iiretici firmanin talimatlart dogrultusunda kullanilmistir. Reaksiyonda 16S
genine ait 519 bg’lik kismi ¢ogaltmaya yarayan A18 isimli 5’-GWA TTA CCG CGG
CKG CTG -3’ ve S20 isimli 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3’ primerleri
(Suau ve dig., 1999) diiretici firmanin talimatlart dogrultusunda sulandirilarak

kullanilmigtir. Reaksiyon i¢in 6rnek basina kullanilan maddeler ve miktarlari; primer
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A18 (10 pmol) 2 pl, primer S20 (10 pmol) 2 ul, kalip DNA (0,1 — 1 pg) 2 ul, PCR
Master Mix (2X) 25 ul ve nuclease-free su 19 pl. Kalip DNA disinda tiim reaksiyon
bilesenleri sirasiyla su, PCR Master Mix (2X) ve primerler bir tiip igerisinde
hazirlanarak 0,5 ml’lik mikrotiiplere her DNA i¢in 48 ul olacak sekilde dagitilmistir. En
son kalip DNA’lar da tiiplere ilave edilerek reaksiyonun gergeklesecegi cihaza
yerlestirilmistir. Program 95°C’de 3 dk sicakligi sagladiktan sonra 95°C’de 1 dk,
56°C’de 1 dk, 72°C’de 1 dk olacak sekilde 30 dongii ve son olarak 72°C’de 4 dk olacak
sekilde ayarlanmigtir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra ornekler 4°C’de tutulmustur

(Suau ve dig., 1999).

3.2.5.3. Agaroz Jel Elektroforezi
Agaroz jel elektroforezi izole edilen kalip DNA’larin ve Polimeraz Zincir

Reaksiyonu’nun sonucunda elde edilen tiriinlerin gériintiilenmesi i¢in yapilmigtir.

Kalip DNA’larin goriintiilenmesi i¢in kullanilacak olan agaroz jel % 0,6’lik
konsantrasyonda 40 ml kadar hazirlanmistir (Topal Sarikaya, 2008). Oncelikle 50X
TAE stogundan 400 ml 1X TAE hazirlanmistir. 40 ml 1X TAE ile 0,24 g agaroz
karistirlarak mikrodalgada 3 dk kaynatilmistir. Iyice berraklastigi goriilen karisim
50°C’ye sogutularak 1 pl etidyum bromiir ilave edilerek karistirilmistir. Elektroforez
cihazun tablasina dokiilen jele 6rnek miktarina uygun tarak yerlestirilerek donmaya
birakilmistir. Agaroz jel donduktan sonra kalan 1X TAE cihazin isaretli yerine kadar
doldurularak 6rnekler kuyucuklara yerlestirilmistir. Her bir DNA 6rnegi 10ul alinarak
2ul Loading dye ile birlestirilerek kuyucuklara yerlestirilmistir. 100-1000b¢’lik Ladder
12 pl olarak kullanilmustir.

PCR iirlinlerinin goriintiilenmesi i¢in kullanilacak olan agaroz jel %1,5’luk
konsantrasyonda hazirlanmistir. 1X TAE stogu ile hazirlanan 40 ml 1X TAE ile 0,6 g
agaroz karistirilarak mikrodalgada 3 dk kaynatilmustir. Iyice berraklastign gériilen
karistm 50°C’ye sogutularak 1 pl etidyum bromiir ilave edilerek karigtirilmustir.
Elektroforez cihazun tablasina dokiilen jele 6rnek miktarina uygun tarak yerlestirilerek
donmaya birakilmistir. Agaroz jel donduktan sonra kalan 1X TAE cihazin isaretli yerine
kadar doldurularak ornekler kuyucuklara yerlestirilmistir. Her bir PCR {irlinii 6rnegi 10
ul alinarak 2 pl Loading dye ile birlestirilerek kuyucuklara yerlestirilmistir. 100—1000
be¢’lik Ladder 12 pl olarak kullanilmstir.
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Orneklerin kuyucuklara yiiklenmesinden sonra 90 V’da 40 dk vyiiriitiilmiislerdir. Siire
sonunda agaroz jelde yiiriiyen ornekler UV 15181 altinda incelenmis ve {riin bantlar

gbzlemlenmistir.

3.2.5.4. 168 ve DNA Dizi Analizi

Elde edilen PCR iiriinleri 50 ng/ul yogunlugunda ve minimum 25 pl olacak sekilde
hazirlanip dizi analizini yapacak olan IONTEK laboratuvarina gonderilmistir. Analiz
icin gerekli olan primerler ise 5 pmol/ul yogunlugunda ve her bir 6rnek i¢in 10ul olacak
sekilde hazirlanarak laboratuvara teslim edilmistir. Her iiriin i¢in ¢ift yonlii okuma ve
saflagtirma islemi yaptirilmistir. Ham dizi verileri Bioedit Sequence Alignment Editor
programu ile tek bir dizi haline getirilmistir. Gen Bankasi1 niikleotid blast islemi ile en

yakin tiirler ve benzerlik oranlar1 her sus i¢in tespit edilmistir (BLAST, 2012).

3.2.6. Antibakteriyel Maddelere Duyarhhklarin Belirlenmesi

3.2.6.1. Disk Difiizyon Testi

Izole edilen bakterilerin kemoterapétiklere duyarliliklart CLSI M100-S22 protokoliinde
tarif edilen disk diflizyon metodu ile belirlenmistir (Miranda & Zemelman, 2002; Llitha,
2010; CLSI, 2012). Bu amagcla uygun besiyerlerinde iiretilmis olan en fazla 24 saatlik
taze bakteri kiiltiirinden 3—4 bakteri kolonisi segilereck CLSI M42-A Akuatik
hayvanlardan izole edilen bakteriler i¢in disk diflizyon yontemi standardinda belirtilen
yontemler dikkate alinarak %1,5 deniz tuzu iceren MH broth besiyerine ekim
yapilmistir (CLSI, 2006). Uygun sicaklik ve gerekli siire sonunda 0,5 McFarland
degerine ulasan kiiltiirlerden %1,5 deniz tuzu iceren Miieller Hinton agara ekiivyon
cubugu ile yayilarak ekim yapilmistir. Agarin inokulum sivisini emmesi i¢in maksimum
15 dk beklenmistir. Oxoid marka ticari diskler Kirby-Bauer yontemine gore her disk
arasinda 24 mm olacak sekilde yerlestirilmistir. 10 dk i¢inde gerekli inkiibasyon

sicaklig1 olan 21°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (CLSI, 2012).

Ticari olarak iiretilmis sulfametazin disk 25 pg, eritromisin disk 15 pg, kanamisin disk
30 ng, streptomisin disk 10 pg, oksitetrasiklin disk 30ug, flumekuin disk 30 pg,
sefoperazon disk 75 pg, ampisilin disk 10ug, penisilin; G benzatin disk 10 pg,
rifampisin disk 25 pg, oksolinik asit gibi diskler bu amagla kullanilmistir (FAO, 2005;
Bilgehan, 2004).
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3.2.6.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) Testi

MIK belirlemek icin VetMIC test kitleri iiretici firmanm tavsiyesi dogrultusunda
kullanilmistir. Bu amagla, dncelikle bakteriler % 1,5 deniz tuzu i¢geren Mueller- Hinton
(MH) broth besiyerinde tiretilerek, 0,5 McFarland yogunlukta hazirlanmistir. 0,5
McFarland yogunlugundaki bakteri kiiltiirinden 10 pl alinarak 10 ml % 1,5 deniz tuzu
iceren Miieller Hinton (MH) broth besiyerine ilave edilmistir. Hazirlanan bu
soliisyondan 50 pl aliarak VetMIC test plaklarindaki her kuyucuga ilave edilmistir.
Kontrol olarak E.coli ATCC 25922 standart susu kullanilmustir.

Ticari E. coli susunun ¢ogaltilmasi ve saklanmasi; E. coli ATCC 25922 (MECCONTI-
Microswap)’ susunun i¢inde bulundugu ekiivyon ¢ubugu sivi kismin oldugu yerden 45
derecelik aciyla nazik bir sekilde kirilmigtir. Stvi peletin oldugu yere tamamen akana
kadar sikilmistir. Sivi ile pelet ¢oziilerek 1slanmis olan ekiivyon ¢ubugu ¢ikartilarak
TSA’ya 4 pasaj alinmistir. Kalan sivi TSB bulunan dort tiipe paylastirilmistir ve
37°C’de biitiin gece inkiibe edilmistir. 4 pasajdan 1 tanesi yeni pasaj almak igin
kullanmilmistir. Kalan 3 tanesi 4°C’de saklanmistir. Tiiplerde ve ependorflarda yatik
olarak hazirlanmis TSA’lara pasaj alip 37°C’de inkiibe edilerek 4°C’de saklanmustir.
TSB’de gelisen bakteri kiiltiirleri, % 75 bakteri kiiltiirii % 15 steril gliserol olacak

sekilde siispanse ederek mikrotiiplerde uzun siireli olarak saklanmistir.

Bakteri kiiltiirlerinden 3—4 bakteri kolonisi se¢ilerek 5Sml MHB’a ekilmistir. Her bakteri
21°C’de gerekli siirede inkiibe edilerek 595 nm’de 0,2 absorbans degerine ulagmalari
saglanmustir. 0,5 McFarland degerine ulasmus kiiltiirii vorteksleyip hiicre yogunlu 10’
CFU/ml olacak sekilde ayarlanmistir (Lalitha, 2004). Temiz bir petriye son karisim
dokiilerek 96 kuyucuklu VetMIC test plaklarma 8’li otomatik pipet yardimiyla her
kuyucuga 50 pl ekim yapilmistir. Stiker ile plak kapatilarak E. coli i¢in 37°C’de diger
suglar icin 21°C’de 16-18 saat inkiibasyon sonunda okunmustur. Berrak olarak kalmus,

tiremenin olmadigi en diisiik konsantrasyonun oldugu kuyucuk isaretlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. KLINiK VE OTOPSi BULGULARI

Ege bolgesinde bulunan iki farkli deniz balig1 isletmesinden 6rneklenen hasta levrek ve
cipura baliklarina ait bulgular Sekil 4.1 — 4.10°da verilmistir. A isletmesinden alinan
250-280 g agirhigindaki 7 adet levrek baliginda viicutta ventral ylizgec (Sekil 4.1) ve

solgun solunga¢ lamellalarinda hemorajiler disinda herhangi bir dis bulgu

goriilmemistir.

