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Abstract

Isolation of Yersinia ruckeri in Rainbow Trout Farms in Middle and East Black Sea Region and
Determination of Antibiotic Susceptibility Profiles

The aims of this study were investigated existence of Yersinia ruckeri and antibiotic susceptibility profile and
pathological disorders in the organs in Rainbow trout farms in Central and Eastern Black Sea regions. In the study, Y.
ruckeri was isolated from 37 samples in examined 205 samples. Isolates have been found sensitive to against antibiotics;
ciprofloxacin and enrofloxacin, at high degree (100%), oxolinic acid, streptomycine, amikacin,
trimethoprim/sulphamethoxazole, piperacillin, mezlocillin, cefoperazone/sulbactam, sulphonamide and flumequin at
medium degree (89,2% -7 8,4%), ampicillin, carbenicillin and amoxicillin/clavulanic acid at little degree (5,4% -
24,3%). At the end of the histopathological examination from rainbow trout infected with Yersinia ruckeri, the
edematous changes in the gill, heart, liver, spleen and kidney, dilatation of blood vessels, petechial hemorrhages and
congestion were detected. The necrotic foci were detected in the liver, kidney and spleen. In the liver severe leukocyte
infiltrations, mononuclear cells accumulations in periportal area, the loss of hematopoietic tissue in the kidney and
damage of normal lymphoid structure in the spleen were observed in acute cases. The severe capillary congestion in
meninges and medulla of the brain were observed in fish which is in the acute phase of the disease.

Keywords: Rainbow trout, Yersinia ruckeri. antibiogram, histopathology.

Ozet

Bu calisma, Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde gokkusadi alabali§i ciftliklerinde Yersinia ruckeri'nin varhg,
antibiyotik duyarhlhklari ve etkenin organlarda yapti§gi patolojik bozukluklarin incelenmesi amaciyla yapiimistir.
Calismada incelenen 205 alabalik érneginin 37'sinden Y. ruckeri izolasyonu yapildi. Tim izolatlar; siprofloksasin ve
enrofloksasine yuksek derecede (%100), okzolinik asit, streptomisin, amikasin, trimetoprim/sulfametoksazol,
piperasiline, mezlosilin, sefoperazon/sulbaktam, sulfonamid ve flumekuine orta derecede (%89,2 ile %78,4 arasinda),
ampisilin, karbenisilin ve amoksisilin/klavulanik asit'e ise az (%5,4 ile %24,3 arasinda) duyarli bulunmustur. Yersinia
ruckeri ile enfekte baliklarin histopatolojik incelemeleri sonucunda; solungag, kalp, karaciger, dalak ve bébrekte
6dematoz degisiklikler, kan damarlarinda dilatasyon, petesiyal kanamalar ve konjesyon belirlendi. Karaciger, bébrek ve
dalakta nekrotik odaklar tespit edildi. Akut vakalarda karacigerde siddetli 16kosit infiltrasyonu, periportal alanlarda
mononiklear hiicre infiltrasyonlari, bobrekte siddetli hematopoietik doku kaybi ve dalagin normal lenfoid yapisinda
bozukluk gozlendi. Hastaligin akut safhasinda olan baliklarda, beyin zarlarinda ve medullada siddetli konjesyon
gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Alabalik, Yersiniaruckeri, antibiyogram, histopatoloji.
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Giris

