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ONSOZ
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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

DOGU KARADENIZ’DE DENiZ LEVREGI’NDE (Dicentrarchus labrax) OLUMLERE
SEBEP OLAN BAKTERIYEL HASTALIKLAR VE MEVSIMSELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Ecren UZUN

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Balik¢ilik Teknolojisi Miithendisligi Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Hamdi OGUT
2012, 94 Sayfa, 2 Ek Sayfa

Karadeniz’de levregin (Dicentrarchus labrax) yetistirme evresini kapsayacak sekilde, Haziran-
Aralik aras1 aylik olarak Persembe ve Yomra Isletmeleri’nden dortyiiz yetmis alt1 baligin bobrek ve
dalaklarindan bakteriyel izolasyon yapilmis ve buna paralel olarak ayni baliklarin sag birinci
solunga¢ arklar1 parazit sayisini belirleme amagli 6rneklenmistir. Toplamda izole edilen 137
bakterinin tamamina biyokimyasal testler uygulanmis ve antibiyogram profilleri ¢ikarilmistir.
Ayrica 16S rDNA dizi analizi ile tiirleri belirlenmistir. Izole edilen 24 bakteri tiiriinden bdlgemizde
sikea, balik patojeni olarak Aeromonas veronii (%47,6), Photobacterium damselae subsp.
damselae (%14), Vibrio vulnificus (%5), Vibrio rotiferianus (%3,3) ve Vibrio harveyi (%3,3) izole
edilmistir. Bu bakterilerin olusturdugu 12 adet ¢oklu enfeksiyon belirlenmistir. Ayrica Listonella
anguillarum, Vibrio ponticus, Vibrio furnissii ve Vibrio parahaemolyticus ¢alismada izole edilen
diger balik patojeni bakteri tiirleridir. Diplectanum aequans ¢alismanin gergeklestirildigi
isletmelerde yiiksek prevalense (%92’lere varan) sahip tek parazit tiirii olarak tespit edilmistir.
Parazitin sayis1 arttikca ayni zamanda bakteri izole etme olasiliginin arttigi gdézlemlenmistir.
Calismamizda, balik patojeni olmayan zootonik patojenlerin (Bacillus thuringiensis, Bacillus
anthracis strain Ames, Staphylococcus haemolyticus) ve Bacillus safensis FO-036b gibi tiirlerin
beklenmeyen bir sekilde birden fazla izole edilmeleri isletmelerin yogun olarak tarimsal ve evsel
atiklarin etkisi altinda kaldigin1 gostermektedir. izole edilen bakteri tiirleri Karadeniz’de ilk kez

balik patojeni olarak tespit edilmis olup bu rapor bir ilk niteligi tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aeromonas veronii, Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibriosiz,
Diplectanum aequans, Levrek (Dicentrarchus labrax), Karadeniz
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Master Thesis
SUMMARY

BACTERIAL PATHOGENS CAUSING MORTALITIES IN THE SEA BASS
(Dicentrarchus labrax) AND DETERMINATION OF SEASONAL OCCURRENCE IN
THE EASTERN BLACK SEA

Ecren UZUN

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Fisheries Technology Engineering Graduate Program
Supervisor: Prof. Hamdi OGUT
2013, 94 Pages, Appendix 2 Pages

In Black Sea, bacterial sampling of kidney and spleen of 476 sea bass (Dicentrarchus labrax)
carried out monthly, from June and December, from Persembe and Yomra growout farms. The first
gill arc of each sampled fish was also sampled to determine the number of gill parasite of the
isolated 137 bacteria were characterized biochemically tests, including antibiogram profiles.
Besides their family and species were identifed by the help of 16s rDNA sequence analysis. Of the
isolated 24 bacteria species , the most frequently isolated bacteria that are pathogenic to fish were
Aeromonas veronii (47,6%), Photobacterium damselae subsp. damselae (14%), Vibrio vulnificus
(5%), Vibrio rotiferianus (3,3%) and Vibrio harveyi (3,3%). Twelve cases of mix infections
involving up to three bacteria and gill parasite, were also detected. Moreover Listonella
anguillarum, Vibrio ponticus, Vibrio furnissii and Vibrio parahaemolyticus were the other
pathogenic bacteria rarely detected. Diplectanum aequans was the only parasite with high
prevelans (up to %92). It is observed that the more the numbers of the bacteria increases, the more
possiblity of isolation of the bacteria increases. In our study surprisingly zoononic pathogens
(Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis strain Ames, Staphylococcus haemolyticus) and Bacillus
safensis FO-036b were frequently isolated indicating that farms were under the influence of
domestic and agricultural effluents. These isolated bacterial fish pathogens characterised in this

study were the first detected and report in this study for the region.

Key Words: Aeromonas veronii, Photobacterium damselae subsp. damselae, Vibriosis,
Diplectanum aequans, Sea Bass (Dicentrarchus labrax), Blacksea
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Su iirlinleri yetistiriciligi, diinya balik¢ilik iiretiminin yaklasik %36’sin1 karsilamakta
ve yilda %10°dan daha fazla artarak biiyiimektedir (Davenport vd., 2003). Ulkemizde,
2011 yilinda yaklasik 469 bin tonu avcilikla, 188 bin tonu yetistiricilikle olmak {izere
toplam 657 bin ton su iiriinleri {iretilmistir (TUIK, 2011).

Karadeniz Bolgesi’nde bulunan ¢iftliklerde levrek (Dicentrarchus labrax, Linnaeus,
1758) iiretimi, iilkemizdeki toplam levrek iiretiminin % 3,2’sine esittir (TUIK, 2011).
Ancak Karadeniz Bolgesi hali hazirda kullanilanin iizerinde tiretim kapasitesi mevcuttur.
Olas1 potansiyel tiretim artisi gesitli sebeplerle kisitlanmis halde olup, balik hastaliklari en
onemli sinirlayici problemdir.

Hastaliklar, balik 6liimlerine neden olmalar1 yaninda {iriin kalitesini diistirmeleri ve
tiretim maliyetini arttirmalari bakimindan onemlidirler. Hem mevcut kayiplar1 en aza
indirmek hem de iiretimin giderek yogunlasmasindan kaynaklanabilecek yeni kayiplari
engellemek i¢in hastaliklarla miicadele biiyiik 6nem arz etmektedir. Yetistiricilik yolu ile
balik iiretiminin artmasinda en 6nemli sinirlayict faktor olan hastaliklarin neden oldugu
kayiplarin en aza indirilmesi i¢in hastaliklarla etkin miicadele edilmesi gerekmektedir.

Bolgemizde levrek yetistiriciliginde daha dnce bakteriyel balik hastaliklar kismen de
olsa ele alinmigtir. Fakat herhangi bir ¢oziim liretilememis hatta bazi isletmeciler levrek
iiretimi yapamaz duruma gelmistir. Ogut ve Uzun (2012) bolgede yapilan ¢alismada
levreklerde ¢ok yaygin olan Diplectanum aequans parazitinin 6liime sebep olmadigini
fakat baligin kondisyon faktoriine negatif etkisi oldugunu ortaya koymuslardir. Aym
zamanda kondisyon faktoriindeki diigmenin baligin bagisiklik sistemini zayiflatarak ikincil
enfeksiyonlara agik hale getirebilecegini tavsiye etmislerdir. Benzer tavsiyeler baska balik
hastaliklar1 i¢in de gecerlidir. Dolayisi ile bu ¢alismada bakteriyel balik patojenlerinin
cesitliligini ve varsa parazit yogunlugu ile iliskisini belirme amaglanmistir. Calisma, etken

kontrol stratejileri olusturulmasina katki saglayabilecektir.



1.2. Deniz Levregi ve Kiiltiirii

Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan levrek baligi teleost bir balik olup Serranidae
familyasinin Dicentrarchus genusuna mensuptur. Levrekler Karadeniz’den Atlantik ve
Baltik Denizi’'ne hatta Kuzey Denizi’ne kadar yayilim gosterirler. En yogun olarak
Akdeniz ve Atlantik Okyanusu’nun Ispanya, Portekiz ve Fas kiyilarinda bulunurlar.
Ulkemizi ¢eviren tiim deniz sularinda bulunur (Ugal ve Benli, 1993; Celikkale vd, 1999).

Levrek baligi deniz fenogramlarinin bulundugu kumlu, ¢amurlu-sig biyotoplarda,
sicakliga ve tuzluluga karsi gosterdigi toleransi ile nehir agizlarinda ve lagiiner bolgede
yasayan bir littoral bolge baligidir. Havalarin sogumasi ile birlikte kislamak i¢in derin
sulara go¢ ederler. Levrek baliklar1 karnivor tiirlerdir ve genellikle kiiciik balik yavrularini,
karides, teke ve diger canlilart tiiketirler (Barnabe, 1990). Kiiltiir ortaminda ise %45-55
hayvansal kaynakli proteinli pelet yem ile beslenmektedirler. Dogada genelde 1-3 kg
arasinda bulunan levrekler yetistiricilikte 200 gram ve iistiinde pazara siiriilmektedir.

Levrekler 5-28°C arasi sularda yasayabilirler fakat optimum bilyiime sicakligi 20-
25°C derecedir (Moretti vd., 1999). 12-14°C derece arasinda yumurta birakirlar. Dogal
ortamda 1 kg’lik bir disinin 293.000-358.000 adet yumurta birakabildikleri bildirilmistir
(Kennedy ve Fitzmaurice, 1972). Tuzluluk degisimlerine karsi dayanikli olup, %03
tuzluluktan %050 tuzluluga kadar yayilim gosterirler. Kiiltiirde ideal ¢6ziinmiis oksijen

degeri 5-8 mg/It olmalidir.

1.3. Levreklerde Oliimlere Neden Olan Yaygin Bakteriyel Balik Hastaliklar

Levrek diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan balik tiirii olup, yetistiriciliginde
hastaliklar 6nemli kisitlayic1 faktordiir. Ayni zamanda uzun siiredir yetistiriciliginin
yapilmasi nedeniyle hastaliklar acisindan en fazla ¢alisilan deniz balig: tiirtidiir. Gilintimiize
kadar levreklerde rapor edilen Onemli bakteriyel hastalik patojenleri; Aeromonas
hydrophila subsp. hydrophila, Mycobacterium marinum, Photobacterium damselae subsp.
piscicida, Pseudomonas anguilliseptica, Streptococcus iniae, Tenacibaculum maritimum,
Vibrio harveyi, Vibrio ordalii, paraziter hastalik patojenleri; Amyloodinum ocellatum,
Caligus minimus, Cryptocaryon iritants, Ceratoyhoa oestroides, Diplectanum aequans,

Diplectanum lauberi, Gyrodactylus spp., Sphaerospora testicularis, Sphaerospora



dicentrarchi, Trichodina sp., viral hastalik patojenleri; VHSV (Viral Hemorajik Septisemik
Viriisi) ve IPNV (Infeksiydoz Pankreatik Nekrozu Viriisii)” dir (Dokuas vd., 1998;
Aronson, 1926; Candan vd., 1996; Domenech vd., 1999).

1.3.1. Vibriozis

Vibriozis, Vibrinioceae familyasindan Vibrio cinsi bakterilerin neden oldugu, deniz
ve ac1 su baliklariin sistemik bakteriyel bir enfeksiyonu olmasina ragmen ara sira tatl su
baliklarinda da gozlenir (Ghitto vd.,1977). Hastalik birgok literatiirde tuzlu su frunkulozisi
(Rucker, 1963) iilser hastaligi (Kubota ve Takakuva, 1963) ve boil disease (Bagge ve
Bagge, 1956) gibi isimlerle ifade edilmisse de bir¢cok arastirmaci vibriozis deyimini tercih
etmistir (Colwell ve Grimes, 1984).

Farkli Vibrio tiirleri her yastaki levrek baliklarinda hastalik olusturabilir (Paperna,
1984). Biitiin deniz balig: tiirleri Vibrio nun en az bir tiirline kars1 hassasiyet gosterebilir
(Noga, 1996). Balik patojeni olarak bildirilen alt1 Vibrio tiirii vardir, bunlar; Vibrio
anguillarum, V. ordalii, V. alginolyticus, V.harveyi, V. cholerae non-01 ve V.vulnificus’tur
(Veravd., 1991; Christofilogiannis, 1993; Balebona vd., 1998).

1.3.1.1. Cografik Dagilim

Tiirkiye’de 1lk kez Candan (1993) tarafindan Ege Bolgesi’nde kafeslerde kiiltiirii
yapilan ¢ipura baliklarinda bildirilmis ve daha sonra Karadeniz’de iiretimi yapilan Atlantik
salmonunda yogun oliimlere neden oldugu rapor edilmistir (Candan, 2000). Mugla ili
cevresinde yapilan calismada vibriozis hastaligi belirtileri gosteren, kiiltiir levrek baliklar
ve kafeslerin etrafinda bulunan kefal baliklarindan V. anguillarum izole edilmistir
(Demircan ve Candan, 2006). Yurdumuz Ege kiyilarindaki isletmelerde yetistirilen ve
vibriozisin klinik belirtilerini tagiyan kiiltiir levrek baliklarindan V. anguillarum ve V.
ordalii (Cagirgan ve Yurekliturk, 1996), yine bu bolgelerdeki isletmelerde yetistirilen
¢ipura baliklarindan V. anguillarum, V. ordalii ve V. alginolyticus (Candan, 1993;
Cagirgan ve Yurekliturk, 1996; Akayli, 2001; Timur vd., 2004) ve 1991-1992 yillarinda
Karadeniz’de yetistirilen, Atlantik salmon (Salmon salar) baliklarindan V. anguillarum
izole edilmistir (Candan, 2000).



V. anguillarum ilk kez Canestrini (1893) tarafindan yilan baliklarindan kizil veba
hastaligi etkeni olarak izole edilmistir. 1985 yilinda Mcdowell ve Colwell adli
arastirmacilarin yaptigi rRNA filogenetik ¢alismalar1 sonucunda Listonella anguillarum
olarak isimlendirilmis olsa da, birgok arastirmaci bu bakterinin V. anguillarum olarak
Vibrio cinsi i¢inde yer almasini uygun bulmaktadir (Actis vd., 1999; Austin ve Austin,
2007).

V. anguillarum denizde yetistiriciligi yapilan, aralarinda levrek, ¢ipura ve somon
baliklarinin da (Trust, 1986) bulundugu ekonomik degeri olan 50’den fazla balikta,
kabuklularda (Cagirgan, 1993; Toranzo ve Barja, 1990) ve tath su alabaliklarinda goriilen
epizootiklerden izole edilmistir (Muroga, 1986; Giorgetti vd., 1981).

V. harveyi hastalik etkeni olarak ilk defa 1982 yilinda biiyiik camgdz kopek
baligindan (Carcharhinus plumbeus) izole edilmistir (Grimes vd., 1984). Ispanya’da
yapilan bir ¢alismada kiiltiir levrek ve ¢ipura baliklarindan izole ettikleri V. harveyi’nin
ozellikle levrek baliklarinda daha baskin oldugu rapor edilmistir (Pujalte vd., 2003).
Tirkiye’de Ceratothoa oestroides ile enfeste kiiltiir levrek baliklarinin i¢ organlarindan
sekonder bakteriyel hastalik olgusu olarak V. harveyi izole edilmistir (Korun ve Akayli,
2004). Korun ve Timur (2008) kiiltiir levrek baliklarindan Vibriozis etkeni olarak bu
bakteriyi izole etmislerdir.

V. ordalii, V. anguillarum’ un Biyotip 2’si olarak siniflandirilmistir (Schiewe, 1981).
Daha sonra biyotipler arasindaki morfolojik farkliliklar, biyokimyasal 6zellikleri ve DNA
homolojileri incelenmis, V. anguillarum Biyotip 2 yeni bir tiir olarak kabul edilmis ve
Erling J. Ordal onuruna V. ordalii olarak isimlendirilmistir (Actis vd., 1999). V. ordalii
patojen olarak ilk kez Japonya’da (Mugora vd., 1986) ve Amerika’nin kuzeybati Pasifik
kiyilarinda kiiltiirti yapilan salmon baliklarinda rapor edilmistir. Bu tiiriin tilkemizde kiiltiir
levrek ve cipura baliklarindan izole edildigi farkli arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Candan, 1993; Cagirgan ve Yurekliturk, 1996; Akayli, 2001).

V. alginolyticus deniz baligi yetistirilen tanklardaki sulardan izole edilmistir, bu
nedenle enfeksiyonun ortaya ¢ikmasinda kontamine suyun biiyiikk oOnem tasidigi
bildirilmistir (Gilmour, 1977). V. alginolyticus 'un sebep oldugu hastalik tipik bir bakteriyel
septisemi olarak tanimlanmistir (Colorni vd., 1981). V. alginolyticus Kizil Deniz’deki
cipura baliklar1 ile pelet yem hazirlamak i¢in kullanilan balik unundan izole edilmistir

(Sanders ve Fryer, 1988). V. alginolyticus yogun stres altinda kalan ¢ipura, kefal gibi deniz



baliklarinda hastalik olusturabilmektedir (Noga, 1996). V. alginolyticus’ un, Hong
Kong’da silver sea bream (Sparus sarba)‘de yiiksek mortaliteye sebep oldugunu
bildirilmistir (Woo vd., 1995). Balebona vd. (1998) patojeni Ispanya’daki cipura
baliklarinda goriilen hastalikla iligskilendirmistir.

Vibrio cholerae (non-O1) 1977 yilinin yaz aylarinda Japonya’da Amano Nehri’ndeki
ayu baliklarinda epizootik olusturmus ve hastalik etkeni olarak izole edilmistir (Muroga
vd., 1979; Kiiyukia vd., 1992). V. cholerae ile enfekte olmus japon baliklarinda Reddacliff
vd. (1993) tarafindan septisemi rapor edilmistir.

Vibrio vulnificus 1975-1977 yillar1 arasinda Japonya’da alti ayr1 bolgede ortaya
¢ikmis ve kiiltiiri yapilan yilan baliklarinda ciddi sorunlara neden olmustur (Muroga vd.,
1976a, b; Nishibuchi ve Muroga, 1977, 1980). Hastalik hizli bir sekilde Avrupa’ya
yayilmis ve Ispanya’da (Biosca vd., 1991; Amaro vd., 1992) vakalar ortaya ¢ikmistir.

Vibrio ponticus ilk kez Macian vd. (2004) tarafindan deniz suyundan, midyeden ve
hasta ¢ipura baliklarindan (Sparus aurata) izole edilmistir. Cin’de yetistiriciligi yapilan
Japon levrek baliklarinda (Lateolabrax japonicus) 6liimlere neden oldugu rapor edilmistir
(Xie vd., 2007).

1.3.1.2. Klinik ve Otopsi Bulgulari

Vibrio enfeksiyonlarinda en yaygin gozlenen semptomlar; deride kizariklik, hemoraji
ve anemidir (Bullock, 1977). Disardan bakildiginda hasta baliklarda deride koyulagma,
solungaclarda solma, agiz etrafinda ve ylizge¢ diplerinde hemoraji, ilserlesen deri
lezyonlari, pullar ve yiizgeglerde yipranma ve goz ¢evresinde nekrotik lezyonlar gbzlenir
(Toranzo vd., 2005; Zorrilla vd., 2003).

Otopside, viicudun i¢ ylizeyinde petesi, intestinal kanal, karaciger, yiizme kesesi ve
peritonda konjesyon saptanir. Hasta baliklarda anemi, safra kesesinde biiylime, bagirsakta
sislik ve acgik renkli bir sivi birikimi goézlenir (Colorni vd., 1981). Bobreklerde nekroz,
glomerulus ve bobrek tiibiillerine hatta endokrin hiicrelerine kadar ilerleyebilir (Roberts,
2012). Kronik vakalarda Vibrio’larin olusturdugu litik toksinler agir hemolitik anemiye

neden olur.



1.3.1.3. Bakteri Karakteristigi

Vibrio, Gram negatif, diiz ya da hafif kivrik 0,5-0,8 um genisliginde; 1,4-2,6 pm
uzunlugunda comak sekilli bakterileri icer ve endospor ya da mikrokist olusturmazlar. Sivi
besiyerlerinde tek ya da ¢ok polar flagella ile hareketli olup kat1 besiyerlerinde ¢ok sayida
lateral flagellay1 sentezleyebilirler (Baumann ve Schubert, 1984; Bumann ve Furniss,
1994). Biiyiime ve gelismeleri igin sodyuma (Na') ihtiya¢ duyarlar (Sanders ve Fryer,
1988). Bu nedenle optimum iireme i¢in %1-3 NaCl ve 20-30°C’lik inkiibasyon sicakligi
gereklidir (Evelyn, 1971). Vibrio tiirleri aerobik veya fakiiltatif anaerobik olup hepsi
Oksidasyon/Fermentasyon testinde fermentatif tepki verirler (asit olusturur fakat gaz
olusturmazlar). 0/129 (150 pg disk™) vibriostat testine ve novobiyosine hassastirlar
(Baumann vd., 1984; Post, 1987). Vibrio tiirlerinin her biri Beyin Kalp infiizyon Agar
(BHIA) ya da Tryptone Soy Agar (TSA) gibi bakteriyolojik besiyerleri kullanilarak
baliklarin viicut yiizeylerinden ya da baslica bobrek olmak iizere i¢ organlarindan izole
edilebilirler (Sanders ve Fryer, 1988). Patojen Vibrio tiirlerinin biyokimyasal 6zellikleri

Tablo 1’de verilmistir.