Sekil 4.1: Levrek baliginda ventral ve pektoral ylizgecte hemoraji

Sekil 4.2: Tek goziinii yitirmis 6 numarali levrek baliginin ve solgun solungag lamellalarinda

goriilen hemoraji
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Bunlara ek olarak 6 numarali levrek baliginin tek goziinii yitirmis oldugu dikkati
cekmistir (Sekil 4.2). Internal olarak karmn boslugunda asir1 yaglanma ve karacigerin

solgun oldugu 6rneklenen biitlin baliklarda tespit edilmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.4: Normalden daha biiyiik olan dalagin goriintiisii

Ayrica dalagin normalden biraz daha biiyiik oldugu dikkati ¢eken bulgular arasindadir
(Sekil 4.4). Orneklenen diger baliklarda goriilen benzer bulgulara ek olarak 7 numarali
balikta bag {irzerinde craniumu ortaya ¢ikaran ilseratif lezyonun varligir (Sekil 4.5),
goziin opaklastigt ve solungac¢ lamellalarinin eriyerek birbirine yapistigi dikkati
cekmistir (Sekil 4.6). Internal olarak bagirsak ici beyaz — opak, seritler halinde mukoid

madde varligi ve bagirsagin sar1 seffaf bir siv1 ile dolu oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: 7 numarali levrek baliginda beyaz — opak, seritler halinde mukoid sar1 seffaf bir sivi

ile dolu hiperemik bagirsak
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B isletmesinden 6rneklenen ~ 300g agirligindaki biitiin ¢ipura baliklarinda internal
olarak karm boslugunda asir1 yaglanma, karacigerin asir1 solgun ve hemorajik oldugu
tespit edilmistir. Diger baliklardaki bulgulara ek olarak 1 numarali ¢ipura baliginda
eksternal olarak karnin olduk¢a siskin oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.8). Dalagin
normalden kii¢iik, abdominal boslukta ve bagirsakta kanli sivi biriktigi, bagirsak

duvarmin hemorajik oldugu internal bulgular olarak kaydedilmistir.

Sekil 4.8: 1 numarali ¢ipura baliginin oldukga siskin olan karin goriintiisii

2 ve 3 numarali balikta kuyruk yiizgecinde erime (Sekil 4.9) disinda herhangi bir dis
bulgu goézlenmezken, operkulumun i¢ kisminda sivi birikimi, petesiyal hemoraji ve

solungaglarin solgun oldugu dikkati ¢ekmistir.

Sekil 4.9: 2 numarali ¢ipura baliklarinda kuyruk yilizgecinde erime

4 numarali ¢ipura baliginin solungaglarinin hiperemik, karacigerinin solgun ve petesiyal
hemorajik oldugu goriilmistiir (Sekil 4.10). Safra kesesi zarinin inceldigi ve safra ile

dolu oldugu, bobregin erimis oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.10: 4 numarali ¢ipura baliginda hiperemik solungaglar, solgun ve petesiyal hemorajik

karaciger
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4.2. BAKTERIYOLOJIiK BULGULAR

Hasta c¢ipura ve levrek baliklarinin 6rneklenmesi sonucunda tuzlu TSA, MA, FMM,
BHI besiyerlerinde izole edilen 14 adet izolat koloni morfolojisi, Gram boyama,
hareket, sitokrom oksidaz, katalaz ve O/F ozellikleri agisindan incelenerek gruplara
ayrilmistir. Izolatlarin biyokimyasal dzellikleri hem standart tiip yontemiyle hem de
cesitli API hizli tanm kitleriyle gerceklestirilmistir. Elde edilen tiim saf izolatlara ait
fenotipik 6zellikler Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmistir.

1 ve 2 numarali izolatlar 7 numarali levrek baliginin dalagindan sirasiyla tuzlu TSA ve
MA besiyerlerinde, 3 numarali | izolat ise 1 numarali levrek baliginin dalagindan FMM
besiyeride izole edilmistir. Izole edilen ii¢ izolatin da TSA besiyerinde krem renkli,
parlak, konveks, yuvarlak diizgiin kenarli koloniler olusturduklari, yogun kivamli ve
viskoz bir yapiya sahip olduklar1 goriilmiistiir. 24 saatten yaslt kiiltiirlerde kolonilerin
tizerinde siyah renkli pigmentlerin olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.11). Bu izolatlara
ait bakterilerin 1 — 6 um uzunlugunda ve 0,5 — 1 um genisliginde, genel olarak ¢omak
seklinde pleomorfik, Gram negatif (Sekil 4.11), hareketli, sitokrom oksidaz, MR, jelatin
ve fruktoz pozitif, ONPG, indol, VP, nitrat, amilaz, ornitin ve lizin dekarboksilaz,
glukozdan gaz olusumu, arabinoz, maltoz, inositol, sorbitol, galaktoz, laktoz, ksiloz ve
ramnoz testlerine negatif sonu¢ verdikleri, TCBS agarda ve VAM besiyerinde geligme

gostermedikleri, McConkey agarda sar1 koloniler olusturduklar: tespit edilmistir.
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IN

Gram profilleri

Koloni morfolojileri (TSA)

] uo%

1450
H
i

Sekil 4.12: 1, 2, 3 numarali izolatlarin O/F profilleri
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% 3-15 NaCl arasi tuzlulukta ve 37°C’de iireyebilen 1, 2 ve 3 numarali izolatlarin diger
baz1 ozellikleri degiskenlik gostermistir. 1, 2 ve 3 numarali izolatlarin pembe OF’de
oksidatif sonu¢ verdikleri ancak 1 numarali izolatin yesil OF’de zayif oksidatif
reaksiyon verdigi 3 numarali izolatin ise yesil OF’de iiremedigi gozlenmistir (Sekil
4.12). 2 ve 3 numarali izolatlar katalaz testine pozitif sonug¢ verirken, 1 numarali izolat
katalaz testine negatif reaksiyon gostermistir. 1 ve 3 numarali izolatlarin O/129 (10 pg
ve 150 pg)’ a hassas olduklari, 2 numarali izolatin yalnizca 150 pg etken madde iceren

0/129’a hassas oldugu goriilmiistiir.

1 ve 3 numaral izolatlarin iire testine negatif, 2 numarali izolatin ise pozitif reaksiyon
verdigi tespit edilmistir. 2 ve 3 numarali izolatlarin sitrat testine pozitif, 1 numaral
izolatin negatif, eskiilin testine yalnizca 1 numarali izolatin pozitif sonu¢ verdigi
goriilmiistiir (Sekil 4.13). Arjinin dihidrolaz testine yalmizca 3 ve glukoz testine 1
numarali izolat pozitif sonu¢ vermistir. Mannitol ve sakkaroz testine ise yalnizca 3
numarali izolat negatif sonu¢ vermistir. Mannoz testine negatif sonu¢ veren yalnizca 2
numaralt izolat olmustur (Sekil 4.12). Biitiin 6zellikleri incelendiginde {i¢ bakteri
izolatinin da (1, 2 ve 3 numarali izolatlar) Pseudoalteromonas sp. oldugu teshis

edilmistir (Tablo 4.1).

Sekil 4.13: 1 numarali izolata ait eskiilin testi pozitif sonucun goriintiisii
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Tablo 4.1: 1, 2 ve 3 numarali izolatlara ait fenotipik 6zellikler

IN 1 2 3

BN 7. Levrek 7. Levrek 1. Levrek
Organ Dalak Dalak Dalak
Izolasyon besiyeri TSA MA FMM

Koloni morfolojisi

Krem renkli, parlak, konveks, yuvarlak, diizgiin kenarli, viskoz, siyah renkli

pigmentler igeriyor.

Gram

Hiicre morfolojisi

Uzun basil

Pleimorfik

Kivrik basil

Hareket

+

+

Sitokrom oksidaz

Katalaz

O/F

o9 |1%ue
150 ug

T|IO|O|+ ]|+

T |O|+ ]|+

TCBS

VAM

ONPG

Indol

Ure

MR

VP

Sitrat

Nitrat

Jelatin

TSI

Amilaz

Eskiilin

McConkey

Sari

Sar1

Sari
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Tablo 4.1’in devami

iN 1 2 3
Arginin
dihidrolaz
Ornitin
dekarboksilaz
Lizin
dekarboksilaz
Glukoz + - -

G. gaz olusumu - - -

Arabinoz - - -

Maltoz - - -

Mannitol

+
Sakkaroz + + -
+

Mannoz

Inositol - - -

Sorbitol - - -

Galaktoz - - -

Laktoz - - -

Ksiloz - - -

Fruktoz + + +

Ramnoz - - -

4°C’ de tireme - - -
37°C’ de tireme
40°C’ de lireme
44°C’ de lireme
0% - - -
3%
5%
8%
10%
15% + + +
API 20E profili 000212461 021212463 220200441

++ ]+
1

NaCl’de lireme
+ 1+ |+ ]+
+ 1+ |+ ]+
+ |+ |+ ]+

Teshis Pseudoalteromonas sp. | Pseudoalteromonas sp. | Pseudoalteromonas sp.

