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OZET

KARADENIZ BOLGESI’NDE KULTURU YAPILAN LEVREK (Dicentrarchus
labrax, L. 1758) BALIKLARINDA GORULEN VIiBRIO ENFEKSIYONLARI VE
TEDAVISI

Hasret YILMAZ

Recep Tayyip Erdogan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Su Uriinleri Anabilim Dali
YiiksekLisans Tezi
Damisman: Dog. Dr. Fikri BALTA

Bu ¢alismada, Karadenizde kiiltiirii yapilan levrek baliklarindaki (Dicentrarchus labrax
L., 1758) bakteriyel enfeksiyonlardan izole edilen vibrio tiirlerinin tanimlanmasi igin
konvensiyonel metotlar ve API 20E test kitleri kullanilarak gerceklestirildi. Biitiin
izolatlar bakterilerin spesifik 16S rRNA genleri kullanilarak PZR ydntemiyle
dogruland1. izole edilen bakteriler biyokimyasal ve PZR test sonuglarmna gore Vibrio
anguillarum, V. vulnificus, V. parahaemolyticus ve V. harveyi olarak tespit edildi.
Vibrio anguillarum igin API 20E profili genellikle 3207526 olarak belirlendi. Sekensa
gonderilen iki izolat hari¢ tiim izolatlar GenBank’da farkli kabul numarasi kayitl Vibrio
tiirlerine % 98-100 oraninda benzer oldugu bulundu. Buna ilaveten vibriozis tedavisinde
en etkin ajanlarin saptanmasi amaglanmistir. Antibiyotiklere hassasiyet test sonuglarina
gore % 94,23 ampisilin, % 42,31 streptomisin, % 13,46 oksitetrasiklin ve % 3,85
eritromisin direngli oldugu fakat sulfametoksazol, trimetoprim+sulfametoksazol,
oksolinik asit, enrofloksasin ve florfenikol hassas oldugu tespit edildi. Duyarlilik testi
sonuglarma gore, trimetoprim-sulfametoksazol, florfenikol ve enrofloksasin, vibrioz

tedavisi i¢in en etkili kemoterapdtikler olarak onerildi.

2016, 90 sayfa
Anahtar Kelimeler: Vibriozis, Levrek, Biyokimyasal testler, PZR, Tedavi.
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ABSTRACT
VIBRIO INFECTIONS AND TREATMENT SHOWING IN CULTURED SEA
BASS (Dicentrarchus labrax, L. 1758) IN THE BLACK SEA REGION

Hasret YILMAZ

Recep Tayyip Erdogan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Fikri BALTA

In this study, identification of Vibrio species isolated from bacterial infections in
cultured sea bass (Dicentrarchus labrax L., 1758) in the Black Sea was performed by
using conventional methods, and API 20E test kits. All isolates were confirmed by PCR
assays specific to the 16S rRNA gene of bacterium. According to the result of
biochemical and PCR tests isolated bacteria determined as V. anguillarum, V. vulnificus,
V. parahaemolyticus and V. harveyi. AP1 20E profile for V. anguillarum isolates was
usually determined as 3207526. The sequenced all isolates except for two were found to
be similar to Vibrio species at the rate of 98-100% in GenBank under different
accession numbers. In addition, in the treatment for vibriosis, it was intended to detect
the most effective agents. Results of the testing susceptibility to antibiotics showed that
Vibrio isolates were resistant to 94,23 % ampicillin, 42,31 % streptomycin, 13,46 %
oxytetracycline and 3,85 % erythromycin, but all strains except two were found
susceptible to sulphamethoxazole, trimethoprim-sulfamethoxazole, oxolinic acid,
enrofloxacin and florfenicol. According to the results of the susceptibility test,
trimethoprim-sulfamethoxazole, florfenicol and enrofloxacin were suggested as the

most effective chemotherapeutics for vibriosis treatment.

2016, 90 pages

Keywords: Vibriosis, Sea bass, Biochemical tests, PCR, Treatment.
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Ulkemizde ve diinyada, bilimsel ve teknolojik calismalar; yeni seyler icat
edilerek ve eski buluslarin gelistirilmesiye her gecen giin biiyiik bir hizla artmaktadir.
Niifusta dogal, salgin hastaliklar ve savaglardaki kitlesel oliimlere ragmen siirekli artis
gostermektedir. Glinliik protein ve enerji ihtiyacini karsilamak i¢in yeme egiliminde

olan insanoglunun bu durumu gidaya olan gereksinimlerinide arttirmaktadir.

Modernlesen hayat sartlarina uyum saglamaya calisan insanlarin biiyiik
cogunlugunun sehirlerde ¢alismaya baslamalariyla karada; koy yagaminin terk edilmesi,
topraklarin bilingsizce isletilnesi (yalnis iiriin ekimi, ilaglama, vs.), verimli topraklara
ev, sanayi tesislerinin ve aligveris merkezlerinin inga edilmesi yil icerisindeki hatta
gecmis donemlere gore toplam hayvansal ve tarim iiriin miktarin1 azaltmaktadir. Su
iirlinlerinde ise evsel, endiistriyel ve tarimsal kaynakli (pestisit, vs.) kimyasal maddelere
bagl su kirliligi, uluslararas1 sularda seyreden gemilerin balast sulariyla gelen kara
sularimizda bulunmayan biyolojik canlilarin (Mnemiopsis leidyi, vs.) kendilerine yeni
habitatlar olugturmlari, bu canlilar nedeniyle ve yalnis sehircilik planlamalariyla sularda
yasayan canlilarin habitatlarinin bozulmasi, teknolojinin gelismesiyle beraber modern
av arach biiylik gemilerin insa edilmesi, av filolarindaki artisa bagl asir1 aveilik,
kiigiilen ve kirlenen av sahalari, canlilarin tiir ¢esitliligini ve miktarin1 her gegen giinde

stirdiiriilebilirligini azaltmaktadir.

Bu nedenle; insanlarin hayvansal protein ihtiyacini karsilmak icin alternatif
yollar aranmis ve bilimsel ¢aligsmalar yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda; biinyesinde
barmdirdig1 esansiyel aminoasitler, doymamis yag asitleri, yiiksek mineral maddeler ve
fazlaca vitamin igermesinin yanm sira, Ozellikle kalp sagligina ve c¢ocuklarda zeka
gelisimine kisacasi, insan saglig1 agisindan su iirlinlerinin oldukca 6nemli bir hayvansal
besin kaynagidir. Avcilik yoluyla elde edilen su iiriinleri talebi karsilayamadigindan

dolayi kiiltiir balik¢iligina gegis kaginilmaz olmustur.



Yetistiricilik; su kaynagina yakin karasal alanlarda, denizlerde ve barajlarada
yani yer kiirenin % 75’ini olusturan su kaynaklarinda yapilabilmektedir. FAO'ya gore su
fakiri olan fakat bulundugu cografya da ¢ tarafi farkli sicalklik ve tuzluluga sahip
denizlerle c¢evrili, golleri, akarsulari, kaynak sulari ve barajlariyla su zengini sayilan
tilkemizin su kaynaklarinin dogru degerlendirilmesiyle siirdiiriilebilir  kiiltiir
balikciligindaki iiretimin artirilmast kagmilmaz olmustur. Boylece, hayvansal protein
ithtiyaclarinin karsilanmasinda hizla biiyiiyen su tiriinleri yetistiriciligi en hizli bliyliyen

endiistriyel sektor haline gelmistir (Dogaka, 2014).

Diinyada da iilkemizdeki gibi toplam su irlinleri kiiltiir balik¢iligt
uygulamalarindan onceki donemlerde avcilik yoluyla elde edilmekteydi. Kiiltiir
balik¢iligr 1970’ler de tathisulardan yararlanilarak karada kurulan tesislerde sazan ve
alabalik tiretimiyle, Ege ve Akdeniz bolgesinde 1980’lerin ortalarinda ¢ipura ve levrek
baliklarmnin deniz agkafeslerinde iiretilmesiyle baslamistir. Ulkemizde; Ege Denizi’nin
daglarinin kirikli yapida ve kiyiya dik uzamisindan kaynakli girintili ¢ikintili olmasi
dogal liman, koy, korfez gibi korunakli alanlarinin bulunmasi, isletme sayilarinda ve
isletmelerin iiretim kapasitelerinde artig goriilebilmektedir, Karadeniz’in daglarinin
kivrimli yapida ve kiyiya paralel uzandigindan dolayr korunakli alanlarinin olmayisi
isletme sayisin1 ve iiretim kapasitesini belli bir miktarin {izerine ¢ikaramamaktadir

(Dogaka, 2014).

Ege bolgesinde ¢ipura ve levrek baligi yetistiriciligi; dogal ortamlarinda yasayan
yavru baliklarin yakalanip kuluckahanelerde beslenip biiyiitiildiikten sonra pazar
boyuna ulasana kadar denizdeki ag kafeslerde besiye alinmasiyla baslamistir. Dogal
yasama ortamlarindaki stok yogunlugunda azalma meydana geldiginden dolay1 dogadan
yavru toplanmasinin yasaklanmasinin sonra igletmeler, yumurta ve yavru iiretimine

baslamislardir (Timur ve Timur, 2003).

Levrek baliklari, tiim Akdeniz’den, Ingiltere’nin kuzey sahillerine ve Kanarya
Adalari’na kadar yayilim gosterir. Deniz fanerogramlarinin bulundugu kumlu, ¢amurlu-
s1g biyotoplarda, sicakliga ve tuzluluga kars1 gosterdigi toleransi ile nehir agizlarinda ve
lagiiner bolgelerde yasayan bir littoral bolge baligidir. Havalarin sogumasi ile birlikte

kislamak i¢in derin sulara go¢ ederler (URL-1).



Levrek baligi, ililkemizi ¢evreleyen tiim denizlerde bulunmakla birlikte Ege ve
Akdeniz balig1 olarak bilinir. Ekonomik degeri ¢ok yiiksek, eti lezzetli, sevilen bir
baliktir. Sicakliga ve tuzluluga toleransi ytiksektir. Levrek baligi, %o 0,5-5 tuzluluga ve
1-34°C’deki sularda yagamaktadir. En uygun biiyiime sicakligi ise 22-24°C degerlerinde
oldugu bildirilmistir (URL-2).

Phlum: Vertebrata
Subphylum: Pisces
Clasis: Osteichtyes
Ordo: Perciformes
Subordo: Percoidei
Familya: Serranidae
Genus: Dicentrarchus

Species: Dicentrarchus labrax (Linneaus, 1758)

Tiirkiye Istatistik Kurumu 2015 yili verilerine gore toplam su iiriinleri iiretimi
672 241 ton olarak belirlenmistir. Bu miktarin 397 731 ton deniz ve 34 176 ton i¢
sularda avcilik yoluyla elde edilirken geri kalan 240 334 tonu yetistiricilik yoluyla elde
edilmektedir. Kiiltiir baliklarinin tiirlere gore dagiliminda en yiiksek yetistiriciligi
yapilan balik i¢ sularda alabalik olup toplam su iiriinleri yetistiriciliginin %44,95’ini
olusturmaktadir. Bunu %31,27 ile levrek ve %21.57 ile gipura takip etmektedir (TUIK,
2016).

Kiiltiir balikgiliginda isletme sayisindaki ve iirlin miktarindaki artis devam
etmektedir. Ulkemizde bolgesel olarak farkli iklim ve su kaynaklari yéniinden biiyiik bir
potansiyele sahip olmasi kiiltiir balik¢iligina uygun olan alanlarin gelistirmesi ve
tesvikle iiretime biiyilk onem verilmeye baslanmistir Isletmelerin bu artisin yaninda
bicok sorunla karsilagilmaktadir. Yumurta, yavru ve besin iiretiminde Onlerine
c¢ikanlardan biri; erken fark edilmeyen ve aniden (sulara moloz yiginlarinin bosaltilmast,
su kaynaginda sel ve tagkinlar1 engellemek i¢in yapiln duvar ¢aligmalari, enerji, sulama
ve igmesuyu ihtiyacimi karsilamak i¢in baraj yapimi, su sicakligi ve oksijen

miktarindaki ani degisimler, hijyen kurallarma dikkat edilmemesi, boylama, tasima,



yemleme ve ortamda bulunan hastalik etmenleri, stres, vs.) meydana gelen dogru
yonlendirilmediginde biiyiikk ekonomik kayiplara neden olan hastaliklarin ortaya

¢ikmasidir.

Dogal ortamlarinda yasayan baliklardan farkli olarak kiiltlir balik¢iliginda 6lim
orani daha fazla yasanmaktadir. Bunun nedeni daha fazla stres yasamalar1 ve her
hangibir olumsuz durumla karsilastiklarinda kagamamalaridir. Isletmeler igin énemli
olan stres faktorlerinin, kitlesel 6liimlerin olmasini, hastaliklarin bir havuzdan digerine
yayilmasini engelleyerek dogru tedavinin uygulanmasiyla ekonomik kayiplar en
azaindirilebilmektedir. Diinyada oldugu gibi iilkemizde de hastaliklar1 tedavi etmek i¢in
cesitli antibakteriyel maddeler kullanilmaktadir. Farkli hastalik etkenleri i¢in farkli
antibiyotikler kullanilmaktadir. Isletmelerin veya isletmelerde calisanlarin hastalik
etkenin teshis edilmeden, antibiyogram testi yapilmadan elinin altinda bulunan ilaglar
kullanmasi, yasal ve bilinen antibiyotiklerin kullanilmamasi, yanlis kombinasyonlarin
yapilmasi, eger etken teshis edilmisse ilaglarin gereken siirede ve miktarda
kullanilmamasi, ilaglh yem verilmeden 6nce 12-24 saat baligin a¢ birakilmamasi, birkag
etkenin birleserek (sekonder enfeksiyon) olusturdugu enfeksiyonlarda ilk etkenin
(primer enfeksiyon) goz ardi edilmesi; direngli bakterilerin sayisini arttirmakta paralel
olarakta hastaliklain tedavisi i¢in kullanilan antibiyotik sayisinin da azalmasina neden
olmaktadir. Bu durum hastaliklarin tedavisini engellemekte ve fazla sayida baligin
Oliimiine neden olmakla birlikte isletme i¢in ekonomik maliyetide arttirmaktadir.
Onemli olan yetistiricinin; bahiginn davranislarini tanimasi, davramslarinda meydana
gelecek degisimlerde yani hastalik ¢iktiginda; etkenin dogru teshis edilmesi ve

tedavinin dogru bir sekilde yapilmasi gerekmektedir.

Bu ¢aligmada iilkemizde ve diinyada su iirtinleri yetistiriciligi yapilan 6zellikle
deniz suyu (%030<) ve act suda (%00,5-30) bulunan baliklarda hatta denizdeki
kafeslerden tatli suya aliman baliklarda bile goriilen bir hastalik olan vibriozis
enfeksiyonu’nun levrek baliklarindaki identifikasyonu, antibiyogram duyarliligi, API 20

E testi ve molekiiler yontemler hakkinda bilgi verilmektedir.



1.2. Literatiir Ozeti

1.2.1. Vibriozis

Vibriozis dogada ve kiiltiirli yapilan deniz baliklarinda en ¢ok goriilen hastalik
olmakla beraber, nadiren pasterize edilmemis deniz balif1 atiklariyla beslenen tatli su
baliklarinda da goriilen bir hastaliktir. Bu hastalik ilk olarak yilan baliklarinda goriilmiis
ve kizil veba olarak isimlendirilmistir. Ancak giliniimiizde bir¢ok deniz baliginda
goriildiigi bildirilmektedir. Normal olarak tatli su ve act suda bulunan baliklarda
ozellikle s1g ve su sicakliginin yiikseldigi yaz mevsiminin sonunda goriiliir (Timur ve
Timur, 2003). Tuzlu sularda yetistiriciligi yapilan baliklarin en 6nemli ve en iyi bilinen
hastaliklarindan biridir. Hastalik bugiine kadar bir¢ok literatiirde red pest, red disease,
pestis rubra anguillarum, cold pest, ulcer disease, eye disease, bakteriyel dermatitis ve
tuzlu su furunkulosis gibi isimler verilmektedir. Hastaligin ismi listonellozis olarak
degistirilmesine ragmen bir¢ok arastirmaci tarafindan giiniimiizde vibriozis ismi

kullanilmaktadir (Austin ve Austin, 1987).

Kingdom: Bacteria

Phylum: Proteobacteria
Class: Gammaproteobacteria
Order: Vibrionales

Family: Vibrionaceae

Genus: Vibrio

Vibriozis etmeni olan vibrio ilk defa 1718 yilinda yilan baliklarinda goriilen bir
epizootiden izole edilmistir. Etkenin identifikasyonu 1893 yilinda Canestrini tarafindan
yapilarak Bacterium anguillarum olarak isimlendirilmigtir. Daha sonra Bergam
tarafindan 1907°de Isveg’te kafeslerde yetistiriciligi yapilan yilan baliklarindan ayni
etken izole edilmistir ve 1909 yilinda da identifikasyonu tamamlanarak bakteriye Vibrio
anguillarum adi verilmistir. Daha sonra yapilan ribozomal RNA analizi sonucunda V.
anguillarumu, V.damsela, V. ordalii’nin filogenetik agidan diger tiirlerden farkli oldugu
ve bunlarin Listonella genusunda yer almasi gerektigi bildirilmistir (MacDonell vd.,

1985). Ancak diinya literatiirlinde Vibrio adi daha fazla kullanilmakta oldugu



bildirilmigtir (Austin ve Austin, 1987). Amerika’da 1953 yilinda Rucker ve arkadaslari

tarafindan chum salmon (O. keta) baliklarindaki hastalik olgularindan V. anguillarum

izole edilmesiyle vibriozis bildirilmistir. Daha sonra deniz ve tathh su balig1 olan

(salmonid, kalkan, levrek, ¢ipura, ayu, morina ve kirmizi mercan gibi) 50’ye yakin tiirde

birgok {iilkede biiyiik kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Toranzo ve Barja, 1990;

Actis vd., 2011, Giiralp, 2012). Tiim diinyada gelisen su {iriinleri yetistiriciligine paralel

olarak farkli Vibrio tiirlerinin hastalik olusturdugu gorilmiistiir. Diinyada genelinde

hastalikl1 baliklardan izole edilen vibrio tiirleri Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Diinya genelindeki baliklarda goriilen Vibrio sp. enfeksiyonlarinin cografik
dagilis1 (Austin ve Austin, 1999; Giiralp, 2012).

Etken

Balik Tiirii

Cografik Dagilm

Vibrio anguillarum
(=Listonella anguilarum)

V. ordalii

V. alginolyticus

V. cholerae
V. fischeri

V. splendidus
V. harveyi

(=V. carchariae
=V. trachuri)

V. cairchariae
V. parahaemolyticus

Atlantik salmonu (Salmo salar)

Kalkan balig1 (Scophyhalmus maximus)
Deniz levregi (Dicentrarchus labrax)
Cipura (Sparus aurata)

Cizgili levrek (Morone saxatilis)

Yilan balig1 (Anguilla anguilla, A. japonica)
Ayu balig1 (Platygillellus altivelis)

Morina balig1 (Gadus morhua)

Kirmizi mercan (Pagrus major)

Cipura (Acanthopagrus cuuieri)
Salmonidler (Onchorhynchus sp., Salmo sp.)
Cipura (Sparus aurata)

Atlantik salmonu (S. salar)

Cipura (S. aurata)

Kalkan balig1 (Scophthalmus maximus)
Yilan balig1 (4. anguilla)

Ayu balig1 (P. altivelis)

Cipura (S. aurata)

Kalkan balig1 (S. maximus)

Atlantik salmonu (S. salar)

Cipura (S. aurata)

Kalkan (Colistium nudipinnis, C. guntheri)
Cipura (S. aurata)

Levrek (Lates calcarifer)

Dil balig1 (Dicologoglossa cuneata)
Common snook (Centropomus undecimalis)
Cobia (Rachycentron canadum)

Kopek baliklari (Carcharinus plumbeus)
Cipura ( S. aurata),

Larimichthys polyactis

Amerika, Avrupa,
Tiirkiye, Japonya,
Israil,

Kuveyt

Avrupa, Tiirkiye

Israil,
Iskogya,
Kizil deniz

Japonya
Ispanya

Iskogya, Ispanya,
Yeni Zelanda,
Norveg

ABD,

Tayvan, Ispanya

ABD
Kizil deniz, Cin




Tablo 1. Devami

Etken

Balik Tiiri

Cografik Dagilim

V. salmonicida

V. pelagius

V. logei

V. ichtyoenteri
V. campbelli
V. marinus

V. vulnificus

V. viscosus
(Moritella viscosa)

V. vulnificus

Photobacterium
damsela subsp.
pisicicida= V. damsela
(Pasteurella
pisicicida)

Atlantik salmonu (Salmo salar)
Morina balig1 (Gadus morhua)

Kalkan balig1 (Scophthalmus maximus)
Atlantik salmonu (S. salar)
Kulugkahanelerde

Levrek (Dicentrarchus labrax)

Kalkan balig1 (S. maximus)

Yilan balig1 (4. anguilla, A. japonica)

Atlantik salmonu (S. salar)

Kalkan balig1 (S. maximus)

Deniz levregi (D. labrax)

Yilan balig1 (4. anguilla, A. japonica)

Cipura (S. aurata)

Deniz levregi (D. labrax)

Dil balig1 (Solea senegalensis, S. solea)
Cizgili levrek (Morone saxatilis)
Sarikuyruk (Seriola quniqueradiata)
Ayu balig1 (Platygillellus altivelis)
Kefal (Mugil cephalus)

Mavi kefal (Chelon labrosus)

Kopek baliklar

Kalkan balig1 (S. maximus)

Norveg, Kanada, Iskogya,
ABD

Ispanya, Norveg

Norveg, izlanda, Iskogya
Japonya

Ispanya

Ispanya

Japonya, Ispanya, ABD,

Norveg, 1zlanda, Ispanya

Ingiltere, Danimarka
ABD, Japonya, Ispanya,

Tiirkiye, Danimarka

Vibriozis etkeni olan diger bakteriler; V. trachuri istavrit’te (Japonya), V.
tubiashii ve V. nereis (Moritella viscosa) levreklerde (Ispanya) (Austin ve Austin,
1999), V. chagasii tiirii Artemia sp.’de (Ispanya), kalkan larvalarinda (Norveg), rotifer
ve levreklerde (Yunanistan) V. kanaloae hastalikli istiridye larvasinda (Fransa), karides
(Cin) ve deniz suyunda (USA) ve V. pomeroyi ¢ift kabuklu yumsakcalarda (Brezilya) ve
kalkan baliklarinda (Ispanya) (Thompson vd., 2003a) ve siniflandirmaya sonradan
katilan V. xuii karideslerde ve ¢ift kabuklu yumsakcalarda, V. brazilliensis ¢ift kabuklu
yumsakca larvalarinda, V. neptunis hastalikli ¢ift kabuklu yumsakea larvalarinda, rotifer
ve kalkan balig1 larvalarinda (Thompson vd., 2003b), V. tasmaniensis Atlantik
salmonlarindan (Salmo salar) (Thompson vd., 2003c), V. fortis sp. nov. Karides
larvalari,hastalikli ¢ift kabuklu larvalari, Atlantik salmon (Salmo salar) baliklari,
hastalikli istiridye larvalarindan ve V. hepatrius erigkin dogal karideslerden (Thompson

vd., 2003d) gibi tiirler farkli caligmalarda rapor edilmistir.



Ulkemizdeki ilk vibirozis olgusuna ¢ipura baliklarindaki hastalik salgmlarindan
izole edilen etkenin V. anguillarum oldugu bildirilmistir (Candan, 1993). Daha sonra
caligmalarda, cipura baliklarindaki hastalik vakalarindan V. ordalii’nin izole edildigi
farkli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Candan, 1993; Cagirgan ve Yurekliturk,
1996; Akayli, 2001; Tiirk, 2002). Ulkemizde kiiltiirii yapilan levreklerde ve diger

baliklarda goriilen vibriozise neden olan etkenler Tablo 2°de verilmistir.

Tablo 2. Tirkiye’de kiiltiir yapilan levrekler (Dicentrarchus labrax)’de ve diger baliklarda

gbriilen Vibrio sp. enfeksiyonlar1 ve cografik dagilis1 (Oztiirk ve Altinok, 2014).

