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OZET

Bu ¢alismada, Tiirkiye 'nin Dogu Karadeniz Bolgesi'nde yiizer ag kafeslere 8°C’deki deniz suyuna nakledilen gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus
myKkiss) yavrularinda goriilen hastalik salginlarindan izole edilen etkenin identifikasyon ve serotiplendirilmesi yapilarak antibiyogram profili belirlenmiszr. Tipik
hastalik semptomlar: gosteren alabalik yavrularimin bébrek, dalak gibi i¢ organlardan T-TSA (%1,5 NaCl ilave edilmis) ve TCBS agara ekimleri yapilarak
hastalik etkeni 20+1°C de 48 saat sogutmalr inkiibatérde iiretilmistiv. Lam agliitinasyon testi, klasik mikrobiyolojik testler, API 20F testi ve PZR gibi yontemleri
kullanilarak etkenin tanist gergeklestirilmistir. Dizi analizine gonderilen PZR iiriinlerin GenBank veri tabamindaki “LK021130” kabul numarasiyla kayitl olan V.
anguillarum suslari ile %99 oraninda benzerlik gosterdigi ve izolatlarin lam agliitinasyon testine gore serotip Ol oldugu belirlenmigstir. Antibiyogram hassasiyet
test sonuglarina gore ise bakterinin sulphamethoxazol, ampisilin, eritromisin ve oksitetrasiklin’e direngli, fakat oksolinik asit, enrofloksasin ve florfeniko!’e
duyarli oldugu tespit edilmigtir.

Anahtar sozciikler: Gokkusagr alabaligi, V. anguillarum, API 20E, PZR, lam agliitinasyon testi, antimikrobiyal duyarlilik.

ABSTRACT

Vibrio Infection and Treatment on the Juvenile Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Transferred Seawater: The aim of this study is to determine
the antibiotic profile, serotyping and identification of isolated bacteria from disease outbreaks in cultured rainbow trout juveniles transferred to seawater at 8°C
floating net cages in the Eastern Black Sea Region of Turkey. The kidney and spleen of diseased rainbow trout that showed typical disease symptoms was streaked
on the surface of T-TSA (added with 1.5% sodium chloride) and TCBS, and was incubated in the cooled incubator at 20+1°C for 48 hours. To identify of isolated
bacteria was carried out by using slide agglutination, API 20E, PCR and conventional biochemical tests. V. anguillarum isolates were detected serotype O1, and
sequenced PCR products were confirmed to be similar to V. anguillarum strain at the rate of 99% (with accession numbers: LK021130) compered in GenBank
database. Results of the testing susceptibility to antibiotics showed that V. anguillarum isolates were resistant to sulphamethoxazole, ampicillin, erythromycin and
oxytetracyclin, but all strains were found susceptible to oxolinic acid, enrofloxacin and florfenicol.

Key words: Rainbow trout, V. anguillarum, APl 20E, PCR, slide agglutination test, antimicrobial sensitivity.