Yersiniozis, “Enterik Kizil Agiz Hastaligi
(Enteric Redmouth Disesases - ERM)” Enterobac-
teriaceae familyasina ait bir bakteri olan Yersinia
ruckeri (Y. ruckeri)'nin olusturdugu baliklarin
bakteriyel bulasici bir enfeksiyondur. Salmonid
tdrleri, sazan, yayin ve yilan baliklari enfeksiyona
duyarhdirlar (Huang vd., 2013; Fadaeifard vd.,
2014). Hastalik ilk olarak 1950 yilinda ABD'de
Hagerman Vadisi'nde alabalik ciftliklerinde tespit
edilmistir (Balta vd., 2005; John vd., 2010).
Tarkiye'de Y. ruckeri'nin ilk izolasyonu 1990
yilinda izmir'de bir alabalik ciftlijinden Cagirgan
ve Yurekliturk tarafindan yapilmistir (Altun vd.,
2013). Hasta baliklarda egzoftalmus, solungaclarda
solgunluk, dil mukozasi, gozlerde petesi ve
hemoraji, deride kararma, karinda sislik ve
uyusukluk (Carson ve Wilson, 2009), mikroskopik
olarak dalak ve bébrek hematopoietik dokularinda
melanomakrofajlarda artig, solungac¢ lamellerinde
yapismalar, epidermiste spongiozis, Ulser ve
telangiektaziler gorulir (Saglam vd., 2006). Y.
ruckeri gram ve oksidaz negatif, katalaz pozitif,
basil veya kokobasil tarzinda bir bakteridir.
Bakterinin fenotipik karakterlerinin ayirici 6zelligi;
Beta-galaktosidaz, lizindekarboksilaz ve ornitinde-
karboksilaz varli§i ile hidrojen sulfur ve indol
eksikligidir (Huang vd., 2013). Bakterinin identifi-
kasyonu fenotipik karakterlerine gore ve APl 20E
testi ile yapilabilir (Balta vd., 2005; Carson ve
Wilson, 2009). Y. ruckeri'nin hizli ve kolay teshi-
sinde PCR testi, yuksek ayrim gicii, nispeten ucuz
olusundan ve tekrarlanabilirliginden dolayi kullani-
labilir (Akhlaghi ve Yazdi, 2008). Y. ruckeri
suslarinin 5 farkh serotipi oldugu bildirilmekle
birlikte 6zellikle biyotip 1 Ola (Hagerman tird) ve
02b (O'Leary tur) epizootilerden sorumludurlar.
Enfeksiyonun periyodik olarak ortaya c¢ikisi
astlama ve antibiyotik tedavisi ile kontrol edilebil-
mektedir (Bastardo vd., 2011). Bu ¢alismada, Orta
ve Dogu Karadeniz Bolgesi'nde gokkusag!
alabahigi ciftliklerinde Y. ruckeri'nin varlidi, anti-
biyotik duyarlihk profilleri ve hastahdin pato-

lojisinin incelenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Metot
Materyal:

Orta ve Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki
illerden (Samsun, Sinop, Ordu, Giresun,
Trabzon ve Rize) 2003 ve 2005 yillari arasinda
10 alabalik isletmesinden temin edilen 32,4 ile
200 gr agirhiginda ve 14,2 ile 24,7 cm boyunda
205 adet balik 6rnegi calismada kullanildi.
Ornekler, su sicakliginda degisimlerin gozlem-
lendigi ilkbahar ve sonbahar aylarinda toplan-
di. Klinik bulgu saptanan baliklar ile saglikh
gorilen ve asiri zayiflik gosteren tasiyici
baliklarin bulunabilecedi isletmelerden de
ornek alindi.

Metot:

Calismada izolasyon amaciyla Tryptic
Soy Agar (TSA), Brain Heart Infusion Agar
(BHIA), Shotts-Waltman Agar (SWA) ve
Tryptic Soy Broth (TSB) kullanildi. Orneklerin
karaciger, dalak, bébrek ve lezyonlu bélgele-
rinden TSA, BHIA ve SWA'ya ekimler yapildi
ve bu besiyerleri 22°C' de, 48 saat sireyle
inkube edildiler. Klinik belirti gostermeyen
alabaliklarin bagirsaklarindan TSB'de 24 - 48
saat slreyle On zenginlestirme yapildiktan
sonra katl vasatlara ekimleri yapildi. TSA,
BHIA ve SWA' da Ureyen smooth (S)
karakterli Y. ruckeri supheli kolonilerin
oncelikle oksidaz testleri yapildi.

Oksidaz negatif bulunan suslardan
hazirlanan preparatlar gram yontemi ile
boyandi. Gram negatif, kokobasil (0,5 x 0,5 -1
pum) veya basil (0,5 x 1,0 -2,0 um) formunda
g6zlemlenen izolatlarin ONPG test ile hareket
muayeneleri yapildi. 22°C'de hareketli ve
37°C'de hareketsiz olan suslarin identifi-
kasyonu konvansiyonel yontemlerle morfo-
lojik ve biyokimyasal karakterlerine gore
yapildi (Austin ve Austin, 1993;
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Frerichs ve Millar, 1993; Atesoglu,
1999). Y. ruckeri olarak tanimlanan suslar 0,5
McFarland'a (yaklasik 10°kob/ml) gore
suspanse edildikten sonra, Kirby-Bauer Disk
Diflizyon yontemiyle, Mueller-Hinton besiye-
rinde antibiyotik duyarlilik profilleri belirlendi
(Gokgelik, 1993; Ruangpan ve Tendencia,
2004.). Y. ruckeri izolasyonu yapilan alaba-
liklarin beyin, karaciger, dalak, bébrek, kalp,
kas dokusu ve solungaglarindan alinan doku
ornekleri % 10'luk noétral formalin solusyo-
nunda tespit edilerek alkol ve ksilol serilerin-
den gecirilerek parafinde bloklandi. Bloklar
mikrotomla 5 mikrometre (um) kalinhginda
kesildi ve kesitler Hematoksilen- Eozin (H.E.)
ile boyandi. Elde edilen preparatlar 151k
mikroskobunda incelenerek degerlendirilme-
leriyapildi (Luna, 1968).