Etken Balik Tiirii Cografik Dagilim Literatiir
Vibrio (Listonella) Sparus aurata Mugla Candan, (1991)
anguillarum Dicentrarchus labrax ~ Ege Denizi Cagirgan, (1993)
Salmo salar Kara Deniz Candan, (2000)
Dicentrarchus labrax ~ Izmir, Mugla, Aydin Tanrikul vd. ,(2004)
Dicentrarchus labrax  Antalya Korun, (2004)
Sparus aurata Ege Denizi Korun, (2006)
Dicentrarchus labrax  Ordu Savas vd., (2006)
Pagrus pagrus Mugla Korun ve Gokoglu, (2007)

Aulonocara maylandi
Oncorhynchus mykiss
Sparus aurata

Istanbul (Aquarium)
Mugla, Aydin, Denizli
[zmir, Mugla

Akayli, (2007)
Aksit ve Kum, (2008)
Canak, (2011)

Oncorhynchus mykiss ~ Kara Deniz Timur vd., (2011)

V. alginolyticus Dicentrarchus labrax  Ege Denizi Cagirgan, (1993)
Sparus aurata Ege Denizi Cagirgan, (1993)
Oncorhynchus mykiss ~ Ordu Savas vd., (2006)
Dicentrarchus labrax  Ordu Savas vd., (2006)
Trachurus trachurus ~ Mersin Ozer vd., (2008)
T. mediterraneus Trabzon Boran vd., (2013)

V. ordalii Sparus aurata Mugla Akayl, (2001)
Dicentrarchus labrax  Ege Bolgesi Tiirk, (2002)
Dicentrarchus labrax ~ 1zmir Korun, (2004)
Dicentrarchus labrax  Canakkale Tanrikul vd., (2004)
Dicentrarchus labrax  Antalya Korun, (2004)

V. vulnificus Sparus aurata Ege Bolgesi Tiirk, (2002)
Dicentrarchus labrax  Ege Bolgesi Tiirk, (2002)
T. mediterraneus Trabzon Boran vd., (2013)
Dicentrarchus labrax  Ordu, Trabzon Uzun ve Ogut, (2014)

V. harveyi Dicentrarchus labrax  Mugla Korun ve Akayli, (2004)

V. parahaemolyticus
V. rotiferianus

Sparus aurata

Dicentrarchus labrax
Oncorhynchus mykiss
Dicentrarchus labrax

Mugla, Izmir
Ordu, Trabzon
Aydin

Ordu, Trabzon

Canak, (2011)
Uzun ve Ogut, (2014)
Aydin, (2000)
Uzun ve Ogut, (2014)




Deniz baliklarinda biiyiik ekonomik kayiplara neden olan vibrio tiirii sirasiyla V.
algionlyticus, Listonella (Vibrio) anguillarum, V. cairchariae, V. cholera, V. damsela,
V. ordalii, V. vulnificus ve V. salmonicida sekiz tiir olarak rapor edilmistir. Ayrica, V.
salmonicida’nin soguk su vibriozisinin (hitra hastaligl) etkeni oldugu bildirilmistir. V.
anguillarum uzun yillardan beri deniz baliklarinin yaklasik 48 tiirtinde baslica dominant
tir olmasma ragmen diger vibrio tiirleride bu hastalikta rol oynadigi bildirilmistir
(Austin ve Austin, 1987; Timur ve Timur, 2003). Tath ve acisuda kiiltiirii yapilan yilan
balig1 ciftliklerinde hastalik olgularindan V. vulnificus izole edildigi rapor edilmistir
(Dalsgaard vd., 1999, Fouz ve Amaro, 2003).

1.2.1.1. Vibrozisin Epizootiyolojisi ve Patojenitesi

Vibriozis baliklarda nasil basladigi tam olarak bilinmesede, etken konakg¢inin
gastro-intestinal sisteminin posterior kisminda ve rektumda iiredikten sonra i¢ organlara
penetre oldugu ve boylece enfeksiyonun bagladigi, hastalik etkeninin bagirsaklarin tim
boliimlerine kolonize oldugu ve 100 dakikada i¢inde maksimum tutunmanin meydana
geldigi bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Yaman vd., 2003). Olmek iizere olan
baliklardan izole edilen 16 farkli serotipteki V. anguillarum un hepsinin baliklar i¢in
patojen olmadig1 bildirilmistir. V. anguillarum’un belirlenmis yirmiden fazla (O1-O23)
farkli serotipi oldugu rapor edilmistir (Grisez ve Ollevier, 1995). Diinya capinda
Ozellikle morina balig1 ve salmonid tiirii baliklarda hastalik olusturan serotipleri O1, O2
ve O3 olarak bildirilmistir (Pedersen vd., 1999; Noga, 2010). Levreklerde ¢ogunlukla
serotip O1 ve O3, yilan baliklarindan serotip O3, alabaliklarda serotip O1 ve O2’nin,
enfeksiyonlara yol actig1 (Toranzo ve Barja, 1990; Pedersen vd., 1999; Korun ve Timur,
2008), bagka bir arastirmada iilkemizde son 15 yilda levreklerden izole edilen V.
anguillarum suslarmin genellikle serotip O1 oldugu bildirilmistir (Cagirgan, 2004).

V. anguillarum deniz ortaminin normal mikrobiyal florasinda bulundugu, bakteri
sayisi deniz suyu sicakligimin artmasiyla yazin artmakta, kisin ise azaldigi rapor
edilmistir. Bu patojenin deniz suyunda 50 aydan daha uzun siire canli kaldig tespit
edilmistir. Deniz baliklarinin normal bagirsak florasinda da bulundugu bildirilmistir

(Austin ve Austin, 1987).



Levrek larvalarimin bagirsak mikroflorasi, yemleme rejimine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Levrek larvalari rotiferlerle beslendigi zaman V. anguillarum,
V. tubiashii, levrek yavrular artemiayla beslendigi zaman ise V. alginolyticus, V.
proteolyticus, V. harveyi ve V. natriegens izole edilmistir. Larval gelisim sirasinda
bagirsakta herhangi bir bakteri tiiriiniin dominant kolonizasyonu saptanmamis olup,
larval yasama siklusunun sonunda rotiferlerle beslenen larvalarin bagirsaginda V.
anguillarum dominat hale geldigi ve hastalik olusturdugu rapor edilmistir (Grisez vd.,

1997).

Balik hastaliklarinin ¢ikisinda g¢evre, patojen ve konakg¢i liggeni 6nemli rol
oynamaktadir. Balik patojeni olan vibrio tiirlerinin adhezyon yetenekleri ve enfeksiyon
meydana getirme kabiliyeti, iki onemli ¢evresel faktor olan sicaklik ve tuzluluga bagl
olarak gelismekte oldugu bildirilmistir. Tim vibrio tiirleri i¢cin minimal adhezyon
degerleri en diisiik 4°C sicaklik, % 0.10 tuzlulukta ve optimum 25°C’lik sicaklikta
gerceklestigi rapor edilmistir. Baligin derisindeki mukus patojenik vibrio’lar igin
inhibitor etkisinin varligi bildirilmistir. V. anguillarum un 25°C’de sarikuyruk, cipura
ve sazan baliklar1 i¢in viriilent iken, 15°C’de sarikuyruk disindaki baliklarda viriilent

olmadig1 bildirilmistir (Yaman vd., 2003).

Hastaligin epizootiyolojisi iliskin, su sicakliklar1 10°C’nin iizerine ¢iktig1 sicak
yaz aylarinda, sudaki ¢6ziinmiis oksijen miktarinin azaldig1 ve asir1 kalabalik ve koti
hijyen sartlar1 altindaki baliklar stesli oldugu zaman salgimnlarin meydana geldigi
bildirilmigtir. Bununla birlikte hastaligin 1-4°C sicakliktaki sularda yetistirilen
baliklarda da ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Etken deri, solungaclar ve aniis yoluyla
viicuda girdiginde hastalik olusturdugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987).

Vibrio tiirlerinin patojenik mekanizmasmin dogasiyla ilgili tartisma
ekzotoksinler ve/veya endotoksinlerin olas1 etkilesimi iizerinde odaklanmistir.
Patojenite iizerine yapilan bir calismada, Vibrio anguillarum’un 24 saatlik sivi
kiiltiirlerinden elde edilen filtre ile sterilize edilmis siipernatanin akvaryum balig
(goldfish)’na enjeksiyonunun ardindan % 70’in iizeinde Olim meydana geldigi
bildirilmistir. Chinook salmonlara iizerine yapilan bagka bir calismada endoksin enjekte

edildiginde enjeksiyon bolgesinde hemorajik lezyonlarin varligi saptanmistir. Diger bir
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calismada 6nemli bir gelisme olarak "hemolitik toksinler" enfekte baliklarin kansizligin

yanitindan sorumlu olabilecegini ileri siirmiistiir (Austin and Austin, 1987).

Kirmizi ¢ipurada V. alginolyticus’un virlilensi tizerine yapilan bir ¢calismada; V.
alginolyticus ile rotiferin varliginda dliimlerin arttig1, V. alginolyticus ile Chlorella’nin
varliginda, V. alginolyticus’un tek basina bulundugu ortama gore daha az o6lim
meydana geldigi, bu li¢ organizmanin hepsinin varliginda ise Chlorella’nin rotifer
tarafindan tiiketildigi ve V. alginolyticus'un sayisinda artis oldugu gdosterilmistir

(Yaman vd.,2003).

Vibriozisin bulagsmasinda su yolu ile bulagma esas oldugu, direkt temas ile deri,
yiizgegler, aniis ve solungaclardan etkenin girerek invazyon yaptigi, deri ve aniis
yoluyla bulasmanin daha 6nemli oldugu, fakat enfeksiyonun oral yolla da bulastig1 ifade
edilmistir. Kontamine artik baliklar ve atik deniz {iriinleri ile yapilan besleme sonrasi
vibriozisin patlak verdigi, 1s1 islemi gérmemis artik baliklarla besleme yanlizca vibriozis
salginlarina degil tiiberkkiilozis, ichthyophoniasis gibi hertiirlii oral yolla bulasan
salginlarin ¢ikmasina neden oldugu bildirilmistir. V. alginolyticus, deniz balig
yetistirilen tanklardaki sulardan izole edilmis, bu nedenle enfeksiyonun ortaya

¢ikmasinda kontamine suyun da biiyiik 6nem tasidigi bildirilmistir (Cagirgan, 1993).

Yilan baliklarinda ve alabaliklarinda yapilan deneysel calismalarda sublethal
diizeydeki bakirin vibriozisin patlak vermesine neden oldugu, fakat klorun boyle bir
etkisi olmadigi bildirilmistir. Agir metal olan bakirin solungaglardaki mukus
tabakasinda koagiilasyon yiiziinden oksijen tasmmasini engelleyici etkisi solunum

stresine baglindig1 bildirilmistir (Austin and Austin, 1987)

1.2.1.2. Vibriozisin Klinik Belirtileri ve Otopsi Bulgulari

Cesitli vibrio tiirleri, stres veya travma gibi faktorlerin etkisi altinda kalan gerek

kiiltiir yapilan ve gerekse dogal ortamdaki deniz baliklarinda enfeksiyon olusturduklari

bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003).
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Klinik bulgular hastaligin evresine baghdir. Hastalik per-akut seyrettiginde
(6zellikle geng baliklarda) istahsizlik (anoraxia) ve derinin renginin koyulagmasi disinda
baska bir klinik bulgu gostermeden yiiksek mortalite ile son bulmaktadir. Akut form
konjestif ve hemorojik seyretmektedir. Aniis etrafinda ve yiizge¢ diplerinde kirmizi
kanli lezyonlar, bazen deride, kaslarda sigkinlikler ve iilserlesme meydana gelmektedir.
Otopsi yapildiginda hastalikli baliklarin i¢ organlarinda konjesyon (hiperemi), hemoraji
ve 0dem sekillenmektedir. Hastaligin kronik evresinde, enfekte baliklarin kas dokusuna
kadar inen genis lezyonlar goriilmektedir. Agir anemi’nin gostergesi olarak
solungaglarin solgun oldugu ve peritonda ise fibrindz yapigmalarin tespit edildigi
bildirilmektedir. Agizda veya deri yiizeyinde, kaslarda, orbita ve yiizge¢ diplerinde
olusan fokal nekrotik lezyonlar subepidermal oldugu zaman deri {izerinde siyah renkli
bolgeler goriilmektedir. Eger bu lezyonlar iilserlesirse s1§ fakat genis dermal
kollejenden kaynaklanan beyaz kenarli ve siyah pigmentli bir halka ile ¢evrili hemorojik
tilserlerin gelistigi bildirilmistir. Bu lezyonlar V. anguillarum veya diger vibrio

tiirlerinden kaynaklandigi rapor edilmistir (Timur ve Timur, 2003).

V. anguillarum ile enfekte hasta yilan baliklarinda deride tipik olarak renk
degisikligi, karin kaslarinda kirmizi nekrotik lezyonlar, yiizgeclerin dip kisimlarinda,
anal bolge etrafinda ve agizin i¢c kisminda kirmizi lekelerin varhig: bildirilmistir. I¢
organlardaki baglica bulgular; dalakta biiyiime ve erime, bobreklerde erime, karin
duvarn ve viseral peritonda petesiel kanamalar goriilmektedir. Sindirim kanali ve rektum
genislemis ve berrak yapiskan bir sivi ile dolu oldugu goriilmektedir. Exophtalmia
belirgin oldugu bildirilmistir. Hastaligin etkeni olan bakteriler biitiin dokulara esit
olarak dagildigi halde en yogun sekilde kanda bulunmaktadir. Hasta baliklarin
hareketsiz oldugu, yem alimim kestikleri ve agir mortalite gosterdikleri rapor

edilmektedir (Timur ve Timur, 2003).

Hastalikli baliklarda tipik olarak solgun deri, karin kaslarinda kirmizi nekrotik
lezyonlar mevcut, agiz iginde, burun deligi ¢evresinde ve yiizgeclerin tabaninda
kizariklik goriilmektedir. Bagirsak ve rektum sigmis olabilir, ve acik viskoz siv1 ile dolu
olabilir. Eksofthalmus belirgindir. Pasifik salmon fingerlinglerinde hastaligin baslangi¢
safhasinda bir bakteriyemi olusmaktadir. Hsitolojik muayenede, kanda, bag dokusunda,

solungaclar, bobrek, karaciger (bir anemi), gastro-intestinal sistemin posteriorunda
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patolojik degisikliklerin varligi, ve dalagin sismis oldugu bildirilmistir. Kandaki bakteri
hiicrelerinin en yiiksek konsantrasyonda olmasina ragmen, enfekte dokulara esit
dagilmis oldugu goriinmektedir. Genelde enfekte baliklarin hareketsiz ve istahsiz
oldugu rapor edilmistir. Bu klinik belirtileri gosteren baliklarin tedavisinde basarisi

olundugu ve bu ylizden agir 6liimlerin olustugu bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987).

Geng kiltliir salmon ve kalkan baliklarinda goriilen perakut vakalarda ara sira
periorbital veya abdominal 6dem disinda bagka klinik bulgu goriilmemistir. Ergin
baliklarda akut ve kronik safha gelistiginde agir kayiplarin meydana geldigi
bildirilmistir. Akut sathadaki baliklarda deri koyu renkli, icinde c¢ok sayida bakteri
bulunan nekrotik dokuya ait kirmizi renkli s1v1 biriken iilserlesmis kabarciklar olustugu
tespit edilmistir. Derinlere kadar inmis kas lezyonlar1 yani sira dalakta biiyiime ve
likefaktif (yumusama ve sulanma) nekroz gelistigi rapor edilmistir. Dalagin rengi kiraz
kirmizisi renkte ve keskin kenarlar1 kaybolmus oldugu rapor edilmisir. Enfeksiyonun
kronik evresinde olan baliklarda kaslarda derin lezyonlar olusabilmektedir.
Solungaclardaki solgunluk agir anemiyi isaret etmektedir. Viseral organlar1 ve karin
boslugunu orten peritonda fibrindz adhezyonlar (yapismalar) goriilmektedir. Enfekte
baliklarin gozleri genellikle kanla ortiilii ve opaklagmis oldugu tespit edilmistir. Ayrica,

g0ziin kornea tabakasinda tilserasyon goriildiigii bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003).

Israil’de  kiiltiirii  yapilan c¢ipuralarda V. alginolyticus'un mortaliteye
gozlemlendigi bir balik patojeni olarak bildirilmistir. Oliimler baliklarin agir1
ellenmesinden sonra kaydedilmistir. Bu nedenle V. alginolyticus zaten hasarl
dokkularin firsatg1 bir istilacis1 veya stresli baliklarin zayif bir patojeni olarak hastalik
olusturdugu bildirilmistir. V. alginolyticus red spot (kirmizi benek) hastaligindan
muzdarip deniz kefallerinde sekonder bir istilact olarak rapor edilmistir. (Austin ve
Austin, 1987). Ispanya’daki Kkiiltiir yapilan cipuralarda ise V. anguillarum, V.
alginolyticus, V. harveyi ve V. splendidus’un vibriozise neden oldugu bildrilmistir.
Cipura baliklarinda hastalik tipik bir bakteriyel septisemi olarak tarif edilmektedir.
Hasta baliklarin durgunlastigi, deri renginin koyulastigi, pullarinin gevseyip yerinden
diistiigli, deri iizerinde iilserlerin gelistigi bildirilmistir. Karacigerde, bagirsak
duvarindaki kapilar damarlarda, hava kesesinde ve peritonda hiperemiler goriildiigi

bildirilmistir. Bagirsagin temiz oldugu goriilmektedir. Safra kesesi artan safra nedeniyle
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genismis ve bagirsak boyunca uzamis oldugu belirlenmistir. Solungaglarda anemi ve

nekrozun varligi bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003).

Atlantik salmon baliklarinda Hitra hastalig1 olarak bilinen “soguk su vibriozisi”
hastaligin etkeni V. salmonicida oldugu rapor edilmis ve Kanada, Norveg ve Iskogya’da
cografik dagilim gosterdigi bildirilmistirtir (Austin ve Austin, 1999). Norveg¢’te Atlantik
salmon iiretiminde muazzam bir artis ile belkide ayn1 zamanda yeni ve tehlikeli bir
hastalik endiistride tahribata sebep olacagr ka¢inilmazdi. 1979 yilinda Norveg’in
giineyinde Hitra adasi1 ¢evresinde yerlesmis salmon ¢iftliklerinde yeni bir hastalik ortaya
ciktigr bildirilmistir. Hastalik 6zellikle ilkbahar bagindan sonbaharin sonuna kadar olan
siirede agirlikli olarak meydana geldigi bildirilmistir. Hastaligin bugiin Norveg’teki
biitiin ¢iftliklere yayildig1, Kanada ve Iskogya’da hasatalik olgularina ait baz1 raporlarin
varlig1 bildirilmistir. Hastalik generalize bir hemorajik septisemie benzemektedir. Dig
hemorajiler karin gevresinde belirgin olabilir. i¢ belirtiler, i¢ organlar, yiizme kesesi,
karin duvar1 ve gastrointestinal sistemin posterioriindeki kanamalar aneminin genellikle
kanitinin oldugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1999). Norveg’te 1970 yilindan beri
ozellikle kis aylarinda bu hastalik nedeni ile yiliksek oliimlere bagl biiyiik ekonomik
kayiplara neden oldugu bildirilmistir. Hastaligin nedeni dnceleri beslenme bozukluguna
bagli, selenyum ve vitamin E eksikliginden ileri geldigi sanildig1 rapor edilmistir (URL-
1). Hitra hastaliginin ilk klinik belirtisi istahsizlik ve diizensiz ylizme hareketleri olarak
bildirilmistir. Baliklar hastaligin perakut sathada higbir belirti géstermeden 6lebildikleri
tespit edilmistir. Genel dig bulgular; solungaglarin solgun olmasi, yiizge¢ diplerinde
hemoroji, rektumda kizariklik, siskinlik, ara sira prolapsus ve karin alti duvarinda

petesil kanamalarin varligi rapor edilmistir (Timur ve Timur, 2003).

V. damsela ilk olarak damsel baliklardan biri olan Chromis punctipinnis’in yan
tarafi boyunca iilseratif lezyonlarla iliskiliydi. Bu iilserler giiney California’nin sahil
sularindaki balik popilasyonlar1 arasinda yaz ve sonbaharda varligi rapor edilmistir.
Etken pektoral ve kaudal yiizgeg¢ ¢evresinde 5-20 mm c¢apinda iilserlerle karakterize bir
hastalik olarak tarif edilmistir. Kaslarda tipik olarak iilseratif erimeler meydana
getirdikleri tespit edilmistir. Hastaligin sar1 kuyruk, kalkan, kahverengi kopek

baliklarinda ve ¢ipuralarda da goriildiigii bildirilmistir. Insanlardaki iilserli yaralardan
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da izole edildigi i¢in zoonoz bir hastalik olarak énemli oldugu bildirilmistir (Austin ve

Austin, 1987; Noga, 2010).

V. cholarae (non-01) bu etken ilk defa 1997 yaz mevsiminde Japonya’daki
Amano nehrindeki yabani ayu baliklarindan ve Avustralya’daki goldfish baliklarindan
balik patojeni olarak izole edilmistir. Baliklarin viicut ylizeyinde petesiyel kanamalar ve
i¢ organlarin kanl oldugu goriilmiistiir. Ayu ve yilan baliklarinda hastalik etkeni ile
yapilan deneysel enfeksiyonlarda yiiksek patojeniteye sahip oldugu bildirilmistir.
Oliimler su sicakhigina bagli olarak sekillendigi bildirilmistir. Ayu baliklarinda su
sicakligi 21-26°C’de 2-7 gilinde oliimler baslamis, fakat 16°C’de 6lim goriilmemistir.
Yilan baliklarinda ise 21°C’de 5 giin iginde % 10 mortalite sekillenirken, 26°C’de 3-7
giin icinde % 30’luk bir mortalite gézlemlendigi bildirilmistir. Vibrio cholerae (non-01)
insan i¢in zoonoz bir patojen olan Vibrio cholerae biyotip “El tor” ‘dan ornitin
dekarboksilaz ve mannoz testinin negatif olmasi ile ayrilir. (Austin ve Austin, 1987;

Noga, 2010).

Onceleri V. anguillarum biyotop 2 olarak isimlendirilen ekten, V. ordalii olarak
yeniden ismilendirilerek yeni bir tiir olusturulmustur. V. ordalii tarafinfan olusturulan
hastalik Japonya’da ve Amerika’da kuzey pasifigin batisinda deniz baliklarinda
gorildiigli kaydedilmistir. Hastalik hemorajik septisemi ile katagorize edildigi rapor
edilmektedir. Hastalikl1 baliklarin kas, solungaclar ve gastrointestinal sistemden izole
edilen V. ordalii’nin farkli biyokimyasal O6zellikler gosterme egilimindedir. Klinik
bulgulart V. anguillarum ile ayni oldugu bildirilmistir. Fakat V. anguillarum ve V.
ordalii ‘nin sebep oldugu hastaligin patolojisinde ¢ok az bir farkliligin oldugu da

bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Noga, 2010).

Vibrio vulnificus enfeksiyonu, Japonya’da 1975-1977 yillart arasinda 6 bolgede
kiiltliriic yapilan yilan baliklarindaki ciddi hastalik vakalarindan izole edilen etkenin
Vibrio anguillarum tip B oldugu sanilmis, daha sonraki ¢aligmalarda laktozu fermente
eden vibrio etkeninin Vibrio vulnificus biogroup 2 oldugu anlasilmistir. Hastalik
baliklarin dis ylizeyi, yiizge¢ ve kuyrukta dikkate deger bir sekilde kizariklik ile
karakterize kanama mevcuttur. Ilaveten sindirim sistemi, solungagclar, kalp, karaciger ve

dalakta patolojik degisikliklerin varhigi tespit edilmistir. Hastalik klasik vibriozise
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benzerlik gosterdigi, ancak hastaligin etkeni konunun uzmani arastirmacilar tarafindan
mikroskobik olarak ayirt edilebildigi bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987). Deniz
ortamindan izole edilen asil insan vibrio patojeni olan Vibrio vulnificus biogroup 1 balik

patojeni olmadigi rapor edilmistir (Noga, 2010).

V. parahaemolytcus Cin’de orfoz ve sari sarlatan gibi tropikal balik tiirlerinde
ciddi hastaliklara sebep olan bir etken oldugu rapor edilmistir. Ac1 sulardaki killifish
baliklarinda hastaliga sebep oldugu bildirilmistir (Noga, 2010). Bir balik patojeni olarak
V. parahaemolytcus roli lizerinde tartisma oldugu bildirilmistir. Bir makalede V.
parahaemolytcus ile tilapiada deneysel enfeksiyon testlerinden bahsedilmis, fakat
etkenin izolasyonu dogrulugu hakkinda yeterli bir bilginin olduguna rastlanilmamaistir.
Ancak, Filipinlerde hastalikli milkfishlerden V. alginolyticus ve V. parahaemolytcus
arasinda ara Ozelliklere sahip organizmalarin varligr kaydedilmistir. Kontamine deniz
tirtinlerini tiiketen insanlarda gida zehirlenmesine neden oldugu icin zoonoz bir bakteri
olarak bildirilmistir (Austin ve Austin, 1999). V. parahaemolytcus ¢ipuralardan izole
edildig fakat “Koch Postiilatlar1” teyit edilememistir. Ayrica, bir¢ok deniz baligindan
hastalik etkeni olarak V. parahaemolytcus izole edildigi bildirilmistir (Cagirgan, 1993).

V. carchariae (V. harveyi) goz lezyonlara, deri iilserlerine ve sistemik
hastaliga neden oldugu bildirilmistir. ABD’nin Baltimore sehrindeki ulusal akvaryumda
Olmiis sandbar kopek baliginindan (Carcharhinus plumbeus) ve limon kopek baligindan
(Negraprion brevirostris) hastalik etkeni olarak ilk kez izole edildigi bildirilmistir
(Austin ve Austin, 1987; Noga, 2010). Daha sonraki yillarda ABD, Japonya ve
Avrupa’da (Ozellikle Ispanya) cipurada, levrek, common snook (Centropomus
undecimalis), istavrit (Trachurus japonicus), siit balig1 (Sciaenops ocellatus) ve kopek
baliklarinda (Carcharhinus plumbeus, Negaprion brevirostris), dil baligt (Solea
senegalensis), pisi balig1 (Paralichthys dentatus), kaplan kirpi bahig (Takifugu
rubripes) gbz hastalig1 (korliik) ve vaskulitis “kan damarlarin yangis1” hastaligi olan
baliklardan izole edilmistir (Austin ve Austin, 2007). Hastalik etkeni V. alginolyticus
cok benzerse de bazi biyokimyasal 6zellikleri ile ondan ayrildig: bildirilmistir. Hasatalik
bir vaskulitis “kan damarlarinin yangis1” olarak tanimlanmistir. Enfekte hayvanlar

letarjik “uyusuk”, istahsiz, biling kayb1 goriildii ve nekrotik deri alt1 kistler gelistigi
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bildirilmistir. Postmortem muayenede beyin iltihabi, menenjit, bdbrekte nekroz,

vaskulitis, karagiger ve dalakta hasar tespit edilmistir (Austin ve Austin, 1987).