Tablo 1. Vibrio tiirlerinin karakteristik 6zellikleri (Baumann vd., 1984; Balebona vd.,
1998; Austin ve Austin, 2007).
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1.3.1.4. Epizootiyolojisi

Vibriozis, 14’den fazla iilkede yaklasik 48 tir deniz baliginda rapor edilmistir
(Austin ve Austin, 2007). 1953’e¢ kadar Kuzey Amerika’da hastaliga rastlanmamistir
(Crosa vd., 1977). 1975 yilinda hastalik Fransa’dan gelen, kontamine olmus yilan
baliklariyla Japonya’ya kadar ulasmistir (Muroga vd., 1976a,b). Vibriozis, Danimarka’da
yilan baliklarinda % 30 oraninda Oliimlere sebep olmustur (Bruun ve Heiberg, 1935).
Normalde bir tuzlu su hastaligi olarak bilinen vibrioz, tatli sularda yasayan baliklarda da
goriilmeye baslanmasiyla yeni bir boyut kazanmistir (Ghitto ve Andruetto, 1977).

V.anguillarum dogal olarak yasayan ve kiiltiirii yapilan baliklarda hastalik yapabilir
fakat esas etkisi, ¢evresel stresin artig1 donemlerde kiiltiir baliklarinda gdzlenir. Vibriozis,
su sicakliginin yiiksek ve ¢oziinmiis oksijenin diisiik oldugu yaz aylart boyunca oldukca
yaygindir. Yetistiricilik ortamlarinda yogunlugun fazla olmasi ya da su kalitesinin diisiik
olmasi epizootigi hizlandirir. Klinik olarak normal baliklarin bagirsagindan Vibrio sp. izole
etmek miimkiindiir. Strese maruz kalmalari durumunda bakteriler, bagirsaktan konakgiy1
istila edebilir ve konakgida sistemik hastalik olusturabilirler. Kiiltiir baliklar1 daha fazla
stres altinda bulunduklar i¢in dogal ortamda bulunan baliklara gore vibriozise karsi daha
fazla hassastirlar (Bullock, 1977). Baliklar diisiik sayida fakat yiiksek viriilense sahip
izolatlara maruz kalirsa, hastalik digsal bir stresdr olmadan da ortaya ¢ikabilir (Horne,
1982).

V. anguillarum ve V. ordalii birgok kiiltiirii yapilan balikta enfeksiyon ve 6liimlere
sebep olabilir (Plumb, 1999). Deneysel olarak V. anguillarum’a maruz birakilan Atlantik
salmonlarinda %100’e varan oliimler rapor edilmistir (Sawyer vd., 1979). Kiiltiir yavru
morina baliklarindan izole edilen 13 farkli izolatla su yoluyla bulastirma deneyi yapilan
Atlantik morina baliklarinda %4-36 arasinda dliimler gézlenmistir (Knappskog vd., 1993).

Su sicakligindaki artisin, V. anguillarum ile enfekte alabaliklarda gbzlenen Sliimler
lizerinde olumsuz etkisi vardir. Ornegin, giimiis sombaliginda (Oncorhynchus kisutch),
sicaklik 18-20°C iken %58-60 arasi, 15°C iken %40, 12°C iken %28 ve 6°C iken sadece
%4 oliim gozlenmistir (Groberg vd., 1983).

Alabaliklar tuzlu suya geldiklerinde V. anguillarum’a karsi daha hassas olurlar.

Harrell (1978) yaptigi asilama deneyinde, sifir yasindaki asilanmamis kizil somon



baliklarinin %90’ 1n1n, tuzlu su kafeslerindeki ilk 50 giinlerinde, V. anguillarum tarafindan
6ldiiglinii rapor etmistir.

Baslangi¢ enfeksiyonu su kaynaklidir ve enfeksiyon bir kere balikta gelisince,
enfekte baligin bakteri desarj1 ile horizontal olarak diger baliklara su yolu ile yayilabilir
(Bullock, 1977). Dolayis1 ile bir isletmede hastalik goriildiigiinde ¢evrede infeksiyoz
partikiillerin sayisi ve buna bagli olarak baliklarin hastalanma riski artabilir (Actis vd.,
1999). Grisez vd. (1996) hastaligin kalkan baliklarinda kesinlikle agiz yoluyla transfer
oldugunu bildirmistir. Artemia nauplii, V. anguillarum siispansiyonu i¢inde inkiibe
edildikten sonra kalkan baliklarina yedirilmistir ve baliklar beslendikten 24 saat sonra
hastaligin klinik belirtilerini géstermistir. Yapilan ¢alismada; V. anguillarum ile kontamine
olmus nauplii ile beslenen biitiin baliklar dort giin i¢inde Slmiistiir ve V. anguillarum,
immiinohistokimyasal olarak incelenen biitiin baliklarda tespit edilmistir.

Etken, deri, solungaclar ve aniis yoluyla viicuda girer (Kanno vd., 1989). V.
anguillarum un ilk Once endositozla bagirsak epiteline, oradan da lamina propiyaya
gectigi, boylece de kan yoluyla biitlin organlara yayildigir ve son olarak da septisemi ve
6lime neden oldugu rapor edilmistir.

Levrek yetistiriciligi yapilan giftliklerde ortaya c¢ikan vibriozis enfeksiyonlar: V.
anguillarum serotip Ol’den kaynaklanmaktadir (Grisez ve Ollevier, 1995). Bazi
aragtirmacilara gore de li¢ serotipi (O1-O3) baliklarda patojeniktir (Serensen ve Larsen,
1986).

V. harveyi gipura ve levrekte 6zellikle sicak aylarda hastalik olusturmaktadir (Pujalte
vd., 2003). Hastalik ¢ikis1 su sicakliginin yani sira gevresel faktorlerin de etkisi altindadir.
Zhang ve Austin (2000) gergeklestirdikleri deneysel enfeksiyon ¢aligmasinda V. harveyi
suslarinin salmonid baliklar i¢in de patojen olduklarini tespit etmislerdir.

Vibrio cholerae deneysel olarak ayu ve japon baliklarma verildiginde yiiksek
patojenite géstermistir (Noga, 1996).

V. vulnificus 2005 yili boyunca Cin’de Ovate pompano (Trachinotus ovatus)
baliklarinda; deride, solungaclarda, bagirsakta ve karacigerde hemoraji belirtileri gostermis
ve yiiksek mortaliteye sebep olmustur (Li vd., 2006). Etken organizma deniz suyu
kaynaklidir (Hei vd., 1998).
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Vibrio ponticus 2004 yilinin Nisan ayinda su sicakliklarinin artmasiyla, yetistiriciligi
yapilan Japon levrek baliklarinda ortaya ¢ikmistir (Xie vd., 2007). Patojenin tipik vibriozis
belirtileri gosterdigi rapor edilmistir (Xie vd., 2007).

1.3.1.5. Patojenite ve Viriilansi

Vibrio tiirlerinin firsatgil patojen oldugu kanisi yaygindir. Bazi tiirler patojenik
Ozellik tasir ve bir tiirlin belli suslar1 patojenik iken digerleri zararsiz veya ikincil etken
olarak rol oynayabilir (Inglis vd., 1993).

Vibriozis enfeksiyonunun balikta nasil basladigi tam olarak aydinlatilamamigssa da,
etkenin konakg¢ida kolonize olduktan sonra penetre oldugu, baligin gastro-intestinal
sisteminin posterior kismina ve rektuma kolonizasyonu sonucunda vibriozisin basladig
belirtilmistir (Ransom vd., 1984). Vibrio tiirlerinin patojenitesi ekzotoksin ve
endotoksinlerle ilgilidir (Austin ve Austin, 2007). Hemolizinler, sitozinler, proteazlar ve
diger hiicre dis1 maddeler (EPC) bazi Vibrio tiirlerinde tespit edilmistir (Bullock, 1977).
Birgok toksin iiretmesi nedeni ile meydana getirdigi enfeksiyonun tedavisi ve kontrolii
zorlagmaktadir (Frans vd., 2011) .

Patojen olan Vibrio tiirlerinin adhezyon yetenekleri ve enfeksiyon meydana getirme
orani, sicaklik ve tuzluluga bagh olarak degismektedir (Belas ve Colwell, 1982). Tim
Vibrio tiirleri i¢in minimal adhezyon degerleri en diisiik 4°C sicaklik ve %ol tuzlulukta,
optimum 25°C’lik sicaklikta gerceklesir (Larsen, 1984).

V. harveyi’ nin virillans mekanizmasi ve patojenitesi proteazlar, hemolizinler,
lipazlar, ekstraseliiler iirlinlerin salgilamasi, yeterli sayiy1 algilama mekanizmasi (quorum
sensing), biyofilm olusturma o6zelligi, bakteriyofaj enfeksiyonlari, sukroz fermentasyonu
ve demir baglama kapasitesi gibi ¢esitli faktorlere baglanmistir (Cano-Gomez vd., 2009).

V.anguillarum ve Vibrio ordalii’nin hastalik seyirleri arasinda ince bir fark vardir
(Austin ve Austin, 2007). Vibrio ordalii Pasifik salmonlarinin, iskelet ve kalp kasinda,
solungac dokusunda ve gastro-intestinal sisteminde mikro koloniler olusturma
egilimindedir (Ransom vd., 1984). Kanda bakteri gozlenmesi V.anguillarum’un hastalik
seyirinden ¢ok daha sonra gergeklesir (Austin ve Austin, 2007).

Bazi Vibrio tiirleri insanda patojenik etkiye sahiptir, 6zellikle deniz tiriinlerinin ¢ig

tiikketilmesi sonucu gastroenteritise neden olduklar1 rapor edilmistir (Inglis vd., 1993).
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V.vulnificus biyotip-3 insanda enfeksiyon olustururken, V.parahaemolyticus besin

zehirlenmesine sebep olur (Austin ve Austin, 2007).

1.3.1.6. Kontrol ve Tedavi

Vibriozisin kontrolii, diger bircok bakteriyel septisemide oldugu gibi, su kalitesinin
tyilestirilmesi, kaliteli yetistiricilik ve diisiik stok yogunluguyla basarilabilir (Inglis vd.,
1993). Bakteriyel balik hastaliklarinin kontroliinde kullanilan metodlar, genel olarak Vibrio
kontrolinde de kullanilabilecek asamalar1 i¢ermektedir (Tablo 2). Fakat stabilite
saglanamaz ve hastaliklar ortaya cikarsa, tedavi i¢in oral olarak alinan antibiyotikler tek
secenek olabilir (Inglis vd.,1993). Vibriozise kars1 kullanilan antibikrobiyal maddeler ve

kullanim y6ntemi Tablo 3°de verilmistir.

Tablo 2. Bakteriyel balik hastaliklarinin kontroliinde kullanilan metodlar (Austin ve
Austin, 2007).

Balik stogunun tiirti Kontroliin tiirti
Dogal baliklar Kirlilik kontrolii
Kiiltiir baliklari 1.Uygun ¢iftlik kosullart

2. Genetik olarak direngli balik kullanimi

3. Uygun besin ve gida takviyeleri kullanmi1

4. As1 kullanimui

5. Se¢ici olmayan immunostimulant kullanimi
6. Antimikrobiyal ilag kullanimi

7. Uygun su kullanimi

8. Hastalikl1 stoklarin hareketinin engellenmesi

9.Probiyotik (biyolojik miicadele) kullanimi
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Tablo 3. Vibriozis’e karsi kullanilan antibikrobiyal maddeler ve kullanim yontemi (Austin
ve Austin, 2007).

Antimikrobiyal madde Uygulama ydntemi

1L suya 10-50 mg, banyo seklinde

Florfenikol 1 kg baliga 10 mg, 10 giin boyunca
Fosfomisin 40 kg baliga 40 mg, 5 giin boyunca
Furanase 1 kg baliga 2-4 mg, 3-5 giin boyunca ya da
1 L suya 0,5-1 mg, 5-10 dakika banyo
Furazolidon 1 kg baliga 25-75 mg, 20 giin boyunca
Kanamisin 1 kg baliga 50 mg,7 giin boyunca
Nifurprazin hidroklorid 1kg yeme 10 mg 3-6 giin ya da
1L suya 0,01- 0,1 mg banyo seklinde
Oxolinik asit 1 kg baliga 10 mg, 10 giin boyunca
Dozu arttirilmis siilfonamid 1 kg baliga 30 mg, 10 gilin boyunca

Vibriozis siklikla rastlanan bir hastalik problemi oldugundan hastaliktan korunmak
icin Tirkiye’de ozellikle levrek balig1 yetistiriciliginde 1990’11 yillardan itibaren basariyla
uygulanan ticari Vibriozis asilari, Listonella anguillarum serotip O1, L. anguillarum

serotip O2 ve V. ordalii’ye ait antijenler igermektedir (Korun ve Timur, 2008).

1.3.2. Photobakteriozis (Pasteurellozis)

Photobakteriozis ilk defa 1963 yilinda rapor edilmis ve A.B.D. Chesapeake
Korfezi’'nde bulunan beyaz levrek (Morene americanus) ve ¢izgili levrek (M. saxatilis)
dogal popiilasyonlarinda yogun dliimlere neden olmustur (Snieszko vd., 1964). Bakterinin,
Photobacterium damselae subsp. piscicida ve Photobacterium damselae subsp. damselae
(6nceden Vibrio damselae olarak adlandirilmistir) olarak bilinen iki alt tiirii baliklarda ¢ok
siddetli 6liimlere sebep olmaktadir (Hawke, 1996; Labella, 2010).

Photobakteriozis, Pasteurella piscicida olarak bilinen Ph. damselae subsp. piscicida
(Magarifios vd., 1996) bakterisinin ya da Photobacterium damselae subsp. damselae’nin
sebep oldugu, dogal ve yetistiriciligi yapilan deniz baliklarinda goézlenen 6nemli bir

hastaliktir. Pasteurellosis’e yakalanmis baliklarin bobrek ve dalaklarinda ¢ok sayida
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beyazimsi tiiberkiiller goriildiigiinden hastalik ‘pseudotiiberkiilozis’ olarak da adlandirilir

(Kubota vd., 1997).

1.3.2.1. Cografik Dagilim

Ph. damselae subsp. piscicida photobakteriozisin (pasteurellozis) etkenidir
(Bakopoulos vd., 2004). I¢inde levrek baligmmin da bulundugu, denizde yetistiriciligi
yapilan ve ekonomik degeri olan bir¢ok balikta hastalik etkeni olarak izole edilmistir
(Kusuda ve Inoue, 1976).

Hastalik 1969 yilinda Japonya’nin giineybat1 bolgesinde kiiltiirii yapilan sarikuyruk
(Seriola quinqueradiata) ( Kimura ve Kitao, 1971), sarigoz (Acanthopagrus schgeli)
(Muroga vd., 1977) ve mercan (Pagrus major) baliklarinda (Yasunaga vd., 1983) ciddi
sorunlara sebep olmustur. 1990°dan itibaren Ispanya (Toranzo vd., 1991), Yunanistan
(Bakopoulos vd., 2005), Portekiz (Baptista vd., 1996) ve Tiirkiye’de (Cagirgan, 1993;
Candan vd., 1996) ¢ipura, deniz levregi, tekir ve dilbaliginda ciddi ekonomik kayiplara
neden oldugu rapor edilmistir. Ayrica Ulkemizde, Avsever vd., (2012) Ege Bélgesi’ndeki
kafeslerde yaptiklart ¢alismada, klinik olarak photobakteriozis semptomlart gosteren 104
adet levrek baligindan alt1 adet Photobacterium damselae subsp. piscicida bakterisi izole
etmislerdir.

Ph. damselae subsp. damselae, Vibrio damselae olarak, Ispanya’da mercan
baligindan (Sparus aurata) (Vera vd., 1991), Japonya’da sar1 kuyruk baligindan (Seriola
quinqueradiata) (Sakata vd., 1989), A.B.D.’de blacksmith (Chromis punctipinnis) (Love
vd.,1981) ve brown shark (Carcharhinus plumbeus) (Grimmes vd., 1984) baliklarindan ve

Renault vd. (1994) tarafindan ilk kez kiiltiir jiivenil levrek baliklarindan izole edilmistir.

1.3.2.2. Klinik ve Otopsi Bulgulari

Photobakteriozis, septisemi ile seyreden bir hastaliktir (Austin ve Austin, 2007).
Hastaligin patolojik bulgulari, akut veya kronik formuna gore degisiklik gdstermektedir.
Akut vakalarda digsal olarak sadece viicut renginin koyulastig1, igsel olarak da bobrek ve
dalakta graniilamatoz lezyonlar, abdominal boslugunda purulent madde birikimi, siskin ve

solgun goriilen karaciger ile bobrek ve dalagin her tarafina dagilmis olarak 0,5-0,1 mm
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capinda, simirlar1 belirgin grimsi beyaz tiiberkiiller gortildigi bildirilmistir (Kusuda ve
Yamaoka, 1972). Baz1 arastirmacilar bu tiiberkiillerin gercek bir karakteristik 6zellik
olmadigini bildirmistir (Noga, 1996). Photobakteriozis akut ve kronik formda goriilebilir
ve akut epizootikler kisa siirede agir kayiplara neden olabilir (Kitao, 1993).

Photobakteriozis’e yakalanmis ¢ipura baliklarinda 6liimlerden bagka belirgin klinik
bulgular saptanmamis olup, baliklarin bazilarinda anormal deri pigmentasyonu, kafa ve
solungaclarda hafif hemorajik alanlarin bulundugu, dalagin biiyiidiigii ve kronik donemde
beyazimsi tiiberkiil benzeri olusumlarin gelistigi belirtilmistir (Toranzo vd., 1991).
Hastaligin hiperakut formunda internal lezyonlar ile septiseminin olustugu bildirilmistir
(Balebona vd., 1992). Hastaligin subakut ve kronik formunda, 6lmek {izere olan baliklarin
dalaginda beyazimsi nodiiller saptanmistir (Hawke vd., 1987).

Ph. damselae subsp. damselae ile enfekte olmus kalkan baliklarinda gézlenen en
belirgin klinik bulgular, abdominal bdlgede sislik, agiz, gbz ve aniis c¢evresinde
hemorajidir. Bu klinik bulgular, Yersinia ruckeri’nin sebep oldugu kizil agiz hastaligiyla
benzerdir (Fouz vd., 1992). Otopsi bulgularinda viicut boslugunda mukus ve kirmizimsi

stv1 birikimi ve bazi durumlarda da solgun karaciger gozlenir (Fouz vd., 1992).

1.3.2.3. Bakteri Karakteristigi

Hastaligin etkeni olan Photobacterium damselae subsp. piscicida, Gram-negatif,
comak sekilli, hareketsiz, kapsiillii, yaklasik olarak 0,5-1,5 um biiyiikliigiinde bir bakteri
olup iki kutuplu boyanma 6zelligi gosterir (Austin ve Austin, 2007). BHIA ya da TSA gibi
bakteriyolojik besiyerleri kullanilarak baliklarin i¢ organlarindan izole edilebilir. Bakteri
17-31°C arasinda gelisir ve en az % 0,5 NaCl’ ye gereksinim duyar. Besiyerine % 1,5
NaCl eklendigi zaman optimum gelisme saglanir. Koloniler 48-72 saatte gelisir ve
yuvarlak, konveks ve grimsi sar1 renktedir. Patojen sitokrom oksidaz ve katalaz pozitiftir.
Oksidasyon / fermentasyon testinde fermentatiftir. 0/129 (150 pg disk™) vibriostat testine
hassastir (Janssen ve Surgalla, 1968; Daly, 1999). Ph. damselae subsp. piscicida ve Ph.

damsela subpsp. damselae’ nin biyokimyasal 6zellikleri Tablo 4’de verilmistir.
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Tablo 4. Ph. damsela subsp. piscicida (Toranzo vd., 1991; Austin ve Austin, 2007) ve Ph.
damsela subsp. damselae nin (Renault vd., 1994; Fouz vd.,1992) karakteristik
ozellikleri

Ozellikler Ph. damsela subpsp. piscicida Ph. damsela subpsp. damselae

Hareket - +

Gr. Boyama

Hiicre morfolojisi

Sitokrom oksidaz

Katalaz

O/F (Leifson) PP =

TCBS’de gelisme - +(Y)

0/129° (150 pg disk™®)  H° H¢

H,S* - -

BHIA' ‘da gelisme + +

5 °C’de biiyiime - -

10 °C’de biiyiime -

15 °C’de biiylime

25 °C’de biiylime

37 °C’de biiylime -

Metil kirmizisi +
(+)

Voges- Proskauer + +
(+)

Indol - -

Thornley arjinin

Moeller arjinin

Moeller lizin - -

Moeller ornitin - -

+ + 0
3
+ + 0
3

+ + o+ +

Jelatinaz liretimi - -
Ureaz iiretimi -
Amilaz {iretimi -
% 0 NaCl® - ;
% 3 NaCl® +
% 5 NaCl® -
ONPG" - ]
S.sitrat -
Hemoliz k.e. -
D-Glukoz, gaz -
D-Glukoz, asit +

+ + +

L-Arabinoz, asit -
myo- Inositol, asit -

D-mannitol, asit -
+: Pozitif, -1 Negatif, (+): Zayif pozitif reaksiyon, % Comak, ":Fermentatif, © 0/129; 2 4-diamino-6,7-
diisopropylpteridine phosphate, % Hassas, ® Triple Sugar Iron Agar’da H,S iiretimi, ": BHIA; Beyin Kalp
infiizyon Agar; % % 0, 3, 5 NaCl’ de biiyiime, ": ONPG; o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside, ': k.e; koyun
eritrositleri. Y; yesil
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1.3.2.4. Epizootiyolojisi

Ph. damselae’nin ilk epizootigi, tatl su levreginin ve ¢izgili levregin Chesapeake
Korfezi’'nde 6lmeye baslamasiyla ortaya ¢ikmistir (Snieszko vd., 1964). Epizootik Haziran
ayinda Potomac Nehri’nde baglamis ve Temmuz ay1 boyunca Chesapeake Korfezi’ne
yayllmistir. Epizootigin gozlendigi donemde levrek stoklarinin yogun ve korfezdeki
organik kirliligin yiiksek olmasinin hastaligin ortaya ¢ikmasini tetikledigi tahmin edilmistir
(Sindermann, 1970). Louisiana kiyilarindaki, hibrit ¢izgili levrek yetistiriciligi yapilan bazi
ciftliklerde 1990 ile 1992 sonbahari arasinda, 20-30°C arasi sicakliklarda Ph. damsela’nin
sebep oldugu %30-80 arasi oranlarda seyreden oOlimler gozlenmistir (Hawke, 1996).
Hawke vd., (1987) Alabama’daki ac1 su gollerinde kiiltiirii yapilan jiivenil ¢izgili
levreklerde %80’lere varan 6liimlerden Ph. damsela’yr sorumlu tutmuslardir.