GIRiS 2007). Deniz suyundan ve hastalikli baliklardan V. anguillarum un
23 farkli O serotipi (01, 02, O3, ...., 023) izole edilmistir. Serotip
Vibriozis, deniz baliklarmnda vibrio genusuna ait O1 ve O2’nin ise en viriilent serotipler oldugu rapor edilmistir
bakteriler tarafindan 6zellikle kiiltliri yapilan baliklarda ciddi (Pedersen ve ark., 1999). Diinya genelinde levreklerde serotip O1,
ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir. Canestrini alabaliklarda ise serotip Ol ve O2 (Toranzo ve Barja, 1990;
tarafindan 1893 yilinda yillan baliklarinda goriilen bir hastalik Toranzo ve ark., 1997), tilkemizdeki hastalik olgularindan farkl
vakasindan ilk kez izole edilen hastalk etkeni Bacterium referanslarda sadece serotip O1’in Oliimlerden sorumlu oldugu
anguillarum olarak tanimlanmistir. Bergman 1907’de Isveg’te bidirilmistir (Cagirgan, 2004; Tanrikul ve ark., 2004; Demircan ve
yilan baliklarinda goriilen bir epizootiden ayni etkeni izole ettikten Candan, 2006; Tanrikul, 2007; Tanrikul ve Giiltepe, 2011).
iki y1l sonra (1909) etkenin tanimlanmas1 gergeklestirilerek etken
Vibrio anguillarum olarak isimlendirilmistir. McDonell ve Colwell Bu caligmada, Dogu Karadeniz Bdlgesi’'nde yiizer ag
tarafindan 1985 yilinda bakterinin ribozomal RNA filogenetik kafeslerde yetistirilmek tizere 8°C’deki deniz suyuna tranfser
verilerin incelenmesi sonugu Listonella genusuna trasfer edilmistir edilen gokkusagi alabalik yavrularinda ortaya ¢ikan hastalik
(Austin ve Austin, 1987). vakalarindan izole edilen etkenlerin farkli yontemler kullanilarak
tanimlanmasi, antimikrobiyallere karsi duyarliliklar1 belirlenerek
Vibrio izolatlarinin tanimlanmasinda bu giine kadar farkl tedavide en etkili antibiyotigin kullanilmas: ve bobrek izolat: ile
yontemler kullanilmigtir. Klasik biyokimyasal ve fiziksel testler, deneysel enfeksiyon yapilarak etkenin patojen olup olmadigmin
lam agglutinasyon testi, APl 20E testi ve polimeraz zincir belirlenmesi amaglanmustir.
reaksiyonu (PZR) gibi testler en ¢ok tercih edilenler olmustur. Son
yillarda bakteriyel balik hastaliklarin hizli tanist igin klasik MATERYAL ve METOT
geleneksel testler yerine API 20E sistemi bir ¢ok arastirmaci
tarafindan kullanilmus (Grisez ve ark., 1991; Austin ve Austin, Balik ornekleri: Rize ili agiklarinda 6zel bir alabalik
1993; Korun, 2006; Maugeri ve ark., 1983; Tanrikul ve ark., 2004; isletmesinde Ocak 2009°da ortalama agirlig1 542 gr olan gokkusagi
Balta, 2016), fakat api web sisteminde V. anguillarum kayitli alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yavrularinda deniz transfer
olmamasi nedeniyle kullammi tartigmalhidir (Popovic ve ark., edildikten bir hafta sonra siddetli 6liimler meydana gelmistir.
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Oliimlerin  goriildiigii her kafesten 30 adet bahk alinarak
laboratuvara getirilen tipik hastalik semptomlar1 gésteren baliklarin
bakteriyolojik muayenesi ve otopsisi yapilarak bobreklerden alinan
ornekler mikroskop altinda incelenmistir. Ayrica Papilla Alabalik
Isletmesinin kulugkahanesinden temin edilen 120 adet balik 6 adet
akvaryuma esit olarak rastgele dagitilarak deneysel enfeksiyn
olusturulmustur.

Bakterilerin izolasyonu ve identifikasyonu: Tipik
hastalik semptomu gosteren baliklarin bobrek, dalak, karaciger,
deri ve bagirsak igeriginden alman ornekler %1,5 NaCl ilave
edilmis triptik soy agar (T-TSA, Merck), triptik soy broth (T-TSB,
Merck)’a ve TCBS agara (thiosulphate citrate bile salts sucrose,
Merck) ekimler yapilarak sogutmali etiivde 20+1°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir (Austin ve Austin, 1987; Demircan ve
Candan, 2006; Tanrikul, 2007; Austin ve Austin, 2012). TCBS
agarda ireyen saf kolonilerden T-TSA’ya inokiile edilmistir.
Biyokimyasal testlerin yapilmadan dnce T-TSA agarda ekim hatt1
tizerine 0O/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropylpteridine phosphate
salt, Sigma) vibriostatik ajan diski (150pg) yerlestirildi. izolatlarm
0/129 duyarli oldugu tespit edildikten sonra sirasiyla, hareket
muaynesi, Gram boyama, katalaz ve oksidaz testleri, OF testi, %5
koyun kani ilave edilmis kanli agarda hemoliz testi yapildi. Tuza
tolerans testi %0 ve %7 tuz igeren peptonlu brothda
gergeklestirildi. T-TSA’da iretilen bakteri suglarina ait saf
kolonilerden 6nceden hazirlanip steril edilen 5 ml %1,5 tuz igeren
suda McFarland 4 (bioMerieux) bulanikligmna ayarlanarak steril 1
ml otomatik pipet yardimiyla API 20E test kiti kuyucuklarina
prosediire uygun olarak ilave edildi. API 20E test kitleri literatiirde
tarif edildigi tizere 25+1°C’de 48-72 saat inkiibasyona birakildi
(MacDonell ve ark., 1982; Grisez ve ark., 1991; Austin ve Austin,
1999; Tanrikul ve ark., 2004; Popovic ve ark., 2007; Balta 2016).