Vibriozis’e ait genel bulgular; operkulum’da ve sirtta hemorojik iilserasyon ve
koyu lekelerin varligi bildirilmistir. I¢ belirtiler olarak anemiden dolayr balik solgun
oldugu goézlenmistir. Hava kesesinde, abdominal yag kitlesi, karaciger ve diger viseral
organlarda hemoroji ve ascites varlig1 bildirilmistir. Dalak solgun renkte ve karacigerin

rengi gri-kahverengi ile sar1 arasinda degistigi bildirilmistir (Timur ve Timur, 2003).

1.2.1.3. Vibrio’larin izolayonu ve Etken Ozellikleri

Hastalikli baliklarin enfekte dokularindan % 0,5-3,5 NaCl (tuz) ilave edilmis
triptik soy agar (TSA), nurtient agar (NA), brain heart infusion agar (BHIA) ve seawater
agar (SWA) kullanilarak ekim yapilan besi yerleri 15-25°C’deki inkiibatorlerde en az 7

giin siireyle inkiibasyona birakilmistir (Austin and Austin, 1987).

Vibrio tiirleri, gram negatif, hareketli, kivrik basil, 0,5-0,8 X 1,4-2,6 um
boyutlarinda besi yerinde krem renginde, yuvarlak, kenarlar1 diizgiin koloniler
olusturan, fermantatif, oksidaz pozitif, genellikle O/129’a hassas bakterilerdir. Optimum
20-30°C’de treme Ozelligi gostermesine ragmen (Noga, 2010; Actis vd., 2011) tath
sularda 1-4°C’de hastalik olusturdugu da rapor edilmistir (Austin and Austin, 1987).

V. anguillarum,; vibrionaceae familyasinin halofilik grubuna ait, gram negatif,
tek polar flegalast olan, 0,5 X 2 pum boyutlarinda kivrik ¢omak seklinde, fakiiltatif
anaerob, guanin ve sitozin (G+C) igerigi % 43-46 olan, 25-30°C’de, %1,5 NaCl iceren
TSA, BHIA gibi genel besi yerlerinde rahatga iireyebilen bir bakteridir. Kat1 besi
yerinde yuvarlak diizgiin, krem renkli koloniler olustururlar (Austin and Austin, 1987;
Timur ve Timur, 2003; Actis ve dig., 2011). Sitokrom oksidaz, katalaz, ONPG (-
galaktosidaz), indol, nitrat, jelatin, amilaz, arjinin dihidrolaz, glukoz, mannitol, sakaroz,
mannoz, sorbitol, fruktoz testleri pozitif; liminisans, iire, ornitin ve lizin dekarboksilaz,
glukozdan gaz olusumu, laktoz, ksiloz, ramnoz ve melibioz testlerine negatif olarak
sonug verdigi ¢esitli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir ( Austin ve Austin, 2007).

Metil red (MR), Voges-proskauer (VP), sitrat, ii¢lii seker testi (triple sugar iron= TSI),
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eskiilin, arabinoz, maltoz, inostol ve galaktoz testleri i¢in bu arastiricilar farkli sonuglar
bildirmistir. Diger taraftan O/129’a duyarlilik testi, TCBS agarda sar1 ve yesil koloni
olusturma, VAM (V. anguillarum Medium) secici besiyerinin rengini sartya c¢evirerek
sar1 koloniler olusturma, 37°C’de ve % 3-5 NaCl iceren besiyerinde iireyebilme
ozellikleri ayn1 arastirmacilar tarafindan verilen benzer 6zellikler Tablo 3’de verilmistir.
Ayrica, Serotip O1 susunun arabinoz test sonuglarinin pozitif verme egiliminde oldugu

bildirilmistir (Toranzo ve Barja, 1990).

Japonya’da ayu baliklarindan elde edilen 52 adet V. anguillarum izolatinin 27
tanesinin O/129’a duyarli olmadig1 bildirilmistir. Aderomonas sp. ve V. anguillarum
arasinda ara karakter gosteren bir bakterinin izole edildigi tespit edilmistir. Aeromonas
grubu bakterilerin de O/129’a duyarl olmasinin identifikasyonu gii¢lestirdigini ancak V.
anguillarum’da O/129 igin minimal inhibisyon konsantrasyonunun (MIC) 1-5 pg/ml

oldugunu bildirmistir (Yaman vd., 2003).

V. harveyi, diizgiin comak seklinde, sitokrom oksidaz, katalaz, indol, MR, nitrat,
amilaz, lizin dekarboksilaz, maltoz, glukoz, mannoz testlerine pozitif; eskiilin, arjinin
dehidrolaz, glukozdan gaz olusumu, inostol, ksiloz, ramnoz ve milibioz testlerine
negatif; ONPG, iire, VP, sitrat, jelatin, ornitin dekarboksilaz, arabinoz, sakaroz, sorbitol,
galaktoz, laktoz testlerine degisken sonu¢ verdigi bildirilmistir. Lizin ve ornitin
dekarboksilaz testinin pozitif, arjinin dehidrolaz testinin negatif oldugu rapor edilmistir
(Giiralp, 2012). TCBS agarda sar1 ve yesil renkte gelisebilen suslarinin oldugu, VAM
secici besiyerinde sar1 ve mavi gelisme gosterdigi rapor edilmistir (Biosca vd., 1991;
Lopez vd., 2009). V. harveyi’nin O/129’a duyarlilik testlerinde degiskenlik gosterdigi
cesitli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Liu vd., 2004; Gomez-Gil vd., 2004;
Lopez vd., 2009). V. harveyi’nin diger direngli vibrio tiirleri olan V. cholerae ve V.
parahaemoliticus gibi O/129’a kars1 diren¢ kazanmis olabilecegi rapor edilmistir.
Zargana baliklarinda yapmis olduklar1 calismada firsat¢1 patojen olan V. harveyi’nin
tim suglarinin O/129’a hassas oldugunu rapor etmislerdir (Giiralp, 2012). Hastalikli
karideslerden izole edilen viriilensi yiiksek ve limiinisans Ozellik gdstermeyen V.
harveyi suslarinin O/129’a hassas olduklar1 tanimlanmistir (Zhou vd., 2012). Tayvan’da
kiiltlirii yapilan deniz balig1 olan Rachycentron canadum juvenillerinde biiyiik oranda

mortalite nedeni olan V. harveyi (V. carchariae)’nin O/129’a hassas oldugu ve TCBS
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agarda sar1 koloniler olusturdugu bildirilmistir (Liu vd., 2004). Filipinler’de
yetistiriciligi yapilan Lates calcarifer tiirii levreklerde strese bagli sekonder etken olarak
bildirildigi V. harveyi suslarimin O/129’a hassas oldugunu, fakat referans olarak aldigi
literatiirdeki suslarin 10 pg etken madde iceren O/129’a direngli olduklarini rapor
etmistir (Tendencia, 2002). ispanya’da kiiltiir ¢ipuralarinda primer vibriozis etkeni
olarak izole edilen V. harveyi suslarinin 150 pg etken madde igeren O/129’a duyarh
olduklar1 bildirilmistir (Balebona vd., 1998). V. harveyi ve yakin tiirlerinin molekiiler
teshisinde kullanilan tiim suslarin 150 pg etken madde iceren O/129’a duyarli oldugu
bildirilmistir (Gomez-Gil vd., 2004). Hastalikl1 dil baliklarindan izole edilen ve vibrio
etkeni olarak teshis edilen V. harveyi suslarinin tamaminin O/129’a (10pg ve 150ug)
direngli olduklar1 rapor edilmistir (Lépez vd., 2009).

V. alginolyticus ile V. harveyi birbirinden gligliikle ayirt edilmektedir. VP testi
ile ayirt edilebilecegi ve ek olarak glukuronat fermentasyon testinin yapilmasi gerektigi
bildirilmistir. V. alginolyticus MSA-B (deniz tuzu igeren kanli agar) besi yerinde
25°C’de 24 saat inkiibasyon sonucunda yayilarak iiredigi, 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 (Giiralp, 2012).

V. ordalii; TSA ve TCBS besi yerlerinde 15-25°C inkiibasyonda 7 giiniin
tizerinde primer olarak izole edilebilir. V. ordalii SW A’da primer izolasyonu 22°C’de 4-
6 giin i¢inde oldukca yavas iireyen 1-2 mm c¢apinda, sirkiiler, konveks ve beyaz
koloniler olusturdugu bildirilmistir. V. ordalii’nin iireyebilmesi i¢in besi yerlerine %

0,5-% 3 sodyum kloriire ihtiya¢ gosterdikleri rapor edilmistir (Austin and Austin, 1987).

V. cholarae non-01; Gr(-),fermantatif ¢ubuk seklinde ve tek polar flagellasi ile
hareketli olan bir bakteridir. Etkenin % 0-6 sodyum kloriire, pH7-10 arasinda ve 10-
42°C’deki sicaklik araliginda treyebildigi bildirilmistir. Kanli agarda iiretildiginde
hemolis olusturdugu tespit edilmistir. Hastalikl1 baliklarin bobreklerinden steril swabla
alinan numunelerin nutrient agara ekilmesi ile 25°C’de 2-5 giin icinde iireyebildigi
rapor edilmistir. Insan igin patojen olan V. cholarae biyotop ‘el tor’’dan ornitin
dekarboksilaz ve mannoz t estinin negatif olmasi ile ayrilmaktadir (Austin and Austin,

1987).
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V. vulnificus; Japonya’da 1975-1977 yillar1 arasinda 6 ayr1 bolgede kiiltiirii
yapilan yilan baliklarinda ciddi hastalik vakalarindan izole edilen V. anguillarum tip B
oldugu rapor edilmistir. Daha sonraki ¢aligmalar organizmanin aslinda laktozu fermente
eden yeni bir biyotip olan V. vulnificus, yani biyogrup 2 oldugu rapor edilmistir. Etken
20-37°C’ler arasinda % 0,5-5 sodyum kloriir iceren TSA ve SWA’da iiremesine karsin
5 ve 42°C’de tireyemedigi bildirilmistir (Austi and Austin, 1987).

V. parahaemolyticus;, Gr(-), hareketli (flagella hareket), oksidaz ve katalazi
pozitif, O/129’a duyarli, sporsuz, kapsiilsiiz, fakiltatif-anaerob, kivrik-diiz ve halofilik
(tuza ihtiya¢ gosteren) ¢omakgilar oldugu, %0 tuzda tiremedig fakat % 10 tuzlu ortamda
teryebildikleri bildirilmistir. Etken % 3 NaCl ilave edilmis TSA’da ve TCBS agarda
25°C’de 24 ve 48 saat sonra koloni olusturduklari rapor edilmistir. TCBS agarda iireyen
kolonilerin yesil renkte oldugu bildirilmistir. Glikozdan asit olusturmasma karsin
laktozu etkilemedigi tespit edilmistir. indol pozitif, VP, H,S, sitrat ve iire negatif oldugu
tespit edilmistir. Yilan baliklar1 ve sar1 kuyruk baliklarin eritrositlerini hemoliz ettikleri

veya tavsan kanli jelozda hemoliz yapar (Alcaide vd., 1999 ).

V. splendidus,; Gr (-), hareketli, fermentatif, metil red (MR), katalaz ve oksidaz
tesleri pozif, fakat indol, VP, H,S, kitin ve jelatin tesleri ise negatif oldugu bildirilmistir.
0/129’a duyarli oldugu, % 3 NaCl’de ve 37°C’de iiredigi, fakat % 0 ve % 7 NaCl’de
tiremedigi tespit edilmistir. Hastalikli ¢ipura ve kalkan baliklarinin bobrek, karaciger,
dalak, ve periton boslugundaki bakterial populasyon igeren sividan %2 NaCl ilave
edilmis TSA’da ve TCBS agarda 22°C’de 48 saat sonra koloni olusturduklart rapor
edilmistir. DNA’sinin guanin ve sitozin (G+C) oran1 % 45,7-47,8 mol oldugu rapor
edilmistir (Austi and Austin, 1999; Austi and Austin, 2007).

Cipura ve levrek baliklarindaki hastalik olgularindan izole edilen vibrio tiirlerine

ait fenotipik karakterleri asagidaki Tablo 3°de verilmistir.
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Tablo 3. Baliklardaki hastalik olgularindan izole edilen patojen Vibrio tiirlerinin
karaktestik 6zellikleri (Austin and Austin, 1987).

Ozellikleri :; § s 3 Ozellikleri :; § s N
R S 3 %%
SN SN SN SN SN SN SN SN
Hareket + + + +  Nitrat rediiksiyonu + + + d
Yaygin koloni + - - - VP + + + -
FM + + + +  0/129’a duyarhilik + + + +
Katalaz + + + +  37°C’delireme + + ? -
Oksidaz + + + + %0 NaCl’de iireme - - - -
ADH - + + - % 7°de NaCl’de iireme - - - -
[- galaktosidaz - + - - Sitrat kullanimi1 ? + - -
H,S + - - - Malonat Kullanimi ? + - ?
Indol + + - - Sekerden asit iiretimi
LDK + - - - Arabinoz - + - -
ODK + - - - Inositol - - - -
FAD ? - - - Laktoz - - - -
Eskulin hidrolizi - - ? - Maltoz + + + +
Kitin hidrolizi + + + d  Mannitol + + - +
Jelatin erime + + - +  Mannoz + ? + ?
Lipit hidrolizi + + - - Salisin + - - -
Nisasta hidrolizi + + + - Sakkaroz + + + +
Ureaz + - + - G+C (% mol) 45-47 46,3 43,0 43-44
Metil red + - + -

FM: Fermentatif metabolizma, ADH: Arjinin dihidrolaz, LDK: Lizin dekarboksilaz, ODK: Ornitin
dekarboksilaz, FAD: Fenilalanin deaminaz, VP: Voges - Proskauer, (+): Pozitif, (-): Negatif, (d):
Degisken, (?): Bilinmiyor

1.2.2. Molekiiler Yontem

1.2.2.1. Bakterilerden Genomik DNA Izolasyonu

Canli organizmadaki genetik yapinin temelini olusturan hiicrelerin molekiiler
diizeydeki niikleik asitlerin iki tiirii olan DNA ve RNA niikleotitlerin polimeridir. Bu
niikleotitler heterosiklik halka seklinde 5 karbonlu bir sekerden, azot atomlar1 igeren
organik baz olan piirin ve piirimidinler’den ve fosfat grubu olmak {izere ii¢lii bir

yapidan meydana gelmektedir. DNA canlilarin biiylik ¢ogunlugunda ¢ift zincirli olup
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birbirlerine kovalent olmayan hidrojen bagiyla bagli ve zit yonde uzanan paralel iki
iplikten olugsmaktadir. Organik bazlar olan adenin (A) ile timin (T) ve guanin (G) ile
sitozin (C) arasinda hidrojen baglar1 bulunmaktadir (Newton ve Graham, 1994;

Kornberg ve Baker, 2005; Temizkan vd., 2008).

Hiicrede DNA, RNA ve bazi proteinler kompleks bir halde bulunurlar. DNA’nin
izolasyonu i¢in farkli yollar kullanilsada, temel olarak ii¢ asamada meydana
gelmektedir;

1. Hiicre duvarinin parcalanmasiyla yiiksek molekiiler agirlikli DNA’nin agiga
cikartilmasi,

2. Denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ¢oziilmesi,

3. Enzimatik ve kimyasal yontemlerle DNA’nin ortamdaki diger molekiillerden (RNA
ve protein) ayrilmasi ile gerceklestirilmektedir (Newton ve Graham, 1994; Kornberg ve

Baker, 2005; Temizkan vd., 2008).

Calisilacak molekiil grubunun elde edilebilmesi i¢in hiicre duvarinin ve zar
yapisinin parg¢alanmasi gerekmektedir. Bunun icin oncelikle hiicre ¢eperini zayiflatmak
ve sonrasinda parcalamak suretiyle iki asamada olusabildigi gibi tam parcalama islemi
fizikse ve kimyasal (SDS, vs.) yontemlerle gerceklestirilmektedir. Bakterinin hiicre
duvarindaki glukoprotein yapi, lizozim ve proteinaz K gibi enzimler kullanilarak seker
molekiilleri arasindaki baglar1 koparilarak hiicre duvarinin yapisi bozulabilmektedir.
DNA-protein kopleksinin ¢oziilebilmesi i¢in denatiirasyona dayali ve daha ¢ok fenol
ekstraksyonuyla gerceklestirilmektedir. DNA’nin ortamdaki diger molekiillerden (RNA
ve protein) ayristirilabilmesi i¢in; DNA kimyasal (ethanol, izopropanol, vs.) olarak
coktiirilebilmekte ve c¢oken DNA’y1 sivi c¢oziiciilerden ayirabilmek igin fiziksel
(santrifiij) etkiye maruz birakilmaktadir (Newton ve Graham, 1994; Kornberg ve Baker,

2005; Temizkan vd., 2008).

1.2.2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

DNA pargasinin laboratuar kosullarinda DNA polimeraz enzimi ve uygun iki
primerle tarafindan sentezlenmesini saglayan bir yontem oldugu rapor edilmektedir

(Newton ve Graham, 1994; McPherson ve Mgller 2006; Pelt-Verkuil vd., 2008). Bu
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yontem giiniimiizde balik hastaliklar1  etkenlerinin  direk teshisi ve etken
mikroorganizmanin karakterizasyonunun dogrulanmasi amaciyla yaygin olarak
kullanilmaktadir. RAPD, PZR-RFLP, AFLP, Real Time PZR, RT-PZR (reverse
transcription PZR) gibi farklt PZR yontemleri kiiltiirii zor olan bakteri ve viriislerin

direk teshisi icin siklikla kullanilmaktadir (Altinok ve Kurt, 2003).

PZR testi tekrarlanan iic basamakla gerceklesmektedir;
1. DNA’nin yiiksek sicaklikta denatiirasyonu (94°C),
2. Primerlerin DNA iizerindeki hedef bolgelere 6zgii verilecek sicaklikla birlesme
reaksiyonu,
3. Tag DNA polimeraz eniminin yiiksek aktivite gosterdigi sicaklik olan 72°C’de

primerlerin uzamasi,

Boylece DNA dizilerinin replikasyonlar istenilen miktarda tekrarlanan dongiiyle
hizlandirilmis bir sekilde gergeklestirilebilmektedir. Yontemde temel olan, cogaltilmak
istenilen bolgenin iki ucuna 6zgi, bu bolgedeki baz siralarinin tamamlayicist olan 18-20
baz uzunlugunda oligoniikleotid primer kullanilarak, sinirlandirilan bdlgenin iki primer

ile enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.

Bir PZR dongiisii i¢in gereken bes ana madde;
1. Genomik DNA
2. Bir ¢ift sentetik primer
3. dNTP
4. Yiiksek 1s1ya dayaniklt Tag DNA polimeraz enzimi
5. Uygun pH ve iyon kosullarim1 saglayan tampon karisim (MgCly) (Newton ve
Graham, 1994; McPherson ve Mgller, 2006).

1.2.2.3. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektriksel bir alanda ¢dziinmiis durumdaki molekiillerin kitlelerine orani ile

hizda hareket etmeleri (ilerlemeleri) prensibine dayanmaktadir (Temizkan vd., 2008).
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Bu sistemde analizi yapilacak DNA 6rneginin uygun tampon kullanilarak iglem
gerceklestirilmektedir. Hafif molekiiller hizli ilerlerken, agir olanlar daha yavas
ilerleyebilmektedir. Kuyucuklara yerlestirilen farkli DNA parcalarina ait bantlari
saptamak i¢in flouresan bir boya (edityum bromiir) kullanilmaktadir. Elektroforez
islemi tamamlandiktan sonra UV 1s1ginda gdzlem yapilmaktadir. Kullanilan edityum
bromiir elektroforez islemimin tamalanmasinin ardindan ¢ift iplikli DNA’nin baz
ciftlerine baglanir ve kirmizi flouresan yayarak DNA’nin  goriintiilenmesi
saglamaktadir. Jel ve edityum bromiir arasindaki etkilesimler nedeniyle zeminde
flouresan olusumu sonucunda hatali pozitif bir sonu¢ da olusabilmektedir (Temizkan

vd., 2008).

Elektroforez tiplerinin arasindaki temel fark destek ortaminin tipi ve konumu
oldugu bildirilmektedir. Diisiik molekiil agirlikli (karbonhidrat, aminoasit, vs.) maddeler
icin seliiloz jel, yiiksek molekiil agirlikli (niikleikasit, protein, vs.) maddeler i¢in agaroz
ya da poliakrilamid jel destek ortami olarak kullanilmaktadir. Jellerin konumu dik veya
yatay olarak tercih edilbilir. Niikleik asit molekiilleri olan DNA ve RNA’nin
saflagtirilabilmesi i¢in en uygun yontem yatay tipte olan agaroz jel elektroforezteknigi

oldugu rapor edilmektedir (Temizkan vd., 2008).

1.2.2.4. 16S rRNA ve DNA Dizi Analizi

Bakterilerin siniflandirilmasinda  1880’lerden gilinlimiize kadar gelistirilmis
morfolojik, metabolik, fizyolojik ve kimyasal karakterlrin belirlenmesine yonelik klasik
yontemler filogenetik iliskiyi otaya koymaya yeterli olmadig1 bildirilmistir. Bakterilerin
farkli gruplarimin tanimlanmasinda sorunlar yasanmistir. Kimya, molekiiler biyoloji ve
bakteriyel taksonomi alanlarinda son on yilda yasanan gelismeler, bakterilerin
molekiiler olarak teshisi yapilmakta olup yakin akrabalariyla olan iliskilerini de ortaya
koymaktadir. 1980’lerden bu yana erisime acik olan veri tabanlarina binlerce tDNA
(rRNA) dizisi eklenmis ve en genis niikleotit dizisine sahip GenBank 2 818 654 adet
16S rRNA dizi bilgisine sahip oldugu bildirilmistir (Nascimento, 2011).

Giliniimlizde yaygin olarak kullanilan 5S, 16S ve 23S rRNA dizileri ile
bakterilerin genetik olarak teshisi yapilmaktadir. Fakat bakterilerin 16S rRNA gen dizisi
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biitiin canlilarda yiiksek derecede korunmusluk gosterdigi ve tiirelere gore degisken
olan dizileri de biinyesinde barindirdigindan PZR’la bakterilerin teshisi i¢in primer
bolgelerinin tasarlanmasinda tercih edilmektedir (Martinez-Picado vd., 1994; Bader ve
Shotts, 1998). Cogaltilan bolgeler agaroz jelde ayrilarak karsilagtirilabilir ve bu
bolgenin restriksyon veya dizi (sekans) analizi, yOntemin yani giicliniide

yiikseltmektedir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Dizi  analizi, bir DNA molekiiliiniin niikleotit kompozisyonunun
belirlenebilmesini saglamaktadir. DNA dizisinin kullanilmasi izolatlarin ayrilabilmesi
icin en ideal yontemlerden bir oldugu bildirilmistir. Her izolatin tim genomunun
dizilenmesi ¢ok pratik olmadigi i¢in, bundan dolay1 yiliksek derecede korunmusluk
gosteren 16S rRNA dizileri tercih edilmektedir. GenBank veri tabaninda bu diziler
karsilastirilmasiyla bakterilerin teshisi ve filogenetik iligkileri tanimlanabilmektedir.
DNA dizilerinin belirlenmesinde en ¢ok kullnilan yontem klasik “dideoksi” veya
“Sanger” yontemi olarak bilinmektedir. Cogu labarotuvar i¢in bu teknik uygulanabilir

durumda olmadig bildirilmistir (Ustek vd., 2011; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Otomatik DNA dizleme ydtemi, floresan isaretli dideoksi niikleotitler
kullanilarak zincir sonlandirma yaklasimina dayali Sanger dizi yaklagimimin kapiler
elektroforez teknolojisiyle kombine edilip ¢esitli genetik analiz ¢alismalarinda rutin
olarak kullanilmaktadir. Dizilecek DNA fragmanlar1 primer adi verilen, ¢ogaltilmasi
istenilen bolgeye Ozgii baglatict DNA pargaciklar1 yardimiyla PZR reaksiyonuyla
cogaltilmaktadir. Dizileme cihazinda anot ve katot gruplar arasinda uzanan kapiller,
polimerle doldurulduktan sonra negatif yiiklii saflastirilmig PZR {iriinii DNA 6rnegini
elekrokinetik yontemle ¢ekerek pozitif yiiklii anota dogru yiiriitilmektedir. Kapillerin
anot ucuna yakin bir bdlgede bulunan lazer lambasindan gelen 1sikla uyarilan floresan
boyalarin geri yansittig1 1s1k dedektor tarafindan kaydedilir. Kaydedilen verler dizileme
cihazinin yazilimi ile matematiksel olarak degerlendirilerek grafige doniistiiriilerek
gorlintiillenmektedir. PZR reaksiyonlar1 ve 250-800 niikleotid baz strecleri tek bir dizi
reaksiyonu i¢inde dizilenebilmektedir. DNA dizileme filogenetik yakinligi ve
popiilasyon calismalarinda yaygin olarak kullanilmakta, floresan tabanli dizileme
makinasi daha kolay ve hizli bir teknolojiyle ¢alismakta olup, pahali olmasi nedeniyle

kullanimi kisithi oldugu bildirilmistir (Sanger vd., 1977; Jayasankar, 1998).
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V. anguillarumun 16s rTRNA dizi analizi yapildiktan sonra elde edilen bilgiler
1s181inda 24 bazlik olgoniikleotidler 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 tiirlerin elenmesine olanak
sagladigi bildirilmistir (Martinez-Picado vd., 1994). Bir¢cok kimyasl ve immiinolojik
yontem baliktan bakterinin izolasyonuna ve kiiltiiriine ihtiya¢ duyulmasina ragmen, bu

teknikle saf kiiltiire gerek olmadig: bildirilmistir (Actis vd., 2011).