Photobakteriozis yaz sicakliklari ile yakindan ilgilidir. Sicakligin 23°C’nin {izerine
ciktigr sularda dogal yasayan ve yetistiriciligi yapilan baliklarda biiyiikk kayiplara sebep
olabilir (Magarinos vd., 1996). Korun ve Timur (2005) Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan
deniz levreklerinin (D.labrax) photobakteriozise, su sicakligt 18-19°C’de iken
yakalandigini bildirmistir.

Patojen yagmurlu sezonda tuzlulugun 30 ppt’nin (binde bir) altina diistiigii ve su
sicakliginin optimum oldugu (25°C) donemde sarikuyruk baliklarinda hastaliga sebep
olmustur (Matsusato, 1975). Cizgili levrek baliklarinda photobakteriozis, patojen igin
optimum sicakligin gézlendigi ilkbahar ve sonbahar aylarinda gozlenir (Plumb, 1999).

Janssen ve Surgalla (1968) Ph. damselae subsp. piscicida nin balig1 terk ettiginde
deniz suyunda uzun siire yasayamayacagini bildirmistir. Enfeksiyonun baliktan baliga
temas ile ya da omurgasizlar aracilig ile oldugu sanilmaktadir (Noga, 1996).

Fouz vd. (1992) Ispanya’nin kuzeybatisinda bulanan bir kalkan ¢iftliginki dliimlerin
Ph. damselae subsp. damselae kaynakli oldugunu rapor etmislerdir. Ciftlikteki boylari
300-1500 gram arasindaki baliklarda herhangi bir yiizme bozuklugu gozlenmemesine
ragmen, sicakligin ani olarak 18°C’den 22-24°C’ye ¢ikmasiyla Oliimlerin basladig
gozlenmistir. Ayrica 6limler diisiik oranda fakat salgin boyunca devam ettigi ve stogun

%35’ inden azinin 6ldiigii gozlenmistir.
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1.3.2.5. Patojenite ve Viriilansi

Hawke’ye (1996) gore photobakteriozis, deneysel olarak enfekte edilen hibrit ¢izgili
levreklerde genel bir septisemi olarak gozlenir. Dalak ve bobrekte histopatolojik olusumlar
gozlenirken, karaciger hastaliktan daha az etkilenir. Solungag, dalak ve bobreklerde
nekrozis gozlenir. Ayrica bu dokularda bakteri yiliklii makrofajlarla birlikte az da olsa
inflamasyonlar gozlenir (Wolke, 1975). Enfeksiyondan alt1 giin sonra bu organlardaki ve
kandaki (mililitrede) bakteri miktar1 10 " <den 10 °° ‘a ¢ikar. Koku lamelleri, beyin,
bagirsak, kalp ve deride herhangi bir histopatolojik bulgu gézlenmez.

Dogal yasayan levrek populasyonlarinda photobakteriozisin acut seyrinde bir¢ok
degisiklik gozlenir, fakat kronik seyrine bakildiginda bobrek ve dalakta olusan kiigiik
nodiiller karakteristiktir (Wolke, 1975). Ayrica kronik formda nekrotik lenfoid ve periferal
kan hiicreleri dalakta toplanir ve karacigerde hepatosit nekrozu olusur.

Ph.damselae’nin patojenitesi tam olarak aydinlatilamamistir fakat Nakai vd.’nin
(1992) yaptiklari bir ¢alismada, bakterinin sahip oldugu ECP’lerin striped jack ve mercan
baliklarinda patojeniteye sebep oldugu rapor edilmistir. Bu durumu destekleyici bir
calismada Noya vd. (1995) tarafindan yapilmistir; c¢ipura baliklarinin kirmizi kan

hiicrelerinde P.damsela’ya ait ECP’ler bulunmustur.

1.3.2.6. Kontrol ve Tedavi

Asirt stoklamadan kaginarak ve iyi bir yonetim ile birlikte photobakteriozisin ortaya
cikist engellenebilir (Inglis vd., 1993).

Japonya’da sar1 kuyruk baliklarinda, bakteriyel pseudotuberkiilozisin kontrolii i¢in;
ampisilin (Kusuda ve Inoue, 1976), amoksisilin (Kitao vd., 1989), triamfenikol, florfenikol
(Fukui vd., 1987; Yasunaga ve Yasumoto, 1988), okzolinik asit, flumekuin ve sodyum
nifurstyrenat kullanilmaktadir. Sana vd. (1994) bes giinliik fosfomisinin (40 mg/kg balik)
uygulamasi sonucunda Ph. damselae subsp. piscicida kaynakli mortaliteyi 6nlenmislerdir.

Piyasada Ph. damselae subsp. piscicida’ya karsi bir¢ok asi bulunmaktadir fakat
asinin etkisi baligin tiirline ve boyutuna gore degisebilmektedir. Ayrica asinin formiilii ve

kullanilan immiinostimulantlar as1 tizerinde etkilidir (Magarinos vd., 1996).
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1.3.3. Hareketli Aeromonas Enfeksiyonlari

Aeromonas cinsine ait balik patojeni bakteriler hareketli ve hareketsiz olmak iizere
ikiye ayrilirlar. A. salmonicida hareketsiz olup, 6nemli balik patojenlerinden biridir.
Hareketli Aeromonas Septisemisi olusturan bakteriler A. hydrophila, A. punctata ve A.
sobria’dir. Bu tiirler i¢inde en c¢ok karsilasilan A. hydrophila’min neden oldugu
enfeksiyonlardir (Bisping vd., 1988).

1.3.3.1. Cografik Dagilimi

Diinya capinda oldukca yaygin olan Aeromonas tiirleri tatl, tuzlu yada act sularda
balik enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. A.B.D.’de, hareketli aeromonadlar birincil
olarak, sicak su kiiltiir baliklarindan sazan balig1 (Cyprinus carpio), kanal yayin baligi
(Ictalurus punctattus), ¢izgili levrek (Morone saxatilis), genis agizli levrek (Micropterus
salmoides) ve tilapiyalarda (Orechromis niloticus) hastaliga sebep olabilmektedir
(Cipriano ve Bullock, 2001). Patojen ayrica birgok 1lik ve soguk sularda yasayan balik
tirlerinde tespit edilmekle birlikte, deniz baliklarinda da enfeksiyona yol agabilir (Cipriano
ve Bullock, 2001). Rahim vd. (1985) A. hydrophila’y:r tuzlu suda yasayan Platosus
anguillaris, Lates calcarifer, Epinephelus megachir, Labeo ruhita ve Serotherodon
nilotica’ da bulunan yaralardan izole etmislerdir.

Tiirkiye’de tatli sudaki gokkusagi alabaliklarinda bu cinse ait hareketli tiirlerden A.
hydrophila (Diler ve Altun, 1995), 4. caviae ve A. sobria nm (Ozkdk, 2005; Saglam vd.,
2006) enfeksiyonlara neden olduklart rapor edilmistir.

Aeromonas sobria 1987 yilinda Maryland’da tirsi baliklarindan (Dorosoma
cepedianum) (Toranzo vd., 1989) ve Isvicre’de tatli su levreginden (Perca fluviatilis)
(Wahli vd., 2005) izole edilmistir.

Aeromonas caviae 1991 yilinda Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan Atlantik
salmon’larda septisemi olarak kendini gostermistir (Candan vd., 1995).

A. caviae, Kenya’daki gokkusagi alabaliklarinda goz hastaligi ve hemorajik
septisemi ile iligkilendirilmistir (Ogara vd., 1998).

Hareketli Aeromonas enfeksiyonlar1 kurbagalarda ‘kirmizi bacak’ hastaligina ve

stiriingenlerde de agir hastaliklara sebep olurlar (Shotts vd., 1972).
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1.3.3.2. Klinik ve Otopsi Bulgulari

Hastalik hemorajik septisemik karakterdedir. Kuyruk ve ylizgeclerde erozyon,
ekzoftalmus, deri lizerinde hemoraji ve iilser gozlenebilir. Otopside i¢ organlarda hemoraji,
dalak ve bobrekte biiyiime, karin boslugunda kanla karigik asidik sivi birikimi gozlenebilir
(Llobrera ve Gacutan, 1987).

A. hydrophila akut, kronik ve latent enfeksiyon seklinde olabilir. Hastaligin siddeti;
bakteriyel viriilens, balik popiilasyonu tlizerindeki stresin tiirii ve derecesi, konagin direnci
ve fizyolojik durumu ile iligkilidir (Cipriano ve Bullock, 2001). A. hydrophila, kuyruk ve
yiizge¢ bozulmasi ve hemorajik septiseminin de i¢cinde bulundugu bircok farkli patolojik
belirti gosterebilir (Hettiarachehi ve Cheong, 1994). Hemorajik septisemi (Hareketli
Aeromonas Septisemisi) deride kii¢lik lezyonlar, solunga¢ ve burunda lokal hemoraji,
tilser, ¢iban, ekzoftalmus ve abdominal sislik seklinde ortaya gikabilir (Austin ve Austin,
2007). Otopside,viicut boslugunda asidik sivi birikimi, anemi ve Ozellikle karaciger ve
bobrekte bozulmalar goézlenebilir (Huizinga vd., 1979). Levreklerdeki kirmizi yara
hastalig1 (redsore disease) A. hydrophila ile iliskilendirilmistir (Hazen vd., 1978). Hastalik
epizootik duruma ulastiginda, pullarda erime ve viicudun %75’ini kaplayan hemoraji
gozlenebilir. Bu durumda siklikla yiiksek oranda 6liimlerin oldugu gozlenmistir (Austin ve
Austin, 2007).

Aeromonas sobria ile enfekte levrek baliklarinda deri lezyonu ve yiizgeg¢ bozulmasi
gbzlenir (Austin ve Austin, 2007). Ulkemizde, Avsever vd. (2012) Ege Bolgesi’ndeki
kafeslerde yaptiklart ¢alismada, klinik olarak photobakteriozis semptomlart gosteren 104
adet levrek baligindan iki adet Aeromonas sobria bakterisi izole etmislerdir.

Aeromonas caviae ile enfekte baliklarda belirtiler; viicutta hemoraji, bagirsakta kanl
stvi, biiylimiis bobrek ve dalak ve bozulmus karaciger seklinde ortaya c¢ikar (Austin ve
Austin, 2007).

1.3.3.3. Bakteri Karakteristigi

Aeromonas cinsi Gram negatif, sitokrom oksidaz pozitif, oksidasyon/fermentasyon

testinde fermentatif ve vibriostat O/129 testine direnclidir. Aeromonas’lar TSA’da
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tireyerek kolaylikla izole edilebilirler. Hareketli aeromodlarin biyokimyasal o6zellikleri

Tablo 5’de verilmistir.

Tablo 5. Hareketli Aeromodlarin ayirim ¢izelgesi (Carnahan vd., 1991)

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 7
Eskiilin hidrolizi + - + o+ - - -
Voges- Proskauer reaksiyonu + o+ 4+ -V o+ -
Pyrazinamidaz aktivitesi + - - + - - -
CAMP benzeri faktor (aerobik) + o+ 4+ - - Vv -
Arabinoz fermentasyonu vV - -+ - - -
Mannitol fermentasyonu + o+ o+ o+ - + o+
Sukroz fermentasyonu + o+ o+ o+ - - -
Ampisillin duyarlilig1 R R R R R R S
Karbenisillin duyarlilig R R R R R R S
Sefalotin duyarliligt R S S R S R R
Kolistin duyarlilig v S § S S R S
Lizin dekarboksilaz + o+ O+ - + + +
Ornitin dekarboksilaz - - + - - - -
Arbutin hidrolizi + -+ o+ - -V
Indol {iretimi + 4 + -+ ¥
H,S tiretimi + + + - - + +
Glikozdan gaz {iretimi + + + - - + +

Hemoliz (%5’lik koyun eritrositi iceren TSA’da) + + + VvV o+ + V

1. A hydrophila, 2. A. veroniii bv. sobria, 3. A. veronii bv. veroniii, 4. A. caviae, 5. A.
scubertii, 6. A. janddaei, 7. A. trota, +: Pozitif, -: Negatif, V:Degisken, R: Direngli, S:
Duyarli

1.3.3.4. Patojenite ve Virulans

Hareketli Aeromonas Septisemisinin prevalansi iizerine yapilan bir ¢alismada, kiiltiir
ve yabani Nil tilapiyalarindaki prevalans sirasiyla %10 ve %2,5 iken, ayni oran kiiltiir ve
yabani karmout yayin baliklarinda sirasiyla %18,8 ve %6,3 olarak bildirilmistir (Eissa vd.,
1994). Bu calisma salginlarin kiiltiir baliklarinda daha siddetli seyrettigini gostermesi

bakimindan 6nemlidir.
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Hareketli Aeromonadlarin farkli izolatlart farkli viriilans oOzelliklerine sahiptir
(Cipriano vd., 1984). Kontrollii laboratuvar sartlarinda yapilan bir ¢alismada, hastalikli
baliklardan izole edilen hareketli aeromonad izolatlarinin, gélet suyundan izole edilenlere
gore kanal yayin baliklarinda daha virulent oldugu bildirilmistir (De Figueiredo ve Plumb,
1977). Gokkusagi alabaliklarinda (O. mykiss) A. hydrophila ve A. sobria’nin viriilenslerini
karsilastirmak icin yapilan bir ¢alismada; saglikli veya hastalikli baliklardan elde edilen A.
hydrophila izolatlarinin viriilensinin ~ A. sobria’ninkinden daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (Lallier vd., 1981).

A. hydrophila’nin viriilensi, proteolitik kazein ve elastin hidrolizi ile
iligkilendirilmistir (Wakabayashi vd., 1980). Kanal yayin baliklarina enjekte edilen 127 A.
hydrophila susundan, elastaz pozitif olanlarin baliklarda lezyonlara hatta 6liimlere sebep
oldugu belirtilmistir. Ayrica diger ECP’lerden olan proteazlarin ve hemolizinlerin de A.
hydrophila nin patojenik mekanizmasi iizerinde etkili oldugu rapor edilmistir (Chabot ve

Thune, 1991).

1.3.3.5. Epizootiyolojisi

Hareketli Aeromonas’lar balik patojeni olarak bilinseler de, akuatik ¢evreden izole
edilebilir ve baliklarin sindirim kanalinin normal florasinda bulunabilirler (Hawke, 2000).
Stres altindaki baliklarda bakteriyel hemorajik septisemi hastaligina neden olmaktadirlar
(Haley vd., 1967). Baligin maruz kaldig1 ¢evresel ve fizyolojik stres faktorlerinin basinda,
su sicakliginin artmasi, kalabalik barinma ve yetersiz yem alimi gelmektedir (Roberts,
2012). Bu durumda olan sazan ve alabaliklarda siklikla salginlarin ortaya ¢iktigi
bildirilmistir. Kenya, Misir, Gana, Uganda gibi Afrika tilkeleri ile Filipinler ve Japonya’da
yetistirilen tilapiyalarda da (Oreochromis niloticus, Oreochromis mossambicus ve Tilapya
zillit) Aeromonas kaynakli hemorajik septisemi olgularina rastlanmistir (Paperna, 1996).

Aeromonas enfeksiyonlar1 ile iliskili balik Oliimleri genellikle kronik olarak
seyrederken toplu olimlerle de kendini gosterirler (Plumb, 1999). Yiiksek mortaliteye,
viriilensi yliksek bakteri izolatlar1 sebep olur. Genellikle kayiplar %50°nin altindadir. A.
hydrophila’ya bagli epizootik gen¢ baliklarda subakut seyrederken, yetiskin baliklarda
kronik fazda dliimlere sebep olur (Plumb, 1999).
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Baz1 baliklarin A. hydrophila’ya karst olan hassasiyeti sicakliklar iligkilendirilir.
Groberg vd. (1978) tarafindan yapilan calismada, A. hydrophila’ya maruz birakilan glimiis
ve kral somon baliklar1 ve alabaliklarda 18°C’de %64-100 aras1 mortalite gozlenirken
9,4°C’de mortalite gézlenmemistir. Gokkusag1 alabaliklarinin, su sicakligi 5,5 °C’den 8-
11°C’ye ¢iktiginda A. hydrophila’ya olan hassasiyetleri artar (Nieto vd., 1985). Bu durum
o ortamdaki A. hydrophila izolatinin 6zel viriilens veya patojenik Ozelliklerinin
bulunmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Doku vyiizeyine yapisma kabiliyeti, fagositoza dayaniklilik, yiizey proteinlerinin
tiretimi, sideroforlar, lipopolisakkaritler, pilinin bulunmasi, S-tabakasi veya membran
proteinleri ve konak hiicre serumunun bakteriyostatik aktivitesi patojeniteyi etkileyen diger
faktorlerdir. Ayrica sudan izole edilen bakteriler, hasta baliktan izole edilen bakterilerden

daha az patojenik ve daha az viriilent olabilirler (De Figueiredo ve Plumb, 1977).

1.3.3.6. Kontrol

A.hydrophila’nin ampisilin, kloramfenikol, eritromisin, nitrofurantion, novobiyosin,
streptomisin, siilfonamid ve tetrasiklin antimikrobiyal bilesiklerine karst diren¢li oldugu
bilinmektedir (Aoki, 1988; De Paola vd., 1988). A.hydrophila’ya karst birgok as1
denemeleri olmustur fakat ticari olarak satilan herhengi bir agi mevcut degildir. As1 olarak
inaktive edilmis hiicreler ve hiicre dis1 iirlinlerinden hazirlanan basit karisimlar

kullanilmaktadir (Schachte, 1978; Lamers ve De Haas, 1983).

1.3.4. Levreklerde Goriilen Diger Bakteriyel Hastahklar

Aeromonas salmonicida achromogene, Karatas vd. (2005) yaptiklar1 bir ¢alismada,
Karadeniz’de kiiltliri yapilan levrek baliklarinda, %20’lere varan 6liimlerden Aeromonas
salmonicida achromogenes bakterisinin sorumlu oldugunu, biyokimyasal ve histopatolojik
deneyler sonucunda rapor etmislerdir.

Streptococcus Septisemisi, Streptococcus septisemisinin birgok balik tiiriinde etkili
oldugu fakat cizgili levrek yetistiriciligi yapilan ciftliklerde ciddi problemlere yol actig
rapor edilmigtir (Plumb, 1999). Aci1 sular Streptococcus spp. tiirlerinin dogal

ortamlarindandir, buralardaki dogal veya kiiltiirli yapilan levrek populasyonlarinda belirgin
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sekilde hastalik gozlenebilir (Plumb, 1999). Balik renginde koyulasma, dengesiz hareketler
sergileme, donerek yiizme, viicutta egrilik, iriste hemoraji ile beraber ekzoftalmus, ylizgeg,
operkulum ve agizda hemoraji ve llseratif lezyonlar, bagirsakta sivi birikimi, solgun
karaciger ve koyulasmis ve biiylimiis dalak hastalik belirtileri olarak sayilabilir (Plumb,
1999). Streptococcus iniae, levrek baliklarinda kalp ve dalaga yerlesir ve otopside dalagin
asir1 biiyiimesine rastlanir. Eksiidatif menenjite ve panofitalmise sebep olur (Colorni vd.,
2002).

Yogun stoklanmis ¢izgili levrek kiiltiirlerinde 25-30°C’lik su sicakliginda mortalite
gozlenebilir. Deride olusan yaralar, pul kayiplar1 ve g¢evresel stres faktorleri hastaligin
yayilmasinda etkilidir (Chang ve Plumb, 1996).