IN= izolat numaras1, BN= Balik numaras1, O= Oksidatif, F= Fermentatif, Z=Zay1f, D=Direncli, H=Hassas, G= Glukoz, A=Asit
(Sart) K=Alkalin (Pembemsi kirmiz1), H,S=Hidrojen siilfit iiretimi
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7 numarali izolat 7 numaral levrek baliginin bébreginden sirasiyla FMM besiyerlerinde
izole edilmistir. 5, 6 ve 8 numarali izolatlar ise 6 numarali levrek baliginin karaciger ve
bobreginden BHI, MA ve FMM besiyerleri ile izole edilmislerdir. izole edilen bes
izolatin da tuzlu TSA’da krem renkli, parlak, konveks, yuvarlak diizgiin kenarl
yumusak (Sekil 4.16), TCBS agar ve McConkey agarda ise sar1 koloniler olusturduklari
goriilmiistiir. Bu bakterilerin 1 — 5 um uzunlugunda ve 0,5 — 1 um genisliginde, Gram
negatif, kivrik comak sekilli ve hareketli olduklari, fermentatif, sitokrom oksidaz,
katalaz, ONPG, indol, nitrat, jelatin testlerinde pozitif sunu¢ verdikleri, iire, eskiilin
negatif olduklar tespit edilmistir. izole edilen dért izolatin (5, 6, 7 ve 8 numarali
izolatlar) arjinin dihidrolaz testine pozitif, ornitin ve lizin dekarboksilaz testlerine
negatif sonu¢ verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.14). Sekerlerden maltoz, manntiol, negatif,
mannoz, sorbitol, galaktoz ve fruktozdan asit olusumuna pozitif sonug, laktoz, ksiloz ve

ramnozdan asit olusumuna ise negatif sonug verdikleri tespit edilmistir. (Tablo.4.2)

K: Kontrol, A: arjinin dihidrolaz, O: Ornitin dekarboksilaz, L: Lizin dekarboksilaz

Sekil 4.14: Arjinin dihidrolaz testine pozitif, ornitin ve lizin dekarboksilaz testlerinin negatif

sonuglari

5, 6, 7 ve 8 numaral1 izolatlarin 10 pg ve 150 pg etken madde igeren O/129°a hassas
olduklar1 goriilmiistiir. TCBS agarda sar1 koloniler olusturduklar: (Sekil 4.17) ve 72 saat
sonunda B-hemoliz gerceklestirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Kanl1 agarda 4 ve 8§ numarali izolatlarin A) 24 saat ve B) 72 saat sonunda -hemolizi

8 numarali izolat TSI agarda her ii¢ sekeri de kullanip asit olusturmus ve besiyerinin
rengini sartya ¢evirmistir. 6 ve 7 numarali izolatlar ise sekerleri kullanmamis yalnizca
demiri kullanarak alkalin bir ortam olusturmustur. Besiyerinin rengini pembemsi
kirmizi renge cevirmistir. 5 numarali izolat ise ili¢ sekerden ikisini kullanmig ve
besiyerinin egik kismi kirmizi kalmistir. 8 numarali izolat glukozdan gaz olustururken
5, 6 ve 7 numaral1 izolatlar gaz olusumu gostermemistir. 6 ve7 numarali suglar arabinoz
testine negatif sonug verirken, 5 ve 8 numarali suslar pozitif sonu¢ vermistir. 5, 6 ve 7
numarali suglar inositol testine negatif sonu¢ verirken 8 numrali sus pozitif sonug
vermistir. 40°C’ de ve 44°C’ de 5 numarali sus gelisme gostermemisken, 6, 7 ve 8
numarali suslar bu sicaklik araliklarinda da gelisme gdstermislerdir. 5, 7 ve 8 numaral
suslar MR testine negatif, VP ve sitrat testine pozitif, 6 numaral sug ise MR testine
pozitif, VP ve sitrat testine negatif sonu¢ vermistir. Uygulanan biyokimyasal test

sonuglarina gore 5, 6, 7 ve 8 numarali izolatlar V. anguillarum olarak tespit edilmistir

(Tablo 4.2).
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IN Koloni morfolojileri Gram profilleri

Sekil 4.16: 5, 6, 7 ve 8 numarali izolatlarin koloni morfolojileri ve Gram profilleri (x1000)
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Ureme 6zelligi TCBS’de

Sekil 4.17: 5, 6, 7 ve 8 numarali izolatlarin VAM’ da ve TCBS agarda iireme 6zelligi
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Tablo 4.2: 5, 6, 7 ve 8 numarali izolatlarin fenotipik 6zellikleri

iN 5 6 7 8
BN 6. Levrek 6. Levrek 7. Levrek 6. Levrek
Organ Karaciger Bobrek Bobrek Bobrek
izolasyon besiyeri BHI MA FMM FMM
Krem renkli, parlak, konveks, yuvarlak diizgiin kenarls,
Koloni morfolojisi yumusak
Gram - - - -
Hiicre morfolojisi Krvrik basil | Kivrik basil | Kivrik basil | Kivrik basil
Hareket + + + +
Sitokrom oksidaz + + + +
Katalaz + + + +
B-hemoliz + + + +
O/F F F F F
/129 10 pug H H H H
150 pg H H H H
TCBS Sar1 Sari Sar1 Sari
WAM Sar1 Sar1 Sar1 Sar1
ONPG + + + +
Indol + + + +
Ure - - - -
MR - + - -
VP + - + +
Sitrat + - + +
Nitrat + + + +
Jelatin + + +
TSI K/A K/K K/K A/A
Amilaz - - - +
Eskiilin - - - -
McConkey Sari Sari Sari Sari
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Tablo 4.2’nin devami

iN

Arjinin
dihidrolaz

Ornitin
dekarboksilaz

Lizin
dekarboksilaz

Glukoz

G. gaz olugumu

Arabinoz

Maltoz

Mannitol

Sakkaroz

Mannoz

Inositol

Sorbitol

Galaktoz

+ |+ |+ |+

Laktoz

Ksiloz

Fruktoz

Ramnoz

4°C’ de lireme

37°C’ de lireme

40°C’ de iireme

44°C’ de lireme

0%

me

3%

5%

+

8%

NaCl’de iire

+

+

+

+

API 20E profili

324752677

304652477

324752477

324772677

Teshis

V. anguillarum

V. anguillarum

V. anguillarum

V. anguillarum

(Sart) K=Alkalin (Pembemsi kirmizi), H,S=Hidrojen siilfit iiretimi

IN= izolat numaras1, BN= Balik numaras1, O= Oksidatif, F= Fermentatif, Z=Zay1f, D=Direngli, H=Hassas, G= Glukoz, A=Asit
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4 numarali izolat 7 numarali levrek baliginin dalagindan BHI besiyerinde izlole
edilmistir. Tuzlu TSA’da gelisen ve krem renkli parlak, opak koloniler olusturan 0,8 — 4
um uzunlugunda 0,5 — 0,8 um genisliginde hafif kivrik basil sekilli hareketli Gram
negatif (Sekil 4.18), sitokrom oksidaz ve katalaz pozitif, fermentatif, O/129’a (10 pg ve
150 pg) direngli izolatin TCBS ve McConkey agarda lireme gosterdigi, TSI agarda ii¢
sekeri de kullanarak asit olusturdugu, ONPG, iire, VP, sitrat, amilaz, eskiilin, arjinin
dihidrolaz, ornitin ve lizin dekarboksilaz, glukozdan gaz olusumu, inositol, sorbitol,
laktoz, ksiloz, ramnoz, melibioz ve amigladin negatif, indol, nitrat, jelatin, glukoz,
arabinoz, maltoz, mannitol, sakkaroz, mannoz, glaktoz, fruktoz testlerine pozitif sonug
verdigi tespit edilmistir. Biyokimyasal testlerde gostermis oldugu 6zellikler sonucunda

Vibrio sp. olarak teshis edilmistir (Tablo.4.3).

9 numarali izolat ise 6 numarali levrek baliginin dalagindan FMM’de izole edilmistir.
TSA’da 9 numarali izolatin krem renkli, parlak, konveks, yumusak, ortasi opak
kenarlar seffaf koloniler olusturan, hareketli, Gram negatif, 0,5 — 2 um uzunluga ve 0,5
— 1 um genislige sahip, kisa basiller olduklar: (Sekil 4.18), sitokrom oksidaz ve katalaz
pozitif, fermentatif, O/129’a hassas, TCBS agarda yesil, McConkey agarda pembe
koloniler olusturan, TSI agarda ii¢ sekeri de kullanarak asit olusturan, indol, nitrat,
jelatin, glukoz, maltoz, mannitol, sakkaroz, mannoz, fruktoz, glukozdan gaz olusumu
testleri pozitif, ONPG, iire, MR, VP, sitrat, amilaz, eskiilin, arjinin dihidrolaz, ornitin ve
lizin dekarboksilaz, arabinoz, inositol, sorbitol, galaktoz, laktoz, ksiloz, ramnoz,
melibioz ve amigdalinden asit olusumu testlerinin negatif oldugu tespit edilmistir. 4°C’
de gelisme gostermezken, 37°C—44°C sicaklik araliginda yapilan o6lgiimlerde
gelisebilmistir. % 3 — 10 NaCl igeren NB’da iireyebildigi goriilmiistiir. Biyokimyasal
testlerde gostermis oldugu ozellikler sonucunda V. splendidus olarak teshis edilmistir

(Tablo.4.3).

10 numarali izolat 1 numarali ¢ipura baliginin karacigerinden TSA ile izole edilmistir.
Bu izolatin krem renkli, seffaf, parlak, konveks, yumusak ozellikte bir koloni
olusturdugu ve 6zeye alindiginda kahverengi olduklar1 tespit edilmistir. Bakterilerin
mikroskobik incelenmesinde ise zayif hareketli, Gram negatif, 1 — 3 um uzunluga ve 1 —

2 um geniglige sahip basiller seklinde gorildiigii tespit edilmislerdir (Sekil 4.18).
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Sitokrom oksidaz pozitif, katalaz zayif pozitif, fermentatif, O/129’a hassas, TCBS
agarda sar1 koloniler olusturan izolatin ONPG, eskiilin, ornitin dekarboksilaz, arabinoz,
inositol, sorbitol, laktoz, ramnoz ve ksilozdan asit olusumu negatif, indol, iire, MR, VP,
sitrat, nitrat, jelatin, amilaz, lizin dekarboksilaz, glukoz, glukozdan gaz olusumu maltoz,
mannitol, sakkaroz, mannoz, galaktoz, fruktozdan, melibioz ve amigdalin testlerine
pozitif sonu¢ vermistir. McConkey agarda pembe, VAM’da mavi koloniler
olustururken, TSI agarda ii¢ sekeri de kullanarak asit olusturmustur. 4°C’ de gelisme
gostermezken, 37°C - 44°C sicaklik araliginda yapilan dl¢iimlerde gelisebilmistir. % 3 —
5 NaCl iceren NB’de iireyebildigi goriilmistiir. Biyokimyasal testlerde gostermis

oldugu 6zellikler sonucunda V. harveyi olarak teshis edilmistir (Tablo.4.3).

11 numarali izolat 4 numarali ¢ipura baliginin bobreginden tuzlu TSA’da izole
edilmistir. Koloniler koyu krem renkli konveks, piiriizlii iist ylizeye sahip, sert (Sekil
4.18) ve sivi besiyerinde homojen olmayan bir yapr gostermistir. Mikroskopta
hareketli, Gram negatif, 1 — 13 pm uzunluga ve 1 — 2 pm genislige sahip uzun sa¢ gibi
birbirine gegmis gruplar halinde basiller seklinde tespit edilmislerdir. Sitokrom oksidaz
ve katalaz pozitif, fermentatif, O/129’a direngli, TCBS agarda yesil koloniler olusturan,
indol, MR, nitrat, amilaz, lizin dekarboksilaz, glukoz, maltoz, mannitol, fruktozdan,
sakkroz, amigladin pozitif, ONPG, iire, VP, jelatin, sitrat, eskiilin, arjinin dihidrolaz,
ornitin dekarboksilaz, glukozdan gaz olusumu, galaktoz, arabinoz, inositol, sorbitol,
laktoz, ramnoz, melibioz ve ksilozdan asit olusumuna da negatif sonu¢ vermistir.
McConkey agarda pembe koloniler olustururken, TSI agarda {i¢ sekeri de kullanarak
asit olusturmustur. 4°C’ de gelisme gostermezken, 37°C - 44°C sicaklik araliginda
yapilan Ol¢limlerde gelisebilmistir. % 3 — 5 NaCl iceren NB’de iireyebildigi
goriilmiistiir. . Biyokimyasal test sonuclarina goére V. harveyi olarak teshis edilmistir

(Tablo.4.3).