V. harveyi ile yakin tiirlerin farkli tekniklerle molekiiler teshisinin yapildig:
calismalarda 16S rRNA’nin V. alginolyiticus, V. parahaemoliticus, V. campbellii, V.
natriegens, V. rotifeanus ve V. harveyi gibi yakin tiirlerden olusan Vibrio grubunu ayirt
ederken kullanighh olamdigr bildirilmistir (Thompson vd., 2007). 16S rRNA sekansan
alizleri sonucunda V. carchariae’nin, V. harveyi’nin bir sinonimi oldugu ortaya
cikmigtir (Pedersen vd., 1998). V. harveyi ve V. campbellii tiirleri 100den daha fazla
fenotipik Ozellikleri ile feotipik olarak ayirt edilmistir. Otuz dokuz deneysel sus V.
harveyi fenotipik olarak tanimlandi, fakat FAFLP, REP-PZR, IGS-PZR ve DNA-DNA
hibridizasyon testleri ile bu tiirlerin aslinda V. campbellii oldugu kanitlanmistir. V.
harveyi ve V. campbellii genetik olarak DNA-DNA benzerlik degeri % 69 olan iliskili
tirler oldugu bildirilirken, 16S rRNA benzerlik oran1 ise % 97 daha yiiksek oldugu
rapor edilmistir (Gomez-Gil vd., 2004). V. alginolyticus teshisini % 99,9 benzerlik orani
ile 16S rRNA dizi analizi sonucunda yapmis olduklarini bildirmislerdir (Liu vd., (2004).
Ispanya’da dil baliklarinda farkli yillarda meydana gelen hastalik vakalarinda hastalik
etkeni olarak izole edilen bakteriler 16S rRNA spesifik primerleri ile dizi analizi

sonucuna gore V. harveyi teshis edildigi rapor edilmistir (Lopez vd., 2009).

1.2.3. Vibriozisin Kontrolii

Diger bakteriyel hastaliklarda oldugu gibi kaliteli suyun kullanilmasi, iyi
beslenme ve diisiik stoklama yogunlugu ile saglanabilmektedir. Bunun miimkiin
olmadigi durumda hastaligin ¢ikmasinin kaginilmaz oldugu bildirilmistir (Timur ve
Timur, 2003). Baliklarda sagiltim amaciyla kullanilan antimikrobiyel maddeler,
kemoterapotikler ve dezenfektanlar olarak gruplandirilmaktadir. Kemoterapi’nin

baliklarda uygulamasi oral, banyo ve enjeksiyon yontemiyle yapilmaktadir. Bu metodlar
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icinde en uygun olan oral yol oldugu bildirilmistir. Banyo yoluyla emilen
kemoterapotikler kanda etkili yogunluga ulasmamaktadir. Istahsiz baliklara oral yolla
verilen kemoterapotik maddeler tedavi sans1 azalmaktadir. Bu nedenle balikta hastalik
baslar baslamaz yiiksek dozda ve semptomlar kaybolduktan 3-5 giin sonrasina kadar

tedavinin siirdiiriilmesi gerektigi rapor edilmistir (Cagirgan vd., 1996).

Vibriozis vakalarinin tedavisinde sulfamerazin 200 mg/kg, oxytetracylin 50-75
mg/kg canli agirlhik dozunda 10 giin silireyle kullanilmistir. Diger antibiyotiklerden
trimethoprim 30 mg/kg, piromidic asit 10-40 mg/kg, furanace 25 mg/L ve ikame
edilmis kinolon tiirevi olan halquinol 75 mg/kg canli agirlik dozunda kullanabilecegi
bildirilmistir (Bullock, 1987). Hastalik vakalarindan izole edilen 132 V. anguillarum
izolatiyla yapilan bir caligmada, bu izolatlarin O/129 ve trimethoprim’e direncli
olduklart belirlenmistir. Bu sonuglar R plazmitlerinin tiirler arasinda tasinmis
olabilecegi siiphesini uyandirmis ise de, kesin bir sonuca ulasilamadigi ve hastalik
etkenlerinin antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanabildigi belirtilmistir (Austin ve Austin,

1987; Jun vd., 1999).

Potasyum dikromatin banyo yontemiyle 1/10000 doz ve 1 saat siire ile
uygulanmasinda bakteriyel ve bazi paraziter enfeksiyonlarin elemine edildigi, boylece
yaralarin kapanmasini hizlandirdigi i¢in yararli olacagi bildirilmistir. Cipura ve levrek
yetistiriciligi yapilan isletmelerde formalin, malahit yesili konbinasyonu veya bakir
siilfat banyolar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Formalin irritan bir maddedir ve
solungaglarda tahribat bulunan baliklar i¢in kontrendike oldugu bildirilmistir. Malahit
yesili ise bakterilere etkisiz oldugu, ayrica balikta birikim yapmasi nedeniyle her iki
maddenin antibakteriyel olarak kullanimi1 uygun olmadigi rapor edilmistir. Bakir siilfat
ise alabalik ve yilan baliklarinda vibriozisin patlak vermesine neden oldugu tespit
edilmigtir. Baliklarin  kendilerine 6zgli bagisiklik sistemlerine sahiptirler. Su
kosullarinin uygun oldugu ortamlarda balik, dogal c¢evrede bulunan patojen
mikroorganizmalar1 kendi bagisiklik sistemiyle yok edilebilmektedir. Ancak hastaligin
fazla ilerledigi veya su kosullarinin uygun olmadigi durumlarda baliga cesitli yollarla
miidahale etmet gerekmektedir. Bu problemlerin kimyasal ilaglarla birlikte su

kosullarinin oncelikle diizeltilmesi ile bildirilmistir. Ayrica baligin hastaliklara karsi
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direnci, enjeksiyon, banyo veya yemle birlikte verilen asilar ile de artirilabilecegi rapor

edilmistir (Yaman vd., 2003).

Ticari asilarin uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken en Onemli nokta asi
susunun tiniversal olmadigidir. Bu nedenle yurtdisinda baliga vibriozise karsi immiinize
etmede kullanilan bir asi, baska bir iilkedeki hastalik etkeni olan Vibrio tiiriiniin
antijenik yapilar1 farkli olabilecegi i¢in basarili olmayabilir. Sonug¢ olarak, yurtdisinda
kullanilan inaktif asilarin test edilmeden kullanilmasi sakincali olabilir (Cagirgan,
1993). Asilama yontemleriyle de vibriozis enfeksiyonlarimin kontrol edildigi
bildirilmigstir. Vibriozise kars1 V. anguillarum ve V. ordalii ile monovalan ve bivalan
asilar basariyla kullanilmistir (Austin ve Austin, 1987). Baliklarda asilar banyo,
enjeksiyon, sprey, oral veya anal yolla uygulanmaktadir. Bu metotlar igerisinde oral
yolla uygulama en pratik, stressiz metot olmasia karsin, meydana gelen spesifik
koruyuculuk kisa siireli oldugu bildirilmistir. Enjeksiyon ile agilama en etkin korumay1
saglasa da uygulamast zor ve masrafli olup, balikta strese neden olmaktadir.
Giliniimlizde baliklarda uygulanan ticari asilarin biliyiikk cogunlugu banyo yoluyla
yaptlmakta oldugu rapor edilmistir (Dec vd., 1990). Oral asinin uzun siire
yedirilmesinin bagisiklik siiresine etkisini incelemek i¢in yapilan denemelerde, chinook
salmonlara 2 mg/g yem dozunda kurutulmus asmin 15 giin siireyle 3,9°C’den daha
diisiik sicakliktaki suda beslenen baliklara verilerek elde edilen bagisiklik, asilama
siiresinin artirilmasiyla artmadigi ifade edilmistir (Austin ve Austin, 1987). V.
anguillarum’a kars1 yapmis oldugu asilamada kontrol grubunda % 0, oral olarak asili
grupta % 6, immersiyon metotu ile agilanmig grupta % 47, enjeksiyonla asilanan grupta
% 93 yasama orani belirlenmistir (Horne vd., 1982). Hastalig1 tedavisi esnasinda
kemoterapotik maddelerle Dbirlikte baligin  direncini  arttirmak i¢in  vitamin

komplekslerinin verilmesinin oldukca faydali oldugu bildirilmistir (Candan, 1991).
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2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Materyal

2.1.1. Balik Numuneleri

Dogu Karadeniz Bolgesi’nde bulunan Rize ve Trabzon illeri agiklarinda
denizdeki balik ciftliklerinde ylizer ag kafeslerde yetistirilen farkli boylardaki toplam
520 adet levrek (Dicentrarchus labrax, L. 1758) baliklarinda 2010-2015 yillar1 arasinda
5 ciftlikten goriilen bakteriyel hastalik vakalarindan orneklemeler yapilarak hastalik
etkenlerinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Hastaligin patlak verdigi isletmelerden tipik
hastalik semptomlar1 gosteren hasta baliklardan her seferinde 10’ar adet balik
incelenmek iizere Recep Tayyip Erdogan Universitesi Su iiriinleri Fakiiltesi Hastaliklar
Anabilim Dali laboratuvarina getirilmistir. Laboratuvara canli olarak getirilen baliklarin
deri ve solungaglarindan lamel yardimu ile alinan kazint1 6rnekleri bir damla deniz suyu
konulmus lam {izerine kapatilarak 151k mikroskopu altinda 10x ve 40x biiylitmeli
objektifleri ile parazit muaynesi yapilmistir. Bu islemin ardindan baliklarin 6lmeleri
beklendi, % 70’lik alkolle batirilmis pamukla dis yiizeyleri silindikten sonra bir bir ucu
kiit makas yardimiyla otopsi yapilarak i¢ organlara zarar verilmeden acgilmis ve yapisi
incelenmistir. Tipik hastalik belirtileri gosteren baliklarin dis ve i¢ semptomlar: kayit

edilmistir.

2.1.2. Bakterilerin izolasyonu ve Identifikasyonu

Fakiiltemiz hastaliklar laboratuvarina Karadeniz’de kiiltiiri yapilan levrek
ciftliklerinden getirilen hastalikli baliklarin tipik hastalik semptomu gosterenlerden ve
vibriozis siipheli baliklardan ekim yapilacak besi yerleri belirlenmistir. Onceden
hazirlanip otoklavda steril edilmis ve +4°C’de tutulan % 1,5 NaCl (tuz) ilave edilmis
tuzlu triptik soy agar (T-TSA) ve tuzlu triptik soy brothlar (T-TSB) tercih edilmistir.
Ayrica vibriolar igin selektif bir besi yeri olan thiosulphate citrate bile salts sucrose
agara (TCBS) ginliik olarak hazirlanarak kullanilmistir. Tipik hastalik semptom
gosteren baliklarin bobrek, dalak ve karaciger gibi i¢ organlari kor haline getirilmis
pastor pipeti yardimi ile daglanmis ve steril 6ze yardimiyla i¢ organlarin daglanmis

bolgesinden alinan ornekler T-TSA, T-TSB ve TCBS agarlara siirmek siiretiyle primer
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ekim hatlart olusturulmustur. Kat1 besiyerlerin kenarlar1 parafilmle kapatilarak 20+1°C
de 48 saat sogutmali etiivde inkiibasyona birakilmigtir. Tipik vibriozis vakalarindan
izole edilen saf bakterilerin biyokimyasal testleri ve antibiyotik testleri yapilana kadar
T-TSB’de iiretilip % 15-20 gliserol igeren 1,5 ml’lik ependorf tiiplerde -80°C’de derin

dondurucuda stoklanmustir.
Bu calismada, Fakiiltemiz Hastalik laboratuvarina getirilen tipik hastalik
belirtileri gosteren baliklardan izole edilen bakteri izolatlarina ait bilgiler Tablo 4’de

verilmigtir.

Tablo 4. Hastalikl1 levreklerden izole edilen Vibrio sp. suslarina ait genel bilgiler.

Sus No  Ciftligin lokalizasyonu izolasyon orgam  Izolasyon Tarihi

LVo01 Rize/lyidere Bobrek 20.07.2010
LV02 Rize/lyidere Bobrek 20.07.2010
LV03 Rize/Ardesen Bobrek 28.03. 2012
LV04 Rize/Ardesen Bobrek 28.03. 2012
LVO05 Trabzon/Yomra Bobrek 31.05. 2012
LV06 Trabzon/Y omra Bobrek 31.05. 2012
LVO07 Trabzon/Arsin Bobrek 03.06. 2012
LV08 Trabzon/Y omra Bobrek 05.09. 2012
LV09 Trabzon/Yomra Bobrek 05.09. 2012
LV10 Trabzon/Y omra Bobrek 05.09. 2012
LV11 Trabzon/Yomra Bobrek 05.09. 2012
LV12 Trabzon/Y omra Bobrek 05.09. 2012
LV13 Trabzon/Darica Bobrek 08.09. 2012
LV14 Trabzon/Y omra Bobrek 10.11. 2012
LV15 Trabzon/Yomra Bobrek 10.11. 2012
LV16 Trabzon/Y omra Bobrek 10.11. 2012
LV17 Trabzon/Yomra Bobrek 10.11. 2012
LV18 Trabzon/Y omra Bobrek 10.11. 2012
LV19 Trabzon/Yomra Bobrek 10.11. 2012
LV20 Trabzon/Y omra Bobrek 10.11. 2012
LV21 Trabzon/Yomra Bobrek 10.11. 2012
LV22 Trabzon/Y omra Bobrek 10.11. 2012
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Tablo 4. (Devam)

Sus No Ciftligin lokalizasyonu izolasyon Orgam Izolasyon Tarihi
LV23 Trabzon/Arsin Bobrek 25.09. 2012
LV24 Trabzon/Arsin Bobrek 25.09. 2012
LV25 Trabzon/Darica Bobrek 25.09. 2012
LV26 Trabzon/Arsin Bobrek 21.11. 2012
LV27 Trabzon/Arsin Bobrek 27.06.2013
LV28 Trabzon/Darica Bobrek 27.06. 2013
LV29 Trabzon/Arsin Bobrek 07.07.2013
LV30 Trabzon/Darica Bobrek 07.07. 2013
LV31 Trabzon/Arsin Bobrek 17.08. 2013
LV32 Trabzon/Darica Bobrek 17.08. 2013
LV33 Trabzon/omega Bobrek 07.06.2014
LV34 Trabzon/Darica Bobrek 07.06. 2014
LV35 Trabzon/omega Bobrek 10.08. 2014
LV36 Trabzon/Darica Bobrek 10.08. 2014
LV37 Trabzon/Yomra Bobrek 28.09.2014
LV38 Trabzon/Yomra Bobrek 28.09. 2014
LV39 Trabzon/Arsin Bobrek 25.05. 2015
LV40 Trabzon/Arsin Dalak 25.05. 2015
LV41 Trabzon/Arsin Bobrek 25.05. 2015
LV42 Trabzon/Arsin Bobrek 25.05. 2015
LV43 Trabzon/Darica Bobrek 25.06. 2015
LV44 Trabzon/Darica Dalak 25.06. 2015
LV45 Trabzon/Darica Karaciger 25.06. 2015
LV46 Trabzon/Arsin Bobrek 23.07. 2015
LV47 Trabzon/Arsin Dalak 23.07. 2015
LV48 Trabzon/Arsin Karaciger 23.07. 2015
LV49 Trabzon/Darica Bobrek 23.07.2015
LV50 Trabzon/Darica Bobrek 23.07. 2015
LV51 Trabzon/Arsin Bobrek 08.08. 2015
LV52 Trabzon/Darica Dalak 08.08. 2015
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I¢c organlardan (bdbrek, dalak ve karagiger), deri ve solungag iilserlerinden
aseptik olarak alinan doku parcalari lam iizerinde tuse preparatlar hazirlanarak gram
boyama yontemiyle boyandiktan sonra bakteriyoskopisi yapilmistir. Ayrica bakterilerde
hareket muayenesi yapmak i¢in lam {izerinde alinan bir damla % 0,85’lik fizyolojik
tuzlu su ile i¢ organlardan 6ze yardimiyla alinan 6rneklerin siispansiyonlar1 hazirlanarak
151k mikroskobunda 40x biiyilitmeli objektifte kontrol edilmis ve bu preparatlar havada
kurutulup alevde tespit edildikten sonra Gram boyama yoOntemi ile boyanmis ve

sonuglar kayit edilmistir.

2.2. Besiyerleri

2.2.1. izolasyon Besiyerleri

Bakterilerin primer izolasyonlarini gerceklestirmek icin kullanilan besi yerleri ve
hazirlanislarina ait bilgiler asagida verilmistir. Tuzlu suda kiiltiirii yapilan baliklarda
goriilen hastaliklarin  dogru teshisini  yapabilmek i¢in hastalik etken olan
mikroorganimalarin izolasyonu sarttir. Bu baglamda, hastalikli levrek baliklarindaki
hastalik etkeni olan vibriolarin primer izolasyonlar1 ve identifikasyon testleri i¢in tuza
gereksinim duymaktadirlar. Bu amacla, ¢alismada kullanilan besiyerlerine medikal
amacli kullanilan tuz (mikrobiyoljoik sodyum kloriir, Merck) ilave edilerek

hazirlanmistir.

Besiyerlerin  hazirlanmasinda  kullanilan  saf su, balik  hastaliklar
laboratuvarindaki sebeke suyunun saf su ¢ihazindan (Simsek labroteknik) gecirilmesi ile
elde edilmistir. Besiyerlerin hazirlanmasinda 0,0001 mg hassasiyette tartim yapabilen
Precisa XB 220A model hassas terazi, pH’sin1 ayarlamada Hanna 221 model ve Orion
230A tipi pH metreler, besiyerini i¢inde hazirlandig1 erlenmayerler (100 ve 250 ml) ve
100 ml meziir (Isolab) kullanilmistir. Tek kullanimlik steril plastik petri kutular1 kat:
besiyeri, burgu kapaklt 10 cm (10 ml) ve 16 cm (20 ml) boyundaki tiipler sivi besi
ortamlar1 hazirlamak i¢in kullanilmistir. Besiyerlerinin  ve diger ekipmanin
sterilizasyonunda diktip otovlav (Trans Medikal Aletler Sanayi ve Ticaret A.S)
kullanilmistir. Baz1 biyokimyasal testlerin yapilabilmesi i¢in hazirlanan besiyerleri

universal 10 ml ve 20 ml sar1 renkli burgu kapakli cam siseler kullanilmistir.
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2.2.1.1. Tryptic Soy Broth (TSB, Merck)

Tryptic soy broth 30 gr
Distile su 1000 ml

Deniz baliklarindan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gereksinim
duyduklarindan dolayr 100 ml’ye 1,5 gr sodyum kloriir (NaCl = tuz) ilave edilmistir.
Calkalanarak homojen hale getirilen besiyerinin pH’s1 7,3 + 0,2’ye ayarlanip otomatik
pipet yardimiyla 2 ml olacak sekilde tiiplere aktarildiktan sonra 121°C’de 1 atmosfer
basicinda 20 dk otoklavlanarak steril edilmistir. TSB kullanilana kadar 1 ay siiresince

+4°C’de buzdolabinda tutulmustur.

2.2.1.2. Tryptic Soy Agar (TSA, Merck)

Tryptic soy agar 40 gr
Distile su 1000 ml

Deniz bakiklarindan izole edilen vibriolar i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden
dolayr 100 ml hazirlanan besiyerine 1,5 gr tuz ilave edilerek kaynatilarak c¢oziiliip
homojen hala getirildikten sonra 45-50°C’ye kadar sogutulan besi yerinin pH’s1
7,3+£0,2’ye ayarlanmistir. Besi yeri 121°C’de 1 atmosfer basicinda 20 dk otoklavlanarak
steril edilmistir. Besi yeri otoklavlandan ¢ikarilip 50°C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril plastik petrilere yaklasik 10 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Besiyerleri
katilagtiktan sonra iizerine ismi ve hazirlanma tarihi yazildi. TSA kullanilmak iizere 1

ay siiresince +4°C’de buzdolabinda stoklanmustir.

2.2.1.3. Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose (TCBS, Merck) Agar

Thiosulpahate citrate bile salts sucrose agar 88 gr

Distile su 1000 ml

Vibriolar i¢in selektif besiyeri olan TCBS agardan 8,8 gr hassas terazide

tartilarak 100 ml saf suya ilave edilmistir. Alevde kaynatilarak ¢oziilmiistiir. Besiyeri
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45-50°C’ye sogutulup pH’s1 8,6+0,2’ye ayarlandiktan sonra otoklavlanmadan steril tek
kullanimlik plastik petrilere hizlica dokiilmiistiir. Katilastiktan sonra petrilerin {izerine
besiyerinin ismi ve hazirlanma tarihi yazildiktan sonra kullanilmak tizere 1 ay siiresince

+4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.

2.2.1.4. Mueller Hinton Agar (MHA, Meck)

Mueller hinton agar 34 gr
Distile su 1000 ml

Vibriolar i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1r 100 ml’ye 1,5 gr tuz ilave
edilerek  kaynatilarak  hazirlanan  besiyerinin  pH’st  7,3+0,2’ye  ayarlanip
otoklavlanlandiktan sonra 45-50°C’ye kadar sogutulup steril plastik petrilere
dokiilmiistiir. Katilasan besiyerlerin iizerine gerekli bilgiler yazildiktan sonra

kullanilmak tizere 1 ay stiresince +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

2.2.1.5. Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)

NaCl 0,85 gr
Distile su 100 ml

Medikal olarak satin alinan mikrobiyolojik sodyum kloriir (tuz) hassas terazide
tartildiktan sonra karigimin erimesi i¢in iyice ¢alkalanarak homojen hale getirip pH’s1
7,3£0,2’ye ayarlanip 5 ml’lik otomatik pipet yardimiyla tiiplere 2 ml ilave edilerek
boliindiikten sonra 121°C’de 1 atmosfer basing altinda 20 dk otoklavlanarak steril
edilmistir. Hazirlanan bu FTS’ler Mueller Hinton agarda antibiyogram testinin
yapilabilmesi i¢in bakteri yogunlugunun McFarland 0,5 gore ayarlamasi amaciyla

kullanilmastir.

2.2.2. identifikasyon Besiyerleri

Bakterilerin identifikasyonu (tanimlanmasi) i¢in kullanilan besiyerleri asagida

bildirilen sekillerde hazirlanmistir. Deniz baliklarindan izole edilen bakteriler (vibrio)
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tuza gereksinim duyduklar i¢in identifikasyon testlerininde kullanilan besiyerlerine
medikal amacl kullanilan sodyum kloriir (NaCl=tuz) her bir besiyerine % 1,5 oraninda

ilave edilerek hazirlanmstir.

2.2.2.1. Triple Sugar Iron (TSI, Merck) Agar

Triple sugar iron agar 65 gr
Distile su 1000 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml’ye 1,5 gr tuz ilave edilerek kaynatilarak hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,440,2’ye
ayarlanip, 10 ml olacak sekilde otomatik pipetle tiiplere ilave edilerek otoklavda steril
edilmistir. Otoklavdan cikarilan tiipler yar1 yatik olacak sekilde bir egim verilerek
donmas1 saglanmistir. Katilasan tiiplerin iizerine gerekli bilgiler yazildiktan sonra

kullanilmak tizere 1 ay stiresince +4°C’de buzdolabina kaldirilmistir.

2.2.2.2. Eskiilin Agar (Biolab)

Eskiilin agar 35 gr
Distile su 1000 ml

Vibriolar i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolayr 100 ml’ye 1,5 gr tuz ilave
edilerek kaynatilarak hazirlanan besiyeri 47-50°C’ye sogutulup pH’st 7,2+0,2’ye
ayarlandiktan sonra otomatik pipetle tiiplere 5 ml olacak sekilde bdliindiikten sonra
121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 20 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan
cikartilan tiipler yar1 yatik olacak sekilde bir egimle katilasmaya birakilmigtir. Katillagan
besiyerlerin iizerine gerekli bilgiler yazilmis ve kullanilmak iizere 1 ay siiresince

+4°C’de buzdolabinda saklanmuistir.

3.1.2.3. Simmon Sitrat Agar (HIMEDIA)

Simon sitrat agar 24,28 gr
Distile su 1000 ml
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Tuzlu ortamdan izole edilen bakterileri i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml’ye 1,5 gr tuz ilave edilerek kaynatilarak hazirlanan besiyeri sogutulup pH’s1
7,4+0,2’ye ayarlanip otomatik pipetle burgu kapkh tiiplere 10 ml olacak sekilde ilave
edildikten sonra otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 20 dk steril edilmistir.
Otoklavdan sonra yar1 yatik olacak sekilde bir egimle katilagmaya birakilmistir.
Katilagsan besiyerleri kullanilmak {izere enfazla 1 ay siiresince +4°C’de buzdolabinda

tutulmustur.