Calismamiz 6lu hayvan ve dokular ile
yapildigindan “Etik Kurullarinin Calisma Usul
ve Esaslarina dair yonetmeligin 8. Maddesinin
k/2 bendi geregince etik kurul izni gerekme-
mektedir.

Bulgular

Yersiniozis teshisi yapilan isletmelerdeki
baliklarda durgunluk, istahsizlik, agiz boslu-
gunda, cene etrafinda, dilde (Sekil 1), yuzgec
tabanlarinda ve anus etrafinda subkutan hemo-
rajiler, tek veya cift tarafli egzoftalmus ve
abdominal siskinlik gozlendi. Bazi olgularda,
su yuzeyine yakin yilizme, renkte kararma,
aniste prolapsus ve kizariklik saptandi.

Sekil 1. Adiz boslugu, cene etrafi ve dilde
diffuz hemorajiler.

incelenen 205 alabalik drneginin 37'sinin
ic organlarindan Y. ruckeri izolasyonu yapi-
lirken (Sekil 2) 168 6rnekten izolasyon yapila-
madi. i¢ organlardan yapilan izolat sayilari
degerlendirildiginde; toplam 29 baligin bob-
reklerinden (%78, 3), 28 bahgin karacige-
rinden (%75, 6), 26 baligin dalagindan (%70,
2), ve 22 bahigin bagirsaklarindan (% 59, 4)
etken izolasyonu yapildi. iki isletmeye ait balik
orneklerinin i¢ organlarindan izolasyon yapila-
mazken, her isletmeden bir 6rnegin bagirsakla-
rindan Y. ruckeri izolasyonu yapildi. incelenen
10 ciftlikten 3'Unde numune alimi 6ncesi
antibiyotik *“oksitetrasiklin ve sulfadiazin /
trimetoprim” tedavisinin uygulandigi bildiril-
mistir. Antibiyotik uygulanan isletme 6rnek-
lerinden 2 baligin dalagindan, 1 bahigin karaci-
gerinden, 1 bahgin bébreginden ve 1 baliginda
bagirsaklarindan Y. ruckeriizolasyonu yapildi.

Sekil 2. SWA 'da Y. ruckeri kolonizasyonu.

Suglarin antibiyotik duyarhilik profilleri
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile 21
farkli antibiyotige karsi belirlendi (Tablo 1).
izolatlar; siprofloksasin ve enrofloksasine %
100, okzolinik asit, streptomisin, amikasin, tri-
metoprim/sulfametoksazol, piperasilin, mezlo-
silin, sefoperazon/sulbaktam, sulfanomid,
flumekuin ve nitrofurantoine % 89,2 ile 64,9,
trimetoprim, oksitetrasiklin, neomisin, nali-
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diksik asit, eritromisin ve sefotaksime % 56,8
ile 37,9 oraninda duyarlilik gosterirken, ampi-
silin, karbenisilin ve amoksisilin / klavulanik
asite karsi az (% 5,4 ile 24,3) duyarhilik gos-
terdi.

Makroskopik olarak, dalak, karaciger ve
bobrekte yaygin petesiyal hemoraji, bazi
baliklarin bobreklerinde erime; kaslarda, hava
kesesinde, karacigerde, periton ve pilorik
sekada kanamalar goruldi. Hastahgin ileri
donemlerinde i¢ organlarin tamamen camur
kivamini aldigi, bagirsaklarin ise kivamlarini
kaybettikleri, lumenlerinin sarimsi renkte bir
siviyla dolu olduklari gézlendi. Enfekte balik-
larin kan damarlarinda dilatasyon, petesiyal
kanamalar, solungag-kalp karaciger dalak ve
bobrekte 6dematdz degisiklikler agirlhikli ola-
rak gorilen histopatolojik bulgular arasin-
daydi. ilave olarak karaciger (Sekil 3), dalak
ve bobrekte fokal nekrotik alanlar, karacigerde
periportal alanlarda mononiklear hicre infilt-
rasyonlari, bobrekte hematopoietik doku kaybi
ve intersitisyel hemoraji goéruldi. Ayrica
dalakta normal lenfoid yapisinda bozukluk ve
beynin meninks ve medullasinda gortlen
siddetli kapillar konjesyon tespit edildi.