Lam aglutinasyon testi: Lam aglutinasyon testi Toranzo
ve ark., (1987) tarafindan tarif edilen metota gére V. anguillarum
serotip O1’e (ATTC 43305) kars1 tavsandan elde edilen poliklonal
antikor kullanilarak gergeklestirilmistir. Kisaca, temiz bir lam
iizerine 6ze yardimi ile alinan bir damla fizyolojik tuzlu su (%0,9
NaCl) iizerine T-TSA’da 25+1°C’de 24 saatte iretilen saf
kolonilerden 6ze yardimui ile almarak, yogun bir siispansiyon
hazirlanmigtir. Daha sonra, bu siispansiyonun yakinina bir damla V.
anguillarum ait serotip O1 serumu ilave edilerek 6ze yardimiyla
kanistirllmigtir. Pozitif kontrol i¢in V. anguillarum ATTC 43305
referans sus ve negatif kontrol i¢in ise Escherichia coli ATCC
25922 referans suglari kullanilmistir (Serensen ve Larsen, 1986;
Roberson, 1990).

Total DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR): Genomik DNA izolasyonu igin 6 izolat 2 ml’lik T-TSB’e
ekim yapilarak, 25+1°C 18 saat calkamal etiivde iretilmistir.
Kiiltiirlerin 1 ml’si epondorf tiiplere aktarilip 10.000 rpm‘de 5
dakika santrifiij edildikten sonra sivi kisim uzaklagtirilmais,
ardindan ependorf tiiplere 500 pl steril deiyonize su ilave
edilmigtir. Tiplerin dip kismma ¢oktiiriilen bakteriler vortex
yardimiyla ¢oziilerek, thermo shakerda 100°C de 12 dakika
sitilarak  bakterinin hiicre duvarinin pargalanmasi saglanmig, 5
dakika sogumasi bekletildikten sonra 13.000 rpm’de 10 dakika
mikrosantrifiij yardimiyla ¢oktiiriilmiistiir. Uste kalan siipernatant
steril ependorf tiiplere aktarilarak, stpernatantlarm 1-3 ul’si
PZR’da kalip DNA olarak kullanilmustir (Weisburg ve ark., 1991;
Urakawa ve ark., 1997; Drancourt ve ark., 2000; Balta ve ark.,
2010; Balta, 2016). Geri kalan1 kismi daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak tizere -20°C’de stoklanmustir. Standart PZR’da
kullanilan karigimlart igin, 1,5 tinite Taq DNA polimeraz (GoTaq,
Promega), 5 ul DNA, 10 pl 5x reaksiyon tamponu (Promega), 3 pl
1,5 mM MgCl, 2,5 pl 2 mM her bir ANTP ve 2 pl her bir primerden
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(25 pmol/ul) ve son hacim’e steril deiyonize su ile 50 pl’ye
tamamlanmistir (Balta ve dig 2010). Amplifikasyon kosullari;
94°C’de 3 dakika ilk denatiirasyondan sonra 34 dongii olarak ikinci
denatiirasyon 94°C’de 30 sn, primer baglanmas1 47°C’de 30 sn,
zincir uzamast 72°C'de 1 dakika ve takiben son zincir uzamasi
72°C'de 5 dakika olacak sekilde gergeklestirilmigtir. Amplifikasyon
rinleri 0,5 pg/ml ethidium bromid igeren %1,5 agaroz jelde 90
V’da 30 dakika yiirtatilmistir. Elde edilen PCR iriinii UV 15181
altinda goriintiilenmistir. Yavru gokkusagi alabaliklarinin i¢
organlarindan izole edilen izolatlarin tanimlamada bakteriler i¢in
spesifik olan 16S rRNA iiniversal primerleri (27 F 5 AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG-3°, 1492 R 5> GTT TAC CTT GTIT
ACG ACT T-3’) kullamlmustir (Weisburg ve ark., 1991; Drancourt
ve ark., 2000). PZR riinlerinin saflagtirilip Macrogen Inc.
(Amsterdam, Hollanda)’de sekans i¢in gonderilmis ve sonuglar
GenBank veri tabanindaki BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
opsiyonu kullanilarak karsilagtirilmisgtir.

Antimikrobiyal  duyarhibk  testi:  Antimikrobiyel
duyarlilik testi Kirby-Bauer disk difiizyon yOntemine gore
yapilmigtir (CLSI, 2014). Bobrek izolatt 25°C’de T-TSA’da
iretilen 24 saatlik kiiltiirleri steril FTS’de McFarland No: 0,5
bulanikligina vorteks yardimu ile ayarlandiktan sonra 37°C’de nemi
alinmig %1,5 NaCl ilave edilmis Mueller Hinton agar (T-MHA)
iizerine dokiilmiistiir. Antibiyotik diskleri (sirasiyla, oksitetrasiklin,
oksolinik asit, trimetoprim+sulfametoksazol, sulfametoksazol,
ampisilin, florfenikol, streptomisin, enrofloksasin ve eritromisin,
Bioanalyse, Tiirkiye) dispenser (Bioanalyse) yardimiyla T-MHA
lizerine yerlestirilmig, 25°C’de 18 saat inkiibasyona birakilmustir.
Antimikrobiyel duyarlilik testi igin Escherichia coli ATCC 25922
referans sug olarak kullanilmig, antibiyotik zon zapi standartlari
olusturulmustur (Balta ve ark., 2010).