2.2.2.4. MR-VP Medium (HIMEDIA)

MR-VP medium 17 gr
Distile su 1000 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml’ye 1,5 gr tuz ilave edilmistir. Erlen g¢alkalanarak homojen hale getirilen
besiyerinin pH’s1 6,9+0,2’ye ayarlanip otomatik pipetle burgu kapakli tiiplere 10 ml
lave edilmistir. Tiipler otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 20 dk steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyerleri kullanilmak iizere 1 ay siiresince +4°C’de

buzdolabina kaldirilmistir.

2.2.2.5. Ure Agar Base (HIMEDIA)

Ure agar base 2,5 gr
Distile su 95 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml’ye 1,5 gr tuz, iire agar base ve distile su’ya olusturulan karisim kaynatilip 45-
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra pH’s1 6,8+0,2’ye ph metre yardimiyla ayarlanmis ve
otoklavda 115°C’de 20 dk steril edilmistir. Erlendeki besiyeri 50°C’ye ayarlanmis
calkalamali benmaride sogutulduktan sonra laminar flow (iifler) kabinde steril % 40°lik
iire ¢ozeltisinden 5 ml ilave edilmistir. Calkalanarak homojen hale getirilen besi yeri
steril ug takili 5 ml’lik otomatik pipete dnceden otoklavda steril edilmis tiiplere 10 ml

aktarilmigtir. Hazirlanan tiipler yar1 yatik olacak sekilde bir egimle katilasmaya
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birakilmistir. Katilasan besiyerleri lizerine gerekli bilgiler yazildiktan sonra kullanilmak

lizere 1 ay siiresince +4°C’de buzdolabinda tutulmustur.

2.2.2.6. Jelatin Hidrolizasyon Besiyeri

Jelatin 12/14 gr
Beef extract 1 gr
Pepton 1 gr
Distile su 100 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml saf su ile hazirlanan besi yerine 1,5 gr tuz ilave edilmistir. Besiyerine ¢alismanin
yapildig1 doneme gore yaz aylarinda 14 gr, kis aylarinda 12 gr jelatin katilarak besiyeri
kaynatilmig ve 45-50°C’ye kadar sogutulduktan sonra pH’s1 7,2+0,2’ye ayarlanmistir.
Besiyeri 5 ml otomatik pipetle burgu kapakli 20 ml siselere 10 ml olacak sekilde
boliinmiis ve 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir.

Biyokimyasal testlerde kullanilmak {izere 1 ay +4°C’de buzdolabinda tutulmustur.

2.2.2.7. indol Besiyeri

Pepton 1 gr
Distile su 100 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
erlenmayerdeki 100 ml saf suya 1,5 gr tuz ilave edilmistir. Manyetik karistirici {izerine
yerlestirilen erlendeki pepton ve tuz manyetik bar yardimiyla karistirilarak homojen
hale getirilmistir. Besiyerin pH’st pH metre yardimiyla 7,2+0,2’ye ayarlanmistir.
Besiyeri 5 ml’lik otomatik pipet ile 10 adet burgu kapakli tiipe 5 ml olacak sekilde
bolinmiistiir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dkda steril
edilmistir. Besiyeri otoklavdan c¢ikartilip oda sicakliginda sogutulmus ve +4°C’deki

buzdolabinda biyokimyasal testlerde kullanilmak iizere 1 ay tutulmustur.
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2.2.2.8. Nitrat Besiyeri

Beef extract 0,3 gr
Pepton 0,6 gr
KNO; 0,1 gr
Distile su 100 ml

Hassas terazide tartilan besiyeri bilesenlerine % 1,5 tuz ilave edildikten sonra
icinde manyetik bar bulunan 250 ml’lik erlen manyetik karigtirici {izerine yerlestirilmis
ve manyetik bar yardimi ile karistirilarak homojen hale getirilmistir. Besiyerin pH’sin1
7,0£0,2’ye ayarladiktan sonra 5 ml otomatik pipet ile 10 ml olacak sekilde burgu
kapakl tiiplere ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk
steril edilmistir. Besiyeri biyokimyasal testlerde kullanilmak iizere +4°C’deki

buzdolabinda 1 ay siiresince tutulmustur.

2.2.2.9. O/F Basal Medium (HIMEDIA)

O/F Basal medium 0,94 gr
Distile su 90 ml

Tuzlu ortamdan izole edilen bakteriler i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1
100 ml’ye 1,5 gr tuz, O/F basal medium ve distile suya ilave edilmistir. Isiticili
menyatik karistiricitda manyetik bar yardimi ile karistirilarak homojen hale getirilmistir.
Besiyeri 47-50°C sogutulduktan sonra pH’s1 6,8+0,2’ye ayarlanmistir. Otoklavda
121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilip
50°C’ye kadar sogutulduktan sonra onceden 0,22 pm enjektore takilabilen mebran
filitreden gegirilen % 10 glikozdan 10 ml besiyerine floow (iifler) kabin altinda ilave
edilmistir. Besiyeri ¢alkalanarak homojen hale getirilmistir. Hazirlanan O/F besiyeri
hizlica katilasmadan 6nceden steril edilmis 10 ml’lik tiiplere 5 ml olacak sekilde steril
uclu otomatik pipet yardimiyla otoklavda boliinmiistiir. Her hangi bir kontaminasyon
riskine karsilik bir gece iifler kabinin i¢inde tutulmustur. Herhangi bir kontaminasyon
olmadig1 belirlenen besiyerleri biyokimyasal testlerde kullanilmak iizere +4°C’deki

buzdolabinda 1 ay siiresince stoklanmustir.
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2.2.2.10. L-Arjinine (HIMEDIA)

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Arjinine 1 gr
Distile su 100 ml

Vibriolar i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolay1r 100 ml olarak hazirlanan besi
yerine 1,5 gr tuz ilave edilmistir. Hassas terazide tartilan kimyasal maddeler 100 ml
erlende manyetik karistirict iizerine yerlestirilmis ve manyetik bar yardimi ile
karistirilarak homojen hale getirilmistir. Besiyerinin pH’s1 6,0+0,2’ye ayarlanmistir.
Besiyeri 5 ml otomatik pipet yardimi ile 5 ml’lik burgu kapakli siselere 2,5 ml
miktarinda ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk
steril edilmistir. Besiyeri biyokimyasal testlerde kullanilmak iizere +4°C’deki 1 ay

stiresince stoklanmastir.

2.2.2.11. L-Lysine Hydrocloride (HIMEDIA)

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Lysine hydrocloride 1 gr
Distile su 100 ml

Vibriolarin liremesi i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolayr 100 ml olarak
hazirlanan besi yerine 1,5 gr tuz ilave edilmistir. Besiyeri ¢alkalanarak homojen hale
getirilmis ve pH’s1 6,0+£0,2’ye ayarlanip otomatik pipetle sigelere 2,5 ml olacak sekilde
boliinmiistiir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir.
Besiyeri identifikasyon testlerinde kullanilmak iizere +4°C’deki en fazla 1 ay siiresince

tutulmustur.

2.2.2.12. L-Ornithine Monohydrocloride (HIMEDIA)

Decarboxylase broth base 1,05 gr
L-Ornithine monohydrocloride 1 gr
Distile su 100 ml

39



Vibriolarin liremesi i¢in tuzlu bir ortam gerektiginden dolayr 100 ml’ye 1,5 gr
tuz ilave edilmistir. Besiyeri c¢alkalanarak homojen hale getirildikten sonra pH’s1
6,0+£0,2’ye ayarlanmis ve otomatik pipetle siselere 2,5 ml olacak sekilde boliinmiistiir.
Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir. Besiyeri

biyokimyasal testlerde kullanilmak tizere +4°C’deki 1 ay siiresince stoklanmistir.

2.2.2.13. % 0 NaCl Besiyeri

Pepton 1 gr
Deistile su 100ml

Hazirlanan besiyeri calkalanarak homojen hale getirildi ve pH’s1 7,2+0,2’ye
ayarlandiktan sonra 5 ml’lik otomatik pipet yardimiyla tiiplere 2 ml olacak sekilde
boliinmiistiir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir.
Besiyeri biyokimyasal testlerde kullanilmak {izere +4°C’deki en fazla 1 ay siiresince

stoklanmustir.

2.2.2.14. %7 NaCl Besiyeri

NacCl 7 gr
Pepton 1 gr
Distile su 100 ml

Hazirlanan besiyeri manyetik karistirici {izerinde bar yardimi ile homojen hale
getirilmis ve pH’s1 7,2+0,2’ye ayarlandiktan sonra 5 ml’lik otomatik pipet ile tiiplere 2
ml olacak sekilde ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20
dk steril edilmistir. Besiyerleri testlerde kullanilmak {izere +4°C’deki en fazla 1 ay

siiresince tutulmustur.
Baz1 biyokimyasal testlerde 6zel besi vasatlarina ekilen bakterilerin olusturdugu

reaksiyonlarin belirlenmesi i¢in ¢esiti kimyasal maddelerden hazirlamig ayiraglar

kullanilmaktadir. Bunlarda asagida bildirildigi gibi hazirlanilmaktadir.
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2.2.3. Ayraclar

Kovacs ayraci: Indol besiyerine bakteri ekiminden sonra iiremenin ikinci
giinlinde tiiplerin her birine 0,5 ml kovacs ayiract (HIMEDIA) ilave edilerek olusan
reaksiyon sonucuna bakilir. Eger tiliplin iist kisminda pembe (kirmizi/mor) bir renk
halkas1 olusursa bakteri besiyerinde bulunan triptofan’t indole doniistiirebildigi i¢in
reaksiyon pozitif olarak kabul edilir. Eger iki dakika icerisinde kirmizi/mor renk yerine

acik sar1 halka golenir ise test negatif olarak degerlendirilir.

Metil Red (MR) ayraci: Besiyerinde bulunan glikozun bakteriler tarafindan
fermentatif metobolize olmasi sonucu besi yerinde organik asitlerin meydana gledigini
ve pH'nin diistiiglinii ortaya koymak icin yapilir. MR-VP besiyerine bakteri ekiminden
sonra liremenin ikinci giiniinde her tlipten ayr1 ayr1 olacak sekilde 1 ml bos tiiplere
boliiniir ve her birinin lizerine 6-7 damla metil red ayiraci eklenir. Kirmizi renk olusursa

reaksiyon pozitif olarak degerlendirilir.

Voges Proskauer (VP) ayraci: Bazi mikroorganizmalarin glikozu fermente
ederek, ndtral bir iirlin olan acetylmethylcarbinol'u (acetoin) meydana getirme
yetenegini tayinde kullanilir. MR-VP besiyerine bakteri ekiminden sonra iliremenin
ikinci giiniinde MR i¢in alinan 1 ml’nin disinda tiipte kalan kisim i¢in her birine 6nce
0,6 ml VP ayract (% 5 alfa-naftol soliisyonu) sonrasinda 0,2 ml KOH (% 40’lik KOH
cozeltsi) ilave edilir. Tiipler iyice ¢alkalanir ve 15-20 dk sonunda kirmizi halka olusursa

reaksiyon pozitif olarak kabul edilir.

Nitrat ayraci: Mikroorganizmalarin nitratlar1 rediikte edebilme yetenegini
belirlemede kullanilir. Nitrat besiyerine bakteri ekiminden sonra iiremenin ikinci
giiniinde her bir tiipe Nitrat-A’dan (alfa naftilamin % 0.5) ve Nitrat-B’den (sulfanilik
asit % 0.8) ard arda her bir tiipe 0,5 ml otomatik pipet yardimiyla ilave edilir. Eger
besiyerindeki nitrat, bakterler tarafindan nitrite indirgense olusan pembe-kirmiz renk

pozitif reaksiyon olarak kabul edilir.

Katalaz ayraci: Temiz bir lam {izerine % 3’liikk H,O2 soliisyonu damlatilir. Saf

olarak tireyen bakteri kolonilerinden steril pasteur pipeti yardimiyla alinan bakteri lam
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tizerinde bulunan ayraca temas ettirilip karigtirllma esnasinda beya kopiik seklinde

oksijen gai1 ¢ikis1 gozlemleniyorsa reaksiyon pozitif olarak kabul edilir.

Oksidaz ayiraci: Kurutma kagidina damlatilan oksidaz ayraci (bioMerieux)
lizerine besiyerinde saf olarak iireyen bakterileri kolonilerinden steril pasteur pipeti
yardimiyla stiriilerek 5-10 saniye i¢inde olusan renk degisimine gore karar verilir. Eger
test sonucunda mor renk olusur ise oksidaz testi pozitif olarak kabul edilir, bu siire
zarfinda renk degisimi yoksa test negatiftir. Eger mor bir renk 10-15 saniyeden sonra

olusur ise pozitif olarak degerlendirilmez.

2.2.4. API 20E Strip Testi

Tuzlu besiyerlerinde saf olarak iiremis olan vibriolarin API 20E hizli test
kitlerindeki besiyeri igeren kuyucuklarda iiretilebilmesi i¢in % 1.5 NaCl tuzlu ortama
ithtiyag vardir. Bu amagla % 1,5 tuzlu suda bakteri yogunlugunu ayarlamak ve test
kitindeki kuyucuklardaki besi ortamlarini sulandirmak i¢in kullandigimiz tuzlu ortamin

hazirlanis1 agagida bildirilmistir.

2.2.4.1. % 1.5 NaCl

NacCl 1,5 gr
Distile su 100 ml

Karisimi calkalayarak homojen hale getirip pH’smi 7,3+0,2’ye ayarlayip
otomatik pipetle burgu kapakl tiiplere 5 ml olacak sekilde boliinmiistiir. Otoklavda
121°C’de 1 atmosfer basinc altinda 15-20 dk steril edilmistir.

2.2.5. identifikasyon Testleri

Fakiiltemiz Balik Hastaliklarl Laboratuarma gonderilen tipik vibriozis
semptomlar1 gdsteren hastalikli levrek baliklarindan izole edilen ve -80°C’de stoklanmis
bakteri izolatlar1 derin dondurucudan c¢ikarilmistir. Stok izolatlar tam ¢6zdiiriilmeden

bakteriler suglarin1 canlandirmak i¢in T-TSB’ye steril bir sekilde ekilmis ve 25°C’de
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inkiibasyona birakilmistir. T-TSB’de iireyen bakterilerin saflik kontrolleri i¢in T-TSA’a
ekilmistir. Kontaminasyondan siiphe edilen suslar saflagtirllmigtir. Saf olduguna

inanilan bakteriler TCBS agara ekilmis ve 25°C’de inkiibasyona birakilmaistir.

Hastalikli levrek baliklarin bobrek, dalak ve karagiger gibi i¢c organlardan izole
edilen ve saflagtirilan suglardan yeni stok i¢in % 15-20 gliserol iceren ependorf tiiplerde
homojen hale getirilerek -80 C’de derin dondurucuda tekrar stoklanmistir. Ayrica
saflastirilan ve TCBS agarda iireyen vibrio oldugu diisiiniilen bakterilerin biyokimyasal
testleri yapilmak {izere canli tutulmustur. Bu amagcla, bakteri suslar1 belirli siirelerde

pasajlanlanarak canli kalmasi saglanmistir.

Bakteri izolatlarin safligini, morfolojik karakterleri ve Gram boyama testlerin
yapilabilmesi i¢in % 1,5 tuz ilave edilmis T-TSA besiyerlerine ekilerek
gerceklestirilmistir. Bu besiyerleri 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. T-TSA’da iireyen
izolatlarin safligina, koloni yapisina, koloni biiyiikliigiine ve rengine bakilarak ayrim
gergeklestirilmistir. Saf olarak iiremeyenler vibrio izolatlar1 T-TSA’ya tekrar ekilerek
saflastirilana kadar bu iglemler birka¢ kez tekrarlanmistir. Bazen saflagtirma islemleri
icin T-TSA’dan T-TSB’ ekilen bakteriler vibriolar i¢in selektif besiyeri olan TCBS
agarda saflastirilmaya calisilmistir. Bu islemler sonucunda saflastirildigina inanilan
bakteri suslarina asagidaki fiziksel ve biyokimyasal testler uygulanarak identifikasyonu

gerceklestirilmistir.

2.2.5.1. Hareket Testi

Icerisine % 1,5 tuz ilave edilmis TSA’da iireyen 24 saatlik taze kiiltiirlerdeki saf
kolonilerden hareket muayenesi mikroskop altinda gerceklestirilmistir. Temiz bir lam
lizerine steril 6ze yardimiyla bir loop steril % 0,85’lik fizyolojik tuzlu su (FTS)
konulduktan sonra T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden steril 6ze
yardimiyla alinarak lam tizerindeki FTS ile karistiritlmistir. Isik mikroskobunda dnce 4
biiyiitmeli sonra 10 ve 40 biiyiitmeli objectif yardimiyla biiyiitiilerek incelenmis ve
sonuglar1 hareket pozitif veya negatif olarak kaydedilmistir. Ayrica ayn1 test T-TSB’de
iiretilen 18-24 saatlik besiyerlerinde yapilmistir. T-TSB’den bir loop dolusu steril 6ze
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yardimi ile alinan Ornek temiz lam {izerine konulmus ve 151tk mikroskopunda ayni

sekilde kontrol edilmistir.

2.2.5.2. Gram Boyama

Mikroorganizmalarin anatomik yapis1 geregi Gr (+) ve Gr (-) bakterilerin hiicre
duvarindaki peptidoglikan ve lipopolisakkarit yapisinin farkli miktarlarda bulundurmasi
nedeniyle bakterileri ayirt etmek amaciyla yapilmaktadir. Gram boyama testi, T-TSA’da
tireyen 24 saatlik saf kolonilerden 6rnek alinarak yapilmistir. Bu amagla; temiz bir lam
tizerine steril bir 6ze yardimiyla bir loop steril % 0,85’lik FTS konulmus ve T-TSA’da
saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla alinarak lam
tizerindeki FTS ile kanistirllmistir. Hazirlanan preparatlar oda sicakliginda kurutulmus

ve kuruyan preparat alev lizerinden ii¢ kez ge¢irilmek suratiyle fiske edilmistir.

Hazirlanan preparatin sogumasi beklendikten sonra iizerine sirasiyla; kristal
viyole soliisyonu damlatilmis ve bir dakika bekletildikten sonra saf sudan gecirilmistir.
Hemen ardindan liigol soliisyonu damlatilmis ve bir dakika bekletildikten sonra tekrar
saf sudan gegirilmistir. Daha sonra absolut alkolde dekolere edildikten sonra saf sudan
gecirilmistir. En son olarak safran soliisyonu damlatilmis ve bir dakika bektetildikten
sonra saf sudan gecirilerek kurutmaya birakilmistir. Bu islemde O©nemli olan
basamaklardan biri de kimyasallarin hazirlanan preparattaki 6rneklerin her yerine esit
olarak dagitilmasidir. Kuruyan Ornekler 1sik mikroskobu altinda immersiyon yagi
damlatilarak 100’liikk objektifde incelenmis ve sonuglar kaydedilmistir. Gram boyama
testinde kullanilan soliisyonlar ticari bir firmadan gram boyama kiti (bioMérieux,
Fransa) olarak satin alinmistir. Gram boyama kitinde her bir sisede 250 ml kristal
viyole, stabilie edilmis iodin (lugol) soliisyonu, deklorize soliisyonu ve safraninden

olusmaktadir.

2.2.5.3. Oksidaz Testi

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve intraseliiler olan oksidaz enziminin
(sitokrom-C-oksidaz) varligim1 ortaya koymak icin kullanilmaktadir. Bir par¢a beyaz

filtre kagid1 iizerine oksidaz ayraci (bioMérieux, Fransa) damlatilmistir. Daha sonra T-
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TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden steril pasteur pipeti yardimiyla bir
miktar taze kiiltiirden alinarak filtre kagidina yayilarak test sonuglar1 degerlendirilmistir.
Negatif kiiltlirlerde renk degisimi goriilmezken, pozitif kiiltiirlerde ise 5-10 sn ig¢erisinde
mavi renk olusumu belirlenmistir. Uygulamadan 10 sn sonra olusan renk degisimi
negatif olarak degerlendirilmistir. Test sonucunda olusan renk degisimleri pozitif veya

negatif olarak degerlendirilip sonuglar Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.4. Katalaz Testi

Mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen katalaz enzimini (Hidrojen peroksit
oksidorediiktaz) saptamak amaciyla yapilmaktadir. Katalaz enzimi sahip olan bakteriler

hidrojen peroksidi (H,O,), su (H,O) ve serbest oksijene (O,) ayirabilmektedirler.

Temiz bir lam {izerine bir damla % 3’lik H,O, damlatildiktan sonra T-TSA’da
saf olarak iireyen taze kiiltiirdeki kolonilerinden steril pasteur pipeti yardimiyla bir
miktar alinan bakteri % 3’lilkk H,O, karistirilmistir. Bu islem sonugunda serbest kalan
oksijen (O, gazi) kabarcik olustumasi bakterinin katalaz enimine sahipoldugunu
gostermektedir. Bu da katalaz test sonugunun pozitif oldugunu gosterirken, kabarcik
olugsmamas1 durumu ise testin negatif oldugunu gostermistir. Test sonuclar1 kabarcik

olusup olusmamasina gore degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.5. Triple Sugar Iron Agar (TSI) Testi

Enterik  bakterilerin tanimlanmasinda kullanilan ¢  sekerli-demirli  bir
besiyeridir. Testin amaci besiyerinin birlesiminde bulunan hidrojen siilfiir (H,S), glikoz,
laktoz ve sukroz’un mikroorganizmalar tarafindan kullanilip kullanilmadigimin ve

glikozdan gaz (CO,) olusumunun meydana gelmesini tespit etmek i¢in yapilmaktadir.

T-TSA’da saf olarak iireyen taze bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla besiyerine dibine kadar daldirild1 ve yatik kismina yayma yontemiyle ekim
yaptlmistir. Ekim yapilan TSI agar 25°C’de inkiibasyona birakilmis ve bir hafta
stiresince her giin kontrol edilmistir. TSI agarda siyah renk olusumu H,S varligini, dip

kismi sariysa glikoz, egik kismi sariysa laktoz, tamami sararmis ise sakaroz ve eger
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besiyerinde kabarcik veya besiyerinin yukariya dogru ¢ikisi gozlemlenmis ise CO;

gazindan kaynaklandig: tespit edilmis ve test sonuglar1 Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.6. Sitrat Testi

Bazi bakteriler karbonu enerji kaynagi olarak kullanir. Bu test bakterilerin tek
karbon kaynagi olarak sitrati kullanip kullanmadigi, ayn1 zamanda bakterilerin cins ve
tiirlerini belirlemek i¢in yapilir. Bakteriler tarafindan sitratin metabolizmasi, sitritaz

veya sitrat demolaz ad1 verilen enzimleriyle gerceklesir.

T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla besiyerine dip kismina kadar daldirdiktan sonra geri ¢ekilip yatik kismina
yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapilan simmons sitrat agarlar 25°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta boyunca her giin kontrol edilmistir. Test
sonucunda eger besiyerinin rengi yesilden maviye doniismiis veya besiyeri yiieyinde
iireme meydana gelmis ise test sonucu pozitif, besiyerinde iireme ve renk degisimi

yoksa ise test negatif olarak degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 8’de kaydedildilmistir.

2.2.5.7. Eskiilin Testi

T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla besiyerine dip kismina kadar batirildiktan sonra 6ze geri ¢ekilip eskiilin
agarin yatik kisinma yayma yontemiyle ekim yapilmigtir. Ekim yapilan eskiilin agarlar
25°C’de inkiibasyona birakilmis ve besiyeri bir hafta boyunca her giin takip edilmistir.
Test sonucunda besiyerinin rengi siyah-kahverengi ise pozitif, renk degisimi olmuyor

ise negatif olarak degerlendirilmis ve test sonuglar1 Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.8. Jelatin Hidrolizasyon Testi

Jelatin bir protein olup kollagenin hidrolizasyonundan elde edilmistir. Jelatin
patojenik mikroorganimalarin liremelerini genellikle artiric1 6zellige sahip degildir.
Mikroorganizmalarin jelatini hidrolize eden jelatinaz enzim tarafindan eski kati

Ozelligini kaybederek s1vi hale doniistiirme yeteneginin dlgiimiinde kullanilmaktadir.
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T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla besiyerine dibe daldirma yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapilan jelatin
agarlar 25°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta boyunca her giin kontrol
edilmistir. Test sonucunda jelatin agarin iist kismindan erime goriiliiyor ise test sonucu
pozitif, eger jelatin agar kati ise test sonucu negatif olarak degerlendirilmis ve izolatkara

ait test sonuglar1 Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.9. Ureaz Testi

Bu test, mikroorganizmalarin iireyi hidrolize eden {iireaz enziminin varliginm
belirlemek icin yapilmaktadir. Ure, karbonik asit’in bir diamid’idir. Biitiin amidler de
kolayca hidrolize olurlar. Urenin hidrolizasyonu spesifik bir enzim olan iireaz tarafindan
gerceklestirilir. Bu enzimi bulunduran bakteriler iireyi iireaz enzim sayesinde
parcalayarak karbondioksit (CO;) ve iki molekiill amonyak (NH;) meydana

getirmektedirler.

T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla tire’li agarin dip kismina kadar batirildiktan sonra 6ze geri ¢ekilip besiyerin
yatik kisima yayma yontemiyle ekim yapilmistir. Ekim yapilan iire’li agarlar 25°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta boyunca her giin kontrol edilmistir. Test
sonucunda iire’li besiyerlerinde pembe renk pozitif, sarimsi bir renk olusumu ise negatif

olarak degerlendirilmistir ve suslara ait test sonuclar1 Tablo 8’de kayit edilmistir.