12 numarali izolat 1 numarali ¢ipura baligiin karacigerinden L-cysteine ilaveli MH
agarda izole dilmistir. Tuzlu TSA’da koloniler koyu krem renkli, piiriizli iist ylizeye
sahip (Sekil 4.18), konveks ve sivi besiyerinde homojen olmayan bir yap1 gostermistir.
Hareketli, Gram negatif, 1 — 13 um uzunluga ve 1 — 2 um genislige sahip uzun sa¢ gibi
birbirine ge¢mis gruplar halinde goriinen basiller olarak tespit edilmislerdir. Sitokrom

oksidaz ve katalaz pozitif, fermentatif, 10 pg etken madde iceren O/129’a direngli, 150
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ng etken madde igceren O/129°a hassas, TCBS agarda yesil koloniler olusturmustur.
Indol, MR, nitrat ve amilaz pozitif sonu¢ verirken, ONPG, iire, VP, sitrat, jelatin,
eskiilin testlerine negatif sonu¢ vermistir. McConkey agarda pembe koloniler
olustururken, TSI agarda ii¢ sekeri de kullanarak asit olusturmustur. Arjinin dihidrolaz
ve ornitin dekarboksilaz testlerine negatif sonu¢ verirken lizin dekarboksilaz testine
pozitif sonu¢ vermistir. Sekerlerden glukoz, maltoz, mannitol sakkaroz, mannoz,
sorbitol, galaktoz, fruktozdan ve amigladin asit olusumuna pozitif sonu¢ verirken,
glukozdan gaz olusturmamis, arabinoz, inositol, laktoz, ksiloz, ramnoz ve melibiozdan
asit olusumuna negatif sonu¢ vermistir. Sicaklik ve tuzluluk hari¢ diger test sonuglari 11
numarali izolat ile aynmi oldugu goriilmistiir. Buna gore 4°C’de ve 40°C - 44°C
araliklarda gelisemezken 37°C’de gelisme 0Ozelligi gdstermistir. % 0 — 5 NaCl igeren
NB’de iireyebildigi goriilmiistiir. . Biyokimyasal testlerde gostermis oldugu o6zellikler
sonucunda V. harveyi olarak teshis edilmistir (Tablo.4.3).
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IN Koloni morfolojileri Gram profilleri

10

11

12

Sekil 4.18: 4,9, 10, 11 ve 12 numarali izolatlarin koloni morfolojileri ve Gram profilleri

(x1000)
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Ureme 6zelligi VAM’ da iireme 6zellikleri TCBS agarda tireme 6zelligi

10

11

12

Sekil 4.19: 4,9, 10, 11 ve 12 numarali izolatlarin VAM’ da ve TCBS agarda iireme 6zelligi
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Tablo 4.3: 4,9, 10, 11 ve 12 numarali izolatlarin fenotipik 6zellikleri

IN 4 9 10 11 12
BN 7. Levrek 6. Levrek 1. Cipura 4. Cipura 1. Cipura
Organ Dalak Dalak Karaciger Bobrek Karaciger
Izolasyon besiyeri BHI FMM TSA TSA MH

Krem renkli, parlak,
konveks, yumusak, ortasi

Krem renkli, seffaf piiriizlii, konveks,

Koloni morfolojisi opak kenarlar seffaf sert
Gram - - - - -
Hiicre morfolojisi Kivrik basil | Kivrik basil | Uzun basill | Uzun basil | Uzun basil
Hareket + + +Z + +
Sitokrom oksidaz + + + + +
Katalaz + + +Z + +
O/F F F F F F
0/129 10 pg D H H D D
150 pg D H H D H
TCBS Sar1 Yesil Sar1 Yesil Yesil
WAM Mavi Mavi Mavi Sar1 Sar1
ONPG - - - - -
Indol + + + + +
Ure - - + - -
MR + - + + +
VP - - + - -
Sitrat - - + - -
Nitrat + + +
Jelatin + - -
TSI A/A A/A A/A A/A A/A
Amilaz - - + + +
Eskiilin - - - - -
McConkey Sar1 Pembe Pembe Pembe Pembe
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Tablo 4.3’{in devam

IN

10

11

12

Arjinin dihidrolaz

Ornitin
dekarboksilaz

Lizin
dekarboksilaz

Glukoz

G. gaz olusumu

Arabinoz

Maltoz

Mannitol

Sakkaroz

Mannoz

+ |+ |+ |+

Inositol

Sorbitol

Galaktoz

Laktoz

Ksiloz

Fruktoz

Ramnoz

Melibioz

Amigdalin

4°C’ de iireme

37°C’ de tireme

40°C’ de Greme

44°C’ de Ureme

0%

3%

+

+

NaCl’de
Uureme

5%

+

+

API 20E profili

004612677

004612477

665716677

404412577

404452557

Teshis

Vibrio sp.

V. splendidus

V. harveyi

V. harveyi

V. harveyi

(Sar1) K=Alkalin (Pembemsi kirmizi), H,S=Hidrojen siilfit iretimi

IN= izolat numarasi, BN= Balik numarasi, O= Oksidatif, F= Fermentatif, Z=Zayif, D=Direngli, H=Hassas, G= Glukoz, A=Asit
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MA besiyerinde izole edilen 13 numarali izolat, TSA’da krem renkli, konveks, piiriizlii,
kiiciik koloniler olusturmustur. Yapilan incelemeler sonucunda hareketsiz, Gram
negatif, kokobasil oldugu tespit edilen bakterinin sitokrom oksidaz, katalaz pozitif,
koagiilaz negatif ve oksidatif oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). O/129
(10 pg ve 150 pg)’a direngli, ONPG negatif, TCBS ve McConkey agarda gelisme
gostermedikleri goriilmiistiir. TSI agarda alkalin reaksiyon ile birlikte H,S olusumu
gbzlenmistir. Tiipte yapilan indol, iire, VP, jelatin, sitrat, nitrat ve sekerlerden asit
olusumu testlerine negatif, MR, amilaz, eskiilin, ornitin ve lizin dekarboksilaz testlerine
pozitif sonu¢ vermistir. API 20E’ye gore VP ve sitrat pozitif, ornitin ve lizin negatif
olarak sonuglanmistir. 4°C’de herhangi bir iireme goriilmezken, 37°C - 44°C
araliklarinda tireme ve gelisme gostermistir. % 3 — 15 NaCl iceren NB’de tireyebildigi
goriilmiistiir. Biyokimyasal testlerde gostermis oldugu 6zellikler sonucunda 13 numaral

izolat Psychrobacter sp. olarak teshis edilmistir (Tablo.4.4).

14 numarali izolat TSA besiyerinde parlak sari, diizgiin kenarli konveks koloniler
olusturmustur. Hareketsiz, Gram pozitif, tetrat ve diplokok seklinde oldugu tespit edilen
bakterinin sitokrom oksidaz, koagiilaz negatif, katalaz kuvvetli pozitif ve fermentatif
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4.21). O/129’a hassas olan bu bakteriler
TCBS’de zayif bir sekilde geliserek yesil koloniler olusturmus ve ONPG negatif
reaksiyon vermistir. Indol, VP, jelatin, amilaz ve eskiilin testlerine negatif, iire MR,
sitrat ve nitrat testlerine pozitif sonu¢ vermistir. McConkey agarda gelisme
gostermemistir. TSI agarda asit olusturmadiklar1 gériilmiistiir. Arjinin dihidrolaz, ornitin
ve lizin dekarboksilaz testlerine negatif sonu¢ vermistir. Sekerlerden glukoz, maltoz,
sakkaroz ve fruktozdan asit olusumuna pozitif sonu¢ verirken, glukozdan gaz
olugturmamis, arabinoz, mannitol, mannoz, galaktoz, inositol, sorbitol, laktoz ve
ksilozdan asit olusumuna da negatif sonu¢ vermistir. 4°C’de herhangi bir iireme
goriilmezken, 37°C - 44°C araliklarinda lireme ve gelisme gostermistir. % 0 — 15 NaCl
iceren NB’de iireyebildigi goriilmiistiir. Novabiyosin, neomisin, basitrasin, polimiksin
B’ ye hassas olduklar1 goriilmiistiir. Biyokimyasal testlerde gostermis oldugu 6zellikler

sonucunda Kocuria sp. olarak teshis edilmistir (Tablo.4.4).
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IN Koloni morfolojileri Gram profilleri

14

Sekil 4.20: 13 ve 14 numarali izolatlarin koloni morfolojileri ve Gram profilleri (x1000)

Koagiilaz O/F Profili O/F Profili

13

K: Kontrol, (-): Negatif, (+): Pozitif

Sekil 4.21: 13 ve 14 numarali izolatlarin koagiilasyon ve O/F profili
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Tablo 4.4: 13 ve 14 numarali izolatlarin fenotipik 6zellikleri

IN 13 14
BN 3. Levrek 2. Cipura
Organ Dalak Dalak
Izolasyon besiyeri MA TSA

Koloni morfolojisi

Krem renkli, diizgiin, konveks,
piiriizlii, opak

Sari, diizgiin, konveks, parlak

Gram

+

Hiicre morfolojisi

Kokobasil

Tetrat ve diplokok

Hareket

Sitokrom oksidaz

Katalaz

+

Koagiilaz

O/F

10 pg

0/129

150 ug

g O[O

TCBS

WAM

ONPG

Indol
Ure

MR

VP

Sitrat

Nitrat

Jelatin

TSI

Amilaz

Eskiilin

McConkey
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Tablo 4.4’{in devam

SN 13 14
Arjinin dihidrolaz - -
Ornitin dekarboksilaz + -
Lizin dekarboksilaz + -
Glukoz + +
G. gaz olusumu - -
Arabinoz - -
Maltoz - +
Mannitol - -
Sakkaroz - +
Mannoz - -
Inositol - -
Sorbitol - -
Galaktoz - -
Laktoz - -
Ksiloz - -
Fruktoz - +
4°C’ de lireme - -
37°C’ de lireme + +
40°C’ de lireme + +
44°C’ de lireme + +
0% - +
g 3% + n
= 5% + +
§ 8% + +
2
Z 10% + i
15% + +
API 20E profili 022100422 -
APIStaph profili - 6356012
Teshis Psychrobacter sp. Kocuria sp.