Deneysel enfeksiyon: Deneysel enfeksiyonda kullanilan
deniz suyu (tuzluluk %017,6+0,2; pH 7,08+0,02; su sicakligi
8+1°C; amonyak 0,023 mg/l; nitrit 0,079 mg/1 ve nitrat 1,46 mg/l)
UV lambast (JEBO UV-H-13) yardimiyla sterilizasyon
gergeklestirilmistir. Hava motoru ile siirekli havalandirilan
(minumum 8,77 mg/1 ¢6ziinmiis oksijen) 70 litrelik 5 adet plastik
akvaryumlara biri stok, digerleri 2’er paralel olmak iizere kontrol
ve deneme gruplar1 olusturulmustur. Akvaryumlarin suyu giin asir1
UV lambasi ile steril edilmis taze deniz suyu ile %30 oraminda
degistirilmistir. Calismada kullanilan ortalama agiligi 5+0,7 gr
olan 120 adet saglikli gokkusag: alabalik yavrular: Papilla Alabalik
(Hopa/Artvin)  ¢iftliginin  kuluckahanesinden  saglanmistir.
Gokkusagi alabalik yavrulari rastgele 20’er adet akvaryumlarin her
birine yerlestirilerek, 5 giin siireyle adaptasyona tabi tutulmustur.
Baliklar ticari alabalik yemi ile giinde iki kez yemlenmistir.
Hastaliklt gokkusagi alabalik yavrularindan izole edilen bobrek
izolatt 200 ml steril T-TSB’de 20°C’de iiretilerek, deneysel
enfeksiyonda kullanilan bakteri sayist (cfu/ml), koloni sayim
yontemi ile (10 katl seri diliisyonlardan 10, 105, 107 ve 10%’den T-
TSA’a 100’er pl) belirlenmigtir (Knappskog ve ark., 1993). Final
konsantrasyonu 1,5 x 108 cfu ml? olan 16 saatlik bakteri kiiltiirii
1’e 3 oraninda steril deniz suyu ile seyreltilmistir. Deneme baliklar1
5 dakika siireyle 2’er paralel olmak iiere bu soliisyonda
tutulmustur. Bakteri kiiltiirii igermeyen T-TSB ile ayin islem
kontrol gruplarindaki baliklarda uygulanmistir (Knappskog ve ark.,
1993, Cagirgan, 2004). Baliklarda meydana gelen hastalik
belirtileri ve mortalite takip edilmistir. Olen ve &lmek olan
baliklarin  bobreklerinden T-TSA, T-TSB ve TCBS agara
inokiilasyon yapilarak, sogutmali etiivde 20+1°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Deneysel enfeksiyon sonrasi izole edilen
bakteri susuna (V6) tanimlama testleri uygulanarak, testin sonuglari
Tablo 1 ve 2’de verilmistir.
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BULGULAR

Rize ili acgiklarinda yiizer ag kafeslere yetistirilmek lizere
542 gr canli agirliginda deniz suyuna nakledilen gokkusagi alabalik
yavrularinda 8°C’deki su sicakliginda yaklagik %30 civarlarinda
6liim ile seyereden vibriozis vakasina rastlanilmigtir. Deniz suyuna
ait tespit edilen su parametreleri; sicaklik 8°C, pH 7,20, oksijen
8,50 mg/I ve tuzluluk %o 17,6 olarak Slgiilmiistiir. Olen ve 6lmekte
olan baliklarda tipik hastalik semptomlar1 olarak renkte kararma,
gozlerde ekzoftalmus, viicut ylizeyinde yaygin hemorajiler, pullarin
dokiilmesi, kronik vakalarda dejenerasyon ve {ilser, solungaglarin
solgun oldugu, bogaz altinda, operkulum iizerinde, pektoral ve
pelvik yiizgec kaidesinde kanamalar Sekil 1A’de gosterilmistir.
Hastalikli baliklarin otopsisinde midenin bos, karacigerin solgun
oldugu, dalakta biiyiime ve normal goriiniimiinii kaybetmis oldugu,
pilorik sekalarin gergin, bagirsak siskin ve sar1 bir igerikle dolu
oldugu belirlenmistir (Sekil 1B).