Enterococcus Enfeksiyonlari, Enterococcus enfeksiyonlart tatli suda yogun olarak
stoklanmis birgok cizgili levrek ¢iftiliginde rapor edilmistir (Plumb, 1999). Hastalik yapict
organizma Enterococcus faecium’ dur. Enterococcus ile enfekte olmus geng veya yetiskin
levrek baliklarinda pullarda hemoraji, gozlerde sislik ve hemoraji gézlenir.

Edwardsiella tarda Enfeksiyonlari, Edwardsiella tarda kiiltiirii yapilan birgok balikta
olduk¢a yaygin bir patojendir (Plumb, 1999). Herman ve Bullock (1986) yaptiklari
calismada, tatli suda yetistiriciligi yapilan 4-5 cm’lik jiivenil ¢izgili levrek baliklarinin E.
tarda ile enfekte olduklarini ve patojenin su yoluyla baliklar arasinda transfer oldugunu
rapor etmislerdir. Enfekte baliklarda yiizeyde ylizme, solungaglarda hasar ve kafatasi
bolgesinde renk degisimi gozlenir. Histolojik bulgular arasinda, epitel dokuda nekroz ve
yiizgeclerde kizarikliklar, bobrekte sayisiz apse ile birlikte bobrek dokusunda nekrozlar
gozlenir.

Moraxella Enfeksiyonlari, Moraxella cinsine ait bakteriler, ¢izgili levrek
baliklarindan izole edilen patojenik 6zellikte bakteriler olmasina ragmen, levreklerde ¢ok
ciddi hastaliklara sebep olmadiklar1 rapor edilmistir (Baya vd., 1990). Enfekte baliklarin
dorso-lateral viicut yiizeylerinde biiyiikk hemorajik lezyonlar ve pul kayiplar gozlenir.
Otopsi bulgularinda, biiyiik, solgun lekeli ve viicut i¢ duvarina yapisma egiliminde
karaciger ile birlikte inflamasyonlu ylizme kesesi gozlenir. Moraxella cinsine ait
bakterilerin ¢izgili levreklerde hastalik olusturdugu konusunda saibeler de mevcuttur.
Ciinkii bu bakterinin izole edildigi baliklarda ¢izgili levrek reoviriisii ayrica solungaglarda

Trichodina ve Ergasilus parazitlerinin de bulundugu rapor edilmistir (Plumb, 1999).
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Carnobacterium piscicola Enfeksiyonlari, Carnobacterium benzeri organizmalar,
Chesapeake Korfezi’nde, 6lmek iizere olan ve Olmiis ¢izgili levrek baliklarindan izole
edilmistir (Baya vd., 1991). Enfeksiyon Oncesinde balik streslenir ve higbir klinik belirti
gostermez. Toranzo vd.’nin (1993) yaptig1 bir calismada c¢izgili levrek baliklarma C.
piscicola enjekte edilmistir, fakat baliklarda Olimler g6zlenmemis olup, sadece
karacigerde hemoraji ve beyin zarinda enflamasyona rastlanmistir. Baska bir ¢alismada,
4,5 x 10° bakteri hiicresinin enjekte edildigi gokkusagi alabaliklarinda %35 oraninda
olimler gozlenmistir. Bu c¢alismalarin sonucunda C. piscicola bakterisinin ¢izgili
levreklerde dliimlere sebep olmadig1 sadece i¢ organlara orta seviyede zarar verdigi rapor
edilmistir (Plumb, 1999).

Corynebacterium aquaticum Enfeksiyonlari, Corynebacterium aquaticum bakterisi,
Bandin vd. (1992) tarafindan, ekzoftalmus gozlenen ¢izgili levrek baliklarinin
beyinlerinden izole edilmistir. Bakterinin ¢izgili levrek baliklarinda LDsp degeri 1,0 X 10°
CFU’dur. Deneysel olarak enfekte edilmis baliklarin i¢ organlarinin birgogunda, 6zellikle
beyinde ve gozlerde hemorajiler gézlenmistir (Plumb, 1999).

Mikobakteriozis ve Nokardiozis, Mikobakteriozis, yetistiricilik kafeslerinde ve
akvaryum ortamlarinda oldukc¢a yaygin gozlenen bir hastalik olmasina ragmen dogal
yasayan baliklarda bulunmaz (Plumb, 1999). Mycobacterium marinum, Mycobacterium
fortuitum (Van Dujin, 1981) ve Mycobacterium chelonei (Arakawa ve Fryer, 1984)
Mikobakteriozis’e sebep olan bakterilerdir. Biitiin kemikli baliklar, 6zellikle ¢izgili levrek
ve somon baliklar1 hastaligin konaklaridir (Plumb, 1999).

Mikobakteriozis’in klinik belirtileri balik tiirlerine goére degisiklik gosterir (Van
Dujin, 1981). M. marinum ile enfekte ¢izgili levrek baliklarinda; deride letarjik koyu renk
pigmentlenme ile iilser ve hemoraji gozlenirken, karmin oldukg¢a zayif ve iceri ¢okmiis
oldugu rapor edilmistir (Hedrick, 1987). Enfekte baliklarda ayrica, anoreksi, deri iilserleri,
omurga ve ¢ene kemiklerinde deformasyon ve goz kayiplarina kadar ulasan ekzoftalmus
gozlenir. Otopsi bulgularina bakildiginda; karaciger, dalak, kalp, bobrek ve mezenterde
grantiller ile birlikte dalak ve karacigerde sislik gozlenir (Plumb, 1999).

Nocardia sp. enfeksiyonlar1 Amerika, Arjantin, Almanya, Japonya ve Tayvan’da
rapor edilmistir (Post, 1987; Chen, 1992). Bilinen iki tiirli Nokardiozis’e sebep olur;
Nocardia asteroides ve Nocardia kampachi (Nigrelli ve Vogel, 1963; Conroy, 1964).

Nocardia enfeksiyonlari, gokkusagi alabaligi, dere alabaligi, neon tetra baligi, sar1 kuyruk,
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Formosa yilanbas baligi, dev gurami balig1 ve kocaagiz levrek (Snieszko vd., 1964; Chen,
1992) ile siis baliklarinda rapor edilmistir.

Nocardia enfeksiyonlarinin klinik belirtileri Mikobakteriozis ile benzerlik gosterir
(Austin ve Austin, 2007).

Pseudomonas Enfeksiyonlari, Pseudomonas anguilliseptica, ilk olarak Wakabayashi
ve Egusa (1972) tarafindan Japon yilan baliklarinda (Anguilla japonica) ‘red spot” hastaligi
etkeni olarak rapor edilmistir. Patojen ayrica, i¢inde baltik ringasi (Clupea harengus
membras) (Lonnstrom vd., 1994), ¢ipura (Doménech vd., 1999), mandagéz mercan baligi
(Pagellus bogaraveo) (Lopez-Romalde vd., 2003), orange spotted grouper (Epinephelus
coioides) (Al-Marzouk, 1999) ve morina baliginin (Ferguson vd., 2004) da bulundugu
bir¢ok baliktan da izole edilmistir.

Ulkemizde, Avsever vd. (2012) Ege Bolgesi'ndeki kafeslerde yaptiklar1 calismada,
klinik olarak photobakteriozis semptomlar1 gosteren 104 adet levrek baligindan iki adet
Pseudomonas anguilliseptica bakterisi izole etmislerdir.

3

Son yapilan g¢alismalarda © winter disease’ sendromunun etkenlerinden birinin
Pseudomonas anguilliseptica oldugu kanitlanmis ve levrek baliginin da bu hastaliga karsi
hassas oldugu bildirilmistir (Berthe vd., 1995). Ps. anguilliseptica ile enfekte baliklarda
ag1z etrafinda, solungac kapaklarinda ve viicudun yanal kisimlarinda petesiyal hemorajiler
(pembe noktalar seklinde) meydana gelir (Austin ve Austin, 2007).

Bacillus cereus Enfeksiyonlari, Rusya ve A.B.D.’de sazan ve ¢izgili levreklerde

rapor edilmistir. Bacillus cereus solungaglarda ciiriimelere sebep olur ve buralardan izole

edilebilir (Baya vd., 1992).

1.3.5. Levreklerde Goriilen Parazitel Hastaliklar

Parazitel hastaliklar, baliklarin diger sekonder hastaliklara dayanikliklarini azaltig
icin bakteriyel hastaliklar ile birlikte degerlendirilmelidirler (kisisel iletisim Ogiit, 2012).
Balik parazitleri akuatik cesitliligin en 6nemli bilesenlerindendir ve kontrolleri balik
saglig1 acisindan oldukca onemlidir (Antonelli vd., 2012). Dogal ortamlarda parazitlerin
enfeste etme ve konaga zarar verme oranlar1 oldukca diisiiktlir fakat yetistiricilik yapilan

kafeslerdeki yogun balik populasyonlarina yayildiklarinda kisa silirede parazit
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patlamalarina, epizootiklere ve bdylelikle onemli ekonomik kayiplara sebep olurlar
(Naylor vd., 2000).

Karadeniz Bolge’sindeki levreklerde endemik olarak bulunan Diplectanum aequans
monogenean bir parazittir ve helmintlerden farkli olarak hayat dongiilerinde ara konaga
ihtiya¢c duymaz. Yayilimlar ve bolluklarini etkileyen en énemli abiyotik faktor sicakliktir
(Oliver, 1977; Ogut ve Uzun, 2012).

Cografik yayilimi olduk¢a genis olan Diplectanum aequans, levrek baliklarinin en
yaygin parazitidir (Paling, 1966; Oliver, 1977; Gonzalez-Lanza vd., 1991). Ulkemizde ilk
olarak Toksen (2007) tarafindan Ege Denizi’nde kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda rapor
edilmistir.

Diinyanin birg¢ok yerinde (Cecchini 1994; Dezfuli vd., 2007) ve Tiirkiye’de (Toksen,
2007) baliklarda mortaliteye neden oldugu rapor edilmistir. Ancak Stoskopf (1993)
raporunda agir monogenean enfeksiyonlarinda, parazitin solungaclara yapismasi ve
solungaclardan beslenmesinden otiirii epitel dokuda histopatolojik bozulmalar meydana
gelebilecegini ve dokunun ikincil fungal, bakteriyel veya viral enfeksiyonlara karsi
hassaslasabilecegini belirtmistir. Benzer sekilde Ogut ve Uzun (2012) Dogu Karadeniz’de
yaptiklart ¢alismada Diplectanum aequans’m (Wagener,1857) mortaliteye sebep
olmadigini, baliklarin kondisyon faktoriinli azaltarak ikincil hastaliklara (bakteriyel) kars
zay1f diisiirdiiglinii rapor etmislerdir.

Bazi mikroorganizmalar tek baslarina 6nemli bir hastaliga sebep olamazken diger bir
patojen ile birlikte ciddi problemlere sebep olabilirler. Bu nedenle bir¢ok c¢alismada,
parazitlerin baliklar1 bakteri gibi ikincil bir enfeksiyona kars1 daha hassas hale getirmedeki
muhtemel rolii lizerinde durulmaktadir (Cusack ve Cone, 1986; Busch vd., 2003; Sitja-
Bobadilla vd., 2006; Seppili vd., 2009). ikincil enfeksiyona duyarlilig1 arttirma direkt ve
indirekt olabilir. Direk rolde parazit, deride bakteriye giris yolu olabilecek yaralanmalara
sebep olabilir ya da bakteri igin bir tasiyic1 vazifesi gorebilir. Indirekt rolde ise parazit,
canliin bagisiklik sistemini zayiflatarak, onu bakteriyel enfeksiyonlara kars1 daha hassas
hale getirmis olur (Bandilla vd., 2006).

Trabzon Su Uriinleri Merkez Arastirma Enstitiisiince yapilan ¢alismada (Savas vd.,
2006), calismamiz1 gergeklestirdigimiz alanda Dactylogyrus sp. paraziti rapor edilmis olup

Karadeniz’de endemik bir tiir olan D. aequans rapor edilmemistir. D. aequans larval
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asamasi da g6z noktaciklarina sahiptir. Muhtemelen larval D. aequans ile Dactylogyrus sp.
karigtirilmistir.

D. aequans disinda rapor edilen balik dis paraziti yoktur. Ancak, Karadeniz’ de
levrek yetistiriciligi yapilan ciftliklerde 6zellikle kis aylarinda levreklerin yemlenmedikleri

donemlerde Trichodina paraziti yogun olarak gdzlenebilmektedir (Kisisel iletisim Ogiit,
2012).



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Cahismanin Yapildig1 Yer

Calismada kullanilan 6rnekler Ordu ve Trabzon illerindeki iki ayri isletmeye ait
kafeslerden elde edildi. Bunlardan ilki 1976 yilinda kurulan, Trabzon ilinin Yomra
Ilgesi’ndeki Karsusan Anonim Sirketi’dir (tezde ‘Yomra Isletmesi’ seklinde kisaltilarak
kullanilacaktir). Bu isletmenin 57 kafesten olusan ve 60,000 m?’lik alana sahip Yomra
tesislerinde (40° 57" 58" ve 40° 57' 49" Kuzey, 39° 51' 37" ve 39 ° 53" 44" Dogu) yilda 1,500
ton alabalik (Oncorhynchus mykiss) ve 300 ton levrek (Dicentrarchus labrax)
iiretilmektedir. Ikinci isletme Ordu ilinin Persembe ilgesinde bulunan Ozbek Su Uriinleri
Turizm Nakliyat Ingaat Ambalaj ve Yalitim Malzemeleri Sanayi ve Tic. Ltd. Sti.’dir (tezde
‘Persembe Isletmesi’ seklinde kisaltilarak kullanilacaktir). Bu isletme Persembe’de iki
fakli noktada ve toplamda 16,000 m”lik alanda (Sar1 burun mevkii ve Kisla 6nli mevkii)
yetistiricilik yapmaktadir. Sar1 burun mevkiinde yilda 100 ton alabalik ve 100 ton levrek ve

Kisla 6nii mevkiinde yilda 100 ton alabalik ve 100 ton levrek tiretimi yapilmaktadir.
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Sekil 1. Calismanin yapildig: yerler. Yomra ve Persembe Isletmeleri



29

2.2. Balik Materyali

Sekil 2. Levrek baligi (Dicentrarchus labrax)

Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda hastaliklara sebep olan
bakterilerin tanimlanmasi ve biiyiitme periyodu siiresince (Haziran-Aralik) ortaya
c¢ikislarinin belirlenmesi amaciyla Yomra ve Persembe’den toplam 476 adet levrek balig
temin edildi. Yomra Isletmesi’nden Haziran-Aralik 2011 tarihleri arasinda yapilan alt1 ayri
ornekleme sonucunda boylar1 5,6-36,9 cm ve agirliklar1 1,46-559,6 gr arasinda degisen
toplam 230 adet; Persembe Isletmesi’nden ise Haziran-Aralik 2011 tarihleri arasinda
yapilan alt1 ayr1 6rnekleme sonucunda boylar1 6-35,5 cm ve agirliklar 1,48-219 gr arasinda
degisen toplam 246 adet levrek bahig temin edildi. Isletmelerde 2009, 2010 ve 2011
yillarma ait levrek baliklariin bulundugu, hastalik belirtilerinin gézlendigi kafeslerden,
ortalama 15 adet balik kepgeyle almip buzlu straforlarda muhafaza edildi. isletmelerde
bireysel bakteri ve parazit 6rneklemesi yapildi. Her bir baligin boy ve agirliklar1 6l¢iildii.
Kondisyon faktorleri CF (kondisyon faktérii)=(Agirlik/(Boy®)*100) formiiliine gore
hesaplandi. Klinik belirtilere (renkte kararma, agiz etrafinda, operkulum iizerinde ve aniis
cevresinde lezyonlar, pelvik yiizgec kaidesinde hemoraji ve bazilarinda ekzoftalmus) sahip
olanlar oncelikle tercih edilmekle beraber, klinik belirtisi olmayan baliklar kafeslerden
rastgele 6rneklendi.

Yapilan tiim biyokimyasal ve molekiiler testler Karadeniz Teknik Universitesi Deniz
Bilimleri Fakiiltesi Balik Hastaliklar1 Laboratuvari’'nda gergeklestirildi. Bakteri

izolatlariin DNA dizi analizi ticari bir firmaya (Macrogen, Hollanda) yaptirildi.
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2.3. Hasta Baliklardan Bakteri izolasyonu

Kontaminasyonu oOnlemek amaciyla 6rneklerin dis ylizeyleri %70’lik alkol ile
temizlendi. Ventral ve lateral insizyonlar uygulanarak steril bir sekilde i¢ organlar agiga
cikarildi (Philips, 1988). On bobrekten ve dalaktan steril 6ze ile alman 6rnekler %1,5 NaCl
iceren MH Besiyerinde (Mueller Hinton) (Merck; 1.05437.0500) inokiile edildi. EKim
yapilan besiyerleri laboratuvara getirilerek 22-24°C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi. Ureme
olan besiyerlerinden saf koloniler elde edebilmek amaciyla %1,5 NaCl igeren MH

Besiyerlerine seyreltme yontemiyle yeni ekimler yapildi.

2.4. Bakterilerin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Icersinde %1,5 NaCl bulunan MH Besiyerinde kiiltiire edilen bakterilerin koloni
morfolojisi ve rengi belirlendi. Izolatlar daha sonraki islemlere kadar %15 gliserol igeren
TSB (Triptik Soy Buyyon) icerisinde - 80°C’de muhafaza edildi. Bakterilerin fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in kullanilan tim besiyerleri (TCBS hari¢) %1,5 NaCl
eklenerek hazirlandi ve izolatlar 24-25°C’de 24 saat inkiibe edildi.

2.5. Biyokimyasal Testler

1. Indol Uretimi; Pepton water (MERCK, Kat no; 1.07228.0500) ve Kovaks
kimyasali (MERCK, Kat no; 1.09293.0100) kullanildi. Pepton water iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak hazirlandi. Kovak kimyasalinin ilavesinin ardindan tiipiin st
kisminda olusan kirmizi halka pozitif sonug olarak kabul edildi (Koneman vd., 1997).

2. MRVP (Metil Kirmizis1 ve Voges-Proskauer); MR VP besiyeri (OXOID, Kat no;
CMO0043) kullanild1 ve fretici firmanin talimatlarin uygun olarak hazirlandi. Metil
kirmizist testi i¢in metil kirmizisi, Voges-Proskauer testi i¢in de potasyum hidroksit ve alfa
naftol ¢ozeltileri hazirlandi (alfa naftol ¢ozeltisi; 5 gr 1-Naphtol ve 100 ml etanol ile,
potasyum hidroksit ¢ozeltisi; 40 gr Potasyum hidroksit ve 100 ml saf su ile ). MR testinde

metil kirmizi ilavesinin ardindan olusan kirmizi renk olusumu pozitif, VP testinde
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potasyum hidroksit ve alfa naftol ilavesinin ardindan olusan iist kistmdaki pembe kirmizi
arasi renk olusumu pozitif sonug olarak kabul edildi (Demirbag ve Demir, 2005).

3. Sitrat Kullanimi; Simmon’s Citrate Agar (MERCK, Kat no; 1.02501.0500)
kullanild1 ve firetici firmanin talimatlarina uygun olarak hazirlandi. Yesil olan besiyeri
renginin maviye doniismesi sitratin kullanildigini gosterdi pozitif sonug olarak kabul edildi
(Demirbag ve Demir, 2005).

4. Fermentasyon; OF besiyeri (HIMEDIA, Kat no; M395) kullanildi ve tiretici
firmanin talimatlarina uygun olarak hazirlandi. Weyant vd. (1996) denizsel gram negatif
bakteriler i¢in ksiloz, laktoz, sukroz ve maltoz sekerlerinin kullanimini tavsiye etmislerdir.
Calismamizda bu sekerlere ek olarak galaktoz, arabinoz, mannoz, inositol, sorbitol ve
ramnozdan da asit ve gaz iiretimi testleri yapildi. Sar1 renk; asit pozitif, kabarcik olusumu;

gaz pozitiftir. Kullanilan seker diskleri Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Tanimlamada kullanilan seker diskleri

Sekerler Kisaltmasi Katalog kodu

Galaktoz Ga Hi Media; DD016
Maltoz Ma Hi Media; DD005
Sukroz Su Hi Media; DD013
Laktoz La Hi Media; DD004
Ksiloz Xy Hi Media; DD014
Arabinoz Ar Hi Media; DD001
Inositol Is Hi Media; DD027
Mannoz Mo Hi Media; DD007
Sorbital Sh Fluka; 93998

Ramnoz Rh Fluka; 93999

5. Katalaz; Katalaz iiretimi, kiiltiir tizerine %3’liikk H,O, (hidrojen peroksit) ilavesiyle
tespit edildi. Katalaz iireten bakteri kolonisi {izerinde kabarciklar olugtu. Bu durum pozitif
sonug olarak kabul edildi (Koneman vd., 1997).

6. Ureaz; Christensen’s Urea Agar (MERCK, Kat no; 1.08492.0500) kullanildi ve
dretici firmanin talimatlarina uygun olarak hazirlandi. Besiyerinin pembeye doniismesi
pozitif sonug olarak kabul edildi (Koneman vd., 1997).