IN= izolat numaras1, BN= Balik numaras1, O= Oksidatif, F= Fermentatif, Z=Zay1f, D=Direngli, H=Hassas, G= Glukoz, A=Asit
(Sar1) K=Alkalin (Pembemsi kirmizi), H,S=Hidrojen siilfit iretimi



&9

4.3.API HIZLI TANI KiTi BULGULARI

Calisma sonucunda izole edilen 14 bakteri izolat1 standart bakteriyolojik yontemlere
paralel olarak API hizli tani kitleri ile de teshis edilmistir. Yontem iiretici firmanin
tavsiyeleri dogrultusunda uygun API c¢esiti kullanilarak uygulanmistir. Gram negatif,
sitokrom oksidaz pozitif, fermentatif basiller (14 numarali izolat hari¢ 1-13 arasi
izolatlar) icin API 20E uygulanmistir. Gram pozitif kok oldugu tespit edilen 14

numarali izolata API Staph uygulanmistir.

24 saatlik taze kiiltiirlerden hazirlanan inokulumlar kullanilarak gergeklestirilen API
testleri 24 saat sonunda ayiraclar1 damlatilmadan kontrol edilmistir. En az 3 testin
pozitif olmadig1 durumlarda siire 48 saat uzatilmistir ve ayraclar damlatilarak sonuglar
kayit edilmistir. Tiim bakterilerin API profilleri Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3 ve
Tablo 4.4’de verilmistir. 6 numarali ve 11 numarali izolatlara ait API 20E profilleri

Sekil 4.22 ve Sekil 4.23°da gosterilmistir.

Sekil 4.23: 11 numarali izolata ait API 20E profili
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4.4 AGLUTINASYON TESTi BULGULARI

Bakteriyolojik yontemler ve hizli tani kiti sonuglarina gore V. anguillarum olarak teshis
edilen tiim izolatlara BIONOR Mono-Va Kkiti ile agliitinasyon testi yapilmistir. Kontrol
serumunda degisim olusturmamis, test serumunda ise antikor — atijen birlesmesinin

sonucu olarak ¢okelme reaksiyonu meydana gelmistir (Sekil 4.24).

BIONQR ‘

A} 15}

£
o

o

Sekil 4.24: BIONOR Mono-Va kiti ile agliitinasyon kitinde ¢okelme olusumu
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4.5. MOLEKULER BULGULAR

Biyokimyasal olarak tanisi yapilan tiim izolatlar ve DNA izolasyonu yapilarak PCR ve
DNA dizileme yonetimi ile de tanimlanmaya calisilmistir. A18 ve S20 primerleri
kullanilarak yapilan PCR f{iriinleri “100 b¢—1 kb DNA Ladder” marker ile agaroz jelde
90 V, 40 dakika boyunca yiiriitiilmiistiir. Jelin UV 1s18inda incelenmesi sonucunda izole

edilen 14izolatin da 519 bazlik gen pargasi ¢ogaltimi yaptig1 goriilmiistiir. (Sekil 4.25).

1500 bg
1000 bg
800 bg
600 bg
500 bg
400 bg
300 bp
200 bg

1500 bg

1000 bg
800 be
600 be
500 bg
400 bg
300 bg 100 bg

200 bg

100 bg

M 10 11 12 13 14

1500 bp
1000 bp
800 bp
600 bp
500 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

M: Marker, K: Negatif kontrol

Sekil 4.25: A18 ve S20 primerleri ile yapilan PCR iiriinlerinin %1,5’luk agaroz jeldeki

goriintiisu
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Ham dizi verileri Bioedit Sequence Alignment Editor programi ile tek bir dizi haline

getirilmistir. Gen bankasi niikleotid blast islemi ile en yakin tiirler ve benzerlik oranlari

her izolat i¢in tespit edilmistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5: 1zolatlarin Gen Bankas: niikleotid blast islemi ile tespit edilen en yakin tiirler ve

benzerlik oranlari

izolat no Yakin gen akrabasi Dizi benzerligi
1 Pseudoalteromonas sp. %100
2 Pseudoalteromonas sp. %99
3 Pseudoalteromonas sp. %100
4 Vibrio sp. %100
5 V. anguillarum %99
6 V. anguillarum %100
7 V. anguillarum %100
8 V. anguillarum %100
9 V. splendidus %100
10 V. harveyi %100
11 V. harveyi %99
12 V. harveyi %99
13 Psychrobacter sp. %100
14 Kocuria sp. %100
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4.6. ANTIBAKTERIYEL MADDELERE DUYARLILIK TESTI BULGULARI

4.6.1. Disk Difiizyon Test Bulgular:

Disk difiizyon yontemi uygulanan 14 adet susun sulfametazin, eritromisin, kanamisin,
streptomisin, oksitetrasiklin, flumekuin, sefoperazon, ampisilin, penisilin; G benzatin,
rifampisin, oksolinik asit etken maddelere sahip ticari hazir disklere verdikleri sonuglar
Tablo 4.6’da verilmistir. Referans sus olarak kullanilan E.coli ATCC 25922 disk
difiizyon caplar1 ayni1 tabloda bulunmaktadir. 14 numarali susun tabloda yer almayan
diger disklerden novabiyosin, neomisin, basitrasin, polymiksin B’ ye hassas olduklari

gorilmiistiir.

Tablo 4.6: 1-14 numarali suslarin disk difiizyon ¢aplar1 (mm)

SN SXT(25) E (15) K@0) S@0) OT@0) UB@30) CFP(75) AM@10) P(10) RA(25) OA(2)
1 (H) (OD) (H) D) H) (H) D) (H) D) H) (H)
2 (H) (H) (H) (H) H) H) (H) (H) D) H) (H)
3 (H) (H) ©D) (D) (H) H) D) (H) D) H) (H)
4 (H) (©p)  (©OD) (D H) (H) *(OD) D) (D) H) (H)
5 (H) (OD) (H) ®) H) (H) (D) D) D) (H) (H)
6 (H) (©p)  (OD) (D) H (H) D) D) D) (H) (H)
7 (H) (OD) (H) D) H) (H) (OD) D) ) H) (H)
8 (H) (©p)  (OD) (D) H) H) D) D) ) H) (H)
9 (H) (OD) (H) ) (H) (H) * (D) D) D) H) (H)
10 (H) (OD) (H) H) H) (H) (H) D) D) (H) (H)
1 (H) (H) (H) (H) H H) (D) D) (D) H) (H)
12 (H) (OD) (H)  (OD) H (H) D) D) D) H) (OD)
13 (H) (OD) (H) (H) (H) H) (H) (H) D) H) (H)
14 (H) (©p)  (OD) (D) (0OD) (H) (H) (H) (OD) H) D)
Ref (H) (OD) (H) (H) H) H) (H) (H) D) (H) (H)

SXT (25): Sulfametazin disk 25 pg, E (15): Eritromisin disk 15 pg, K (30): Kanamisin disk 30 pg, S (10): Streptomisin disk 10 pg,
OT (30): Oksitetrasiklin disk 30pg, UB (30): Flumekuin disk 30 pg, CFP (75): Sefoperazon disk 75 pg, AM (10): Ampisilin disk
10pg, P (10): Penisilin; G benzatin disk 10 pg, RA (25): Rifampisin disk 25 ug, OA (2): Oksolinik asit disk 2 pg, Ref: Referans sug
E.coli ATCC 25922, *: belirsiz zon, H: Hassas, OD: Orta Direngli, D: Direngli.

Cetvel yardimiyla oSlgiilerek not edilen zon ¢aplari net bir bigimde goriintiilenmistir.
Disklerde bulunan etken maddeye kars1 direng, orta direng ve hassaslik gdsteren suslar
CLSI M100 S22 standardina gore degerlendirilmistir. Direngli suslarin disk sinirina

kadar gelisme gosterdikleri gorilmiistiir. Hassas ve orta direngli suslar ise disk

cevresinde belirli bir zon olusturmustur. 4 ve 9 numarali suslarin sefoperazon diskine



94

karst once belirli bir zon olusturmus daha sonra ise disk sinirma kadar gelisme

gosterdikleri goriilmiistiir (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28).

Sekil 4.26: Disk diflizyonda farkli zon ¢aplarinin goriiniigii (10 numaralt sus)

Sekil 4.27: Disk diflizyonda direncli, hassas ve belirsiz zon goriiniisii (9 numarali sus)
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Sekil 4.28: Disk diflizyonda direngli, hassas ve belirsiz zon goriiniisii (4 numarali sus)

4.6.2. Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) Testi Bulgular

14 adet susun ampisilin, siprofloksasin, nalidiksik asit, gentamisin, streptomisin,
tetrasiklin, florfenikol, Kkolistin, sulfametoksazol, trimetoprim, kloramfenikol,
kanamisin, sefotaksim, seftazidim, etken maddeleri iceren VetMIC GN-mo (Version 4)
No:395103 ile gerceklestirilen MIK testi bulgular1 Tablo 4.7°de verilmistir. Referans
sus olarak kullanilan E.coli ATCC 25922 MIK degerleri ayni tabloda gdsterilmistir.
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Sekil 4.29: 96 kuyucuklu Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) test plaginda 4 numarali

susun MIK profili gériintiisii
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Sekil 4.29°da gosterilen VetMIC test plaginda duyarlilik sonuglarinin okunmasi gorsel
olarak gerceklestirilmistir. Buna gore bakteri gelisiminin olmadigi en son kuyucuktaki
diliisyon miktar1 MiK degeri olarak not edilmistir. Bir antibakteriyel maddnin biitiin
dilisyonlarinda gelisme gosteren suslar direngli, hi¢ bir diliisyonda gelisme

gostermeyen suslar ise hassas olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.7: 1-14 numarali suslarm MIK testi bulgulart