Hastalikli  baliklardan 5 farkli bdlgesinden yapilan
ekimlerde; sus 1 (bobrek), sus 2 (dalak), sus 3 (karaciger), sus 4
(deri tlseri) ve sus 5 (bagirsak) etken tretilmigtir. Morfolojik ve
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biyokimyasal testlere gore suslarin hareketli, Gr (-), kivrik,
pleomorfik, katalaz ve oksidaz testlerinin pozitif olmasi, OF test
sonuglarina gore fermantatif, TCBS agarda sar1 koloni olugturmas,
%0 ve %7 NaCl tolerans test sonuglari, %5 koyun kani ilave
edilmis kanli agarda f hemoliz pozitif, lam agliitinasyon testine
gore serotip O1 ve vibriostatik ajana (0/129, 150 pg) duyarlilik
testinin pozitif olmasi ile izolatim V. anguillarum oldugu
belirlenmistir. Lam agliitinasyon test gorlintiisi Sekil 2’de ve
vibriostatik ajana duyarhilik test sonugu Sekil 3 verilmistir.

Aynt izolatlarin API 20E test kitine ekilmesinden 48 saat
sonunda ayraglar dokiildiikten sonraki test sonuglari Sekil 4’de
verilmistir. Izolatlara ait API 20E test sonuglar1 apiweb™ veri
tabaninda V. anguillarum yer almadigi i¢in sisteme girilen kodlarin
V. fluvialis ve/veya baska bir tiir olarak yanls tanimlanilmaktadir.
Bu izolatlarin PZR f{iriinlerine ait sekans sonuglar1 GenBank veri
tabaninda karsilagtirildiginda “LKO021130” kabul numarasiyla
kayitli olan V. anguillarum suslari ile %99 benzer oldugu tespit
edilmistir (Tablo 1).

Sekil 1. A) Normal karaciger (k), Pilorik sekalarda siskinlik (p), Bagirsak sis ve agik sar1 igerikle dolu (b), Deride pul dokiilmesi (pd),
B) Karaciger solgun (k), Pilorik sekalarda sigkinlik (p), Dalak biiyiimiis, gevsek kivamda ve koyu kirmizi (d), Bagirsak agik

sar1 yapiskan siv1 ile dolu ve gergin (b) (Orijinal).

Figure 1. A) Normal liver (k), Pyloric caeca distended (p), Full with clear yellow content and distension the gut (d), Lost scales (pd),
B) Pale liver (k), Pyloric caeca distended (p), Dark red, soft and enlarged spleen (d), Filled with clear yellow viscous fluid

and distended the gut (b) (Orijinal).

Sekil 2. Tavsan anti-V. anguillarum serotipi O1 serumu kullanarak lam agliitinasyon testi (Orijinal).
Figure 2. Slide agglutination test using rabbit anti-V. anguillarum Serotype O1 serum (Original).
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Sekil 3. A) TSA’da O/129 vibriostatik ajana duyarlilik testi (Orijinal).

B) Deneysel enfeksiyonda izole edilen V. anguillarum kolonilerin TCBS agardaki goriiniimii (Orijinal).
Figure 3. A) Susceptibility test to vibriostatic compound O/129 on T-TSA (Original).

B) Appearance of V. anguillarum colonies isolated after in experimental infection on TCBS agar (Original).

Tablo 1. Calismada kullamlan V. anguillarum izolatlar1 ve PZR sonuglarina gore benzerlik oranlari.
Table 1. Sources of V. anguillarum strains used in this study and likelihood ratios according to the PCR results.

Sus No izolasyon Cografik Bolge Tarih GenBank Giris No Benzerlik Oram (%)
V1 Bobrek Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99
V2 Dalak Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99
V3 Karagiger Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99
V4 Deri iilser Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99
V5 Bagirsak Rize/Merkez 31.01.12 LK021130 %99
V6* Bobrek Rize/Fakiilte 10.01.13 LK021130 %99

*Deneysel enfeksiyon sonrasi dlen baliklarm 6n bobreklerinden izole edilen bakteriye ait sus.

Sekil 4. V. anguillarum’un tanimlamasinda API 20E kitleri kullanaraki pozitif ve negatif sonuglarin degerlendirilmesi (Orijinal).
Figure 4. Evaluation of positive and negative results API 20E strip for identification of Vibrio anguillarum (Orijinal).