7. Nitrat; Nitrat Buyyon (FLUKA, Kat no; 101068902) kullanildi ve iretici firmanin
talimatlarina uygun olarak hazirlandi. Griess Ilosvay ayiract (MERCK; 1.09023.0500)
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eklendikten sonra pembeye doniisen renk pozitif sonug olarak kabul edildi (Koneman vd.,
1997).

8. Sitokrom Oksidaz; Bactident Oxidase Strip (MERCK, Kat no; 1.13300.0001)
kullanildi. Sonuglar iiretici firmanin renk kartelasina gore degerlendirildi.

9. SIM (Sulfide Indole Motility); SIM Besiyeri (OXOID, Kat no; CMO0435)
kullanild1 ve iiretici firmanin talimatlarina gére hazirlandi. Besiyerinde gézlenen bulaniklik
hareket belirtisi olarak kabul edildi (Koneman vd., 1997).

10. KIA (Kligler Iron Agar); (MERCK, Kat no; 1.0391.0500) kullanildi ve iiretici
firmanin talimatlarina gore hazirlandi. Kirmizi slant ve deep (alkalin) laktoz
fermantasyonun olmadigini, kirmizi slant (alkalin) ve sar1 deep (asit) fermantasyonun
oldugunu fakat karbohidrat olarak laktoz kullanilmadigini, sar1 slant ve sar1 deep laktoz
fermantasyonunun oldugunu ve tiipin tabinindaki siyahlik ortamda H,S olustugunu
gosterdi (Koneman vd., 1997).

11. Sicaklik Tolerans1 Testleri; 4, 22, 37 ve 40°C’de bakteriler inkiibe edildi ve
sicaklik toleranslar1 belirlendi (Austin ve Austin, 2007).

12. Tuzluluk Toleransi Testleri; %0, 3, 6, 8 ve 10 NaCl’de bakterilerin biiyiimeleri
gozlendi (Koneman vd., 1997).

13. Vibriostatik Ajan Testi; 0129/10pg ve 150 pg disk® (OXOID, Kat no;
DDO0015T, DDO0014T) vibriostat ajanina hassasiyet ve duyarlhilik testi, disk difiizyon
yontemi kullanilarak yapildi. Vibrio cinsine ait bakterilerin diger gram negatif
bakterilerden 6zellikle Aeromonas tiirlerinden ayriminda kullanildi (Huq vd., 1992).

14. Segici Besiyerlerinin Denenmesi; TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Salts)
(MERCK, Kat no; 1.10263.0500) kullanildi ve tretici firmanin talimatlarina gore
hazirlandi. Bakterilerin olusturduklari renkler kayit edildi. Bakterilerin luminesans
ozelliklerini incelemek icin Photobacterium Buyyon (FLUKA, Kat no; 38719) kullanild:
ve Uretici firmanin talimatlarina gére hazirlandi. Aeromonas Starch DNA Agar (Himedia;
M1284) kullanild1 ve firetici firmanin talimatlarina goére hazirlandi. Biiylime 6zellikleri
belirlendi.

15. Antibiyogram Testleri; Izolatlarin antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi i¢in
Disk Difiizyon (Kirby-Bauer) yontemi ile 23 antimikrobiyal madde denendi (Tablo 7). Bu
amag i¢in 15 cm capli cam petriler icinde MH Besiyeri hazirlandi. Besiyerindeki 18-24

saatlik bakteri kolonilerinden 3-4 tanesi 6ze ile alinip, igerisinde 5 ml TSB bulunan tiipe
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siispanse edildi. 25°C’de iki saat inkiibe edildi. Inokulumun yogunluk standardizasyonunda
Mc Farland 0,5 Standartt baz alindi. Siispansiyon kullanilmadan once vorteksle
karistirilarak homojen olmasi saglandi. Svap siispansiyonun ig¢ine daldirildi ve i¢ kenarina
bastirilarak ¢ikarildi. Besiyerinin bir kenarindan baslandi ve siispansiyon yayildi. Besiyeri
yiizeyinin kurumasi igin bir dakika oda sicakliginda bekletildi. Antibiyogram diskleri (bir
petride en fazla 12 adet olacak sekilde yerlestirildi) aralarinda 2 cm mesafe olacak sekilde
steril pens yardimiyla besiyeri lizerine yerlestirildi. Hafifce iizerine bastirilarak besiyeriyle
tam temas saglandi. 25°C’de 24 saat inkiibe edildi. Zon ¢aplar1 bir cetvel yardimiyla

Olctliip kayit edildi (Koneman vd., 1997).

Tablo 7. Tanimlamada kullanilan antibiyogram diskleri ve miktarlari

Antibiyogram Kisaltmas1  Agirlik (ng/disk) Katalog kodu
Furazolidin Fr 50 OXOID;DbD28
Neomisin N 30 OXOID; CT0033B
Kanamisin K 30 OXOID;CT0026B
Florrenikal FFC 30 OXOID;CT1754B
Okzolinik asit OA 2 OXOID;CT0181B
Oksitetrasiklin oT 30 OXOID;CT0041T
Kloramfenikol Cc 30 OXOID;CT0013B
Tilmikosin TIL 15 OXOID;CT1756B
Norfloksasin NOR 10 OXOID;CT434B
Ofloksasin OFX 5 OXOID;CT0446B
Penisilin-G P 10 units OXOID;CT0043B
Streptomisin S 10 OXOID;CT0047B
Ampisilin AMP 10 OXOID;CT0003B
Trimetoprim W 1,25 OXOID;CT0057B
Nitrofurantion F 300 OXOID;CT0036B
Enroflaksasin ENR 5 OXOID;CT0639B
Eritromisin E 15 OXOID;CT0020B
Vankomisin VA 30 OXOID;CT0058B
Amoksilin AML 10 OXOID;CT00161B
Doksisiklin DO 30 OXOID;CT0018B
Sulfadiazin Sz 300 HIMEDIA;SD034
Siilfametoksazol-trimetoprim STX 25 OXOID;CT0052B

Kolistin Stlfat CT 25 OXOID;CT0065B
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2.6. Diplectanum aequans Parazitinin Orneklemesi

Parazit 6rneklemesi bakteri 6rneklemesi yapilan biitiin baliklardan yapildi. Her bir
baligin sag solungacinin ilk lameli alinarak %10’luk 1 ml formalin igeren tiiplere koyuldu.
Laboratuvar ortamina getirilen Orneklerin lam lamel arast preparatlar1 hazirlandi.
Mikroskop altinda 4x-100x biiyiitmede lamellerdeki monogenan parazitler sayildi.
Parazitin aylara bagh olarak yogunlugu, bollugu ve yaygmligi Ogut ve Uzun’un (2012)
aciklandig: gibi belirlendi.

2.7. Genetik Analizler

2.7.1. Total DNA izolasyonu

Baliklardan izole edilen bakterilerin total DNA izolasyonu TRI Reagent LS (Sigma-
Aldrich, Kat no; T3934) kullamilarak yapildi. Uretici firmanin talimatlarma uygun olarak
islem dort basamakta gergeklestirildi.

1. Ornegin hazirlanmasi; Her 10° hiicre igin 0,75 ml TRI Reagent LS kullanild.
Pipetle iyice karistirildiktiktan sonra faz ayrimi i¢in kloroform eklendi.

2. DNA’nin ¢oktiiriilmesi; Ara fazin iizerindeki sivi faz uzaklastirildi. Geride kalan
DNA ve organik fazin {lizerine, kullanilan her 0,75 ml TRI Reagent LS i¢in 0,3 ml % 1’ liik
etanol eklendi ve 2000 x g’de 5 dakika 2-8°C’de santrifiij edildi.

3. DNA’nin yikanmasi; Siipernatant uzaklastirildi. DNA pelleti iki kere 0,1 M
trisodyum sitrat ile yikandi ve 2000 x g’de 5 dakika 2-8°C’de santrifiij edildi. Her 1,5 ml
TRI Reagent LS icin 1,5-2 ml % 75’ lik etanolle DNA pelleti tekrar ¢oziindiiriildii ve 2000
x g’ de 5 dakika 2-8°C’de santrifiij edildi.

4. DNA’ nin ¢6ziindiiriilmesi; Siipernatant uzaklastirildiktan sonra DNA pelleti 5-15
dakika oda sicakliginda kurumaya birakildi. Yeteri kadar 8 mM NaOH eklenerek DNA’nin
tyice ¢oziindiiriildii. 2000 x g’de 5 dakika 2-8°C’de santrifiij edildi ve siipernatant yeni
tiipe transfer edildi.

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) asamasi i¢in elde edilen DNA soliisyonuna 0,1
M 66 ul HEPES (4-(2-hydroxyethy)-1-piperazineethanesulfonicacid) (Fluka; BioChemika,
Kat no; 83264) eklenerek pH 8,4’e ayarlandi.
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2.7.2. PCR Sartlar1 ve Goriintiileme ve Sekans Analizi

DNA’lar izole edildikten sonra ileri 16S-5F
5’TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ ve geri 16S-531 5’-
TACCGCGGCTGCTGGCAC-3’ tiniversal primerleri kullanilarak 16S rDNA geni PCR ile
cogaltilmistir.

PCR isleminde TopTaq Master Mix Kit (QIAGEN, Kat no; 200403) kullanildi ve
tiretici firmanin talimatlarina uygun olarak deney gergeklestirildi. PCR karisimin

bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. PCR karigiminin bilesenleri ve miktarlar1

PCR Bilesenleri Miktar
TopTaq Master Mix, 2X (1,25 unit TopTaq DNA Polimeraz, 1X PCR Buffer, her bir dANTP’

den 200 pl) 2wl
fleri Primer 2 ul
Geri Primer 2 ul
Rnaz/Dnaz Free Water 17 Wl
DNA Template 4 ul
Toplam 50 pl

Orneklerin 16S rDNA spesifik gen bolgelerinin ¢cogaltilmasinda Thermal Cycler (Bio
Rad, MJ Mini) kullanildi. PCR dongiileri TopTaq Master Mix Kit dongii protokoliine gore
tamamlands. Ilk olarak 94°C’de ii¢ dakikalik denatiirasyon islemi yapildi. Ardindan 94°C’
de 30 saniyelik denatiirasyon, 60°C’de 30 saniyelik yapisma, 72°C’de bir dakikalik uzatma
isleminin ardindan 72°C’de 10 dakikalik son uzatma ile islem tamamlandi. PCR
isleminden sonra ornekler 1xTAE tampon sisteminde % 1,5’lik agaroz jelde yiiriitiildii.
Ornekler etidium bromiir ile boyanarak (Doc-Print VX2,VILBER LOURMAT sisteminde)

gOriintli analiz edildi.
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2.7.3. PCR Uriinii’niin Saflastirilmasi

PCR iiriiniiniin saflastirilmasi isleminde hazir kite ait protokol uygulandi. Protokolde
DNA’nin PCR asamasindan sonra yikanilarak saflastirilmasi esas alindi. Islem igin
QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN, Kat no; 28104) kullanildi. Uretici firmanin
talimatlarina uygun olarak deney tamamlandi. Her 1 pl PCR diriinii i¢in 5 ul PB Buffer
eklendi. 75 pl PE Buffer ile yikanip 5 pl EB Buffer ile ¢oziindiiriildii. Uriinlerin
konsantrasyonu spektrofotometrede belirlendi ve kullanilana kadar - 80°C’de muhafaza
edildi.

Bakterilerin gen dizilimi direkt olarak saflastirilmis PCR {iriinii {izerinden ticari bir
firmaya (Macrogen, Hollanda) yaptirildi. Sekanslar gen bankast (www.ncbi.nlm.nih.gov)
adresinde yer alan Nucleotide Blast (blastn) programi kullanilarak karsilastirildi ve
homolojileri belirlendi (Tablo 15).

Calismada en sik izole edilen A. veronii, Ph. damselae subsp. damselae, V. harveyi,
V. vulnificus ve V. rotiferianus bakterilerinin filogenetik karsilagtirilmast MEGA versiyon
5 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) paket programi kullanilarak gerceklestirildi.
Dizi analizinden elde edilen 16S rDNA gen bolgesi dizisi MUSCLE ile hizalandi.
Hizalanmis dizilerin yine MEGA programinda ikili olarak evrimsel uzakliklari belirlendi

(Kumar vd., 2004) (Tablo 16, 17 ve 18).

2.8. Su Kalitesi Kriterleri

Haziran-Aralik 2011 tarihleri arasinda aylik olarak YSI 556 (Yellow Springs
Instruments Inc., Yellow Springs, OH, USA) probu ile kafeslerin etrafindaki yiizey

suyundan sicaklik, oksijen ve pH olgtimleri yapildi.



3. BULGULAR

3.1. Hasta Baliklarin Klinik ve Otopsi Bulgular

Bakteriyal balik patojenlerinin  dagilim ve ¢esitliligini belirlemek amaciyla,
orneklenen 476 adet baliktan 37’sinde (Persembe Isletmesi'nden 34 ve Yomra
Isletmesi’nden ii¢ adet) hastalik belirtisine rastlanmistir (Tablo 9). Persembe Isletmesi’ne
ait kafeslerden alinan enfekte baliklarin klinik muayenesi sonucunda; viicut yilizeyinde,
yiizgec diplerinde ve aniis etrafinda hemoraji, deride iilseratif lezyonlar, karin
boslugundaki sividan kaynakl sislik, gevsek kas dokusu, bagirsakta sar1 sivi, asirt sismis
0d kesesi, soluk karaciger, bobrek ve dalakta nddiiller ve gozlerde ekzoftalmus gibi
belirtiler gozlendi (Sekil 3). Yomra Isletmesi’ne ait kafeslerden alinan baliklardan sadece
ti¢ tanesinde dalakta nodiiller gbzlendi, geri kalan baliklarda herhangi bir hastalik belirtisi
tespit edilemedi.

Baligin dalak ve bobreginde nodiillerin olusmasi, hastaligin konakgiya (baliga)
yerlestigine isaret etmektedir, bu sebeple de en Onemli hastalik belirtisi olarak ayrica
degerlendirilmistir. Bobrek ve dalakta nddiiller, ilk olarak Temmuz ayinda Persembe
Isletmesi’nden &rneklenen 2010 ve 2011 yilma ait baliklarda saptandi. Son olarak ise Ekim
ayinda yine Persembe Isletmesi’nden 6rneklenen 2010 yilina ait baliklarda gozlendi.
Nodiilli bobrek ve dalak hasta baliklarda en yiiksek orana, Eyliil aymnda Persembe
Isletmesi’nden alinan 2011 yilma ait baliklarda ulastigi tespit edildi. Persembe Isletmesi
2009 yilina ait baliklarin1 Eyliil, Yomra Isletmesi de Ekim ayimda hasat etmistir. Geri kalan
donemlerden sadece Agustos aymda her iki isletmeye ait 2009 baliklarinin dalaklarinda
nodiil gozlendi. Ayrica Agustos ayr Yomra Isletmesi’ ne ait baliklarda semptomlarn
gozlendigi tek ay olarak belirlendi. Bir diger hastalik belirtisi olan ekzoftalmus ilk olarak
Agustos ayimda Persembe Isletmesi’ne ait 2010 ve 2011 baliklarinda gdzlendi. Bagirsakta
sar1 siv1 sadece Temmuz ayinda ve Persembe Isletmesi’ne ait 2010 ve 2011 baliklarinda
gozlendi. Sis karin Temmuz ve Agustos aylarinda Persembe Isletmesi’ne ait 2010
baliklarinda ve Agustos ve Eyliil aylarinda Persembe Isletmesi'ne ait 2011 baliklarinda
gozlendi (Tablo 9).



38

- e

g

InnlllIl[“Nl””ﬂm,|"”"”'”"'””’”w“”w”'"”'
8o, mooa2 3w 15

Sekil 3. Hasta baliklara ait klinik ve otopsi belirtileri a)Deride iilseratif lezyonlar, b)
Deride hemoraji, c)Ekzoftalmus, d) Bobrekte nodiiller e)Dalakta nodiiller,
bagirsakta sar1 siv1 ve solgun karaciger f) Damakta hemoraji




Tablo 9. Yomra ve Persembe Isletmeleri’nde kiiltiirii yapilan levrek baliklarinda gézlemlenen hastalik belirtileri ve aylara gore dagilimlari

Haziran Temmuz Agustos Eyliil Ekim Aralik

Y1l sinift (*) 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011 2009 2010 2011

A+tB A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B A+B

aTé’g’J?mbahk 10+12 15+21 10420 20+10 15+19 15+15 12+12 13+15 12+15 10+1 15+15 15+18 10+H 13+16 13+24 H+H 15+12 15+21
Bobrekte nodiil - - - - 0+ 0+6 -  0+3 0+6 - - 0+13 0+1 - - -
Dalakta nodiil - - - - 0+4 0+6 3+3 043 0+ - - 0+13 0+2 - - -
Solgun karaciger - 0+3 - - 0+1 - - - - 0+1 - - - - - -
Bagirsakta sar1 ) i ) i 0+3 045 i i i i i i i i i i
S1vV1

Gevsek kas - - - - 0+1 - - - - - - - - - - -
Sis karin - - - - 043 - - 0+2 042 - - 042 - - - )
Deride hemoraji - 0+1 - - 0+1 - - - - - 0+2 - 0+2 - -
Firlakgoz - - - - - - -0+l 042 - - - -0+l - )
Dolu 6d - - - -0+l - - - - - - - - - - )

(*)2009, 2010 ve 2011: 2009, 2010 ve 2011 yillarinda igletmeye alinan baliklar, sayisal degerler; balik adedi, H: hasat edilmis, o yila ait balik mevcut degil, A;Yomra ve
B; Persembe Isletmesi.

6€
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3.2. Izole Edilen Bakteri Suslar

Calismada levrek baliginin yetistirme evresini kapsayacak sekilde, alt1 ay sliresince
Persembe ve Yomra Isletmeleri’nden aylik drneklemeler yapildi. Baliklarin bobrek, dalak
ve karacigeriden (karacigerdern sadece bir ekim yapildi) toplam 137 bakteri izole edildi ve
bunlardan 123 adedi molekiiler ve biyokimyasal olarak tanimlandi. Tanimlanan tiirlerden
19 tanesi Yomra Isletmesi’nden, 104 tanesi Persembe Isletmesi’nden izole edildi. Dokuz
adedi baliklarda patojen olarak bilinen toplam 24 farkli bakteri tiirii bulundu. Bakteri en sik
olarak dalaktan izole edildi. Bobrekten yapilan 449 ekimden 63 bakteri izole edilmisken,
477 dalak ekiminden 73 bakteri izole edildi ayrica karacigerden yapilan tek ekimden de bir
bakteri izole edildi.

Yapilan 6rneklemeler sonucunda Aeromonas veronii %47,6 ile en sik izole edilen
patojen bakteri olarak tespit edildi (Tablo 10). Onu %14 ile Photobacterium damselae
subsp. damselae, %5 ile Vibrio vulnificus, %3,3 ile Vibrio rotiferianus ve %3,3 ile Vibrio
harveyi izlemistir.

A.veroniii ve Ph. damselae subsp. damselae sicakligin 24,5°C oldugu Eyliil ayinda;
V. vulnificus, V. rotiferianus ve V. harveyi sicakligin 24,5°C oldugu Eyliil ve 22,3°C ile
Temmuz aylarinda en boldur (Sekil 4.a).

A.veroniii bakterisi 2011 yilina ait baliklarda; Ph. damselae subsp. damselae 2010
yilina ait baliklarda; V. vulnificus 2011 yilina ait baliklarda; V. rotiferianus 2010 yilina ait
baliklarda (2011 yilina ait baliklardan izole edilememistir) ve V. harveyi 2011 yilina ait
baliklarda en sik olarak izole edilmistir (Sekil 4.a ve b).