SN Am Ci Nal Gm Sm Te Ff Cs Su Tm Cm Km Ctx Caz
1 >32 2012 HH) =24 232 H H H D) >2 (H) O =205 2>2
2 >32 >012 H =4 =32 H ®H @ D) >2 (H) ™ =205 =22
3 >332 2012 & =>4 =32 ® ® ®H (D) >2 H O >05 22
4 D) >05 =22 =28 =232 H H =1 H) D) (H) O =05 =8
5 >64 2006 H) =16 =64 H) H) (D) D) >0.5 (H) D) D) D)
6 Oy 2003 HH =16 =24 H H (D D) >0.5 (H) D) ®) D)
7 =64 =006 H =16 =64 H) (H) (D) D) >05 @ D ®) D)
8 >64 >003 H =8 =264 H H) (D) (H) >025 (H) D) D) D)
9 D  >025 =2 =16 =64 H) H) (H) (H) >1 (H) D) >0.03 =>4
10 D) >1 >4 =8 =232 H ® (D) =232 >2 (H) D) D) >2
11 D) >1 >4 >8 232 ® @ @ D) >1 H) =16 2025 =22
12 O >1 >8 =8 =64 H) H) (D D) >2 =8 DO =05 =2
13 H >003 H =1 >8 H  H  >1 D) D) (H) (H) >2 =16
14 (H) D) o D ()] ®» @O O D) D) D) D) D) D)

Ref >8 >0016 >8 >05 >4 >2 (H) (H) >l024 >4 >4 (DO >012 >05

Am: Ampisilin, Ci: Siprofloksasin, Nal: Nalidiksik Asit Gm: Gentamisin Sm: Streptomisin, Tc: Tetrasiklin, Ff: Florfenikol, Cs:
Kolistin, Su: Sulfametoksazol, Tm: Trimetoprim, Cm: Kloramfenikol, Km: Kanamisin, Ctx: Sefotaksim, Caz: Seftazidim, Ref:

Referans sus E.coli ATCC 25922, (H): Biitiin Diliisyonlara Hassas, (D): Biitiin Diliisyonlara Direngli.

I, 2 ve 3 numarali suslarin sulfametoksazol, ampisilin ve kanamisin disinda diger
antimikrobiyal maddelere duyarli olduklar1 tespit edilmistir. V. anguillarum olarak
teshis edilen dort susun (5, 6, 7, 8 numarali suslar) benzer bulgular gosterdigi tespit
edilmigtir. Ancak 6 numarali susun ampisilinin tiim dilisyonlara direng¢li oldugu
goriilmiistiir. Ayrica tim V. anguillarum suslarinin ampisilin, kolistin, kanamisin,
sefotaksim, seftazidime direngli olduklar1 tespit edilmistir. 8 numarali susun
sulfametoksazole hassas oldugu ve diger V. anguillarum suslarimin direncli oldugu
goriilmiistiir. 1zole edilen 9 numarali V. splendidus susunun ampisilin ve kanamisine
direngli oldugu, 4 numarali Vibrio sp. susunun ampisilin, trimetoprim ve kanamisine
direncli oldugu goriilmiistiir. 10, 11 ve 12 numarali V. harveyi suslar1 kullanilan

antimikrobiyal maddelere farkli hassasiyet gostermislerdir. Ug susun da ampisilin ve
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kolistine direngli, 11 ve 12 numarali suslarin sulfametoksazole direngli, 10 ve 12
numarali suglarin kanamisine direngli, 10 numarali susun da sefotaksime direncli oldugu
tespit edilmistir. 13 numarali susun yualnizca sulfametoksazol ve trimetoprime direncli
oldugu goriilmiistiir. 14 numarali susun ampisilin hari¢ diger antibiyotiklere direng

gosterdigi tespit edilmistir.

MIK degerleri tespit edilen tiim suglarin CLSI (2012) standart tablosuna gére duyarlilik
degerlendirilmesi yapilmistir. MiK degeri “32” ve iizeri olarak tespit edilen suslarin (1,
2, 3,5, 7 ve 8) ampisiline direngli olduklar1 goriilmiistiir. 14 numarali sus hari¢ tiim
suslar MIK degerleri “1” ve altinda olmas1 nedeniyle siprofloksasine hassas olarak
degerlendirilmistir. 10, 11 ve 12 numarali suslar ise “1” ve iizeri olarak bildirilen direng
degerine sahip olmalari nedeniyle siprofloksasine direngli olduklari goriilmiistiir.14
numarali sus hari¢ tiim suslarin MIK degerleri “16” ve altinda olmasi nedeniyle
nalidiksik asite hassas olduklar tespit edilmistir. Gentamisin i¢in verilen hassaslik sinir
degeri olan “4” ve altindaki degerlere sahip 1, 2, 3 ve 13 numarali suslarin hassas
olduklar1 goriilmiistiir. MIK degerleri “2” ve altinda olan 4 ve 13 numarali suslarin
kolistine hassas olduklar1 tespit edilmistir. Sulfametoksazol i¢in MIiK degeri “38” ve
altinda olan 10 numarali susun hassas oldugu goriilmiistiir. 4, 13 ve 14 numarali suslar
hari¢ tiim suslar MIK degerleri “8” ve altinda olmasi nedeniyle hassas olarak
degerlendirilmistir. Kloramfenikol igin verilen MIiK degeri “8” ve altinda olan 12
numarali sus diger tiim suglar gibi hassas olarak degerlendirilmistir. Mik degeri “16” ve
alt1 olmasi nedeniyle 11 numarali sus kanamisine direngli olarak goriilmiistiir. MIK
degeri “2” ve alt1 olan 1, 2, 3, 4, 9, 10, 11 ve 12 numarali suslar seftazidime hassas

olarak degerlendirilmislerdir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Giilliik (Isletme A) ve Izmir (Isletme B) korfezinde deniz baligi yetistiriciligi yapan
isletmelerden gelen hastalik ihbarlar1 degerlendirilerek yapilan 6rneklemeler sonucunda
dort fakli genusa ait (Vibrio genusuna ait dokuz, Pseudoalteromonas genusuna ait i,
Psychrobacter genusuna ait bir, Kocuria genusuna ait bir adet) toplam 14 bakteri tiirii

izole edilerek teshis edilmistir.

1, 2, 3,4,5, 6,7, 8 9 ve 13 numarali suslar A isletmesinden Orneklenen levrek
baliklarindan izole edilmistir. Izole edilen bakteriler sirastyla Pseudoalteromonas sp. (1,
2, 3 numarah suslar), Vibrio sp. (4 numaral sus), V. anguillarum (5, 6, 7, 8 numarali
suslar), V. splendidus (9 numarali sus) ve Psychrobacter sp. (13 numarali sus) olarak

teshis edilmistir.

A isletmesinden alinan levrek baliklarinda viicutta ventral yiizge¢ ve solungaclarin
solgun ve hemorajik, karin boslugunun asir1 yagh, karacigerin solgun, dalagin
normalden biraz daha biiyiik, bas iizerinde cranium’u ortaya ¢ikaran iilseratif lezyonun
varlig1, gbzde opaklagma, solungaclarda erime ve birbirine yapisma, bagirsak i¢i beyaz
— opak, seritler halinde mukoid madde varlig1 ve bagirsagin sar1 seffaf bir sivi1 ile dolu
oldugu gozlemlenen klinik ve otopsi bulgular arasindadir. Bu klinik tablo pek cok
arastirmaci tarafindan bildirilen vibriosis bulgulariyla benzerlik gostermektedir (Inglis,
1993; Cagirgan ve Yiireklitiirk, 1996; Akan ve dig., 1996; Actis ve dig., 2011, Timur ve
Timur, 2003, Buller, 2004; Korun, 2004; Demircan ve Candan, 2006; Korun ve Timur,
2008)

A isletmesinden izole edilen 5, 6, 7, 8 numarali suslar, O/129’a hassasiyet, TCBS’de
sart koloni olusumu, oksidaz, katalaz, ONPG, mikroskop altinda kivrik sekilli
bakterilerin goriilmesi gibi fenotipik ozelliklerine gore V. anguillarum olarak teshis
edilmistir (Holt ve dig., 1994; Cerda-Cuellar ve dig., 1997; Whitman, 2004; Buller,
2004; Lunder ve dig., 2000; Austin ve Austin, 2007).
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Teshis edilen dort adet V. anguillarum susu bazi biyokimyasal 6zellikleri bakimindan
(MR, VP, sitrat, amilaz, gaz olusumu, arabinoz, inositol) birbirlerinden farkliliklar
gostermistir. Bu ¢alismada elde edilen bulgular diger arastirmacilarin bulgulari ile uyum
gostermektedir. (Myhr ve dig., ,1991; Holt ve dig., 1994; Cerda-Cuellar ve dig., 1997,
Whitman, 2004; Buller, 2004; Lunder ve dig., 2000; Austin ve Austin, 2007). V.
anguillarum’un bazi suslarinin API 20E ve konvansiyonel sitrat testinde negatif sonug
verdigi, tiipte yapilan MR testinde zayif gelisme goOsterdigi hatta 48 saat inkiibasyon
sonunda negatif sonuglandig1 bildirilmistir. TCBS’de gelisme egiliminin zayif oldugu
ve BA besiyerlerinde gelismesinin iyi oldugu denizden izole edilen suslarin optimal %
2-3 NaCl’de ve tuzlu jelatinde gelistikleri rapor edilmistir. NCIMB 2129 numarali
susun sorbitolii fermente etmedigi ancak cogu V. anguillarum susunun sorbitol
fermantasyonunun pozitif oldugu rapor edilmistir (Myhr ve dig., ,1991; Holt ve dig.,
1994; Cerda-Cuellar ve dig., 1997; Whitman, 2004; Buller, 2004; Lunder ve dig., 2000;
Austin ve Austin, 2007).

Bazi arastirmacilar tarafindan bildirildigi gibi dort adet V. anguillarim susunun tanisi
API 20E hizli tan1 kiti kullanilarak gergeklestirilmistir (Buller, 2004). Tiim suslar API
20E testlerinde farkli profil gostermistir. Bu farkli profiller Buller (2004) tarafindan
bildirilen degisken V. anguillarum API profilleri igerisinde yer almaktadir. Ayrica
BIONOR Mono-Va ve 16S rDNA dizi analizleri sonucunda bu dort susun V.

anguillarum oldugu dogrulanmistir.