2.2.5.10. Oksidasyon ve/veya Fermentasyon (O/F) testi

Bazi mikroorganizmalar glikozu oksidatif karekterde metabolize edebilmektedir.
Bu reaksiyonda oksijen, en son hidrojen alicis1 olarak goérev yapmaktadir. Boyle
reaksiyonlar aerobik kosullarda meydana gelebilmektedir (oksidasyon). Bir kisim
mikroplar da glikozu oksijenin  bulunmadigi durumlarda ayristirabilmektedir
(fermantasyon). Anaerobik sartlarda olusan bu tiir reaksiyonlarda hidrojen alicisi olarak
oksijenden bagka diger maddeler kullanilmaktadir. Hugh ve Leifson bazal besiyerinde
aerobik ve anaerobik sartlarda glikoz metabolizmasindan asit {iretiminin Olg¢iilmesi

olarak bildirilmektedir. Tiiplerden sadece parafinsiz tiipte sar1 renk olusumu oksidatif,
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her iki tiipte olusan sar1 renk fermantatif, sadece parafinli tiipte sar1 renk olusmasi
anaerobik, her iki tlipte renk degisiminin olmamasi glikozun metabolize olmadigin

ifade etmektedir.

T-TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden sivri uclu steril bir 6ze
yardimiyla Hugh ve Leifson (1953) bazal besiyerinin dip kismina kadar dik olarak
batirilarak her izolat i¢in iki tiipe ekim yapilmistir. Tiiplerden bir tanesinin iizerine 1 cm
kalinliginda olacak sekilde steril sivi vazelin veya parafin dokiilerek havayla temasi
kesilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 25°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta
boyunca her giin takip edilmistir. Test sonucunda besiyerinin orjinal mavi-yesil
(menekse moru) rengi sartya donmesi pozitif, renk degisimi meydana gelmemesi negatif

olarak degerlendirilmis ve test sonuglar1 Tablo 8’de kayit edilmistir.

2.2.5.11. Voges-Proskauer (VP) ve Metil Kirmzis1 (MR)

Voges-Proskauer (VP) testi; mikroorganizmalarin glikozu fermente ederek
ndtral bir iiriin olan acetylmethylcarbinol’u (acetion) meydana getirme yeteneginin
tayininde kullanilmaktadir. Metil Kirmizis1 (MR) testi; glikozun fermentatif metabolize
olmasi sonucu besiyerinde organik asitlein meydana geldigini ve pH’ nin diistiiglinii

ortaya koymak i¢in yapilmaktadir.

T-TSA’da saf olarak iireyen taze bakteri kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla
besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 25°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Uremenin ikinci giinii (48 saat sonra) hem MR testi, hem de VP testi i¢in
ayr1 ayr steril tiiplere steril pipet yardimi1 1 ml olacak sekilde aktarildi. MR testi i¢in her
bir tiipiin igerisine 6-7 damla olacak sekilde ayra¢ damlatilarak c¢alkalandiktan sonra
olusan pembe renk pozitif, herhangi bir renk olusumu goriilmiiyor ise negatif olarak

degerlendirilmis ve izolatlara ait test sonuglar1 Tablo 8’de kaydedilmistir.
VP testi i¢in ayrilan her bir tiipe Once steril pipet yardimi ile 0,6 ml VP

ayracindan damlatildiktan sonra iizerine 0,2 ml % 40’lik potasyum hidroksit (KOH)
damlatildiktan sonra ¢alkalanmistir. Tiiplerde 15-20 dk (dk) bekletildikten sonra pembe
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renk olugmus ise pozitif, renk olusumu goriilmiiyor ise negatif olarak degerlendirilmis

ve izolatlara ait test sonuglar1 Tablo 8’de bildirilmistir.

2.2.5.12. indol Testi

Indol, nitrojenli bir birlesik olup bazi1 bakteriler tarafindan triptofanin enzimatik
hidrolizasyonu sonucu meydana getirilmektedir. Bakterilerin triptofan1 ayristirarak

indol olusturma yeteneginin belirlenmesinde kullanilmaktadir.

T-TSA’da saf olarak iireyen taze bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimiyla
besiyerine ekim yapilarak 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Uremenin ikinci giinii (48
saat sonra) 0,5 ml kovacs ayraci dokiilerek calkalanip, iist kisimda kirmizi bir halka
goriilmesi pozitif, halkanin goriilmemesi negatif olarak degerlendirilmis ve izolatlara ait

test sonuglar1 Tablo 8’de kaydedilmistir.

2.2.5.13. Nitrat Rediiksiyon Testi

T-TSA’da saf olarak iireyen taze bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimiyla
besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri 25°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Uremenin ikinci giinii (48 saat sonra) iizerine Griess- Ilosvay ayraglarinin
[a-naftilamin % 0,5 (A), sulfalinik asit % 0,8 (B)] her bir besiyeri tiipiiniine ikisinden de
ayrt ayr1 olacak sekilde 0,5 ml dokiilerek calkalanmistir. Besiyerinde birka¢ dakika
icinde kirmiz1 renk degisimi pozitif reaksiyon, eger kirmizi renk gozlenmiyorsa negatif
reaksiyon olarak kabul edilmistir. Ayrica renk degisimi olmayan tiiplerin i¢ine enzim
aktivitesini hizlandirmak i¢in ¢inko (Zn) ilave edilerek tekrar degerlendirilmis ve

izolatlara ait test sonuglar1 Tablo 8’de verilmistir.

2.2.5.14. Dekarboksilaz (Arjinin, Ornithin, Lizin) Testi

Bakterilerin amino asitlerdeki karboksil grubunu enzimatik olarak ayristirarak
amin ve karbondioksit meydana getirme yeteneginin belirlenmesi amaciyla
kullanilmaktadir. T-TSA’da saf olarak iireyen taze bakteri kolonilerinden steril 6ze

yardimiyla besiyerine ekim yapilmistir. Ekim yapilan besiyerleri lizerine 1 cm olacak
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sekilde s1v1 vazelin ilave edilerek anaerobik bir ortam saglanmistir. Besiyerleri 25°C’de
inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta boyunca her giin kontrol edilmistir. Test
sonucunda mor renk goriiliiyorsa reaksiyon pozitif, eger sar1 renk gozlenirse reaksiyon
negatif olarak degerlendirilmis ve izolatlara ait tespit edilen test sonuglar1 Tablo 8’de

verilmigtir.

2.2.5.15. Tuzda (NaCl) Ureme Testi

T-TSA’da saf olarak {ireyen taze bakteri kolonilerinden steril bir 6ze yardimiyla
her bir bakteri iolat1 i¢in % 0 ve % 7 NaCl iceren besiyerlerine ekim yapilmistir.
Besiyerleri 25°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra bir hafta boyunca her giin takip
edildi. Test sonucunda besiyerinde bir bulaniklik goriiliiyorsa lireme pozitif, besiyerinde
bulaniklik yok ise iireme negatif olarak degerlendirilmistir. Besiyerlerinde meydana
gelen normal ve siipeli liremenin dogrulugu teyit etmek icin her izolata ait tiiplerden
TCBS agara ekim yapilarak vibrio’nun tuza toleransi belirlenmis ve izolatlara ait test

sonuglart TCBS agarada iireme durumuna gore Tablo 8’de bildirilmistir

2.2.6. Hizh Tam Kitleri (API 20E) Kullanlarak Identifikasyon

Bakterilerin identifikasyonunda hizli tan1 yontemi olarak API 20 E test kitleri
(bioM¢érieux, Fransa) kullanilmistir. Kutusundan ¢ikarilan API 20 E test kitleri i¢erisine
yerlestirilen seffaf kutunun altta kalan kismina saf su dokiiliip nemlendirilmis 3-4 kath
havlu kagit yerlestirilmistir. API 20 E test stripleri seffaf kap i¢indeki nemlendirilmis

havlu kagit tizerine yerlestirilmistir.

T-TSA’da saf olarak iiretilen taze bakteri kolonilerden alinarak daha onceden
hazirlanip steril edilen % 1,5 NaCl igceren 5 ml tiiplere ilave edildikten sonra vorteks
yardimu ile bakteri yogunlugu McFarland No: 4 bulanikligina ayarlanmistir. Steril uglu
otomatik pipet yardimiyla API 20 E test kitindeki kuyucuklar1 hava kabarcigi

olusturulmadan dikkatlice prosediire uygun bir sekilde doldurulmustur.

Kisaca, kuyucuklarin alt kisminda ismi yazili olan test kutucuk igerisine alinmig

ise (CIT, VP ve GEL) hazirladigimiz bakteri kiltiirii ile kuyucuk tamamen
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doldurulmugtur. Eger test kitinin alt kisminda ismini yazili olan testin alt1 ¢izili ise

(ADH, ODH, LDH, H,S ve URE) kuyucugun kapali kismina kadar hazirlanan bakteri

kiiltliriiyle doldurulmus ve kuyucukta bos kalan kisma besiyerinin hava almasini
engellemek amaciyla steril mineral yag 5-6 damla damlatilarak anaerobik bir ortam
olusturulmustur. Geriye kalan kuyucuklarin tamami kapali kismina kadar hazirladigimiz
bakteri kiiltiirliyle doldurulmustur. Test kitinin kapagini kapatilmis ve kitlerin
yerlestirildigi kutunun kenar kismina testin hangi bakteri susuna ait oldugu stok no,
testin yapildigi tarih ve saati yazildiktan sonra 25°C’deki sogutmali inkiibatore
yerlestirilmistir. Her bir bakteri izolatina ait kiiltiirii i¢cin ayr1 steril pipet uglari
kullanilmis ve kontaminasyon riskine karst cok dikkatli ¢aligilmistir. API 20E test
sonuglart inkiibasyondan 24 ve 48 saat sonra meydana gelen renk degisimleri test
kutusundan ¢ikan prospektiisteki (tarife) talimatlara gore pozitif (+) veya negatif (-)
olarak sonu¢ semasina kaydedilmistir. Test kitine inokiilasyon yapilmasindan 48 saat

gectikten sonra renk degisimi olup olmadig1 kontrol edilmistir.

TDA testi; TDA kuyucuguna bir damla TDA reaktifi damlatilip sonra hemen
olusan kirmizims1 kahverengi renk pozitif, sar1 renk negatif olarak degerlendirilmis ve

sonu¢ semasina + veya — olarak kaydedilmistir.

IND testi; IND kuycuguna bir damla JAMES reaktifi ilave edildikten sonra
hemen olusan pembe renk pozitif reaksiyon, renksiz, zayif yesil/sar1 negatif reaksiyon

olarak degerlendirilmis ve sonu¢ semasina + veya — olarak kaydedilmistir.

VP testi; VP kuyucuguna VP1 ve VP2 reaktiflerinin her birinden bir damla
eklendikten en az 10 dk beklendikten sonra pembe veya kirmizi renk pozitif, renksiz
veya agik pembe renk negatif reaksiyon olarak degerlendirilmis ve sonu¢ semasina arti

(+) veya eksi (—) olarak kaydedilmistir.

Ayrica, glikoz kuyucugu (GLU) {izerine NIT1+NIT2 ayiraglar1 1’er damla
damlatildiktan sonra nitratlar nitritlere indirgenirse 2-5 dk beklemenin ardindan olusan
kirmizi renk poitif (NO,) reaksiyon, nitrojenin indirgenmesine bagli (bazen hava
kabarciklar1 olabilir) olarak olusan sar1 renk negatif reaksiyon olarak sonu¢ semasina

kaydedilmistir. Eger tiip glikoz kuyucug (GLU) {izerine 2-3 mg Zn (¢inko) testine
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eklendikten 5 dk sonra test sar1 renk olarak kalirsa (N;) poitif reaksiyon, testin rengi

turuncu-kirmizi renge dontisiir ise reaksiyon negatif olarak kabul edilmistir.

API 20E test kitlerine inokiilasyondan 24 ve 48 saat sonra apiweb sistemindeki
referans pozitif ve negatif reaksiyon sonuglarma gore degerlendirilmistir. Apiweb
sistemindeki API 20E test kitlerine ait pozitif ve negatif sonuglarin goriinimii Sekil
1’de verilmistir. Test edilen bakteri izolatlarin sonu¢ semasindaki testlere ait reaksiyon
sonuclar1 + ve — degerlere gore tiglii gruplar halinde (1, 2 ve 4 puanlar1) puanlandirilmig
ve izolatlara ait olusan test sonuglart apiweb sisteminden degerlendirilmeye

calisilmigtir.
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Sekil 1. Api web sisteminde API 20E test kltme ait pozitif ve negatlf referans sonuglari.

2.3. Antibiyogram Testi

Vibrio oldugu tespit edilen iolatlarin her biri T-TSA ekildi ve saf olarak {ireyen
taze kiiltiirlerden steril bir 6ze yardimi ile alinan bir miktar bakteri % 0,85 NaCl iceren
2 mI’lik burgu kapakl tiiplerde McFarland No: 0,5 bulanikligindaki yogunluga vorteks
yardimi ile homojenize edilerek ayarlanmistir. Bu bakteri siispansiyonu 37°C’deki
etlivde 30 dk nemi aliman % 1.5 NaCl ilave edilmis Miiller Hilton agar’nin (T-MHA)
tizerine dokiildiikten sonra petri kutusu bilek hareketi ile besiyerinin yiizey kisminin her
yerine temas edecek sekilde 15-20 saniyede yayilmasi saglanmistir. Izolatlara ait bakteri
siispansiyonun fazlasi icerisinde dezenfektan madde bulunan bir behere bosaltilmis 48
saat siireyle bekletilmistir. Besiyerindeki nemin hafifce kurumasi beklendikten sonra
antimikrobiyel diskler otamatik dispenser (Biyoanaliz) araciyla T-MHA {izerine
dagitilmistir. Biyoanaliz marka otamatik dagitict 8 adet antibiyotik disk dagitabildigi

icin eritromisin diski steril bir pens yardimiyla T-MHA’in tam orta yerine
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yerlestirilmistir. Antibiyogram testinde sirasiyla; oksitetrasiklin (T-30 pg), oksolinik
asit (OA-2 ng), siilfametoksazol (RL-25 pg), ampisilin (AM-10 pg), florfenicol (FFC-
30 pg), streptomisin (S-10 pg), trimethoprim+siilfamethoksazol (SXT-25 pug),
enrofloksasin (ENR-5 pg) ve eritromisin (E-15 pg) kullanilmis ve antibiyotikleri etki
degerlikleri Tablo 5’de verilmistir. Petri kutular1 25°C’de inkiibasyona birakildiktan 18
saat sonra antibiyotik disklerin etrafinda olusan zon ¢aplart dijital kumpas yardimi ile
Olctilerek antibiyogram test sonuglar1 Tablo 5°de verilen standart inhibisyon zon ¢api1

araliklar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Tablo 5. Antibiyogram testinde kullanilan antibiyotik disk konsantrasyonlar1 ve 6lgiilen
standart inhibisyon zon ¢ap1 duyarlilik araliklari

Disk Olgiilen standart inhibisyon zon capi (mm)
Antimikrobiyel ajanlar Konsantrasyonu
D 0] H Referanslar
Oksitetrasiklin T-30 pg <14 15-18 >19 CLSI, 2008
Oksolinik asit OA-2 pug <10 11-12 >13 CLSI, 2004
Siilfametoksazol SMZ 100 pg <12 13-16  >17 CLSI, 2003
Ampisilin AM-10 pg <13 14-16  >17 CLSI, 2003
Florfenicol FFC-30 pg <14 15-18 =19 CLSL 2008
Streptomisin S-10 pg <11 12-14 >15 CLSI, 2003
Enrofloksasin ENR-5 png <16 17-20 >21 CLSI, 2008
Eritromisin E-15 ng <13 1422 >23 CLSI, 2008
Trimethoprim+Sulfamethaksazol SXT-25 pg <10 11-15 > 16 CLSI, 2008

T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfamethoksazol, AM: Ampisillin, FFC: Florfenikol,
S: Streptomisin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol.
D: Direngli, O: Orta hassas, H: Hassas, R: Referans

2.4. Molekiiler Yontem
2.4.1. DNA izolasyonu

Hastalikli baliklardan izole edilen suslarin T-TSA’da {iremis saf kolinilerden T-
TSB’e ekilerek 25°C’de 18-20 saat iiretilen kiiltiirlerden 1,5 ml’lik ependorf tiiplere
aktarilmistir. Ependorf tiipler 9 000 devir/dk.’da (rpm) 5 dk santrifiij edilerek {ist kalan
siipernatant i¢inde dezenfektan bulunan bir siseye dokiilmiistiir. T-TSB tiipiinde kalan

kiiltiir dibinde kalan bakteri kiiltiirli varsa iizerine ilave edilmis ve tekrar 9 000 rpm’de 5
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dk santrifiij edilerek sivi kismi (siipernatant) ayni sekilde uzaklastirilmistir. Elde edilen
bakteriler (dibe ¢oken pellet), Gr (-) bakterilerde DNA izolasyonu i¢in Promega Wizard
Genomik DNA izolasyonu Prosediirii’ne gore isleme tabi tutulmus ve prosediirdeki

islem basamaklar1 asagida verildigi sekilde uygulanmistir.

1. Igerisinde pellet bulunan ependorf tiiplere her birine 600 pl Nuclei Lysis Solution
ilave edilmis ve pellet kismi1 tamamen homojen hale getirilene kadar vortekslenmistir.

2. Ornekler 80°C’de 15 dk thermo shaker inkiibatorde bekletilmistir.

3. Thermo shaker inkiibatorden ¢ikarilan 6rnekler 2-3 dk buzda sogutulmustur.

4. Her birinin iizerine 4 pul RNAaz ilave edilerek karistirilmig ve 37°C’deki etiivde 30-
45 dk bekletilmistir.

5. Ependorf tiiplerin her birine 200 pul Protein Precipitation Solution eklenerek, yaklasik
25 sn vortekslenmistir.

6. Ependorf tliplerde bulunan 6rnekler 6-7 dk buzda bekletilmistir.

7. Ependorf tiiplerdeki 6rnekler 14 000 rpm’de 4 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriilmiistiir.

8. Eppendorflarda bulunan sivi kisimdan 500 pl steril ependorf tiiplere alinmis ve arta
kalan kisim eppendorf tiipleri ile birlikte atilmistir.

9. Eppendorf tiiplerdeki orneklerin lizerine 600 pl isopropanol alkol eklenerek ters diiz
edilerek igerisinde seffaf bir yapi (DNAnin varlig1) olusmasi saglanmistir.

10. Ornekler, santrifiijde 14 000 rpm’de 4 dk DNA’lar dibe ¢oktiiriilmiistiir.

11. Eppendorf tiiplerin iist kisminda kalan siipernatant kismi1 dokiilmiis ve bu esnada
DNA’nin diisiiriilmemesine 6zellikle dikkat edilmistir.

12. Orneklerin iizerine 600 pl % 96’lik ethanol (soguk) alkol ilave edilmis ve
epependorf tiiplerin i¢ yiizeyin her yerine degmesine 6zen gosterilmistir.

13. Santrifiij yardimiyla 13 000 rpm’de 3 dk i¢inde ependorf tiiplerdeki DNA’lar dibe
coktiiriilmiistiir.

14. Eppendorflarin iist kismindaki siipernatant kismi dokiilmiis ve bu esnada DNA’ nin
diistirilmemesine 6zellikle dikkat edilmistir.

15. Eppendorf tiipler 55°C’e ayarlanmis etiivde pegete kagit1 lizerine yatirilmis ve
kurumaya birakilmistir.

16. Eppendorf tiiplerdeki Orneklerin i¢ine 120 pul DNA Rehydration Solution ilave
edilerek thermo shaker inkiibatorde 65°C’de 1 saat bekletilmistir.
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17. bu siire sonunda thermo shakerdan alinan eppendorf tiipler buzdolabinda (+4°C’de)
¢oziilmeye birakilmistir.

Not: Izole edilen DNA bir sonraki ¢calismamiza kadar -20°C’de saklanilmistir.

2.4.2. Kullanilan Pirmerler ve PZR Uygulamalari

Orneklerin izolasyonundan elde edilen total DNA’larmn 16S rRNA geninin
cogaltilmasi i¢in polimeraz zincir reaksiyonu’nda (PZR) tablo 6’da gerekli olan
kimyasal maddeler ve konsantirasyonlar1 tablo 6’da verilmistir. PZR testindeki
reaksionlar1 gregeklestirmek i¢in Techne® TC-3000G (Bibby Scinentific, Cambridge,
Ingiltere) model grandient dzelliklige sahip PZR cihazi kullanilmustir.

Tablo 6. PZR reaksiyonunda kullanilan kimyasallar ve konsantrasyonlari

Kimyasallar Konsantasyon 16S rRNA
10X Go Taq Buffer Sul
MgCl, 10 mM 4 ul
dNTP karigimi 25 mM Sul
Primer 1492R 10 pmol 1l
Primer 27F 10 pmol 1 ul
Total DNA 50 (ng/ml) 2 ul
Taq DNA Polimeraz 5 (U/ul) 2,5 ul
ddH,O 29,5 ul
Toplam 50 pl

Bu caligmada bakterilere ait 16S rRNA geninin artirilmasi i¢in tablo 6’daki 27F
ve 1492R primerleri (LaneDJ, 1991) kullanilmistir. Primerlerin erime sicakliklari (Tm)
onceden yapilan benzer c¢aligmalarda uygun baglanma sicakligi 46°C olarak
belirlenmistir. Bu ¢alismada da ayni sicakligi kullanilmistir. Bu ¢alismada uygulanan

PZR dongii kosullar1 tablo 7°de verilmistir.

PZR’dan ¢ikan DNA’larin kalitesinin kontroliinii gerceklestirmek i¢in % 1’lik
agaroz jeli hazirlanarak istenilen goriintii olusana kadar bu islemler tekrarlanmistir. PZR
tirtinleri 100 bg’lik DNA Leader (Promega) ile yiiriitiilerek biiyiikliikleri belirlenmistir.

Biitiin islemlerin basamaklar1 tamalandiktan sonra istenilen konsantrason ve biiyiikliikte
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oldugu belirlenen PZR iiriinleri, DNA dizin analizine gonderilene kadar +4°C’deki
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Tablo 7. Kullanilan primerler i¢in uygulanan PZR dongii kosullar1

PZR Basamaklar Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayisi
Ik Ayrilma 94 3 dk 1
Ayrilma 94 45 sn

Yapisma 46 1dk 36
Uzama 72 1 dk

Son Uzama 72 5dk 1
Bekleme 4 Sonsuz

2.4.3. DNA izolasyonun ve PZR Uriinlerinin Agaro Jelde Kalitesinin Tayini

DNA izolasyon yontemiyle elde edilen genomik DNA ve PZR teknigi ile
cogaltilan gen iirlinlerinin kalitesini etidyum bromiir (3,5 mg/ml) igeren, genomik DNA
icin % 0,8lik ve PZR friinleri i¢in ise % 1’lik TAE-Agaroz jeli hazirlanarak
elektroforezde yiiriitiilmiis ve jel goriintiilenerek bilgisayarda incelenmistir. PZR
orneklerinin yiiriitiildiigli agaroz jelin goriintiisiinii tespit etmek i¢cin Quantum-Capt ST4
sistem (Vilber Lourmat, France)’deki ultraviyole (UV) transilliiminatorii kullanilarak
gergeklestirilmistir. Cogaltilan DNA gen f{iriinleri boyutlarin1 belirlemek amaciyla
birlikte yiiriitiildiigii bir marker (DNA Leader) ile karsilastirilarak biiytikliikleri tespit

edilmistir.

2.4.4. DNA Dizin Analizi

Elde edilen PZR firiinlerinden kismi 16S rRNA geninin dogrudan DNA dizin
analizi 27F/1492R primerleri kullanilarak ticari bir firma olan Macrogen Inc.
(Amsterdam, Hollanda)’den hizmet alimi yoluyla yaptirilmistir. PZR {iriinlerin
temizlenmesini takiben DNA dizin analizleri BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystem) kullanilarak ABI PRISM 3730x1
Genetic  Analyser (Applied Biosystem, USA) c¢ihazinda gergeklestirilmistir.
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2.4.5. Gen Bank Taramasi

Calismada kullanilan 16S rRNA gen dizisi ve GenBank taramasinda kullanilmak
tizere uygun hale getirilmek i¢in BioEdit versiyon 7.1.3 (Hall, 1999) yardimiyla
diizenlenmistir. Gen dizilerini ¢alisabilmek i¢in BioEdit igerisinde yer alan Clustal W
secenegi kullanilmistir. Gerek durumlarda kromotogramlar incelenerek gen dizinlerinin

kontrolii yapilmistir.
Genbank taramasi i¢in NCBI sitesinin ‘BLAST’ secenegi kullanilarak,

diizenlenmis gen dizileri GenBank’in veri tabanina girilerek tarandi ve sonuglar

sistemdeki mevcut veriler ile karsilastirilmis ve ylizde benzerlik oranlar1 belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Baliklarda Goriilen Hastalik Semptomlari

Bu c¢aligmada, Karadenizde kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda ilk vibriozis
vakasina su sicakliginin yiikseldigi 2010 Temuz aymda rastlanilmistir. Recep Tayyip
Erdogan Universitesi lyidere Arastirma Merkez’inde fiberglas tanklarda arastirma
amacli stoklanmis 150 gr agirhigindaki levreklerde ilk kez gdzlenmistir. Baliklarin ticari
levrek yemi ile beslendigi bildirilmistir. Enfeksiyonun patlak verdigi su sicakligr 18 °C
ve 25+2°C olarak Olclilmiistiir. Tanklardan alinan su 6rnekleri Fakiiltemiz Su Kimyasi
Laboratuvarinda analizi yapilmis ve su kalitesinde 6liime neden olacak herhangi bir
olumsuz degiskenligin varli§ina rastlanilmamistir. Baliklarin 6rneklendigi ¢iftliklerde
Olciilen su sicakligr 18,5-28,5°C arasinda, pH 6,98 ile 7,82 araliginda ve oksijenin ise
7,25-8,45 mg/l degerleri arasinda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan klinik muayenelerde tipik hastalik semptomlar1 gosteren levrek
baliklarinda genel bir durgunluk, hasta olan levreklerin su ylizeyinde siiriiden ayr1
yiidiigii, baz1 baliklarin renginde kararma, yem almada isteksizlik ve viicut yiizeyinde

yaygin kanamalarin oldugu tespit edilmistir ve resim olarak Sekil 2’de verilmistir.