Persembe Isletmesi’nde, bir kafesten izole edilen bakteri cesitliliginin en fazla
oldugu ay Temmuz’dur (25,2°C). Bu ayda bir kafesten en fazla sekiz farkl tiir izole edildi.
Bakteri ¢esitliliginin en az oldugu ay ise Haziran’dir (21,4°C). Persembe Isletmesi’ne ait

farkli kafeslerden izole edilen bakterilerin frekanslar1 Tablo 11°de verilmistir.
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Sekil 4. a) Hasta baliklardan izole edilen patojen bakterilerin aylara bagli olarak
dagilimlar1 b) 2010 yilina ait hasta baliklardan izole edilen patojen
bakterilerin aylara bagli olarak dagilimlari ¢) 2011 yilina ait hasta
baliklardan izole edilen patojen bakterilerin aylara bagli olarak
dagilimlari. Tiir teshisleri 16S rDNA analizi ile yapilmistir



Tablo 10. Calisma siiresince Yomra ve Persembe Isletmesi’nden &rneklenen hasta baliklardan izole edilen bakterilerin 16S rDNA sekans
analizine gore belirlenen tiirleri, sayilari, toplam bakteri tiirii igindeki ylizde degerleri, izole edildikleri istasyonlardaki yilizde
degerleri, izole edildikleri organlardaki ylizde degerleri ve balik i¢in patojen olup olmama durumlari

Bakteri tiirti Adet Oran Yomra Persembe Bobrek Dalak Karaciger Patojen

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Aeromonas veronii 58 47,6 3,5 96,5 42,1 56,1 1,8 +
Photobacterium damselae subsp. damselae 17 14 17,7 82,3 41,2 58,8 E- +
Vibrio vulnificus 6 5 16,7 83,3 33,3 66,7 E- +
Vibrio rotiferianus 4 3,3 - 100 50 50 E- +
Bacillus safensis 4 3,3 75 25 50 50 E- -
Vibrio harveyi 4 3,3 25 75 25 75 E- +
Bacillus thuringiensis 3 2,5 66,7 33,3 33,3 66,7 E- -
Pseudoalteromonas aliena 3 2,5 - 100 66,7 33,3 E- -
Bacillus antrachis 2 1,7 - 100 100 - E- -
Listonella anguillarum 2 1,7 - 100 - 100 E- +
Vibrio ponticus 2 1,7 100 - 100 - E- +
Pseudoalteromonas mariniglutinosa 2 1,7 - 100 100 - E- -
Pseudoalteromonas prydzensis 2 1,7 - 100 100 - E- -
Pseudomonas marincola 2 1,7 100 - 100 - E- -
Psychrobacter marincola 2 1,7 - 100 100 - E- -
Actinobacter sp. 2 1,7 - 100 50 50 E- -
Vibrio furnissii 1 0,8 - + + - E- +
Vibrio parahaemolyticus 1 0,8 + + - - E- +
Pseudoalteromonas byunsanensis 1 0,8 - + - + E- -
Enterovibrio coralii 1 0,8 - - + + E- -
Enterovibrio calviensis 1 0,8 - + + - E- -
Staphylococcus haemolyticus 1 0,8 - + - + E- -
Exiguobacterium profundum 1 0,8 - - + + E- -
Rheinheimera aquimaris 1 0,8 + + - - E- -
TOPLAM (sayisal deger) 123 19 104 56 67

Yomra ve Persembe, Bobrek, Dalak ve Karaciger; Yomra ve Persembe Isletlesi’nden, Bobrek, Dalak ve Karaciger’ den izole edilen bakterilerin yiizde olarak degerleri,
”+7; Pozitif sonug, ”-; Negatif sonug, E-; EKim yok

v



Tablo 11. Persembe isletmesi’nden izole edilen bakteri tiirlerinin kafeslere ve aylara gore dagilimi

Yil Bakteri Tiirleri

simfi Aylar n 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Haz 20 _ _ - - R - R - R - - - - R R - - - - - - - - -
Tem 5 5 1 2 2 - - - 1 - - - - 1 - - - - - 1 - 1 - - -

20011 AU 15 6 - - - - - 1 - - - o oo o1 -1 - - e
Byl 18 14 4 2 - - - oo oo Lo o1 - ..o
Ekm o4 - - - - - - - 1 - - - - - - - - - - - - - - -
Haz 271 2 - R - R - R - R - - - - - - - - - - - - - - -
Tem 2» 3 2 1 1 1 1 - - - - - 1 - - - - - - - 1 1 - - -

2000 AQU 15 2 2 - - oo oo oo Lo
Byl 15 1 2 - - 1 - - o o oo oo
Ekm 16 2 1 - - - o oo 1 - - ..o
Haz 12 - - R - R - R - R 2 - - - - - - - - - - - - - -
Tem 10 - 1 - - - - - 1 - - - 1 1 - 1 - - - - - - - 1 -

2009 AQU 12 - o L oo
Eyl
Ekm H

Bakteri tiirleri; 1: Aeromonas veronii, 2: Photobacterium damselae subsp. damselae, 3: Vibrio vulnificus, 4: Vibrio harveyi, 5: Vibrio rotiferianus , 6: Bacillus safensis 7:
Bacillus thuringiensis, 8: Pseudoalteromonas aliena, 9: Bacillus antrachis, 10: Listonella anguillarum, 11: Vibrio ponticus, 12: Pseudoalteromonas mariniglutinosa, 13:
Pseudoalteromonas prydzensis, 14: Pseudomonas marincola, 15: Psychrobacter marincola, 16: Actinobacter sp., 17: Vibrio furnissii ,18: Vibrio parahaemolyticus, 19:
Pseudoalteromonas byunsanensis ,20: Enterovibrio coralii, 21: Enterovibrio calviensis, 22: Staphylococcus haemolyticus, 23: Exiguobacterium profundum, 24:

Rheinheimera aquimaris, H: Hasat edildi.

1%
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3.3. Biyokimyasal Testler

Caligmada, elde edilen izolatlarin tamamina klasik biyokimyasal testler uygulandi.
Biitiin izolatlarin Aeromonas agarda, BHIA’da, MSA’da, 22°C’de ve %0 NaCl’de
bliylimelerinin pozitif; Photobacterium Buyyon’da biiylimelerinin negatif oldugu tespit
edildi (Izole edilen bakterilere uygulanan biyokimyasal test &rnekleri Sekil 5°de
verilmistir).

Aeromonas veronii izolatlarinin tamaminin katalaz aktivitesi, galaktoz, mannoz ve
maltozdan asit iiretimi ve 37°C biiyiime testleri pozitiftir. Izolatlarn % 89,7’sinin hareket,
% 98,3’1iniin oksidaz, % 81’inin TCBS’de biiylime (%81 sar1, %1,7 yesil) ve % 98,3 iiniin
Metil kirmizist testleri pozitiftir. Buna karsin A. veronii izolatlarinin tamaminin nitrat
indirgeme, H,S iiretimi ve inositol ile ramnozdan asit-gaz liretimi negatiftir (Tablo 12).

Photobacterium damselae subsp. damselae izolatlarinin % 82,4’tiniin oksidaz, %
88,3’linlin TCBS’ de biiyiime (%35,3’1i yesil,%53’1 sar1) ve % 88,2’sinin Metil kirmizist
testleri pozitiftir. Sekerlerden sadece mannozdan asit iiretimi vardir. Inositol, ksiloz,
sorbitol, ramnoz ve laktoz sekerlerinden asit tiretimi negatiftir (Tablo 12).

Vibrio vulnificus izolatlarinin tamaminin hareket, TCBS’de biiyliime, Metil kirmizist,
%3 NaCl’de ve 37°C’de biiyiime, galaktoz, mannoz ve maltozdan asit lretme testleri
pozitiftir. % 66,7’s1 indol pozitiftir. Bunun yaninda Voges Proskauer, sitrat kullanimi, HpS
liretimi, 6, 8 ve %10 NaCl’de ve 4°C biiyiime testleri negatiftir. Inositol, ksiloz ve
ramnozdan asit ve gaz iiretimi yoktur (Tablo 12).

Vibrio harveyi izolatlarinin Metil kirmizisi, 37°C biiylime, arabinoz, mannoz, sukroz
ve maltozdan asit iiretimi testleri pozitiftir. Bunun yaninda Voges Proskauer, indol, iire
kullanimi, nitrat indirgeme, %6, %8 ve %10 NaCl’de ve 4°C biiylime testleri negatiftir. %
75’inde TCBS’de biiyiime (%751 sar1) vardir. Inositol, ksiloz, ramnoz ve laktozdan asit ve
gaz iiretimi negatiftir (Tablo 12).

Vibrio rotiferianus izolatlarinin oksidaz, katalaz ve 37°C biiyiime ve galaktoz,
mannoz, sukroz ile maltozdan asit {iretmi testleri pozitiftir. Indol, H,S {iretimi, 6, 8 ve %10
NaCl’ de ve 40°C’de biiyiime testleri negatiftir. Izolatlarm % 50’sinde TCBS’de biiyiime
(%25 yesil, %25 sar1) vardir. Arabinoz, inositol, ksiloz, sorbitol, ramnoz ve laktozdan asit
ve gaz iiretimi negatiftir (Tablo 12).

Balik patojeni oldugu bilinen ve ¢alismada siklikla izole edilen A. veronii, Ph.

damselae subsp. damselae, V. wvulnificus, V. harveyi ve V. rotiferianus tiirlerinin
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biyokimyasal testlere bagli olarak tiir tayininin yapilabilme olasilig1 arastirildi. Oncelikle
toplamda 47 ¢esit biyokimyasal test arasindan en belireyici/ayirict bes test, Statistica
(versiyon 7) Programi’nda “Feature Selection and Variable Selection” modu kullanilarak,
% (Chi-Square) testi ile belirlendi. Buna gore katalaz (x> = 38,3; P<0.05), 0/129 (10 g
disk™) vibriostatik ajanina hassasiyet (y*> = 24,8; P<0.05), nitrat (x* = 23,3; P<0.05), H,S
iiretimi (x>= 21,5; P<0.05) ve indol (y*=20,1; P<0.05) testleri en etkili tiir belirleyici testler
olarak belirlendi. Sonra, yine Statistica Programi’nda Cluster Analizi yapilarak ilgili
dendogram elde edildi (Ek 1).

Izole edilen, Vibrio furnissii, Vibrio parahaemolyticus, Pseudoalteromonas
byunsanensis, Enterovibrio coralii, Enterovibrio calviensis, Staphylococcus haemolyticus,
Exiguobacterium profundum ve Rheinheimera aquimaris tiirlerine ait biyokimyasal test

sonuclar1 Tablo 13°de verilmistir.



46

FERE ;}4' |

Indol testi

Simmons Sitrat

b J
»Ni ‘ -

Nitrat indirgeme

Metil kirmizisi

Sekil 5. Izole edilen bakterilere uygulanan biyokimyasal test érnekleri




Tablo 12. Yomra ve Persembe Isletmeri’nden drneklenen hasta baliklardan izole edilen tiirlere ait biyokimyasal testlerin sonuglari. Biitiin

testlerin sonuglar1 24-25°C’de 24 saat sonra degerlendirilmistir (farkli sicakliklarda biiytime testleri haric)

Ozellikler 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Hareket 89,7 41,2 100 25 50 0 33,3 0 0 0 0 50 0 50 50 100
Gr. Boyama - - - - - + + - + - - - - - - -
Oksidaz 98,3 82,4 83,3 75 100 50 66,7 100 0 100 100 50 100 100 100 100
Katalaz 100 53 33,3 75 100 75 100 0 100 50 50 50 50 100 100 100
TCBS 81 88,3 100 75 50 25 100 0 100 100 100 0 0 0 50 100
Aeromonas 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
BHIA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Photabact. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MSA 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
96,5 82,4 66,7 75 75 100 100 100 100 50 100 100 100 100 100
Of129-10ug W oo Mmoo W o H® H H HH)
77,6 76,4 66,7 75 75 100 100 100 100 50 100 100 100 100 100
0/129-150ng W oo 2w o o M H ® H® H H HH)
VP 12 0 0 0 0 0 33,3 33,3 0 0 0 0 0 0 0 0
MR 98,3 88,2 100 100 75 50 100 33,3 100 0 100 0 0 0 50 100
indol 10,4 0 66,7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 50 0 50 0
Ureaz 3,5 35,3 16,7 0 50 25 0 0 0 0 0 0 0 50 50 100
Nitrat red. 0 35,3 33,3 0 25 0 0 0 0 100 0 0 0 0 0 0
Sitrat 19 17,7 0 25 50 0 0 0 0 0 50 50 100 100 50 50
H,S 0 0 0 25 0 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0
%0 NaCl 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
%3 NaCl 71 94,1 100 75 75 100 100 100 100 100 100 100 100 50 100 50
%6 NaCl 10,3 17,7 0 0 0 50 33,3 100 50 100 0 100 100 50 50 0
%38 NaCl 6,9 11,8 0 0 0 50 0 33,3 0 50 0 100 50 0 50 0
%10 NaCl 3,4 0 0 0 0 50 0 0 0 0 0 50 0 0 0 0
4°C Biiytime 3,4 11,8 0 0 25 0 0 66,7 0 0 0 0 50 100 0 50
22°C Biiytime 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Ly



Tablo 12’nin devami

37°C Biiyiime 100 94,1 100 100 100 75 100 33,3 100 100 100 50 100 100 50 100
40°C Biiyiime 55 35,3 83,3 75 0 75 66,7 0 100 0 50 0 0 50 50 100
Galaktoz asit 100 87,5 100 25 100 25 66,7 33,3 E- 100 100 0 50 0 100 100
Galaktoz gaz 87,5 68,8 33,3 0 75 25 0 0 E- 100 0 0 0 0 50 100
Arabinoz asit 6,3 25 16,6 100 0 25 0 0 E- 0 0 50 50 0 50 100
Arabinoz gaz 6,3 0 16,7 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 0 50
Mannoz asit 100 100 100 100 100 25 100 66,7 E- 100 100 100 100 0 100 100
Mannoz gaz 100 75 50 25 75 25 33,3 33,3 E- 0 0 0 0 0 50 50
Sukroz asit 93,8 62,5 83,3 100 100 25 0 100 E- 100 0 100 100 0 100 100
Sukroz gaz 87,5 50 50 25 25 25 0 33,3 E- 0 0 0 0 0 50 100
Maltoz asit 100 93,8 100 100 100 0 100 66,7 E- 100 100 0 100 50 100 100
Maltoz gaz 100 75 33,3 25 75 25 0 33,3 E- 0 0 0 0 0 50 100
Inositol asit 0 0 0 0 0 0 0 0 E- 0 0 0 0 0 0 100
Inositol gaz 0 0 0 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 0
Ksiloz asit 6,3 37,5 0 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 50 100
Ksiloz gaz 6,3 0 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 0 0
Sorbitol asit 18,8 0 16,7 75 0 0 0 0 E- 100 0 0 0 0 0 0
Sorbitol gaz 18,8 0 16,7 25 0 25 0 33,3 E- 0 0 0 0 0 0 0
Ramnoz asit 0 0 0 0 0 0 0 33,3 E- 0 0 0 0 0 0 0
Ramnoz gaz 0 0 0 0 0 25 0 33,3 E- 0 0 0 0 0 0 0
Laktoz asit 12,5 6,3 16,7 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 50 0
Laktoz gaz 11,8 0 16,7 0 0 25 0 0 E- 0 0 0 0 0 0 0

Bakteri tiirleri; 1: Aeromonas veronii, 2: Photobacterium damselae subsp. damselae, 3: Vibrio vulnificus, 4: Vibrio harveyi, 5: Vibrio rotiferianus , 6: Bacillus safensis 7:
Bacillus thuringiensis, 8: Pseudoalteromonas aliena, 9: Bacillus antrachis, 10: Listonella anguillarum, 11: Vibrio ponticus, 12: Pseudoalteromonas mariniglutinosa, 13:
Pseudoalteromonas prydzensis, 14: Pseudomonas marincola, 15: Psychrobacter marincola, 16: Actinobacter sp., (H); Hassasiyet,(D); Direngli, Oksidaz: oksidaz
aktivitesi, Katalaz: Katalaz aktivitesi, TCBS: TCBS’ de biiyiime, Aeromonas: Aeromonas Agar’da biiyiime, BHIA: BHIA’ da biiyiime, Photobacterium: Photobacterium
Buyyon’ da biiyiime, MSA: Marine Salt Agar’ da biiyiime, O 129/10 ve O 129/150: 0/129 (10 pg disk™) ve 0/129 (150 pg disk™) vibriostatik ajanmna hassasiyet, V/P:
Voges proskauer, MR: Metil Kirnuzis1, Indol: indol aktivitesi, Ure: Ureaz aktivitesi, Nitrat red.: Nitrat indirgeme, Sitrat: Sitrat kullanimi, H,S: Hidrojen siilfiir {iretimi, %
0, 3, 6, 8 ve 10 NaCl’ de biiylime, 4, 22, 37 ve 40 °C’ de biiylime, +: Pozitif, -: Negatif, E-; EKim yok.

8y



Tablo 13. Yomra ve Persembe Isletmeleri’nden &rneklenen hasta baliklardan izole edilen (sadece tek izolat olanlar) tiirlere ait biyokimyasal
test sonuglar1 (+ ve - olarak). Biitiin testlerin sonuglar1 24-25°C’de 24 saat sonra degerlendirilmistir (farkli sicakliklarda biiyiime

testleri harig)

Ozellikler 17 18 19 20 21 22 23 24
Hareket + - - + - - + -
Gr. Boyama - - - - - + + -
Oksidaz + + + + + - - +
Katalaz + - - + + + + -
TCBS - + - + + + + -
Aeromonas + + + + + + + +
BHIA + + + + + + + +
Photabact. - - - - - - - -
MSA + + + + + + + +
0/129-10pg (H) (H) (H) (D) (D) (H) (H) (D)
0/129-150ug (H) (H) (H) (D) (D) (H) (H) (D)
VP - - - - - - - -
MR + + - - + - + -
Indol - - - + - - - -
Ureaz - - - - + - - +
Nitrat red. - - - + + - - -
Sitrat + - - - - - - -
H,S - - - - - - - -
%0 NaCl + + + + + + + +
%3 NaCl + + + + + + + +
%6 NaCl - - + - - + + -
%8 NaCl + - +

%10 NaCl - - + - - + -

6v



Tablo 13’{in devami

4°C

22°C

37°C

40°C
Galaktoz asit
Galaktoz gaz
Arabinoz asit
Arabinoz gaz
Mannoz asit
Mannoz gaz
Sukroz asit
Sukroz gaz
Maltoz asit
Maltoz gaz
Inositol asit
Inositol gaz
Ksiloz asit
Ksiloz gaz
Sorbitol asit
Sorbitol gaz
Ramnoz asit
Ramnoz gaz
Laktoz asit
Laktoz gaz

+ + + + +

+ + + + + +

+ +

+ +

+ + +

+ +

+ + +

+ + +
+ + +
+ + +
+ + -
- + -
+ + -
+ - -
+ + -
+ - -
+ + -
+ - -
- + -
+ - -

Bakteri tiirleri; 17: Vibrio furnissii ,18: Vibrio parahaemolyticus, 19: Pseudoalteromonas byunsanensis ,20
Staphylococcus haemolyticus, 23: Exiguobacterium profundum, 24: Rheinheimera aquimaris, +: Pozitif, -: Negatif

. Enterovibrio coralii, 21: Enterovibrio calviensis, 22:

05
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3.4. Antibiyogram Testleri

Beklenildigi iizere tiirler arasinda antibiyogram farkliliklar1 oldugu gibi tiir i¢inde de
oldukga yiiksek antibiyogram farkliliklari tespit edilmistir.

Aeromonas veronii’nin biitiin  izolatlar1 furazolidin, florfenikol, neomisin,
norfloksasin, ofloksasin, enroflaksasin, eritromisin ve doksisikline kars1 farkli oranlarda
direclilik (medyan, maksimum ve minimum degerleri sekizden biliyiik olan suslar farkli
oranlarda direngli olarak kabul edildi) gosterdi. Oksitetrasiklin, amoksilin ve
stilfametoksazol-trimetoprim’e karst direngli suslarin olmasimin yaninda hassas (medyan,
maksimum ve minimum degerleri sifir olan suslar hassas olarak kabul edildi) suslarin da
oldugu belirlendi (Tablo 14). A.veronii suslari penisilin-G, streptomisin, ampisilin ve
amoksiline hassasiyet gosterirken, sadece dort sus bu antibiyotiklerin iigline birden, farkli
oranlarda direnglilik gosterdi. Bu dort sustan sadece bir tanesi de penisilin-G, streptomisin,
ampisilin ve amoksilinin yaninda tilmikosin ve vankomisine karsi da direnglilik gosterdi.

Photobacterium damselae subsp. damselae izolatlarimin tamami furazolidin,
florfenikol, kloramfenikol, enroflaksasin, eritromisin ve nitrofurationa kars1 farkl
oranlarda direnglilik gosterdi. Oksitetrasiklin, amoksilin, doksisikline ve siilfametoksazol-
trimetoprim’e karsi direngli suslarin olmasinin yaninda hassas suslarin da oldugu belirlendi
(Tablo 14). Ph. damselae subsp. damselae izolatlar1 siilfadiazine karsi hassasiyet
gosterirken sadece iki su¢ bu antibiyotige karsi1 farkli oranlarda direnglilik gdsterdi. Bunun
yanisira sadece bir sus diger biitlin suslarin direnglilik gosterdigi kanamisin, neomisin,
norfloksasin, oflaksasin, enroflaksasin, eritromisin ve kolsitin-siilfat antibiyotiklerine karsi
hassasiyet gosterdi.

Vibrio vulnificus izolatlarinin tamaminin furazolidin, siilfadiazin, kanamisin,
florfenikol, neomisin, kloramfenikol, norflaksasin, ofloksasin, penisilin-G, ampisilin,
amoksilin, enroflaksasin, eritromisin, nitrofurantion, doksisiklin ve siilfametoksazol-
trimetoprime kars1 farkli oranlarda direnglilik gosterdi. Bunun yanisira diger biitiin suglarin
hassasiyet gosterdigi vankomisin antibiyotigine karsi sadece bir sus direnglidir (Tablo 14).