Bu caligmada, API 20E testine ait biyokimyasal testlere olmasma kargin diger testlerin ise lizin dekarboksilaz, ornitin
gore; B-galaktosidaz, arjinin hidrolaz, sitrat, indol, voges- dekarboksilaz, HaS, iire vs. testlerin negatif oldugu belirlenmistir.
proskauer, jelatin tesleri ile karbonhitrat testlerinden glikoz, Farkli referanslar ile API 20E testi sonuglarin karlisatirmast Tablo
mannitol, inostol, sorbitol, sukroz, arabinoz testlerinin pozitif 2’de verilmistir.
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Tablo 2. V. anguillarum izolatlarina ait morfolojik, biyokimyasal ve API 20E test sonuglari.
Table 2. The morphologic, biochemical and AP1 20E test results for isolated Vibrio anguillarum.

Morfolojik ve

Morfolojik ve

Biyokimyasal 5 G % 3 % % e o«  Bydkimpsal 7 G R R0 %o o o

Tesler 2R AAAAS & & Tesler F:555 5888
Hareket + + + + + + 4+ + O+ CIT F + + + + + + + +
Gram EE H.S S
Sekil B B BBBBDBUB B URE - - - - ... ..
TCBSsarikoloni + + + + + + + + + TDA - - - ... .o
Oksidaz + o+ o+ + + + + o+ o+ IND + 0+ + + 4+ o+ o+ o+ -
Katalaz + + + + + 4+ 4+ + o+ VP + O+ 4+ O+ 4+ o+ o+ o+ o+
Agliitinasyon + + + + + + 4+ o+ o+ GEL + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
OF Ureme + o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4 GLU* F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4
0/129 (150pg) HHHHHHHHH MAN* o+ o+ 4+ o+ o+ o+
%0 NaCl - - - - - - - N - INO* + O+ o+ o+ o+ o+ - -+
%7 NaCl + + + + + + - o+ - SOR* o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ 4+
Hemoliz (KA) BB BB BB NNN RHA* oL
ONPG + + + + + + + + + SAC* + 4+ 4+ + + 4+ + o+ 4+
ADH + 4+ + + + + + + o+ MEL* E N
LDC - e - - oo AYM* e e e e+
OoDC D ARA* + + 4+ o+ 4+ o+ o+ -+

B: Basil, H: Hassas, +: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, p: Beta hemoliz, *Karbonhidratlardan asit olugum.

B: Basil, H: Susceptibility, +: Positive reaction, -: Negative reaction, B: Beta hemolysis, *Acid formation from carbohydrates.
Ref.: Referanslar, Ref.-1: Austin ve Austin, (1987); Ref.-2: Demircan ve Candan, (2006); Ref.-3: Tanrikul, (2007).

Ref.: References, Ref.-1: Austin ve Austin, (1987); Ref.-2: Demircan ve Candan, (2006); Ref.-3: Tanrikul, (2007).

Deneysel enfeksiyonda V. anguillarum ile enfekte edilen
baliklarda 48 saat i¢cinde deneme grubunda (2x20 balik) toplam
%100’lik bir 6lim meydana gelirken, kontrol grubunda higbir
baligin 6lmedigi goriilmiistiir. Deneysel enfeksiyon sonrast 6len ve
O0lmek iizere olan baliklarin 6n bdobreklerinden TCBS agar’a
yapilan ekimlerden 24 saat sonunda sar1 renkli kolonilerin tiredigi
ve izole edilen bakteri (sus 6) ile yapilan tanimlama testleri sonucu
etkenin V. anguillarum oldugu belirlenerek Koch postulatlari

saglanmistir (Tablo 1). Deneysel enfeksiyon sonrasi dlen baliklarin
6n bobreklerinden TCBS agar’a yapilan ekim sonrasi besi yeri
iizerinde sar1 kolonilerin varligi, lam agliitinasyon testi ve
vibriostatik ajana (O/129, Sigma) duyarlilik testi ve diger testler
yapilarak etkenin kesin V. anguillarum oldugu teyit edilmistir.
Deneysel enfeksiyon sonrasi Olen baliklarda goriilen dig
semptomlar Sekil 5’de verilmistir.

Sekil 5. V. anguillarum ile deneysel enfeksiyon sonrasi geligen dig belirtiler (Orijinal).
Figure 5. External symptoms developing after the experimental infection with V. anguillarum (Original).