Sekil 2. Hastalikl1 levrek baliklarinda goriilen vibriozis’e ait yaygin hemorajiler.

Olen ve olmek iizere olan levreklerin dis muayenesinde, operkulum, agiz
cevresinde, goziin etrafinda, ventral ve abdominal yiigecler kaidesinde yaygin
hemorajiler goriiliirken diger yiizgeglerin kaidelerinde hemorajilere rastlanilmistir. Bazi
levreklerin goziinde tek ve ¢ift tarafili exophthalmos varlig: tespit edilmistir. Baliklarda

pul dokiilmesi, kuyruk ve diger yiizgeclerin u¢ kisimlarinda erezyonlara rastlanirken,
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deri iizerinde line lateralisin altinda ve Ozellikle iist kisimda 0,5-1 cm capindaki iilser
olusumuna rastlanmistir. Levreklerin bazilarinda bu iilserlerin derin altindaki kas

tabakasina kadar ulasmis oldugu goriilmiistiir ve Sekil 3 ve 4‘de gosterilmistir.

Sekil 3. Deride pul dokiilmesi ve iilseratif lezyonlar (A), operkulum, goz c¢evresinde
cene altinda ve ventral ylizge¢ kaidesinde hemorajiler (B), gozde exophthalmos
(C), yiigec kaidelerinde yaygin hemorajiler (D).

Sekil 4. Deri iizerinde hemoraji ve karinda asites (A), deride kararma ve gozde
exophthalmos (B), operkulum altinda (C) ve iizerinde yaygin hemoraji (D).

Tipik hastalik semptomlar1 gosteren ve 6lmek {izere olan levrek baliklarindan
yapilan otopside; operkulumlar bir makas yardimiyla uzaklastirildiginda solungag
lamallerinin tizerinde kiiclik hemorajik odaklar ve uc kisiminda lamel epitelinde
erozyonlarin varligi goriilmiistiir. Hastalikli baliklarin otopsisinde midenin bos,
karacigeri solgun, dalagin biiyiimiis oldugu ve normal goriiniimiinii kaybetmis oldugu,

plorik ¢ekumlarin gergin, bagirsak siskin ve sar1 icerikle dolu oldugu belirlenmistir.

59



Deri ve solungaclarin {iilserli bolgelerinden hazirlanan tuse preparatlarda gram
yontemiyle boyandiktan sonra bakteriyoskopde immersiyon (100x) objektifi ile yapilan
muayenede Gram negatif, kivrik veya basil (diiz cubuk) seklinde bakterilerin varligi
tespit edilmistir. Bobrek, dalak ve karaciger gibi i¢ organlardan hazirlanan preparatlarin
Gram yoOntemiyle boyandiktan sonra immersiyon yagi damlatilarak yapilan
bakterioskopide ise mikroskop sahasinda basil seklinde uglar1 kivrik ya da virgiil

seklinde Gram negatif (pembe renkli) bakteriler goriilmiistiir.

Organ tuse preperatlarinin FTS ile yapilan siispansiyonlarin 151k mikroskobunda
natif olarak yapilan bakterioskopisinde uzun cubuk seklinde hareketli bakterilerin
varligi belirlenmistir. Ayrica bobrek, dalak ve karaciger gibi i¢ organlardan 6ze
yardimiyla alinan 6rneklerin lam iizerinde bir damla FTS ile hazirlanan siispansiyonlari
151k mikroskopunda 40x biiyiitmeli objektifte kontrol edildiginde mikroskop sahasinda
basil seklinde hareketli bakterilerin varligi goriilmistiir. Hazirlanan preparat havada
kurtulup alevde tespit edildikten sonra immersiyon (100x) objektifinde Gr (-) basil

seklindeki bakterilerin varligina rastlanilmistir.

3.2. izole edilen bakterilere ait o6zellikler

Tipik hastalik semptomlar1 gosterenen levreklerin  deri ve solungag
lamellerinden lamelle kazinti alinmis ve bir damla FTS ile karistirilarak hazirlanan
preparatlar paraziter yonden incelenmitir. Mikroskopik muayenede herhangi bir
parazitere rastlanmadiig tespit edilmistir. Hastaligin semptomlar1 g6z Oniine
alindiginda hastalik etkeninin bakteriyel olabilecegi diisiintilmiistiir. Hastalikl1 baliklarin
bobrek, dalak ve karagiger gibi i¢ organlarin dis ylizeyi kor haline getirilmis pastor
pipeti ile daglandiktan sonra 6ze yardimi ile organlardan daglanmig bolgeden girilerek
alman ornekler T-TSA, T-TSB ve TCBS agar’a inokiilasyonlar yapilmis ve en gec 48
saat i¢inde besiyerinde kolonilerin varligi goézlenmistir. Hastalikli levreklerin ig
organlarindan izole edilen bakteri suglarina ait bilgiler Tablo 4’de verilmistir. Ayrica
hasta levrek baliklarindan izole edilen hareketli, Gr (-) Ozellik gosteren, oksidaz ve

katalaz testleri pozitif olan Vibrio izolatlarina ait bazi test sonuslar1 agagida verilmistir.

60



1. Stoktan acilan suslar T-TSB’de iiredikten sonraki goriintiisii Sekil 5 A’de ve T-TSA’
da saf olarak iireyen krem renkli koloni olusturan suslar Sekil 5 B’de verilmistir.

2. TCBS agar’a ekildi, burada sar1 veya yesil koloni olusturanlar1 Sekil 6’da verilmistir.
3. T-TSA’ya ekilen ve ¢izim hatt1 iizerine 150 pg O/129 (2,4-diamino-6,7-diisopropyl
pteridine) diski yerlestirilen petrilerde etrafinda vibrio pozitif olanlarin inhibisyon
zonlarin goriiniimii ve TCBS agarda sar1 kolonilerin varligi Sekil 7°de verilmistir.

5. Uclii seker testi TSI agarda ve Simon sitrat testi Sekil 8°de verilmistir. Ure testi ve
O/F testine ait sonuclar Sekil 9’da gosterilmistir. Eskiilin ve Jelatin kullanim testleri
Sekil 10’da verilmistir. Dekarboksilaz (Arjinin-Ornithin-Lizin) testine ait pozitif ve
negatif sonuclar Sekil 11°de gosterilmistir.

6. MR-VP testine ait pozitif ve negatif sonuglar Sekil 12°de verilmistir. Indol ve Nitrat
testlerine ait pozitif ve negatif sonuclar Sekil 13’de gosterilmistir.

7. Izolatlara yapilan API 20 E testine ayiraclari damlatildiktan sonraki goriiniimii 14°de
verilmigtir.

8. Antibiyogram testi yapilarak 18 saat sonunda olusan zon c¢aplar1 dijital kumpas
yardimi ile Slgiilerek sonuglar kaydedilmis ve test sonucuna ait goriintii Sekil 15°de

verilmigtir.

A

Sekil 6. Vibrio sp. izolatlarinin TCBS agar’da yesil (A) ve sar1 koloni (B) olusturmasi.
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- 1 _ B

Sekil 7. Vibrio sp. izotlarlmn TSA’da O/129 vibriostatik aj an duyarlilik testi (A) ve
TCBS’de sar1 kolonilerin goriiniimii (B).

Sekil 8. Vibrio sp. izolatlarin TSI agar’da (A) ve Simon Sitrat agarda iiremesi (B).

Sekil 10. Vibrio sp. izolatlariin eskiilin agarda (A) ve jelatin agarda iiremesi (B).
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Sekil 11. Vibrio sp. izolatlarinin dekarboksilaz (Arjinin-Ornithin-Lizin) testine ait
ireme sonuglari; 1. Tip kontrol, 2. Tiipte olusan sar1 renk negatif ve 3.
Tiipte olusan mor renk pozitiftir.

Ll

Sekil 12. Vlbrlo sp. izolatlarinin MR test (A) ve VP test (B) sonuglari.

Sekil 14. Vibrio sp. izolalarlnlnA 20E test kinyc;l dokiildiikten sonraki
sonuclari (48 saat sonra).
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Sekil 15. Antibiyogram testinde inhibisyon zon ¢aplarinin dijital kumpasla 6l¢iimii.

Hastalikli baliklarin i¢ organlarindan farkli besiyerlerine yapilan ekimlerde izole
edilen bakteri suglarindan 52 adet izolatin fiziksel ve klasik biyokimyasal test
sonuclarina gore vibrio tiirlerinden biri olma ihtimal goz onilinde tutularak ¢alisilmistir.
Bu caligmada yapilan klasik test sonuglarina ait elde edilen veriler Tablo 8’de

verilmistir.

Morfolojik ve biyokimyasal testlere gore suslarin hareketli, Gr (-), kivrik,
pleomorfik basil seklinde oldugu, katalaz ve oksidaz testlerinin pozitif olmasi, OF test
sonuglarma aerobik ve anaerobik olarak iireyebilmesi. Vibriolarin iizerine liremeyi
engelleyici vibriostatik ajana (O/129, 150 pg) duyarhilik testinin pozitif olmasi ile
izolatinlarin vibrio tiirlerinden biri olma ihtimalinin ¢ok yiiksek bir ihtimal olabilecegi
diisiiniilmiistiir. Tuza tolerans (%0 ve %7 NaCl) tolerans testinde tuz igermeyen (%0)
izolatlardan dort izolat hari¢ negatif iken, biitiin izolatlar % 7 tuz igeren besi yerlerinde
iiredigi tespit edilmistir. Indol testinin biri hari¢ 51 izolatin pozitif oldugu belirlenmistir.
Jelatin testinde iki izolat hari¢ (LV09 ve LV46) diger 50 izolatin pozitif oldugu tespit
edilmistir. TSI agarda yapilan iiclii seker test sonuglarina gore 6 izolatin H,S pozitif
olmasina karsin 46 izolatin negatif oldugu belirlenmistir. Bakteri izolatlarindan 52 susa
yapilan {ire test sonuglarin goer 10 testin pozitif oldugu, fakat klasik test sonuglarina
gore 42 susun negatif oldugu tespit edilmistir. Toplam 52 izolattan 11°de sitrat, 35°de
eskiilin, 37°de nitrat, 10°da iire, 33°’de MR ve 20°de VP testi pozitif iken digerlerinin
negatif oldugu tespit edilmistir. Calismada 52 izolata yapilan dekarboksilaz test
sonuglarma gore arjinin dekarboksilaz (ADH) tetinde 27 susun pozitif, Lizin
dekarboksilaz (LDC) testinde 26 susun pozitif, ornithin dekarboksilaz (ODC) testinde

25 susun pozitif sonug vermistir. Toplam 52 izolatdan TCBS agara yapilan ekim sonrasi

64



olusan koloni morfolojisinde 34 susun sar1 koloni olusturmasina karsin, 18 susun ise
yesil koloni olusturdugu belirlenmistir. Bu durum ise Vibrio parahaemolyticus olabilme
ihtimalini akla getirmistir. Klasik yontem ile yapilan fiziksel ve biyokimyasal testlere
ait sonuglar Tablo 8‘de verilmistir. izolattan 18 susun yesil koloni olusturmasina karsin

34 izolatin ise sar1 koloni olusturdugu belirlenmistir.

Tablo 8. Vibrio sp. suslarinina ait morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari.

Morfolojik ve Levrek baliklarindan izole edilen vibrio suslarina ait stok numarasi

Biyokimyasal o 5 0 3085228903 NeE22SENR38S
Tetler 3 32353223%3%53232355355355°3
Hareket + + ++ 4+ +++F+ 4+ +
Gram T e
Sekil B BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBIBIB B
TCBS S Ys s Ys s s s s s s s YYYYYYYYYYYY s
Oksidaz + + +++++++++++++++++++++ + + +
Katalaz + + +++++F 4
O/F Ureme + + +++++F A+
TSI SSSSSSSSLSSLSSSGSLSS--GGS S
TSI'da H,S B L T T T T R
TSI’da Gaz T T
Sitrat T T e T
Eskiilin - -+t - -+ 4+ + + + +
MR + + - -+ + - + 4+ ++ 4+ +++++++ ++ 4+ + + + +
VP i S
Nitrat e T T e e a ai i S S S
Indol + + ++++++ - +++++++++++++++ + +
ADH R e e e i T
LDH e T s e T S S S S S S O S S S SR S SR S
ODH e T s e T S S S S S S O S S S SR S SR S
Jelatin + + +++++++++ - ++++++++++++ + +
Ure T T
0/129(150opg) HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH H
% 0 NaCl e S T
% 7 NaCl + + +++++++++++++++++ ++ 4+ + + + +

B: Basil, (+): Pozitif, (-): Negatif, s: Sar1, Y: Yesil, S:Sukroz, L: Laktoz, G: Glikoz, H: Hassas, ADH:
Arjinin dekarboksilaz, LDH: Lizin dekarboksilaz, ODH: Ornithin dekarboksilaz, TCBS: Thiosulfate
Citrate Bile Salts Sucrose Agar, TSI: Triple Sugar Iron Agar, O/F: Oksidasyon ve/veya Fermentasyon
testi.
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Tablo 8. (Devami).

Morfolojik ve Levrek baliklarindan izole edilen vibrio suslarina ait stok numarasi

Biyokimyasal - & % 2 B E B O3 88082359239 S$5%%338 00
Tetler 55 Z555555555335555555555 2
Hareket + + +++++++++++++++++++++++ +
Gram T T e T
Sekil B BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBIBIBB
TCBS s s s s s ss YYYs s s ssssss Ys s s s s s
Oksidaz + + +++++++++++++++++++++ + + +
Katalaz + + +++++++++++++++++++++++ +
O/F Ureme + + + + 4+ + 4+ + 4+ 4+ + 4+ 4+ + A+ ++F A+t
TSI SSSSSGGSSSSSGSSGSSSSSSSSS -
TSI’da H,S S oo o oo Lo Lo+
TSI’da Gaz S o . oo oo oo oo oo
Sitrat T T e I
Eskiilin T i i s as o SR o
MR S T S e RIS i i S S
VP + + +++ 4+ 4+ - - -+ ++++++F - - - - -
Nitrat + + ++++ 4+ - - -+ +++ -+ 4+ 4+ -+ ++ A+t
Indol + + +++++++++++++++++++++++ +
ADH + + + + + + + -+ + + + + + + + - - - - - -
LDH e AT TR TSIE E e
ODH e T T TSR N s S
Jelatin + + + + 4+ ++++++ 4+ 4+ ++ 4+ +F 4+ + -+ 4+ + + + o+
Ure T e T
0/129(150pgy HH HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH H
% 0 NaCl e T
% 7 NaCl + + +++++++++++++++++ ++ 4+ + + + +

B: Basil, (+): Pozitif, (-): Negatif, s: Sar1, Y: Yesil, S:Sukroz, L: Laktoz, G: Glikoz, H: Hassas, ADH:
Arjinin dekarboksilaz, LDC: Lizin dekarboksilaz, ODC: Ornithin dekarboksilaz. TCBS: Thiosulfate
Citrate Bile Salts Sucrose Agar, TSI: Triple Sugar Iron Agar, O/F: Oksidasyon ve/veya Fermentasyon

testi.

API 20E hizli test kitine izolatlarin inokiibasyonundan 48 saat sonra

kuyucuklarin iizerine ayiraglar birer damla damlatildiktan sonra meydana gelen renk

degisimleri apiwebTM sistemindeki 6rnek sonuglar ile karsilastirilarak sonuclar api test
sonu¢ semasina kaydedilmistir. Izolatlara ait API 20E test sonuglarina ait test sonug

semasindaki veriler {igerli gruplar halinde kodlanmustir. izolatlara ait kodlar apiweb™

veri tabanma girildiginde sistemde baliklarda hastalik olusturan Vibrio tiirlerine ait
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veriler yer almadig1 i¢in kodlar genellikle V. fluvialis ve/veya bagka bir tiir olarak yanlis
tanimlanilandig1 belirlenmistir. Levrek baliklarindan izole edilen toplam 52 adet bakteri
suslarinin tanimlanmasi i¢in kullanilan API 20E hizli test kitlerine inokiile edilerek
25°C’de 48 saat siireyle sogutmali inkiibatérde bekletildikten sonra prosediire uygun bir
sekilde damlatilan ayiraglardan sonra olusan reaksiyon sonuglarina ait renk degisimleri
gore degerlendirilerek sonuglar Tablo 9’da ve Tablo 9’un devam tablosunda verilmistir.

Bu baglamda olusan sonuglar;

API 20E test sonuglara gore izolatlara yapilan karbonhitrat testlerinden sadece
glikoz testi biitiin suslarda pozitif olmasina karsin diger seker testleri degiskenlik
gostermistir. B-galaktosidaz (ONPQG) 29 susta pozitif iken, arjinin (ADH) 25 susta, lizin
(LDH) 29 susta ve ornitin (ODC) 33 susta pozitif reaksiyon vermesine karsin diger
suslarin negatif reaksiyon verdigi ve test sonuglarina ait veriler Tablo 9’da ve devami

tablosunda verilmistir.

Bu ¢alismada toplam 52 sus kullanilarak yapilan API 20E test kiti sonuglarina
gore sitrat testi 14 susta pozitif olmasina karsin diger suslarin negatif oldugu tespit
edilmistir. Hidrojen siilfiir (H,S) ve triptofan deamilaz TDA testlerinde sadece tek bir
izolatin pozitif olmasina karsin diger izolatlarinda negatif oldugu tespit edilmistir. Ure
testi (URE) sadece iki izolatin pozitif olmasina karsin, diger 50 susunun ise negatif
sonuc vermis oldugu belirlenmistir. Teste kullanilan toplam 52 sustan indol (IND) testi
49 susta poitif olmasina karsin sadece li¢ susta negatif bir reaksiyon olusturdugu tespit
edilmistir. Vages-Proskauer (VP) test sonuglarina gore 24 susun pozitif olmasina karsin
28 susun negatif oldugu belirlenmistir. Jelatin (GEL) testi 52 susan 50 susta pozitif
olmasina karsin sadece 2 susun (LV09 ve LV46) negatif oldugu tespit edilmistir.

API 20E kitlerindeki karbonhitrat test sonuglari irdelendiginde, glikoz (GLU)
tiim izolatlarda pozitif olmasina karsin diger seker test sonuglari oldukca farklilik
gostermistir. Mannitol (MAN) testi 49 susta pozitif iken 3 susun negatif, inostol (INO)
testi ii¢ susta pozitif iken 49 susta negatif, sorbitol (SOR) testi 23 susta pozitif iken 29
susun negatif, rhamnoz (RHA) testi 6 susta pozitif olmasina karsin 46 susun negatif,
sakkaroz (SAC) testi 34 susta pozitif iken 18 susta negatif, melibioz (MEL) testi 5 susta
pozitif olmasina karsin 47 susun negatif, amigdalin (AMY) testi 31 susta pozitif iken 21
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susta negatif ve arabinoz (ARA) testi 20 susta pozitif reaksiyon vermesine karsin 32
susta test sonuglarinin negatif negatif oldugu tespit edilmistir. Bu ¢aligmada tanimlama
testleri i¢in kullanilan API testlerindek seker testleri sari1 renk olusturanlar pozitif

oldugu gibi kalanlar negatif olarak degerlendirilmis ve Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 9. Levreklerden izole edilen Vibrio sp. suslarinin API 20E test sonuglari.

Morfolojik ve Vibrio sp. suslarina ait stok numarasi

Biyokimyasal S S S I LSS E2 S-SRI SCE2SRANGI&S
Telr  ZZ25523232352523232555555%
ONPG R A TS -
ADH e el e -
LDC - - - oo +++++++++H A+ +
OoDC - - - - - - ++++++++++++++++++ +
CIT - - - - - - + 4+ - -+ - - - - - oo - ++ - +
H,S - - - - - - - - - T -
URE - - - - - - - - - T -
TDA - - - - - - - - - S -
IND + ++++++++++++++++++H A+ +
VP st s S -
GEL + ++ 4+ttt + - b+ +
GLU* + ++++++++++++++++++H A+ +
MAN* + ++++++++-++++++++++H+++++ +
INO* e e e e oo oo e e e e e e e e oo -
SOR* st s S -
RHA* T TSP -
SAC* + ++++++++++ - - - - o oo oo oo o +
MEL* - -
AYM* + 4+ - - - - - +++++++++H A+ +
ARA* e e e -

ONPG: [-galaktosidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, LDC: Lizin dekarboksilaz, ODC: Ornitin
dekarboksilaz, CIT: Sitrat, H,S: Hidrojen siilfiir, URE: Ure, TDA: Triptofan deamilaz, IND:
Indol, VP: Voges-proskauer, GEL: Jelatin, GLU: Glikoz, MAN: Mannitol, INO: Inostol, SOR:
Sorbitol, RHA: Rhamnoz, SAC: Sakkaroz, MEL: Melibioz, AYM: Amigdalin, ARA: Arabinoz,
*: Karbonhidrat, (+): Pozitif, (-): Negatif, d: Degisken, ?: Bilinmiyor.
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Tablo 9. (Devami).

Morfolojik ve Vibrio sp. suslarina ait stok numarasi

Biyokimyasal & S QA CFR OO mermenNIIIIITTITISITD L 0
Tetr  GZZZGZZGZGZSZZ55533553352%
ONPG +++++++- - - +++t++++++- FF++ -+
ADH R S S S ST a S S S o S S S S S -
LDC e T T T e e S + 4+ +++ +
ODC i s e S S s U +++++ +
CIT T + 4+ - ++ -
H»S T R S -
URE e +- - - - - -
TDA T R S -
IND R S S S S e o S o S S S S o i S e s
VP ++++ A+t - A - -
GEL +++++++ A
GLU* ++++++++++++++++++H+H++H++++ +
MAN* + ++++++++ A 4+
INO* - e - e - - - - - i S -
SOR* + ++++++- - oA - - - + -
RHA* i i e Sl + -
SAC* +++++++- - -+ -
MEL* i A e S -
AYM* T L i i P + 4+ ++ 4+ +
ARA* ST S S o S Mt s ol S i S S + -

ONPG: B-galaktosidaz, ADH: Arjinin dihidrolaz, LDC: Lizin dekarboksilaz, ODC: Ornitin
dekarboksilaz, CIT: Sitrat, H,S: Hidrojen siilfiir, URE: Ure, TDA: Triptofan deamilaz, IND:
Indol, VP: Voges-proskauer, GEL: Jelatin, GLU: Glikoz, MAN: Mannitol, INO: Inostol, SOR:
Sorbitol, RHA: Rhamnoz, SAC: Sakkaroz, MEL: Melibioz, AYM: Amigdalin, ARA: Arabinoz,
*: Karbonhidrat, (+): Pozitif, (-): Negatif, d: Degisken, ?: Bilinmiyor.

Hastalikli baliklardan izole edilen Vibrio sp. suslarinin tanimlanmasinda
kullanilan klasik geleneksel biyokimyasal testleri ile API 20E testlerinin sonuglar1 kendi
aralarinda karsilastirildiginda farkliliklar tespit edilmistir. Klasik yontemde sitrat testiin
pozitif olanlarindan LV29 ve LV44 API 20E test sonuglarindan farklilik géstermesine
karsin API 20E testinde pozitif olan suslardan LV09, LV12, LV27, LV47 ve LV48
klasik yontemin sonuglarindan farklilik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan API 20E test
sonuglart gore VP testi LV05, LV06, LV10 ve LV48 suslarinda pozitif olmas1 klasik
test sonuclarindan farklilik gostermistir. Indol test sonuglar1 irdelendiginde Klasik

yontemde bir sus (LV09) negatif olmasina karsin API 20E testinde LV44, LV45 ve
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LV46 suslarmin negatif reaksiyon olusturdugu tespit edilmistir. Ure test sonuglar klasik
yonteme gore 9 susun (LV06, LV0O7, LVOS, LV09, LV11, LV30, LV32, LV35 ve
LV45) poitif olmast ile API 20E test sonuglarindan farklilik gosteriken API 20E
testinde poziti olan suslardan sadece birinin (LV10) farklilik gosterdigi belirlenmistir.
Dekarboksilaz testlerinden ADH testi klasik yontemde LV26, LV34 ve LV35 suslarinda
pozitif olmasina karsin, API 20E testinde LDC testi LV29, LV34 ve LV35 suslarinda,
ve ODC testi LV29, LV30, LV31, LV32, LV33 ve LV35 suslarinda pozitif olmasi ile
klasik yontem testlerinden farklilik gostermistir. Klasik ve API 20E test sonuglarina
gore jelatin testi LV12 ve LV46 suslarimin negatif sonu¢ vermesi paralellik
gostermesine karsin Vibrio sp. tiirlerinde jelatin testinin pozitif olmas1 gerekmektedir.
Bu baglamda bu iki susun vibrio olmama olasiligt ¢ok yiiksektir. Bu testleri
desdeklemek i¢in yapilan PZR test sonuglar1 degerlendirildiginde bu iki susun Vibrio

sp. olmadigi ortaya konulmustur.