Vibrio harveyi izolatlarinin tamami florfenikol, neomisin, oksitetrasiklin,
kloramfenikol, norfloksasin, ofloksasin, streptomisin, enroflaksasin, eritromisin ve
doksisikline karst farkli oranlarda direnclilik gosterdi. Bunun yaninda amoksilin ve

stilfametoksazol-trimetoprim ve kolitsin-siilfata kars1 degisken cevaplar verdi (Tablo 14).
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V. harveyi izolatlarinin tamami ampisilin ve amoksiline karsi hassasiyet gosterirken sadece
bir susg heriki antbiyotige kars1 farkli oranlarda direclilik gosterdi.

Vibrio rotiferianus izolatlarinin tamami furazolidin, kanamisin, florfenikol, okzolinik
asit, neomisin, oksitetrasiklin, norfloksasin, ofloksasin, enroflaksasin, eritromisin,
nitrofurantion, doksisiklin, stilfametoksazol-trimetoprim ve Kolitsin-siilfata kars1 farkli
oranlarda direnclilik gdsterdi. Bunun yaninda amoksiline kars1 degisken sonuglar verdi.
Biitiin suslarin vankomisine karsi direngli olmadigi belirlendi (Tablo 14). V. rotiferianus
izolatlarinin tamami ampisilin ve penisilin-G’ye hassasiyet gosterirken sadece bir sus her
iki antibiyotige kars1 farkli oranlarda direnclilik gosterdi.

Yukarida biyokimyasal testlerde oldugu gibi, calismada yogun olarak izole edilen A.
veronii, Ph. damselae subsp. damselae, V. vulnificus, V. harveyi ve V. rotiferianus
tiirlerinin antibiyogram testlerine bagli olarak tiir tayininin yapilabilme olasilig1 arastirildi.
Oncelikle toplamda 23 cesit antibiyotik diski arasindan en belireyici/ayirict bes tanesi,
Statistica (versiyon 7) Programi’nda ‘Feature Selection and Variable Selection’ modu
kullamilarak, y® testi ile belirlendi. Buna gore oksitetrasiklin (x> = 94,6; P<0.05),
nitrofurantion (x> = 84,3; P<0.05), doksisiklin (x> = 80,8; P<0.05), okzolinik asit (3° = 78;
P<0.05) ve Kolistin-siilfat (x> =67,8; P<0.05) antibiyotikleri en etkili tiir belirleyici
antibiyotikler olarak belirlendi. Sonra, yine Statistica Programi’nda Cluster Analizi

yapilarak ilgili dendogram elde edildi (Ek 2).



Tablo 14. izole edilen bakterilerin antibiyogram degerleri. Antibiyogram testleri i¢in % 1,5 NaCl iceren MH Agar kullanildi. Biitiin testlerin
sonuglar1 24-25°C’de 24 saat sonra degerlendirilmistir

Aeromonas veronii

Fr Sz K FFC OA N oT C TIL NOR OFX P S AMP W AML ENR E VA F DO SXT CT
Med 37 O 12 30 9 16 13 10 O 19 20 0 0 0 0 0 21 16 0 35 15 14 22
%25 32 0 10 27 2 15 11 9 0 18 18 0 0 0 0 0 19 15 0 33 14 10 20
%75 40 O 15 34 10 18 15 15 0 22 22 0 0 0 24 0 25 19 0 38 16 23 24
Min 21 0 0 7 0 10 O 0 0 14 16 0 0 0 0 0 0 9 0 20 11 0 0
Mak 45 30 26 48 28 30 3B 37 20 33 34 35 14 34 33 33 31 28 22 45 38 40 30

n 58 57 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58

Photobacterium damselae subsp. damselae

Med 25 0 16 20 19 17 8 19 27 24 16 8 20 0 19 25 14

0 25 14 0 19
%25 23 0 14 15 0 16 8 15 0 18 18 9 0 13 0 10 18 11

8

0

24 13 0 16
%75 32 0 18 32 25 18 26 32 31 28 19 10 26 24 24 27 17 27 20 30 21
Min 21 0 0 12 0 0 0 9 0 0 0 0 0 0 0 8 8 13 0 0 0

Mak 39 36 26 44 38 21 37 42 27 43 43 29 19 38 31 40 42 32 21 34 40 35 28
n 17 16 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17 17

Vibrio vulnificus

Med 26 32 135 36 285 135 315 39 14 335 335 145 35 175 125 18 29 23
%25 24,3 28 13 32 19 13 27,3 35 35 248 233 115 O 15 3 17 208 23
%75 30 36 14,8 40 32 15,5 3655 415 14 348 37 16 78 23 153 22,8 358 253 318 325 30 13,5
Min 20 22 12 14 0 12 9 13 0 19 19 10 0 14 0 15 19 15 23 13 29 0
Mak 37 45 26 41 36 22 41 47 15 42 39 21 16 27 26 29 39 27 10 33 33 31 21
n 6 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6

30 29 30 0
245 26,3 30 0

Vibrio harveyi

Mak 31 23 21 37 33 21 39 40
n 3 3 3 3 3 3 3 3

39 34 32 12 37 16 40 37 18 13 29 33 31 15

Med 20 0 13 30 20 17 28 28 0 20 19 0 11 0 13 0 22 17 0 18 26 25 8
%25 10 0 65 21 10 15 25 235 0 16,5 18 0 95 0 65 0 185 155 O 9 24 125 4
%75 255 115 17 335 26,5 19 335 34 4 295 265 16 11,5 185 145 20 295 175 65 235 295 28 115
Min 0 0 0 12 0 13 22 19 0 13 17 0 8 0 0 0 15 14 0 0 22 0 0

8
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Tablo 14’in devami

Vibrio rotiferianus

Med 30,5 10 185 30 16 175 13 17 0 27 22 0 45 0 8 55 225 195 0 295 175 205 185
%25 275 0 16 27,3 10 165 11 825 0 255 203 O 0 0 0 0 203 173 0 27 16,3 12,8 16,5
%75 35 22,3 19 31 225 188 178 253 25 278 253 63 9 7,5 19,3 153 255 215 O 34 198 26,8 22
Min 26 0 10 22 10 15 11 0 0 21 18 0 0 0 0 0 20 15 0 24 14 0 15
Mak 41 29 19 31 24 21 26 32 10 30 32 25 9 30 29 28 30 23 0 43 25 35 28

n 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Bacillus safensis

Med 29,5 35 185 30 175 16,5 29 13 135 22 22,5 25 5 26 23 27 25 25 215 19 315 375 75
%25 253 325 163 285 68 14 258 75 11 16,5 135 208 O 23 15 23 158 22 20,3 16 28,3 345 0
%75 31,3 395 215 32 26,3 21 31,3 20,3 195 27 315 27 10 29 28 298 343 27 22,3 225 333 425 18
Min 17 30 14 27 0 14 22 0 11 12 12 11 0 17 0 14 15 19 18 13 23 33 0
Mak 32 44 26 34 27 27 32 33 30 30 33 30 10 35 34 35 35 27 23 27 34 50 27

n 4 3 4 3 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Bacillus thuringiensis

Med 36 0 9 37 10 15 13 9 0 21 26 0 0 0 0 0 26 26 0 34 17 24 19
%25 32 0 45 345 5 15 12 9 0 205 225 0 0 0 0 0 24 23 0 29 155 18 9,5
%75 415 15 15 40,5 20,5 185 175 20 115 245 265 75 65 135 14 135 285 28 10 41 215 265 235
Min 28 0 0 32 0 15 11 9 0 20 19 0 0 0 0 0 22 20 0 24 14 12 0
Mak 47 30 21 44 31 22 22 31 23 28 27 15 13 27 28 27 31 30 20 48 26 29 28

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Pseudoalteromonas aliena

Med 23 0 18 9 22 20 9 11 18 22 27 18 9 28 0 28 30 22 17 15 20 0 23
%25 215 0 175 45 11 20 45 95 155 11 135 17 45 275 0 275 20 165 14 14 17 0 22
%75 23 5 19 115 255 20 18 125 19 25 305 205 11 32 0 315 325 26 175 155 24 0 25
Min 20 0 17 0 0 20 0 8 13 0 0 16 0 27 0 27 10 11 11 13 14 0 21
Mak 23 10 20 14 29 20 27 14 20 28 34 23 13 36 0 35 35 30 18 16 28 0 27

n 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
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Tablo 14’in devami

Bacillus anthrachis

Ot 42 0 5 315 0 175 125 95 O 19 185 0 0 0 0 0 19 15 0 355 15 125 235
Min 40 O 0 31 0 6 12 9 0 17 16 0 0 0 0 0 19 15 0 31 15 12 22
Mak 44 0 10 32 0 19 13 10 O 21 21 0 0 0 0 0 19 15 0 40 15 13 25

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Listonella anguillarum

Ot 33 0 17 365 355 17 31 415 0 40 325 0 75 0 245 35 355 185 0 315 30 375 0
Min 32 0 17 3% 3% 15 30 38 0 40 32 0 7 0 21 0 33 17 0 30 29 37 0
Mak 34 O 17 38 36 19 32 45 0 40 33 0 8 0 28 7 38 20 O 33 31 38 0

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Vibrio ponticus

ot 22 0 165 215 255 14 115 215 85 305 255 45 12 11 125 55 29 13 0 22 225 16 14
Min 21 O 16 13 24 14 O 12 8 27 24 0 12 8 0 0 28 12 0 21 18 0 12
Mak 23 0 17 30 27 14 23 31 9 34 27 9 12 14 25 11 30 14 0 23 27 32 16

n 2 0 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Pseudoalteromonas mariniglutinosa

Oort 215 O 15 45 11 16 8 5 145 95 115 7 5 125 0 175 185 25 10 95 17 O 22,5
Min 21 0 13 0 0 14 6 0 10 0 0 0 0 0 0 10 9 22 9 9 16 0 20
Mak 22 0 17 9 22 18 10 10 19 19 23 14 10 25 0 25 28 28 11 10 18 0 25

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Pseudoalteromonas prydzensis

Ot 24 5 16 5 135 17 155 105 125 135 15 10 5 13 0 14 22 255 11 125 255 O 24,5
Min 22 0 14 0 0 17 0 7 1 0 0 0 0 0 0 0 10 23 11 10 17 O 22
Mak 26 10 18 10 27 17 31 14 14 27 30 20 10 26 0 28 34 28 11 15 34 0 27

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Pseudomonas marincola

ot O 0 245 45 0 225 25 13 0 165 155 0 0 155 0 20,5 13 0 0 0 235 0 26
Min 0 0 24 0 0 2 24 12 0 16 15 0 0 15 0 19 13 0 0 0 23 0 25
Mak 0 0 25 9 0 23 26 14 O 17 16 0 0 16 0 22 13 0 0 0 24 0 27

n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2

GS



Tablo 14’in devami

Psychrobacter marincola

Ot 27 O 18 21 5 22 6 55 8 185 18 45 0 75 95 7 215 25 105 275 11 95 26
Min 12 0 9 0 0 16 0 0 8 12 10 0 0 0 0 0 16 240 18 8 0 22
Mak 42 0 27 42 10 28 12 11 8 25 26 9 0 15 19 14 27 26 21 37 14 19 30
n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Actinobacter sp.

Ot 35 0 65 30 45 145 12 125 0 19 24 0 0 0 0 0 185 15 0 38 155 0 215
Min 31 0 0 28 0 11 10 9 0 16 19 0 0 0 0 0 16 14 0 36 15 0 21
Mak 39 0 13 32 9 18 14 16 O 22 29 0 0 0 0 0 21 16 0 40 16 O 22
n 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Diger bakteriler

1 24 - 15 8 18 15 25 8 25 18 0 0 22 15 23 21 0O 17
2 24 - 13 36 20 19 23 3B 0 21 17 0 8 0 17 0 22 20 O 25 24 26 18
3 30 0 17 100 27 19 31 16 15 25 26 12 10 23 0 33 30 28 12 15 32 O 25
4 24 25 27 33 38 22 41 38 11 38 37 27 19 25 11 26 36 24 11 26 40 27 24
5 24 32 22 37 39 24 34 44 19 44 43 27 14 26 15 31 45 25 13 33 3 34 30
6 19 0 18 30 11 23 26 30 28 20 25 44 11 45 28 54 27 30 25 26 32 36 10
7 27 38 21 6 25 22 32 13 20 25 28 40 11 44 0 43 31 17 23 26 34 32 9
8 29 0 17 22 0 5 29 11 9 0 10 0 0 11 0 12 15 18 0 9 3r 0 25

Diger bakteriler; 1; Vibrio furnissii 2; Vibrio parahaemolyticus 3; Pseudoalteromonas byunsanensis 4; Enterovibrio coralii 5; Enterovibrio calviensis 6; Staphylococcus
haemolyticus 7; Exiguobacterium profundum 8; Rheinheimera aquimaris, Med; medyan, Min; minimum deger, Mak; maksimum deger, % 25; Birinci ¢eyrek, %75;
Ucgiincii ceyrek, n; 6rnek sayisi, Ort; ortalama

99
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3.5. Molekiiler Analizler

Calismada, elde edilen 137 bakteri susundan 123 tanesi 16S rDNA analizi
kullanilarak tanimlanmistir. Digerleri ise biyokimyasal testler yapilmasina ragmen, DNA
izolasyonuna ya da dizi analizine olumsuz yanit vermislerdir. Sekans sonuglar1 gen bankasi
(www.nchi.nlm.nih.gov) adresinde yer alan Nucleotide Blast (blastn) programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Maksimum identifikasyon degerleri Tablo 15°de verilmistir.

Tiir icindeki evrimsel farkliliklar MEGA versiyon 5 programi kullanilarak
aragtirtlmistir. Calismada izole edilen A.veronii suslari ile kullanilan referans susu
(ref[INR_044845.1] Aeromonas veronii 16S ribosomal RNA, complete sequence, U.K.)
arasinda 16S rDNA gen bolgesi dizilimine gore herhangi bir evrimsel farklilik yoktur.
Benzer sekilde V.harveyi suslari ile kullanilan referans susu (ref]NR 043165.1| Vibrio
harveyi strain NCIMB1280 16S ribosomal RNA partial sequence) arasinda 16 rDNA gen
bolgesi dizilimine gore herhangi bir evrimsel farklilik yoktur.

Ph. damselae subsp. damselae suslar1 ve referans susu (refflNR _040831.1|
Photobacterium damselae subsp. damselae strain ATCC33539 16S ribosomal RNA,
complete sequence) arasinda 16S rDNA gen boélgesi dizilimi incelendiginde bir susun (
64bp susu) diger Ph. damselae subsp. damselae suslarindan ve referans susundan 0,004
farkli oldugu goriilmektedir (Tablo 16).

V. rotiferianus suslar1 ve referans susu (ref[NR 042081.1| Vibrio rotiferianus strain :
LMG 21460 16S ribosomal RNA complete sequence) arasinda 16S rDNA gen bdlgesi
dizilimi incelendiginde, V. rotiferianus suslarnin iki gruba ayrildigi goriilmektedir. Ilk
grup (58bp ve 58dp) referans susunda 0,005; ikinci grup da (147bp ve 147dp) referans
susundan 0,002 farklidir (Tablo 17).

V.vulnificus suslar1 ile kullanilan referans susu (ref[NR_074889.1| Vibrio vulnificus
CMCPG6 strain CMCP6 16S ribosomal RNA complete sequence) arasinda 16S rDNA gen
bolgesi dizilimine gore; 164bp susu ile referans susu aymidir. Ayrica 71dp ve 78dp suslari
aynidir. 82bp1 susu hem referans susundan hem de diger V.vulnificus suslarindan oldukga
farklidir (Tablo 18).
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Tablo 15. DNA dizi analizi sonuglarinin gen bankasi (www.nchi.nlm.nih.gov) adresinde
yer alan Nucleotide Blast (blastn) programi kullanilarak belirlenen maksimum
identifikasyon degerleri

Maksimum Identifikasyon

Tiirler
> %99 > %98
Aeromonas veronii 52 6
Photobacterium damselae subsp. damselae 17 -
Vibrio vulnificus 6 -
Vibrio rotiferianus 4 -
Bacillus safensis 4 -
Vibrio harveyi 3 -
Bacillus thuringiensis 2 1
Pseudoalteromonas aliena 2 1
Bacillus antrachis 2 -
Listonella anguillarum - 2
Vibrio ponticus 1 1
Pseudoalteromonas mariniglutinosa 2 -
Pseudoalteromonas prydzensis 1 1
Pseudomonas marincola 2 -
Psychrobacter marincola 2 1
Actinobacter sp. - 2
Vibrio furnissii 1 -
Vibrio parahaemolyticus - 1
Pseudoalteromonas byunsanensis - 1
Enterovibrio coralii 1 -
Enterovibrio calviensis - 1
Staphylococcus haemolyticus 1 -
Exiguobacterium profundum 1 -

Rheinheimera aquimaris 1 -




Tablo 16. Ph. damselae subsp. damselae suslari ile referans susunun MEGA (versiyon 5) programinda hesaplanan evrimsel

uzakliklari
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Ref
64bp 0,004
70dps 0,000 0,004
85bp 0,000 0,004 0,000
101by 0,000 0,004 0,000 0,000
111bp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000
111dp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000
125dy 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
144bp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
154dp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
156dp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
158dp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
162bp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
164dpbuy 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
189bp 0,000 0,004 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Ref: refiINR_040831.1| Photobacterium damselae subsp. damselae strain ATCC33539

65
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Tablo 17. V. rotiferianus suslari ile referans susunun MEGA (versiyon 5)
programinda hesaplanan evrimsel uzakliklar

1 2 3 4
Ref
58bp 0,005
58dp 0,005 0,000
147bp 0,002 0,002 0,002
147dp 0,002 0,002 0,002 0,000

Ref: refiINR 042081.1] Vibrio rotiferianus strain :LMG 21460

Tablo 18. V.vulnificus suslari ile referans susunun MEGA (versiyon 5) programinda
hesaplanan evrimsel uzakliklari

1 2 3 4 5
Ref
159dpbuy 0,012
164bp 0,000 0,012
71dp 0,006 0,006 0,006
78dp 0,006 0,006 0,006 0,000
82bpl 0,043 0,043 0,043 0,037 0,037

Ref: ref|[NR 074889.1] Vibrio vulnificus CMCP6 strain CMCP6

3.6. Diplectanum ageuans Paraziti

Persembe Isletmesi’nden elde edilen &rneklerde, sicakligin 21,3°C oldugu Haziran
ayinda, 2009 yilina ait baliklarda %91,7 ile en yiiksek parazit prevalansi belirlendi (Sekil
6). Sicakligin 12,3°C oldugu Aralik ayinda 2010 yilina ait baliklarda da % 16,7 ile en
diisiik prevalans degeri belirlendi. Ortalama yogunluk (Mean intensity) Haziran ayinda
2010 y1ilina ait baliklarda %14,6 ile en yiiksek degeri gosterirken; ayn1 ayda 2009 yilina ait
baliklarda %3,1 ile en diisiik degeri gosterdi (Sekil 6).

Yomra Isletmesi’den elde edilen &rneklerde, sicakligm 17,6°C oldugu Ekim ayinda
2010 yilina ait baliklarda %84,6 ile en yiiksek prevalans belirlendi (Seklil 22). Sicakligin
21,4°C oldugu Haziran ve 25,2°C oldugu Temmuz ayinda 2011 yilina ait baliklarda da %0

ile en diisiik prevalans degeri belirlendi. Ortalama yogunluk (Mean intensity) Temmuz
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aymda 2010 yilina ait baliklarda %35,3 ile en yiliksek degeri gosterirken; yine Haziran ve
Temmuz aylarinda 2011 yilina ait baliklarda %0 ile en diisiik degeri gosterdigi belirlendi
(Sekil 7).

Persembe-parazit
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Sekil 6. Persembe Isletmesi’nden, 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait baliklardan
orneklenen D. aequans parazitinin mean intensity (ortalama yogunluk) ve
prevalans degerlerinin aylara gore dagilimi (Kasim ayinda arazi 6rneklemesi
yapilmamistir)
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Sekil 7. Yomra Isletmesi’nden, 2009, 2010 ve 2011 yillarina ait baliklardan
orneklenen D. aequans parazitinin mean intensity (ortalama yogunluk) ve
prevalans degerlerinin aylara gore dagilimi (Kasim aymda arazi
orneklemesi yapilmamustir)

3.7. Parazit Yogunlugunun Balik Performansina Etkisi

Parazit prevalansi baz1 aylarda %92’ye kadar ¢ikabilmektedir. Parazit yogunlugunun

baligin kondisyon faktodriine etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in parazit yogunlugu
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ile kondisyon faktorii arasindaki iliskiye bakildi. Yomra Isletmesi’nde parazit yogunlugu
diisiik oldugu i¢in hesaplamalara katilmamaistir.

Parazit sayilar1 A (0-6 adet parazit), B (7-12 adet parazit), C (13 ve iizeri) olmak
tizere ii¢ farkli grupta degerlendirildi. Yapilan istatistiki analizlerde balikta parazit

sayisinin altinin {izerine ¢ikmasiyla kondisyon faktoriiniin diistiigii belirlendi (Sekil 8).
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Sekil 8. Persembe Isletmesi’nden &rneklenen baliklarin kondisyon faktdriiniin
parazit gruplariyla iliskisi. A, B ve C; parazit yogunlugu. Cubuklar % 95
giiven araligini gostermektedir.