Antibiyotik hassasiyet testi igin 9 farkli diski sirasiyla;
oksitetrasiklin (T, 30pg), oksolinik asit (OA, 2pg), sulfametoksazol
(SMZ, 100png), ampisilin (AM, 10pg), florfenikol (FFC, 30ug),
streptomisin (S, 10pg), trimetoprim+sulfametoksazol (STX, 25ug),
enrofloksasin (ENR, 5ug) ve eritromisin (E, 15pg) kullanilmustir.
Izolatlarin hepsinden hazirlanan antibiyogram testi sonugunda T-
MHA {izerine yerlestirilen antibiyotik disklerin etrafinda olusan
inhibisyon zon c¢aplari dijital kompas yardimiyla ol¢lilmiistiir.
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Antimikrobiyal duyarlilik test sonuglart CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) tarafindan tarif edilen Gram
negatif ve Enterobacteriaceae familyasi igin akuakiiltiirde
kullanilan  veteriner ilag rehberindeki antibiyotik standart
inhibisyon zon caplarina gore Tablo 2’de verilen duyarliliga gore
yorumlanmistir (CLSI, 2014). Antibiyogram test sonuglarina gore
V. anguillarum izolatlarina ait antimikrobiyel duyarlilik profili
Tablo 3’de verilmistir.
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Tablo 3. Antimikrobiyellerin disk konsantrasyonlari ve inhibisyon zon ¢aplarina gére duyarlilik araliklar1.
Table 3. Antimicrobial susceptibility test disc content of antimicrobials and breakpoints used in the study.

Antimikrobiyel ajanlar ve

inhibisyon zon ¢cap1 (mm)

Vibrio anguillarum izolatlar:

disk konsantrasyonlari D O Vi V2 V3 V4 V5 V6*
T (30 ng) <14 15-18 >19 D D D D D D
OA (2 pg) <10 1112 >13 H H H H H H
SMZ (100 pg) <12 1316 =17 D D D D D D
AM (10 pg) <13 1416 >17 D D D D D D
FFC (30 ng) <14 15-18 >19 H H H H H H
S (10 ng) <11 12-14 >15 O (e} O O O O
ENR (5 pg) <16 1720 =21 H H H H H H
E (15 pg) <11 1422 >23 D D D D D D
SXT (25 pg) <10 1115  >16 O 0O O O 0 O©

AM: Ampisilin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, , OA: Oksolinik asit, S: Streptomisin,
SMZ: Sulfametoksazol, STX: Trimetoprim+ Sulfametoksazol, T: Oksitetrasiklin.
D: Direngli (Resistance), O: Orta hassas (Intermediate), H: Hassas (Susceptible).

*Deneysel enfeksiyondan izole edilen V. anguillarum (V. anguillarum isolated from experimental infection).

Antibiyogram hassasiyet test sonuglarina gére 6 adet V.
anguillarum susunun hepsi ampisilin, eritromisin, sulfamethoxazol,
oksitetrasiklin, trimetoprim+sulfametoksazol ve streptomisine
direngli olmasma karsin oksolinik asit, enrofloksasin ve
florfenikole karsi ise duyarli oldugu belirlenmistir. Antibiyogram
test sonuglarma gore V. anguillarum izolatlarinin duyarhilik
profiline ait veriler Tablo 3’de verilmistir.

TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, Karadeniz’de yiizer ag kafeslerde
yetistirilen gokkusag: alabalik yavrularinda goriilen hastaliklardan
izole edilen bakteri tiirleri farkli yontemlerle belirlenmistir.
Hastalia neden olan bakterinin V. anguillarum oldugu tespit
edilmistir. Tipik hastalik semptomu gosteren gokkusag: alabalik
yavrularin bobreklerinden izole edilen, V. anguillarum izolat: ile
8+1°C ile yapilan deneysel enfeksiyon ile 1,5x108 cfu/ml bakteri
ile yapilan deneysel enfeksiyonda 48 saat iginde %100°liik 6liim
meydana gelmesi ile koch postulatlart saglanmig olup, etkenin
viriilensinin de yiiksek oldugunun bir kanitidir (Knappskog ve ark.,
1993). Hastalik, su sicakligi 10°C iizerine ¢iktig1 yaz aylarinda,
tatl suda ve disiik su sicakliginda (1-4°C) sporadik olarak
salgmlar meydana getirmektedir (Austin ve Austin, 1987). Bu
sicaklikta hastalik meydana gelmesinin nedeni; tagima Oncesi
baliklarin a¢ birakilmasi, tuzlu suya adaptasyon, su sicakligi farki,
tagima esnasinda olusan stres (baliklarin elleme, tanklara doldurup
bosaltma, tagima siires, vs) immun sistem {izerine fizyolojik baski
ve tuzlu suda ilk kez karsilasilan farkli mikrobiyal patojenlerin de
6nemli rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Izolatlarin APl 20E testi ile yapilan identifikasyonu
sonuglar1 referanslarla kargilagtirildiginda V. anguillarum oldugu
belirlenmistir (Tablo 2). API 20E test sonuglar1 referanslar ile
karsilagtirildiginda indol testinin (+) olmasi, Austin ve Austin
(1999), Demircan ve Candan (2006) ile benzerlik gosterirken
Tanrikul (2007) farklilik oldugu; inostol testi (+) olmasi ile
Tanrikul (2007) benzerlik gosterirken, Austin ve Austin (1999),
Demircan ve Candan (2006) farklilik géstermis; amigdalin testi (-)
olmast ile Demircan ve Candan (2006), Tanrikul (2007) benzerlik
gostermsine karsin Austin ve Austin (1999) farklilik gosterdigi;
arabinoz testi (+) olmast Austin ve Austin (1999), Tanrikul
(2007)’a benzerlik gostermekte iken, Demircan ve Candan (2006)
farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Ayn1 tablodaki diger testlerin
sonuglar1 ise referans test sonuglart ile ayni oldugu belirlenmistir.