Sekil 3. Karacigerde nekrotik odaklar ve yan-
gisal hucre infiltrasyonu. H.E. x 40.

Tartisma

Yersiniozis'te hasta ve tasiyici baliklar
enfeksiyon kaynagidir. immun sistemin zayif
olmasindan dolay! gen¢ baliklar hastalia daha
duyarhdirlar (Lazar vd., 2010). Hastalik etkeni
Ulkemize Afrika'dan gokkusagi alabahg
yumurtalari ile nakledilmis, 20 yil sonra
Turkiye'de en yaygin balik patojenlerinden
birisi haline gelmistir (Oztirk ve Altinok,
2014). Portor bahklarda enfeksiyon sonrasi
yaklasik 100 giin boyunca, bagirsaktan etken
saciliminin devam ettigi bildirilmektedir
(Stevenson, 1997). Calismamizda, baliklari
saglikl gozlemlenen isletmelerin &rnekleri
portorluk  yoninden incelenmis, klinik ve

Tablo 1. Y. ruckeri suslarinin antibiyotik duyarlhlik testi sonuclari

Duyarl
Antibiyotik Gruplari ’ Duyarlilik
(Adet ) Orani
(%)
Ciprofloxacin 37 100
Enrofloxacin 37 100
Oxolinic acid 33 89,2
Streptomycine 33 89,2
Amikacin, 32 86,5
Trimethoprim/ 32 86,5
sulphamethoxazole
Piperacillin 32 86,5
83,8
Mezlocillin 31
Cefoperazone/ 31 83,8
Sulbactam
Sulphonamide 30 81,1
Flumequin 29 78,4

izcl)DI:tygzra“ s Duyarhhk

Antibiyotik Gruplari (Adetgl Orani

(%)
Nitrofurantoin 24 64,9
Trimethoprim 21 56,8
Oxytetracycline 21 56,8
Neomycin 19 51,4
Nalidixic acid 17 45,9
Erytromycin 14 318
Cefotaxime 14 37,8
Amoxycillin/ 9 24,3
Clavulanic acid
Carbenicillin 9 24,3
Ampicillin 2 54
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otopsi bulgusu saptanmayan baliklarin i¢ or-
ganlarindan izolasyon yapilamazken bu 6rnek-
lerin ba@irsaklarindan etken izolasyonu yapil-
mistir.

Huang vd. (2013)'un calismasinda Y.
ruckeri suslarinda trimetoprime direncin
yaygin oldugu, bazi suslarin okzolinik asite
disiik duyarlilik gosterdigi bildirilirken, Shah
vd. (2012)'nin ¢calismasinda in vitro ortamlarda
okzolinik asite maruz kaldiginda Y. ruckeri
suslarinda artan direng gozlemlendigi ve
suslarin trimetoprim/sulfametoksazole duyarli
oldugu bildirilmistir. Calismamizda trimetop-
rim/sulfametoksazole yiiksek oranda direng
saptanmamis, okzolinik asite karsi ise rapor-
larin aksine % 89,2 oraninda duyarlilik saptan-
mistir. Bu durumun Bolgemizdeki alabalik
ciftliklerinde tedavi amaciyla okzolinik asitin
yaygin olarak tercih edilen bir antibiyotik
olmamasindan kaynaklanmis olabilecegi disti-
nilmektedir.

Verner-Jeffreys vd. (2011), elde ettikleri
Y. ruckeri izolatlarinin tamamini oksitetrasiklin
ve amoksisilin, Lazar vd. (2010), oksitet-
rasiklin, flumekuin ve trimetoprim'e, John vd.
(2010) sefoperazone ve amoksisilin/klavulanik
asite duyarh bulmuslar, Altun vd. (2013) ise
calismasinda neomisin, eritromisin, oksitet-
rasiklin, trimetoprim ve sulfametoksazole
direnclilik gelistigini bildirmiglerdir. Calisma-
mizda arastirmacilara benzer sekilde, flume-
kuin ve sefoperazona duyarlilik belirlenirken,
Verner-Jeffreys vd. (2011) ve John vd.
(2010)'un aksine, amoksisilin/klavulanik asite
kars1 % 75.7 oraninda direnclilik saptanmasi bu
antibiyotigin Ulkemizde veteriner ve beseri
tababette uzun stredir kullanihiyor olmasindan
kaynaklanabilecegini dustindirmustr.