Gauhier ve arkadaslar1 (1995) tarafindan bildirildigi gibi Gram negatif, zorunlu aerobik
ya da nonsakkarolitik, kivrik comak sekilli, hareketli, pigment olusturan, oksidaz
pozitif, katalaz aktivitesi ve arjinin dihidrolaz Ozelliklerine gore degisken ozellik
gosteren ti¢ adet sus A isletmesinden izole edilerek Pseudoalteromonas sp. olarak teshis
edilmistir (Gauhier ve dig., 1995; Bowman, 2007). Izole edilen suslar pigment, gaz
olusumu, nisasta, sitrat kullanimi, 4 ve 35°C’de gelisme, arjinin dihidrolaz, lizin ve
ornitin dekarboksilaz, glukoz, mannoz, fruktoz, sukroz, maltoz, laktoz, ramnoz testleri
degisken ozellik gostermistir. Bu bulgular Ivanova ve arkadaglar1 (1998) tarafindan
rapor edilen bulgular ile benzerdir. Bu suslarin 16S rDNA dizi analizleri yapilarak

Pseudoalteromonas sp. oldugu dogrulanmistir.
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Hareketli, fermenatif, Gram negatif, comak sekilli, TCBS’de yesil, tuzlu TSA’da beyaz,
gri, opak koloniler olusturan katalaz ve oksidaz pozitif 6zellik gosteren 9 numarah
izolat yapilan incelemeler sonucunda Holt ve dig., (1994), Buller, (2004), Austin ve
Austin, (2007) tarafindan bildirildigi sekilde ve 16S rDNA dizi analizi sonuglarina gore
V. splendidus olarak teshis edilmistir.

Gram negatif, basil sekilli, fermentatif, hareketli, O/129’a direngli 4 numarali sus API
20E profiline gore hareketli Aeromonas olarak teshis edilmigtir. Ancak yapilan 16S
rDNA dizi analizi sonucunda bu susun Vibrio sp. oldugu tespit edilmistir. Bergey’s
Manual of Determination Bacteriology (Boone ve dig., 2005) kitabinda ve Buller (2004)
tarafindan O/129’a direng gdsterdigi bildirilen diger Vibrio tiirlerinden (V. cholerae, , V.
parahaemolyticus, V. fluvialis, V. furnissi, V. campbellii, V. pomeroyi, V. natriegens, V.
cincinatiensis, V. aerogenes, V. diazotropticus, V. lentus, V. mytili, V. neresis, V.
hollisae, V. harveyi) biyokimyasal testlerle ayrimi yapilamamis ve Vibrio sp. olarak

teshis edilmistir.

A isletmesinden izole edilen 13 numarali sus Gram negatif, kokobasil, hareketsiz,
oksidatif, sitokrom oksidaz, katalaz pozitif 6zellik gostermesi ve 16S rDNA dizi analizi
sonuclarina goére Psycrobacter sp. olarak teshis edilmistir. Bu bulgular Holt ve dig.
(1994), Bowman ve dig. (1996), Ayala-del-Rio ve dig. (2010), Bozal ve dig. (2003)

tarafindan bildirilen bulgular ile benzerlik gostermektedir.

A isletmesinde V. anguillarum enfeksiyonu, Pseudoalteromonas sp., Vibrio sp., V.
splendidus, Psycrobacter sp. gibi diger bakterilerle birlikte karma enfeksiyon
olusturarak balik oliimlerine neden oldugu anlasilmistir. Benzer sekilde Nelson ve
Ghiorse (1999) tarafindan baliklardan Pseudoalteromonas piscicida ile birlikte V.
parahaemolyticus ve V. anguillarum izole edildigi ayrica A. clarkii ve A. curacao
yumurtalarinin mortalite artisinin Pseudoalteromonas piscicida ile iligkili oldugu

bildirilmistir.

Ornekleme yapilan B isletmesinde ii¢ adet V. harveyi ve bir adet Kocuria sp. susu izole

edilerek teshis edilmistir. Orneklenen ¢ipura baliklarinda karinda sislik, viseral
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organlarin arasinda asir1 yaglanma, solgun ve hemorajik karaciger, bobreklerde erime,
abdominal boslukta ve bagirsakta kanli siv1 birikimi, solungaclarin solgun, safra kesesi
zarinin incelmis, safra ile dolu ve dalagin normalden kiiciik oldugu Kraxberger-Beatty
ve McGarey (1990), Alvarez ve dig. (1998), Company ve dig. (1999), Le Breton (1999),
Soffiento ve dig. (1999), Tendencia (2002) Liu dig. (2004), Lopez ve dig. (2009)
tarafindan gozlemlenen klinik ve patolojik bulgularla benzerlik gosterdigi tespit

edilmistir.

Izole edilen ii¢ V. harveyi susu, diizgiin comak seklinde, sitokrom oksidaz, katalaz,
indol, MR, nitrat, amilaz, lizin dekarboksilaz, maltoz, sakkaroz, amigladin testlerine
pozitif; ONPG, ornitin dekarboksilaz, eskiilin, inositol, ramnoz, laktoz, ksiloz, arabinoz
testlerine negatif; iire, VP, sitrat, jelatin, mannoz, sorbitol, galaktoz, arjinin dihidrolaz,
glukozdan gaz olusumu, melibioz testlerine degisken sonug¢ vermistir. Bu sonuglar
Biosca ve dig., (1991), Holt ve dig., (1994) Buller, (2004) Lopez ve dig., (2009)
tarafindan bildirilen bulgularla benzerlik gdstermektedir. izole edilen 10 numarali susun
TCBS agarda sar1 ve VAM besiyerinde mavi koloniler olusturdugu, 11 ve 12 numaral
suslarin ise TCBS agarda yesil, VAM besiyerinde sari koloniler olusturdugu
goriilmiistlir. V. harveyi suglarinin TCBS agar besiyerinde sar1 veya yesil gelisebildigi,
VAM secici besiyerinde sar1 veya mavi gelisme gosterdigi Holt ve dig., (1994) ve
Buller (2004) tarafindan rapor edilmistir.

Izole edilen ii¢ V. harveyi susunun O/129’a hassasiyetleri degiskenlik gdstermistir. Bu
bulgular diger arastirmacilar tarafindan bildirilen bulgularla benzerlik gostermektedir
(Baumann ve Schubert, 1984; Kraxberger-Beatty ve McGarey, 1990; Alsina ve Blanch,
1994; Karunasagar ve dig., 1994; Balebona dig., 1998; Liu dig., 2004; Tendencia, 2002;
Gomez-Gil ve dig., 2004; Lopez ve dig., 2009; Haldar ve dig., 2010; Zhou dig., 2012).
Zhou ve arkadaslar1 (2012), Kraxberger-Beatty ve McGarey (1990), Liu ve arkadaslari
(2004), Tendencia (2002) tarafindan V. harveyi suslarinin O/129’a hassas oldugu rapor
edilmistir. Ancak 10 pg etken madde igeren O/129’a direngli suslarin da olabilecegi
Baumann ve Schubert (1984), Balebona ve arkadaglari (1998), Gomez-Gil ve dig.
(2004) ve Haldar ve dig. (2010) tarafindan bildirilmistir. Ayrica 10 ve 150 pg etken
madde igceren O/129’a direngli V. harveyi suslar1 Karunasagar ve dig. (1994), Alsina ve
Blanch (1994), Lopez ve dig. (2009) tarafindan rapor edilmistir.
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Stakebrandt ve dig. (1995), Sharifuzzaman ve dig. (2011), Savini ve dig. (2010), Reddy
ve dig. (2003), Lai ve dig. (2010), Kovacs ve dig. (1999), Kim ve dig. (2004), Ben-Ami
ve dig. (2005) tarafindan bildirilen bulgulara benzer olarak Gram pozitif, koagiilaz
negatif, kokoid, tetrat ve diplokok sekilli TSA besiyerinde parlak sari, diizgiin kenarl
konveks koloniler olusturan 14 numarali sus standart biyokimyasal testlere vermis
oldugu sonuglara ve 16S rDNA dizi benzerligine gore Kocuria sp. olarak tespit

edilmistir.

Disk difiizyon ve MIK testlerinin sonuglarina gore calismada referans sus olarak
kullanilan E. coli ATCC 25922 susunun CLSI (2012) tarafindan belirtilen hassaslik
degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir. Calismada izole ve teshis edilen tiim suslarin

disk difiizyon ve MIK testi bulgularmin uyumlu olduklari gériilmiistiir.

Pseudoalteromonas sp. olarak teshis edilen 1, 2 ve 3 numarali suslarin ampisilin,
sulfametoksazol, kanamisin, penisilin, streptomisin ve sefoperazona diencgli olduklar1
ancak 2 numaral1 susun streptomisin ve sefoperazona hassas oldugu tespit edilmistir. Ug
Pseudoalteromonas sp. susunun diger arastirmacilar tarafindan bildirilen bulgularla
uyumlu oldugu goriilmiistiir (Ivanova ve dig., 1998; Ivanova ve dig., 2004). Ivanova ve
dig., (1998) tarafindan Pseudoalteromonas sp. tiirlerinin rifampisin, eritromisin,
gentomisine hassas, kanamisine degisken duyarlilik ve ampisiline direngli olduklari
bildirilmistir. Ivanova ve dig., (2004) tarafindan ampisilin, gentamisin, kanamisin ve
streptomisine degisken duyarlilik profilleri gosteren Pseudoalteromonas sp. suslari

oldugu rapor edilmistir.

V. anguillarum olarak teshis edilen dort susun (5, 6, 7, 8 numarali suslar) birbirlerine
benzer hassasiyet Ozellikleri gosterdikleri tespit edilmistir. Tim V. anguillarum
suslarinin ampisilin, kolistin, kanamisin, sefotaksim, seftazidim, streptomisin ve
penisiline direngli olduklart tespit edilmistir. Diger V. anguillarum suslarindan farkl
olarak 8 numarali susun sulfametoksazole hassas ve gentamisine orta direngli oldugu
goriilmiistiir. Eritromisine kars1 tiim V. anguillarum suslarinin orta direncli oldugu, 6 ve
8 numarali suslarin kanamisine orta diren¢li oldugu, 5 ve 7 numarali suslarin hassas

oldugu gorilmiistiir. Tum suslarin nalidiksik asit, tetrasiklin, oksitetrasiklin ve
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sulfametazine kars1 hassas olduklar1 tespit edilmistir. Dort V. anguillarum susunun diger
arastirmacilar tarafindan bildirilen V. anguillarum suslariin benzer antibakteriyel
maddelerle olan hassasiyet ve direng profilleri ile uyum gosterdigi goriilmiistiir (Myhr
ve dig., 1991; Pazos ve dig., 1993; Balebona ve dig., 1998; Colquhoun ve dig., 2007;
Gratacap, 2008). V. anguillarum O1 ve O2 serotiplerinin su iirlinleri yetistiriciliginde
tercih edilen kolistin, ampisilin, sefalotin gibi antibiyotiklere olan duyarlhiliklar
degiskenlik gosterdikleri bildirilmigstir. Kiiltiir balik¢iliginda en ¢ok tercih edilen
antibiyotikler oksilinik asit ve flumekuindir. Ancak oksolinik asite karsit direncgli
suslarin bulundugu ve bunun giderek artan bir sorun oldugu bildirilmistir (Colquhoun
ve dig., 2007; Gratacap, 2008). Cipura baliklarindan izole edilen biitiin V. anguillarum
suslarinin penisilin, amikasin, streptomisin, kanamisine karsi direngli, amoksilin,
trimethoprim- siilfametakzole, nitrofurantoin, kloramfenikole karsi hassas olduklari
rapor edilmistir (Balebona ve dig., 1994). V. anguillarum suslarinin yiiksek oranda
antibiyotiklere karst duyarli bulundugu, nitrofrazolidonun diger antibakteriyel
bilesiklerden daha az etkili oldugu, VAR suslarinin 6zellikle nitrofrazolidona yiiksek
diren¢ gosterdikleri ve oksitetrasiklin, flumekuin ve trimetoprim-sulfadiazine kars1 daha

az direng gosterdikleri rapor edilmistir (Myhr ve dig., 1991).