Hastalikli gokkusag: alabalik yavrularindan izole edilen
bakteri izolatlarinin molekiiler sekans sonuglari genbankda
karsilagtirildiginda “LK021130” kabul numarasi ile kayith V.
anguillarum’a %99 oraninda benzerlik géstermiglerdir.
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Vibriozisin tedavisi igin flumequin (6 mg/kg) 6 giin,
furanace (2-4 mg/kg) 3-5 giin, furazolidon (25-75 mg/kg) 20 giin,
kanamisin (50 mg/kg) 7 giin, nifurprazin hidroklorid (10 mg/kg) 3-
6 giin, nitrofuran (50 mg/l) 1 saat banyo, oksolinik asit (10 mg/kg)
10 giin, oksitetrasiklin (50-75/kg) 10 giin, gii¢lendirilmis
siilfonamidler (30 mg/kg) 10 giin, sulfonamidler (siilfisoksazol,
stilfamerazin, siilfametazin; 100-200 mg/kg) 10-20 giin dozunda
kullanilmas1 6nerilmektedir (Austin ve Austin, 1987; Austin ve
Austin, 1993; Austin ve Austin, 1999; Austin ve Austin, 2007,
Frans ve ark., 2011), florfenikol (10 mg/kg) 10 gin (Austin ve
Austin, 2007), V. anguillarum suslarinin R-factor tasidigi ve
plazmidler aracilig1 ile Ozellikle streptomisin, siilfanamidler ve
tetrasiklin’e direng gelistirdigi farkli arastirmalarda tespit edildigi
bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Austin ve Austin, 1993;
Austin ve Austin, 1999; Austin ve Austin, 2007; Frans ve ark.,
2011; Balta, 2016). Ayrica, farkli caligmalarda V. anguillarum
suglarina karg1 ampisilin (Korun ve Gokoglu, 2007; Akayli ve ark.,
2013; Akinbowale ve ark., 2006; Vaseeharan ve ark., 2005; Balta,
2016), amoksisilin (Akinbowale ve ark., 2006; Korun ve Gokoglu,
2007), kanamisin (Korun ve Gokoglu, 2007; Austin ve Austin,
2012), eritromisin (Akinbowale ve ark., 2006; Korun ve Gokoglu,
2007; Tanrikul ve Giiltepe, 2011; Akayl ve ark., 2013, Vaseeharan
ve ark., 2005; Balta, 2016), siilfametaksozol (Korun ve Gokoglu,
2007; Balta, 2016), bazi suslarin enrofloksasin (Tanrikul, 2007) ve
oksitetrasiklin (Akayl ve ark., 2013, Akinbowale ve ark., 2006,
Tanrikul, 2007; Tanrikul ve Giiltepe, 2011; Vaseeharan ve ark.,
2005; Balta, 2016), trimetoprim+sulfametoksazol (Tanrikul ve
Giiltepe 2011; Balta, 2016) direngli oldugu rapor edilmistir.

Bu ¢aligmada ise sulfamethoxazol, ampisilin, eritromisin,
oksitetrasiklin, trimetoprim-+sulfametoksazol ve streptomisin’e
diren¢li oldugu, fakat biitiin suslarin oksolinik asit, enrofloksasin
ve florfenikol’e duyarli oldugu saptanmustir. Ancak antibiyogram
hassasiyet test sonuglarina gore 30 mg/kg canli agirlik dozunda
kullanilan florfenikol yavru baliklardaki olimleri durdurulmus ve
bu dozda tedavinin etkili oldugu tespit edilmistir.
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