Hastalikli levrek baliklarindan izole edilen 52 adet bakteri suslarina ait
antibiyogram test sonuclar1t MHA’da meydana getirmis oldugu zon c¢aplar dijital
kumpas yardimi ile 6l¢iilmiistiir. MHAda herbir izolatin 6l¢iilen antibiyotik disk zon
caplar1 Tablo 5°deki zon ¢aplari ile karsilastirilarak antimikrobiyel ajanlarin etkinlikleri
degerlendirilerek sonuglar Tablo 10 ve devaminda hassas, orta hassas ve direngli olarak

verilmistir.

Antibiyogram testinin sonucunda olgiilen zon ¢aplarinin degerlendirilmesinden
sonra antibiyotiklere karsi vibrio suslarinin gdstermis oldugu hassasiyet ve direng
seviyesinin yiizdesi hesaplanarak asagidaki Sekil 16’da gosterilmistir. Bu ¢alismada
kullanilan suslara yapilan antibiyogram test sonuglarina gore en fazla direng ampisilin’e
% 94,23 gosterilirken, diger antibiyotiklere karsi sirasiyla; streptomisin % 42,31,
oksitetrasikline % 13,46, eritromisin % 3,85 ve florfenikol % 1,92 direng gosterdigi
tespit edilmistir. Bakteri izolatlar1 oksolinik asit ve enrofloksasin karsi etkili oldugu
belirlenmistir.  Ayrica, test sonuglarina gore izolatlarin sulfametoksazol ve
trimetoprim+sulfametoksazol kombinasyonuna karsida orta hassasiyet gosterdikleri

belirlenmistir.

70



Tablo 10. Vibrio sp. suslarina ait antibiyogram test sonuglarinin hassasiyet profili

Antibiyotik Diskleri

Sus No
SMZ AM  FFC S

o
>
=
Z
~
w
-
>~

Lvo1
LVo02
LVo03
LVo04
LV05
LV06
LV07
LV08
LV09
LV10
Lv11
LV12
LV13
LV14
LV15
LV16
LV17
LV18
LV19
LV20
Lv21
Lv22
LV23
LV24
LV25
LV26

O TmT oo X TXTO O UOoOmMUUUuogugoxzmmzxmZ OO OO o -
T I D ED T TN T EZTIT I T IE T I T
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T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfamethoksazol, AM: Ampisillin, FFC: Florfenikol,
S: Streptomisin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol.
D: Direngli, O: Orta hassas, H: Hassas.
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Table 10. (Devami)

Antibiyotik Diskleri
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T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfamethoksazol, AM: Ampisillin, FFC: Florfenikol,
S: Streptomisin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, SXT: Trimethoprim+Sulfamethaksazol.
D: Direngli, O: Orta hassas, H: Hassas.
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H Direng

W Hassas

B Ortahassas

Toplam direng (%)
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Test edilen antimikrobiyel ajanlar

Sekil 16. Levrek baliklarindan izole edilen Vibrio sp. suslari i¢in antibiyotik direng profilleri.

T: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, SMZ: Sulfametoksazol, AM: Ampisilin, FFC: Florfenikol,
S: Streptomisin, ENR: Enrofloksasin, E: Eritromisin, STX: Trimetoprim-Sulfametoksazol.
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Universal 16S rRNA primerleri kullanilarak elde edilen PZR firiinlerinin dizi
analizine gonderilen sekans sonuglari GenBank veri tabanindaki farkli kabul
numarasiyla kayith olan 22 susun V. anguillarum ile % 98-100, 18 susun V.
parahaemolyticus ile % 99-100, 8 susun V. harveyi ile % 98-100, 2 susun V. vulnificus
ile % 98-100, bir susun Aeromonas veronii ile % 99 ve bir susun Photobacterium
damselae ile % 99-100 oraninda benzerlik gosterdikleri belirlendi ve elde edilen veriler

Tablo 11 verilmistir.

Tablo 11. Dizi analizine gonderilen PZR iirlinlerine ait sekans sonug¢larinin GenBank
veri tabaninda benzerlik oranlarin karsilastirilmasi.

Sus No  izolatin Tiirii GenBank Giris No Benzerlik (%)
LVo1 Vibrio anguillarum LK021130, CP006699 % 99
LV02 V. vulnificus AY911393 % 98
LVo03 V. anguillarum LK021130, CP006699 % 99
LV04 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 99
LV05 V. parahaemolyticus KM406325 % 99

LV06 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 98

LV07 V. anguillarum LK021130, KJ028214, CP006699 % 99-100
LVo08 V. harveyi KRO075014, AB512475 % 98
LV09 Aeromonas veronii KJ396887 % 99
LV10 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV11 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV12 V. harveyi CP009467, AY750576 % 99-100

LV13 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 98

LV14 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV15 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV1e6 V. parahaemolyticus CP003972, KR347266 % 99
Lv17 V. parahaemolyticus CP003972, KM406325 % 99
LV18 V. parahaemolyticus CP003972, CP009765 % 99
LV19 V. parahaemolyticus CP003972, CP009983 % 99
LV20 V. parahaemolyticus CP003972, CP006008 % 99
LVv21 V. parahaemolyticus CP003972, CP006007 % 99
LV22 V. parahaemolyticus CP003972, CP007004 % 99
LV23 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV24 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
V: Vibrio
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Tablo 11. Devami

Sus No  izolatin Tiirii GenBank Giris No Benzerlik (%)
LV25 V. parahaemolyticus CP003972, CP007004 % 100
LV26 V. harveyi CP009467, HM771342 % 99-100
LvV27 V. anguillarum LK021130, KJ028214, CP006699 % 99
LV28 V. anguillarum LK021130, FJ457411, CP006699 % 99
LV29 V. anguillarum KJ028214, CP002284, CP006699 % 99-100
LV30 V. anguillarum KJ028214, CP002284, CP006699 % 99-100
LV31 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 99-100
LV32 V. anguillarum KF150786, CP006699, CP006699 % 99
LV33 V. anguillarum KF150786, KJ028214, CP006699 %99-100
LV34 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV35 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV36 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV37 V. anguillarum CP002284, KF150786, CP006699 % 99
LV38 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 99
LV39 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 %99
LV40 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 99-100
LVv41 V. anguillarum KF150776, LK021130, CP006699 % 99-100
LV42 V. anguillarum KF150776, KJ028214, CP006699 % 99-100
LV43 V. anguillarum KF150778, KJ028214, CP006699 % 99-100
LV44 V. anguillarum KF150786, LK021130, CP006699 % 99
Lv45 V. anguillarum KF150776, CP002284, CP006699 % 99-100
LV46 Ph. damselae KR075010, KR075015 % 99-100
Lv47 V. harveyi CP009467 % 99
LVv48 V. harveyi HQ439528 % 98
LV49 V. harveyi CP009467, KC748351 % 99-100
LV50 V. harveyi JF412245 % 99
LV51 V. harveyi KT986106 % 100
LV52 V. vulnificus NR 118570; NR 119061, JQ253967  9%99-100

V: Vibrio, Ph: Photobacterium
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4. TARTISMA ve SONUCLAR

Su iiriinleri yetistiriciliginde maliyeti diisiirmek i¢in yem, is giicli, su kalitesi,
gemi giderleri (yakit, bakim vs ihtiyaclar) ve pazarlama gibi farkli sorunlarla miicadele
edilmektedir. Hastaliklar konusu ise tiim bu diger problemler ile yakin iliski
icerisindedir. Su kalite kriterleri, uygun olmayan rasyonlar ile besleme ve yanlis
uygulamalar (hasat, stok yogunlugu, ilaclama, tasima) farkli hastaliklara sebep
olmaktadir (Timur ve Timur, 2003). Tiim bu bilesenler icerisinde hastaliklarin dogru
teshisi olduk¢a onem arz etmektedir. Hastalik etmenlerinin yanhs teshisi, tedaviye ve

aliacak onleyici tedbirlere engel teskil edecektir.

Bu calismada, Dogu Karadeniz’deki Rize ve Trabzon illerinin kiyr sahilinde
denizel ortamdaki ciftliklerde yiizer ag kafeslerde Kkiiltiiri yapilan levrekler
(Dicentrarchus labrax)’de Olimlere neden olan hastalik vakalarindan izole edilen
bakterlerin identifikasyonu, konvensiyonel testler, API 20E kiti testleri ve PZR gibi
farkli yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Toplam 52 izolata yapilan test
sonuclarina gore hastalik etkenleri 22 susun V. anguillarum, 18 susun V.
parahaemolyticus, 8 susun V. harveyi ve 2 susun ise V. vulnificus oldugu 4 farkli vibrio
tiri olarak tanimlanmistir. Ayrica, bu c¢alismada birer susun Aeromonas veronii ve
Photobacterium damselae oldugu belirlenmistir. Bu calismada, izole edilen Vibrio
tiirlerinine karst antimikrobiyellerin etkinligi disk diffuzyon yontemi ile en etkili

antibiyotik belirlenerek hastaligin tedavisinde kullanilmasi onerilmistir.

Dogu Karadeniz bolgesinde kiiltiirii yapilan levrekler (Dicentrarchus labrax)’de
goriilen vibrio enfeksiyonlardan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi iizerine yapilan
caligmalarin oldukga sinirli oldugu goriilmektedir (Savas ve Tiire 2007; Uzun ve Ogut,
2015; Balta, 2016). Ordu ili’'nde yiizer ag kafeslerde yetistiriciligi yapilan levreklerde
(D. labrax) V. anguillarum izolasyonu gergeklestirilmistir. Etkenin idendifikasyonunda
konvensiyonel testler ve API 20E test kitleri kullanilmis, fakat tanimlamaya ait bulgular
net olarak verilmemistir (Savag ve Tiire 2007). Dogu Karadenizdeki iki farkli ¢iftlikte
kiiltiir yapilan levrekler (D. labrax)’deki bakteri patojenlerinin olusumun, gesitliligin ve
sikligin1 belirlemek {izere yapilan baska bir calismada biyokimyasal testler ve PZR

yontemi kullanilarak yapilan test sonuglarina gore Vibrio vulnificus, V. harveyi ve V.
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rotiferianus olarak tanimlandig: bildirilmis ve ayn1 ¢alismada levreklerden izole edilen
digr hastalik etkenleri olarak Aeromonas veronii biovar sobria ve Photobacterium
damselae subsp. damselae etkenlerin varligr bildirilmistir (Uzun ve Ogut, 2015). Bu
bolgede Vibrio enfeksiyonu lizerine yapilan bagka bir calismada ise Ordu, Rize ve
Trabzon illerine bagli denizel ortamdaki ylizer ag kafeslerde hastalikli levreklerden
izole edilen bakterilerin konvensiyonel testler, API 20E test kiti, lam agliitinasyon testi
ve PZR test sonuglar1 V. anguillarum oldugu bildirilmistir (Balta, 2016). Bu bdlgede
kiiltlirii yapilan alabaliklar (Oncorhynchus mykiss)’daki vibrio enfeksiyonlaridan izole
edilen bakterilerin tanimlanmasi {izerine yapilan c¢alismalara bakildiginda V.
anguillarum’un izole edildigi sinirlt sayida ¢aligmaya rastlamak miimkiindiir (Candan,
2000; Savas ve Tiire, 2007; Balta ve Dengiz Balta, 2016; Balta ve Dengiz Balta, 2017).
Ulkemizdeki vibrio enfeksiyonlar: iizerine yapilan diger arastirmalar ise, Ege ve
Akdeniz bolgesindeki kiyilarini kapsamaktadir (Cagirgan, 2004; Demircan ve Candan,
2006; Korun ve Gokoglu, 2007; Tanrikul, 2007; Tanrikul ve Gultepe, 2011; Avsever
ve Un, 2015). Bu ¢alisma, iilkemizin Dogu Karadeniz kiyilarinda yetistiricligi yapilan
levrek baliklarinda ortaya ¢ikan vibrio enfeksiyonundan izole edilen bakteriler ile ilgili
gerek Orneklenen balik sayilari ve gerekse zaman araligi olarak en kapsamli ¢alisma
olma niteligindedir. Hastaligin epizootiyolojisine iliskin, su sicakliginin 18,5°C iizerine

ciktig1 yaz aylarinda salginlar meydana geldigi bildirilmistir (Balta, 2016).

Ulkemizde ise gokkusagi alabaliklarinda 13 ve 15°C’de (Tanrikul, 2007),
Lactoccus garvieae ile miks enfeksiyon olusturdugu bildirilmistir (Tanrikul ve Gultepe,
2011). Baska bir arastirmada, Karadeniz’de kiiltiirii yapilan somon (Salmo salar)
baliklarinda 1991 Temuz ve 1992 Haziran aylarinda su sicakli§i 23-24°C’nin {izerine
ciktiginda yogun oOliimlerin gozlendigi bildirilmistir (Candan, 2000). Karadeniz’de ilk
kez 8°C gibi diisiik su sicaklifinda deniz suyuna nakledilen 542 gr agirligindaki
gokkusagi alabalik yavrularinda adaptasyon esnasinda enfeksiyon olustugu ve enfekte
baliklarin i¢ organlardan izole edilen etkenin V. anguillarum olarak tanimlandigi
bildirilmistir (Balta ve Dengiz Balta, 2016). Bunun nedeni, baliklarin deniz suyuna
adaptasyonlar1 esnasinda karsilagtiklart yiikksek ortam tuzlulugunun (17,8+0,3 ppt)
olusturdugu fizyolojik baskinin immiin sistem iizerine bir etkisi olarak degerlendirilmis
ve nakil oncesi baliklarin uzun siire a¢ birakilmasi, nakil esnasinda olusan tasima stresi,

nakil mesafesinin uzunlugu, elle muamele, yiiksek stok yogunlugu ve deniz suyunda ilk
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kez karsilagilan farkli mikrobiyal patojenlerin de Onemli rol oynayabilecegi ileri
stiriilmiistiir (Balta ve Dengiz Balta, 2016; Balta ve Dengiz Balta, 2017).

API test kitleri insan patojenlerinin hizli identifikasyonu i¢in tasarlanmis
biyokimyasal testlerin minyatiire edilmis seklidir. Ozellikle inkiibasyon sicakliklarinin
balik patojenlerinin inkiibasyon sicakliklarina uygun olmayisi, bu kitlerin balik
patojenleri i¢in kullanildiginda hatali sonuclar ortaya ¢ikarmaktadir. Yersinia ruckeri,
Edwardsiella ictaluri, Vibrio anguillarum gibi balik patojenleri ig¢in sistemin
adaptasyonu {lizerinde ¢alismalar yapilmasi gerekliligi vurgulanmaktadir (Popovic vd.,
2007). Bu ¢alismada, izolatlara uygulanan API 20E test sonuglar1 degerlendirildiginde
V. anguillarum bakterisi ile ilgili detayli bir bilgi sunulmus ve diger ¢alismalar ile bu
bulgular arasindaki sonuglar karsilastirilmistir (Kent, 1982; MacDonell vd., 1982;
Austin ve Austin, 1999; Cagirgan, 2004; Tanrikul vd., 2004; Demircan and Candan,
2006). Bahsi gegen calismalarda farkli suslarin arjinin dihidrolaz (Kent 1982; Grisez
vd., 1991), sitrat (Maugeri vd., 1983; Tanrikul vd., 2004) ve indol iiretimi (Kent 1982;
Maugeri vd., 1983; Grisez vd., 1991), voges proskauer reaksiyonu (Maugeri vd., 1983;
Grisez vd., 1991), jelatin hidroliz (Maugeri vd., 1983), inositol (Tanrikul vd., 2004),
sorbitol (Grisez vd., 1991; Tanrikul vd., 2004), sukroz (Maugeri vd., 1983; Grisez vd.,
1991), amigdalin (Grisez vd., 1991; Tanrikul vd., 2004) ve arabinozdan (Maugeri vd.,
1983; Grisez vd., 1991) asit iiretimi degisken, fakat inositol (Tanrikul, 2007) ve
amigdalinden asit iiretimi pozitif (Kent 1982; Maugeri vd., 1983; Austin ve Austin,
1999) diger ¢alismalarda negatif, arabinozdan asit {iretimi negatif (Grisez vd., 1991;
Demircan and Candan, 2006) iken diger calismalarda ise pozitif oldugu ve ¢aligmalar
arasindaki farkliliklar oldugu tespit edilmistir (Akinbowale vd., 2006; Demircan and
Candan, 2006; Tanrikul, 2007). Danimarka’daki bir yilan balig1 c¢iftligindeki hastalik
olgularindan izole edilen V. vulnificus suslarinin indol pozitif (Dalsgaard vd., 1999)

olmasi bu ¢aligma sonuglari ile benzerlik gostermistir.

Ayrica; tuza tolerans testlerinde tuzsuz (% 0 NaCl) ortamda 52 sustan 4 sus ve
tuzlu (% 7 NaCl) ortmada 52 susun hepsinin pozitif olmasi ile Demircan ve Candan
(2006)’1n, calismasi ile benzerlik gosterirken, Austin ve Austin (1993; 2007) ve
Tanrikul (2007)’un g¢alismalart ile ise negatif olmasi ile farklilik gOstermistir. Son
yillarda bircok bilimsel c¢alismada, tiir teshisinin konvensiyonel yoOntemlerini

destekleyici olarak molekiiler teknikler kullanilmaya baslanmistir. Bilimsel
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caligmalarda tlir teshisinin dogrulugunu giiclendirmek ve bazi yanlislarin Oniine
gecmede molekiiler metot dnemli bir kriter olarak kabul gérmektedir. Ulkemizde deniz
baliklarindan izole edilen V. anguillarum bakterisinin molekiiler teshisi sadece birkag
caligmada (Demircan ve Candan, 2006; Balta, 2016) ve Vibrio vulnificus, V. harveyi ve
V. rotiferianus lizerine yapilmis (Uzun ve Ogut, 2015), fakat bu ¢alismaya konu olan
levrek baliklar1 disindaki tiirler lizerinde gergeklestirilmistir (Demircan ve Candan,

2006; Avsever ve Un, 2015).

Bakteriyel balik hastaliklarinin tedavisi amaciyla antibiyotik kullanimi oldukca
yaygin bir uygulamadir. Vibriozisin tedavisi i¢in flumequin (6mg/kg) 6 giin, furanace
(2-4 mg/kg) 3-5 giin, furazolidon (25-75mg/kg) 20 giin, kanamisin (50mg/kg) 7 giin,
nifurprazin hidroklorid (10mg/kg) 3-6 giin, nitrofuran (50mg/l) 1 saat banyo, oksolinik
asit (10mg/kg) 10 giin, oksitetrasikline (50-75/kg) 10 giin, gii¢clendirilmis siilponamidler
(30mg/kg) 10 giin, sulponamidler (siilfisoksazol, siilfamerazin, siilfametazin; 100-
200mg/kg) 10-20 giin dozunda kullanilmasi 6nerilmektedir (Austin ve Austin 1987;
Austin ve Austin 1999; Austin ve Austin 2007; Frans vd., 2011), kloramfenikol (50-
70mg/kg) 5-10 giin, florfenikol (10mg/kg) 10 giin (Austin ve Austin 2007), V.
anguillarum suglarinin  R-factor tasidigi ve plazmidler aracilign ile ozellikle
streptomisin, siilfanamidler ve tetrasiklin’e direng gelistirdigi farkli aragtirmalarda tespit
edildigi bildirilmistir (Austin ve Austin 1987; Austin ve Austin 1999; Austin ve Austin
2007; Frans vd., 2011). Ayrica, farkli c¢alismalarda V. anguillarum suslarma karsi
ampisilin (Korun ve Gokoglu 2007; Akayl1 2013; Akinbowale vd., 2006; Vaseeharan
vd., 2005; Balta, 2016), amoksisilin (Akinbowale vd 2006; Korun ve Gokoglu 2007),
kanamisin (Korun ve Gokoglu M 2007; Austin ve Austin 2012), eritromisin
(Akinbowale vd., 2006; Korun ve Gokoglu, 2007; Tanrikul ve Gultepe, 2011; Akayh
vd., 2013; Vaseeharan vd., 2005; Balta, 2016), siilfametaksozol (Korun ve Gokoglu
2007; Balta, 2016), bazi suslarin enrofloksasin (Tanrikul, 2007) ve oksitetrasiklin
(Akayl1 vd., 2013; Akinbowale vd., 2006; Tanrikul, 2007; Tanrikul ve Gultepe, 2011;
Vaseeharan vd., 2005; Balta, 2016), trimetoprim+sulfametoksazol (Tanrikul ve Gultepe,

2011; Balta, 2016) direngli oldugu rapor edilmistir.

Bu calismada kullanilan suglara yapilan antibiyogram test sonuglarma gore en

fazla diren¢ ampisilin’e % 94,23 gosterilirken, diger antibiyotiklere karsi sirasiyla;
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streptomisin % 42,31, oksitetrasikline % 13,46, eritromisin % 3,85 ve florfenikol %
1,92 direng gosterdigi tespit edilmistir. Bakteri izolatlar1 oksolinik asit ve enrofloksasin
kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Hastaligin tedavisinde antibiyogram test sonuglarina
gore enrofloksasin, oksalinik asit ve florfenikolden birinin kullanilmasi gerektigi tespit
edilmistir. Bolgemizde ayni ¢iftliklerden izole edilen V. anguillarum izolatlarina karsi
en yiikksek ampisiline ve streptomisine (Balta, 2016) karst direnclik, bu ¢alismanin
sonuglar1 ile paralellik gostermestir. Ayni ¢alismada eritromisine, Sulfametoksazol ve
Trimetoprim+Sulfametoksazol izolatlarin % 50 civarlarinda direng gdstermesine karsi
bu calismada ayni antibiyotiklerin hassas oldugu belirlenmistir. Bu farklilik Balta
(2016)’nin, sadece V. anguillarum’un toplam 22 izolat ile caligmasina karsin bu

caligmada ise 4 farkli vibrio tiiriine ait toplam 52 sus c¢alisilmis olmasina baglanabilinir.

Bazi balik patojenleri insanlarda enfeksiyona neden olabilir. Hayvanlardan
insanlara bulasan hastaliklara zoonos hastaliklar denmektedir. Bu baglamda balik
patojenlerinden olan vibrio cinsine ait V. parahaemolyticus gida zehirlenmesine, V.
alginolyticus insanlarda kulak iltihabina “otitis” neden olabilecegi ve V. vulnificus ise
insanlarin kol ve ellerindeki yara enfeksiyonlarina neden zoonos hastalik etkenleri
oldugu bildirilmistir(Austin ve Austin, 1999). Bu calismada levrek baliklarindan izole
edilen vibrio tiirleri arasinda zoonoz olan V. parahaemolyticus ve V. vulnificus varlig

tespit edilmistir.
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5, ONERILER

Deniz ortammin dogal mikroflorasinda bulunan Vibrio sp. tiirleri farkh
baliklarda firsatci patojen oldugu ve zaman zaman enfeksiyon olsturdugu bilinmektedir.
Baliklarda hastalik olusturdugu i¢in bu giine kadar sayisiz taksonomik caligmalar
yapilan bu cins, bu ¢aligmada morfolojik ve biyokimyasal testler, API 20E testleri ve
PZR irlinlerinin gen dizin analizleri yardimi ile tanimlanmasi gergeklestirilmistir.
Taksonomik calismalarda bu cinsin tamlanmasinda daha basarili olmak icin Oneriler

asagida bildirilmistir.

Bu caligmada, hastalikli levrek baliklarindan izole edilen Vibrio sp. suslarin
klasik testleri yani1 sira mutlaka PZR yonteminin kullanilmasi ve 16S rRNA genleri
haricinde farkli gen bdlgelerinin ¢aligilarak tiir diizeyinde dogru tanimlanmanin

yapilmasi uygun olabilir.

Bu c¢alismada hastalikli levrek baliklarindan izole edilen zoonoz bir hastalik
etkeni olan V. parahaemolyticus tanimlanmasi insan sagligini korunmasi agisindan
onem arz etmektedir. Olen ve 6lmek iizere olan baliklarin toplanip kire¢ kuyularinda
gomiilerek imha edilmesi gerekmektedir. Ayrica hastalikli baliklarin insan tiiketimine

tedavi edilmeden kesinlikle sunulmamasi gerekmektedir.

Antibiyogram test sonuglarina gore bakterilerde meydana gelenen direncli
suslarin molekiiler yontemle calisilip ve plazmit araciligi ile aktarilabilir genlerin varligt

arastirilmalidir.

Akuatik cevrede olusabilecek antibiyotik kirliliginin balik ve insan sagligi

tizerine etkilerininde arastirilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; levrek baliklarinda toplu 6liimler ile biiyiik ekonomik kayiplara
neden olan vibrio enfeksiyonlarinin 6nlenmesi i¢in proflaktif tedavi 6ncelikli olmalidir.
Bunun i¢in; baliklarin mevcut asilarla asilanmasi ve yeni as1 ¢alismalarinin yapilmast,
rezidii problemlerin Oniine ge¢mek i¢in farkli biyolojik miicadelelerin yapilmasi

gerektigi diistiniilmektedir.
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