Fadaeifard vd. (2014) enfekte salmon
fraylarinin bobreklerinde, karaciger sinisleri
icerisinde ve solungac lamellerinde yogdun
miktarlarda bakteri tespit etmisler, bakterilerin
cogunlukla bu dokulara lokalize oldugunu ve

yaygin olarak meninkslere yerleserek ensefalit
tablosu olusturduklarini bildirmislerdir. Sunu-
lan calismada kdltiur teknigi ile Y. ruckeri
izolasyonu Kkaraciger ve bdbregin yaninda
dalaktan da yapilmistir. Ayni sekilde en siddetli
histopatolojik degisiklikler de belirtilen organ-
larda gorulmustdr. Kaltar metoduyla Y. ruckeri'
nin izole edildigi yerler g6z dniine alindiginda
etkenin bulundugu organlar ile ayni organ-
lardaki histopatolojik bulgularin siddeti arasin-
da bir paralellik oldugu gdzlemlenmistir.
Onceki calismalarda Y. ruckeri ile enfekte
baliklarin histopatolojik incelemelerinde; so-
lungaclarin primer lamellerinde hiperemi,
sekonder lamellerinde 6dem, kalp kasinda
sisme ve makrofaj aktivasyonu, karacigerde
hidropik dejenerasyon, mononiiklear hcre
infiltrasyonlari (Avci ve Birincioglu, 2005),
hiperemi, hemoraji ve yag dejenerasyonu ile
dalakta fokal nekroz odaklarinin gézlemlendigi
bildirilmistir (Sierralta vd., 2013). Sunulan
calismada ise enfekte baliklarin karaciger-
lerinde Ozellikle periportal alanlarda mono-
nlklear hucre infiltrasyonlari, dalak ve bob-
rekte nekrotik ve dejeneratif degisiklikler,
beynin meninks ve medullasinda siddetli kapil-
lar konjesyon, kalp karaciger dalak ve bobrek-
te 6ddematdz degisiklikler goralmustir. Tespit
edilen bu histopatolojik bulgularin yukarida
ifade edilen onceki calismalardaki histopa-
tolojik bulgularla benzerlik gostermesi ile
birlikte timdayle ortismemesi, etkenlerin doku
ve organlardaki miktari, izolat farki gibi
faktorlerden kaynaklanabilecegini distindur-
mustdr.

Saglikli gorilen baliklarin  bagirsak-
larindan Y. ruckeri izolasyonu yapilmasi ile bu
isletmelerde portor baliklarin  bulunduklar
kanitlanmistir. Yersiniozis hastaligi bolgedeki
gokkusagi alabaligi ciftlikleri icin ciddi tehdit
olusturmaktadir. Hastaliktan korunmak igin
isletmelerin kendi aralarinda yaptiklar balik
nakilleri 6ncesinde portdr muayenesi yaptirma-
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lari gereklidir. Hastalikla micadele yuriti-
lurken recetesiz ila¢ kullaniimasi ve tedavinin
erken kesilmesi antibiyotiklere direncli sus-
larin gelismesine neden olmaktadir. Calisma-
mizda siprofloksasin, enrofloksasin, okzolinik
asit ve streptomisin izole edilen Y. ruckeri
suslarina karsi % 89'un tzerinde etkili bulun-
mustur. Ampisiline %94,6 oraninda direng
saptanmistir. Karbenisilin, amoksisilin / Kkla-
vulanik asit, sefotaksim, eritromisin ve nalidik-
sik asite % 24,3 ile % 45,9 arasinda duyarlilik
bulunmasi bu antibiyotiklere karsi bakteride
diren¢ gelisiminin artarak devam ettigini
distindtrmektedir. Hastalik ¢ikmis isletme-
lerde enfeksiyonun belirli araliklarla niks ettigi
arastirmacilarin raporlarinda bildirilmektedir.
Bu nedenle Yersiniozis'den korunmak igin
periyodik olarak asi uygulamasina devam
edilmesi onerilir. Enfekte baliklarin, solungac,
kalp, karaciger, dalak, bobrek dokusu ve beyin
zarlarinda histopatolojik bulgular tespit edilmis
ancak Yersinia ruckeri enfeksiyonuna 0zgl
patognomik bir bulgu saptanmamistir.
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