V. splendidus olarak teshis edilen 9 numarali susun ampisilin, gentamisin, streptomisin,
sefoperazona direngli, eritromisine orta direngli ve diger antibiyotiklere karsi hassas
oldugu ve Pazos ve dig. (1993), Balebona ve dig., (1998) gibi arastirmacilar tarafindan
bildirilen bulgular ile benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. V. splendidus tiirlerinden
olusan c¢alisma grubundaki ¢ogu susun ampisilin ve streptomisine karsi direngli ve
degisken duyarliliklarda olduklari, tetrasiklin, oksitetrasiklin, oksolinik asit,
kloramfenikol, trimetoprim-sulfametoksazol ve nitrofurantoine karst hassas ve degisken
duyarliliklarda olduklar1 bildirilmistir (Pazos ve dig., 1993). Balebona ve dig., (1998) V.
splendidus suslarinin ampisilin, penisilin, gentamisin, streptomisin ve sefoperazona
direncli ve eritromisine orta diizeyde duyarli ve diger antibiyotiklere hassas oldugunu

bildirmistir.

V. harveyi olarak teshis edilen 10, 11 ve 12 numarali suslarin ampisilin, penisilin ve
kolistine direngli olduklari, 11 ve 12 numarali suslarin sefoperazon ve sulfametoksazole

direncli olduklari, 10 ve 12 numarali susun kanamisine direngli oldugu ve sefotaksime
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yalnizca 10 numarali susun direngli oldugu tespit edilmistir. Gentamisin, eritromisin,
streptomisin ve oksolinik asite orta direng gosterebildikleri goriilmiistiir. Bulgularin
diger arastirmacilar tarafindan bildirilen bulgular ile benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir (Balebona ve dig., 1998; Uma ve dig., 2008). Biitiin V. harveyi suslarinin
penisilin, ampisilin ve eritromisine direncli olduklari, amoksilin, oksitetrasiklin,
tetrasiklin, streptomisin, trimethoprim- siilfametakzole ve kloramfenikole karsi hassas
olduklar1 rapor edilmistir (Balebona ve dig., 1998). Uma ve dig. (2008) V. harveyi
suslarinin kulugkahanelerde kullanilan yaygin antibiyotiklere karst degisken sonuglar
verdigini rapor edilmislerdir. Biitiin izolatlarin kloramfenikol ve gentamisine ¢ok
hassas, frozolidona direngli olduklar1 bildirilmistir. Ayrica oksitetrasiklin, norflaksin ve
siproflaksine hassas ve bazi V. harveyi suslarinin kloramfenikol ve gentamisine direngli

oldugu rapor edilmistir.

Izole edilen 13 adet Gram negatif, comak sekilli bakterilerin iilkemizde su iiriinlerinde
kullanilmasina izin verilmis ve kalint1 kontrolii yapilacak antibiyotikler listesi i¢erisinde
yer alan siilfonamid, tetrasiklin, flumekuin, oksolinik asit gibi antibiyotiklere karsi
hassas olduklar1 tespit edilmistir. Ancak izole edilen Vibrio genusuna ait 9 adet susun (
5, 6, 7 ve 8 numarali V. anguillarum, 10, 11 ve 12 numarali V. harveyi, 9 numarali V.

splendidus, 4 numaral1 Vibrio sp. suslar1) ampisiline direngli oldugu goriilmiistiir.

Oksitetrasiklin, stilfanamid ve kinolon grubu (nalidik asit, oksolinik asit, flumekuin
gibi) antibiyotikler ~Vibriosis hastaligimin  tedavisinde yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ancak kinolon ve ¢oklu antibiyotik direncinin V. anguillarum ve V
harveyi suslar1 arasinda gelistigi aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Aoki, 1999;
Pedersen ve dig., 1995; WHO, 1999; Nakayama ve dig., 2006; Okuda ve dig., 2006;
Colquhoun ve dig., 2007). Izole edilen dért adet V. anguillarum ve ii¢ adet V. harveyi

susunun bu antibiyotiklere hassas oldugu tespit edilmistir.

Psychrobacter sp. olarak izole edilen 13 numarali susun penisilin, sulfametoksazol ve
trimetoprime direngli, eritromisin ve seftazidime orta direngli ve diger kullanilan
antibiyotiklere karsi hassas olduklar1 tespit edilmistir. Bu bulgularin arastirmacilar
tarafindan bildirilen bulgulara ile uyumlu oldugu goriilmiistiir (Ponder ve dig., 2005;

Jung ve dig., 2005). Armstrong ve dig., 2005 tarafindan bildirilen oksitetrasiklin direnci
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bu calismada izole edilen Psychrobacter sp. susunda goriilmemistir. Sili’de tath suda
yetistirilen Atlantik salmon ¢iftliginde fingerlinglerden, pelet yemlerden ve sudan izole
edilen aerobik bakterilerin Psychrobacter genusuna ait iki farkl tiiriintin (P. glacincola
ve P. pacificens) oksitetrasikline (OT) direngli olduklari rapor edilmistir (Armstrong ve
dig., 2005). Ponder ve dig. (2005) tarafindan bildirilen ampisilin, kloramfenikol,
streptomisin ve tetrasiklin hassasiyeti bu calismada izole edilen Psychrobacter sp.
susunda goriilmesine karsin eritromisine orta direng tespit edilmistir. Jung ve dig.
(2005) tarafindan bildirilen streptomisin hassasiyeti ile ampisilin, penisilin ve
tetrasikline karsi degisken duyarlilik gosteren suslarin bulunabilecegi bildirilmistir.
Mindlin ve dig. (2008) tarafindan bildirilen streptomisin ve tetrasiklin direnci bu

calismada elde eldilen Psychrobacter sp. susunda goriilmemistir.

Kocuria genusuna ait tiirlerin ampisilin, gentamisin, streptomisin ve tetrasikline hassas
fakat kanamisine direngli olabilecegi rapor edilmistir (Kim ve dig. 2004). Sazliklardan
izole edilen ¢ farkli Kocuria tiirlinlin teshis edildigi calismada penisilin,
sulbaktam/ampisilin, sefoperazon, kloramfenikol, eritromisin ve trimetoprime karsi
hassas olduklar1 bildirilmistir (Kovaks ve dig., 1999). Cesitli Kocuria tiirlerinin
antibakteriyal duyarliliklarinin 6l¢iildiigii ¢alismada kanamisin, plimiksin B, kolitsin,
penisilin, siprofloksasin ve nalidiksik asite direngli tiirlerin bulundugu bildirilmistir
(Savini ve dig., 2010). Kocuria sp. olarak izole edilen 14 numarali susun Kim ve
arkadaslar1 (2004) tarafindan bildirildigi gibi ampisiline hassas oldugu ancak
gentamisin, streptomisin, tetrasikline ve kanamisine direngli oldugu, Kovaks ve dig.,
(1999) tarafindan bildirildigi sekilde ampisiline ve sefoperazona hassas oldugu ancak
eritromisine ve penisiline orta direng, trimetoprime direngli oldugu, Savini ve dig.
(2010) tarafindan bildirildigi sekilde kanamisin, kolitsin, penisilin, siprofloksasin,
nalidiksik asite direngli oldugu ancak plimiksin B’ye karsi hassas oldugu tespit

edilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda izole edilen dort adet V. anguillarum susu diger arastirmacilar
tarafindan bildirilen benzer API profilleri gostermistir. Ancak izole edilen diger on adet
sus gerek API veri tabani1 gerekse diger arastirmacilar tarafindan bildirilen API
profillerinden farlilik gdstererek herhangi bir sonuca ulasilmamasia neden olmustur.

Gram pozitif, hareketsiz, koagiilaz negatif tetrat ve diplokok sekilli 14 numarali susa
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API staph uygulanmis ve API veri tabaninda Staphylococcus xylosus olarak yanlis teshis
edilmistir. Kloos ve Schleifer, (1975), Bannerman ve Peacock, (2007) tarafindan
bildirildigi sekilde koagiilaz, arabinoz mannitol, ornitin dekarboksilaz negatif, sakkaroz,
trehaloz, maltoz, hemoliz, iire pozitif 6zellikleri goz 6niinde bulundurularak standart tiip
yontemi ile Stapylococcus warneri oldugu tespit edilmistir. Kovacs ve dig., (1999), Kim
ve dig., (2004), Lai ve dig., (2010) tarafindan bildirildigi sekilde 16S rDNA gen dizi
analizi yontemi ile bu calismada izole edilen 14 numarali susun Kocuria sp. oldugu
tespit edilmistir. Onceleri Micrococcus genusuna ait oldugu bildirilen Kocuria tiitleri
Stackebrandt ve arkadaglart (1995) tarafindan kemotaksonomik ve filogenetik analizler
sonucunda Kocuria genusu olarak smiflandirilmas1  gerektigi  bildirilmistir.
Staphylococcus ve Micrococcus genusuna ait tiirlerin Vitek (bioMe rieux), Vitek 2
(bioMe'rieux), API (bioMe'rieux), BD Phoenix gibi teshis yontemleri ile yanlis
teshisler yapilabildigi kadar dogru sonuglar da alinabildigi bildirilmistir (Ben-Ami ve
dig., 2005; Savini ve dig., 2010). Savini ve dig. (2010) tarafindan bildirdigi gibi yapilan
bu calisma sonucunda da fenotipik testlerle yapilan bir 6n tanimlama sonucunda
genoma dayali tiplendirmelerin kesin sonuglar almak i¢in uygun bir yontem olabilecegi

sonucuna varilmistir.
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