3.8. Parazit- Bakteri liskisi

Parazit bollugundaki artigin baligin kondisyon faktoriine etkisi gézlemlendigi igin,
parazit bollugu ile bakteriyel hastaliklarin gézlemlenme olasiligi ortaya kondu. Parazit
sayisinin artmastyla baliktan bakteri izole edebilme olasiligi arasinda istatistiki olarak
onemli bir iligki belirlendi (ANOVA testi, P=0.01< 0.05). Parazit sayis1 arttik¢a bakteri
izole edebilme olasiliginin da artti1 belirlendi. Parazit sayisinin en az oldugu grupta (A)
bakteri frekansinin diisiik; bunun yaninda parazit sayisinin en yiliksek oldugu grupta (C)

bakteri frekansinin yiiksek oldugu belirlendi (Sekil 9).
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Bakteri var-yok

—O— Bakteri var-yok

A B C

Sekil 9. Persembe Isletmesi’nden &rneklenen baliklarda bakteri var veya yok
olmasiyla parazit gruplar arasindaki iligki

3.9. Su Kalitesi Parametreleri

Yomra Isletmesi’nde kafeslerin etrafindaki yiizey sularindan (5 metre derinlikten
Olctim yapilmistir) aylik olarak yapilan sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen miktar1 6l¢timleri
sonucunda; sicaklik en yiiksek 26,1°C ile Agustos ayinda, en diisiik 11,5°C olarak Aralik
ayinda Olgiilmiistiir (Sekil 10, a). Coziinmiis oksijen miktarmin en yiikksek 11 mg/l ile
Haziran ayinda, en diisiik 8,9 mg/l olarak Aralik ayinda Ol¢iilmiistiir (Sekil 10, b). pH
degeri ise 8,6 ile en yiiksek Ekim ayinda, en diisiik 7,7 ile Aralik ayinda 6l¢tilmiistiir (Sekil
10, c).

Persembe Isletmesi'nde de Yomra Isletmesi ile aym sekilde kafeslerin etrafindaki
yiizey sularindan aylik olarak yapilan sicaklik, pH ve ¢6ziinmiis oksijen miktar: dlglimleri
sonucunda; en yliksek sicaklik 25,8°C ile Agustos ayinda dlgiiliirken, en diisiik 12,3°C
olarak Aralik ayinda olgiilmiistiir (Sekil 10, a). Coziinmiis oksijen miktar1 en yiiksek 9,9
mg/l ile Haziran ayinda olgiiliirken, en diisiik 8,4 mg/l olarak Ekim ayinda ol¢iilmiistiir
(Sekil 10, b). pH degeri ise 7,9 ile en yiiksek Agustos ayinda, en diisiik 7,7 ile Kasim ve

Haziran aylarinda 6l¢tilmistiir (Sekil 10, c).
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Sekil 10. Persembe ve Yomra Isletmeleri’ne ait aylik sicaklik (a), ¢oziinmiis
oksijen (b) ve pH (c) degerleri. Olgiimler YSI 556 (Yellow Springs
Instruments Inc., Yellow Springs, OH, USA) probu ile kafeslerin
etrafindaki yiizey suyundan yapilmistir



4. TARTISMA VE SONUCLAR

Bu c¢alisma, Karadeniz’de yetistiriciligi yapilan Levrek baliklarinda (Dicentrarchus
labrax,L.1758) hastaliklara sebep olan bakterilerin tanimlanmasi ve mevsimsel olarak
ortaya cikislarmin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilmistir. incelenen 476 adet balikta 24
farkli bakteri tiirii saptanmistir. Bunlardan Aeromonas veronii, Photobacterium damselae
subsp. damselae, Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, Vibrio rotiferianus, Vibrio furnissii,
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio ponticus ve Listonella anguillarum bilinen balik

patojenlerindendir.

4.1. Klinik Belirtiler

Persembe Isletmesi’nden drneklenen baliklarm klinik muayenesi sonucunda saptanan
viicut ylizeyinde yiizgec diplerinde ve aniis etrafinda hemoraji, deride iilseratif lezyonlar,
rengin koyulagmasi ve abdominal sislik Vibrio sp.(Toranzo vd., 2005; Zorrilla vd., 2003),
Aeromonas sp. (Hettiarachehi ve Cheong,1994) ve Photobacterium sp.(Austin ve Austin,
2007) enfeksiyonlarmin klinik belirtileriyle benzerlik gostermektedir. Yapilan otopsilerde
hasta baliklarin bagirsaklarinin sart renkli bir sivi ile dolu olmasi, bobrek ve dalakta
bozulmalar, solgun karaciger, viicut boglugunda siv1 birikimine ek olarak 6zellikle Vibrio
ve Aeromonas enfeksiyonlarinin genel belirtisi olan gozlenen ekzoftalmus (Colorni vd.,
1981; Huizinga vd., 1979) tespit edilmistir. Persembe Isletmesi’nde hastalik belirtisi
gosteren biitiin baliklardan bakteri izole edilirken, Yomra Isletmesi’nde hastalik belirtisi
gosteren baliklardan bakteri izole edilememistir. Persembe Isletmesi’nden Orneklenen
hasta baliklardan 70 tanesininin, Yomra Isletmesi’nden 6rneklenen hasta baliklardan
sadece li¢ tanesinin bobrek ve dalaklarinda beyaz nodiiller tespit edilmistir. Bu bulgu
Kuboto vd.’nin (1979) Photobacterium sp. enfensiyonlarinda bildirdigi semptomla
benzerlik gostermektedir.

Calismada sonuglar, genel manada hastalik belirtileri ile benzerlik gosterse de ¢coklu
enfeksiyonlarla oldukga sik karsilagildigi i¢in patojen ile hastalik belirtisini eslestirmeye
calismak Karadeniz ekosisteminde Kkiiltiirii yapilan levrek baliklarinda ¢ok mantikh

gorinmemektedir. Bu sebeple isletmeciler ¢ok uzun seneler isletmecilik yapmalarina
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ragmen hastalik tiirlerine karsi refleks gelistirememislerdir ve gozlemlenen belirtilerine

gore hastaliklar1 ayirt edememektedirler.

4.2. Aeromonas veronii

Aeromonas veronii’nin bolgede yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda, 6zellikle
sifir yas grubunda (2011 yilima ait) en sik karsilagilan patojen bakteri oldugu tespit
edilmistir. Aeromonas veronii daha once levrek patojeni olarak rapor edilmemis olup bu
calisma ilk rapor niteligi tasimaktadir. Bolgemizde yetistiriciligi yapilan levrek
baliklarinda Savas vd. (2006) tarafindan A. hydrophila ve Karatas vd. (2005) tarafindan A.
salmonicida achromogenes bakterileri rapor edilmesine ragmen ayrintili bir tanimlama s6z
konusu degildir. Calismamizda farkli yaslardaki levrek baliklarinda, daha 6nce rapor edilen
patojenlerin izole edilememesi, s6z konusu patojenlerin biyokimyasal testlerle
tanimlanamadigina ya da yanlis tanimlandigina isaret etmektedir.

Calismamizda izole edilen A. veronii suslari genotip (16S rDNA sekans analizine
gore) olarak ve biyokimyasal testler agisindan olduk¢a homojen olmasina ragmen,
antibiyogram testlerinde heterojen ozellik sergilemistir. Suslar, daha 6nce Nawaz vd.
(2006) tarafindan kanal yayin baliklarindan (Ictalurus punctatus) izole edilen A. veronii
susu ile benzerlik gostermektedir. En etkili tiir belirleyici testler olarak tespit ettigimiz;
oksidaz pozitiftir (%80°den fazla izolat pozitif), 0/129 10ug disk™ vibriostat ajanina kars1
hassastir (%80°den fazla izolat hassas), indol, nitrat indirgeme ve H»S {iretimi negatiftir
(%80’den fazla izolat negatiftir). A. veronii hareketli olmasi, TCBS’de biiylime géstermesi,
0/129 150ug disk™ vibriostat ajanina karsi hassas olmasi, mannozdan asit tiretmesi ve
nitrat negatif olmasi1 ile A. salmonicida achromogenes bakterisinden fenotipik olarak
ayrilir. A. hydrophila ise 0/129 150pg disk™ vibriostat ajanina kars1 direngli olmas1 ve
nitrat pozitif olmasi ile A. veronii’den fenotipik olarak ayrilir.

Florfenikol, oksitetrasiklin, siilfametoksazol-trimetoprim, amoksilin, doksisiklin,
enroflaksasin ve eritromisin balik¢ilikta en sik kullanilan antibiyotiklerdir. Nawaz vd.
(2006) tarafindan izole edilen A. veronii suslarinin tamami penisilin ve ampisiline kars;
alt1 tanesi streptomisine karst ve alti tanesi de siilfametoksazol-trimetoprime karsi
direnglidir. Camus vd. (1998) kanal yaymn baliklarinda Hareketli Aeromonas

Enfeksiyonlarina karsi oksitetrasiklin antibiyotiginin kullanilmasini tavsiye etmislerdir.
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Fakat bircok Hareketli Aeromonas Izolat1 oksitetrasikline ve diger bircok antbiyotige karst
direnglilik olusturmustur (Shots vd., 1976; Dixon vd., 1990). A.B.D.’de oksitetrasikline
direngli Aeromonas izolatlarina kars1 siilfametoksazol-ormetoprim kullanilmaktadir
(Noga). Benzer sekilde ¢calismamizda izole edilen A. veronii suslarinin tamami bolgemizde
balikgilikta sik olarak kullanilan florfenikol, eritromisin ve doksisiklin antibiyotiklerine
kars1 direnglidir fakat amoksiline karsi suslarin %901 hassastir. Oksitetrasiklin ve
enroflaksasine karsi ise sadece birer susta hassasiyet gozlenmistir. Buna karsin izolatlarin
yaklasik %85’1, balikgilikta sik kullanilmayan siilfadiazin, tilkomisin, penisilin,
streptomisin, ampisilin ve vankomisine kars1 hassasiyet gostermistir.

Calismamizda hastalik epidemikleri ile ilgili bulgular Camus vd. nin (1998) raporlari
ile benzerlik gostermektedir. Enfeksiyon siddeti yaz basinda Camus vd.’nde (1998) rapor
edildigi gibi pik yapmis ve sonbahar sonlarina dogru tamamen sonlanmistir. Dolayisiyla
mevsimsellik gozlenmekte ancak, Camus vd.’nin (1998) raporunda oldugu gibi yil
boyunca gozlenmemektedir. Bu kesintinin sebebi Karadeniz’deki kis ve sonbahar boyu su
sicakligr ortalamalarindaki diisiikliik (<10°C) olabilir.

Hareketli Aeromonas’lar firsatgil patojenlerdir, sadece zayif balik populasyonlarinda
ya da ikincil patojen olarak bulastiklar1 baliklarda hastalik olustururlar (Camus vd.,1998).
Hastaligin gelismesinde c¢evresel stres faktorleri etkilidir. Shotss vd. (1972) tarafindan
yapilan bir ¢caligmada gollerde yetistiriciligi yapilan kanal yayimn baliklarmin giinliik olarak
asir1 yemlenmesiyle sudaki organik yiikiin arttigi ve bu artis ile Hareketli Aeromonas
enfeksiyonlart arasinda baglanti oldugu rapor edilmistir. Calismamizda A. veronii bakterisi
en yogun sifir yasindaki baliklarda (2011 yilina ait baliklar) gézlenmistir. Bu gruba ait
baliklar isletmede en sik ve en aktif (6kez/glin) olarak yemlenen balik grubudur. Shotss
vd.’nin (1972) ¢alismasina benzer sekilde yemlemedeki fazlalik sonucu ¢evre suyunda
artan organik yiik patojenin ortamda artmasina sebep olmus olabilir. Ayrica bu gruba ait
baliklar yaz basinda isletmeye transfer edildiginden Haziran ayinda patojene
rastlanmamistir. Fakat Temmuz, Agustos ve Eyliil aylarinda yogun bir sekilde enfeksiyon
gozlenmistir. Bu durumda, baligin patojeni kuluckahaneden getirmedigi Karadeniz
ekosisteminden aldig1 ortaya ¢ikmaktadir.

2010 yilina ait baliklarda yaz basindan itibaren yogun bir sekilde patojene
rastlanmistir. Bu grup isletmedeki en yogun stoklanan balik grubudur. Pickerring ve

Pottinger’in (1989) raporlartyla benzer sekilde, baliklar yogun stoklanmaktan kaynaklanan
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su kalitesindeki kotiilesme ve asir1 kalabaliktan dolayr streslenmis ve hastaliklara karsi
hassaslasmis olabilirler.

2009 yilina ait baliklarda ise A. veronii bakterisine hi¢ rastlanmamistir. Bu grup,
isletmede yogunlugu en az ve kafes goz acikligi en biiyiik olan balik grubudur. Bu sebeple
patojen baskisi azalmis olabilir. Ayrica yas ilerledikge baliklarda patojene karsi direng
olusmus olabilir.

A. veronii’nin ¢oklu enfeksiyonlarda (13 ¢oklu enfeksiyonun sekizinde) en ¢ok
rastlanan bakteri tiirii oldugu tespit edilmistir. A. veronii’nin ¢oklu enfeksiyonlarda

bulunabilecegine dair benzer bulgulara Camus vd.’de (1998) dikkati ¢ekmistir.

4.3. Photobacterium damselae subsp. damselae

Photobacteriozis Tiirkiye’de 6zellikle Ege Bolgesi’nde levreklerde bilinen en yaygin
ve en fazla ekonomik 6neme sahip balik hastaliklarindan birisidir. Genellikle daha 6nce
rapor edilen tiir Photobacterium damselae subsp. piscicida’dir (Avsever vd., 2012; Korun
ve Timur, 2005). Bolgemizde Savas vd. (2006) tarafindan levrek baliklarinda rapor edilen
photobacteriozis (pasteurellozis) Photobacterium piscicida kaynaklidir. Calismamizda bu
bakteriye rastlanmamigtir. Bunun yaninda photobacteriozisin bir diger etkeni olan Ph.
damselae subsp. damselae’ nin bolgemizde yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda,
ozellikle 2010 yilina ait baliklarda en sik karsilasilan patojen bakteri oldugu tespit
edilmistir. Bolgemizde yetistiriciligi yapilan levreklerde Ph. damselae subsp. damselae
kaynakli photobacteriozis daha once rapor edilmemis olup bu c¢alisma ilk rapor
niteligindedir.

Birg¢ok ¢aligmada Ph. damselae subsp. damselae suslarinin biyokimyasal ve serolojik
testlerde heterojen o6zellik sergiledigi rapor edilmistir (Smith vd., 1991; Fouz vd., 1992;
Pedersen vd., 1997, 2009; Labella vd., 2006). Calismamizda izole edilen Ph. damselae
subsp. damselae suslar1 en etkili tiir belirleyici testler olarak tespit ettigimiz; oksidaz
pozitiftir (%80’den fazla izolat pozitif), 0/129 10ug disk™ vibriostat ajanina kars1 hassastir
(%80’den fazla izolat hassastir), indol, nitrat indirgeme ve H;S iiretimi negatiftir (%80’den
fazla izolat negatiftir). Ph. damselae subsp. damselae suslari hareketli olmasi, TCBS’de

yesil renkli biliyimesi ve 37°C’de biiyime goOstermesi ile Ph. damselae subsp.
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piscicida’dan fenotipik olarak ayrilmigtir. Ph. damselae subsp. damselae 37°C‘de
biiyiiyebilme 6zelliginden dolay1 ayn1 zamanda da insan patojenidir (Magarinos vd., 1996).

Calismamizda izole edilen Ph. damselae subsp. damselae suslarinin tamami Khalil
vd.’nin (2008) raporuyla benzer sekilde kloramfenikole direnglidir. Fakat aymi ¢alismada
patojenin direngli oldugu belirlenen oksitetrasiklin, okzolinik asit ve kanamisin
antibiyotikleri karsi izolatlarimiz degisken cevaplar vermistir. Oksitetrasiklin; ii¢ sus
hassas, 14 sus direngli, okzolinik asit; yedi sus hassas, 10 sus diren¢li, kanamisin; bir sus
hassas, 16 sus direngli. Labella (2010) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada Ph. damselae
subsp. damselae suslarmin tamaminin enroflaksasin, siilfametoksazol-trimetoprim ve
nitrofurantiona karsi hassas; streptomisin, eritromisin ve amoksiline karsi direngli oldugu
oldugu rapor edilmistir. Fakat c¢alismamizdaki sonuglar bu rapor ile de benzerlik
gostermemektedir. Izolatlarimizdan enroflaksasine bir sus hassasken 16 sus direnglidir,
stilfametoksazol-trimetoprime dokuz sus hassasken sekiz sus direnclidir, nitrofurantiona
kars1 da suslarin tamami direnglidir. Streptomisine yedi sus hassasken 10 sus direnglidir,
eritromisine bir sus hassasken 16 sus direncglidir, amoksiline de dort sus hassasken 13 sus
direnclidir.

Calismamizda izole edilen Ph. damselae subsp. damselae suslar1 Stephens vd.’nin
(2006) raporu ile benzer sekilde sicakliklarin 22°C’nin iizerinde oldugu Temmuz (22,9°C),
Agustos (25,8°C) ve Eyliil (24,5°C) aylarinda yogun; sicakligin daha diisiik oldugu Ekim
(17,4°C) ayinda yogunlugu az bir sekilde 2010 yilina ait baliklarda izole edilmistir (Sekil
10, b). 2011 yilina ait baliklarda da benzer sekilde Temmuz ve Eyliil aylarina patojen izole
edilebilmistir (Sekil 10, c).

Fouz vd.’nin (1992) yaptig1 bir c¢aligmada ise yaz aylarinda sicakligin aniden
18°C’den 22-24°C’ye ¢ikmasiyla 300-1500 gr arasi baliklarda Ph. damselae subsp.
damselae kaynakli oOliimlerin ortaya c¢iktigi rapor edilmistir. Bu raporun aksine
calismamizda patojen, ortalama agirliklar1 328 gr olan 2009 yilina ait levrek baliklarinda
gbzlenmemistir. Bu balik grubunun yogunlugunun az ve kafes goz agikliklarinin fazla
olmasi patojen baskisini azaltmis olabilir.

Calismamizda da Ph. damselae subsp. damselae’nin ¢oklu enfeksiyonlar1 (13 ¢oklu
enfeksiyonun dordiinde) tespit edilmistir. Ph. damselae subsp. damselae’nin ¢oklu
enfeksiyonlarda bulunabilecegine dair benzer bulgulara Labella’da (2010) dikkati
¢cekmistir.
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4.4. Vibriozis

Vibrio rotiferianus rotifer kiiltiirlerinde bulunan fakat yogunlugu arttikga rotiferlerle
beslenen balik larvalarina gegebilen Vibrio tiridir (Munro vd., 1994). Calismamizda
patojen, bdlgede yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda, o6zellikle 2010 yilina ait
baliklarda gozlenmistir. Daha 6nce levreklerde patojen olarak rapor edilmemis olup bu
calisma ilk rapor niteligi tasimaktadir.

Calismamizda izole edilen Vibrio rotiferianus (sus LMG 21460) suslari, Gomez-Gil
vd.’nin (2003) bir rotifer olan Brachionus plicalitis 'den izole ettikleri sus ile 16S rDNA
sekans analizine gore ayni sustur ayrica biyokimyasal testlerde de bu sus ile oldukga
benzerlik gosterir. En etkili tiir belirleyici olarak tespit ettigimiz testler olan oksidaz testine
verdikleri pozitif cevap (%80’den fazla izolat pozitiftir), O/129 10 pg disk™ vibriostatik
ajan testine karsi hassasasiyet (izolatlarin %75°1i hassastir) ve Voges proskauer, H»S
olusumu, indol, testlerine verdikleri negatif cevap (izolatlarin hepsi negatiftir) ile Gomez-
Gil vd.’nin (2003) yaptiklar1 c¢alismadaki sonuglarla benzerdir. Fakat antibiyogram
testlerinde farkliliklar vardir. Gomez-Gil vd.’nin (2003) yaptiklart c¢alismada V.
rotiferianus’un kloramfenikol, tetrasiklin, okzolinik asit ve oksitetrasiklin antibiyotiklerine
kars1 hassas, kanamisin ve streptomisine karsi ise direngli oldugunu rapor etmislerdir.
Calismamizdaki V. rotiferianus suslar1 sadece kanamisine karsit direngli olmasiyla
antibiyotik testlerinde Gomez-Gil vd. (2003) ile benzerlik gostermektedir. Suslar okzolinik
asit ve oksitetrasikline kars1 da direnglidir. Ayrica ¢aligmamizda izole edilen biitiin V.
rotiferianus suglar: vankomisine karsi hassastir.

Austin vd.’nin (2005) raporunda V. rotiferianus’un (LMG 21456 ve LMG 21460
suslar1) gokkusagi alabaliklarinda dliimlere sebep oldugu rapor edilmistir.

Vibrio rotiferianus suslar1 hasta baliklardan sicakligin 22,9°C oldugu Temmuz ve
24,5°C oldugu Eyliil aylarinda ve sadece ciftlikteki en yogun stoklanan 2010 yilina ait
baliklardan izole edilmistir (Sekil 10, b).

Vibrio harveyi bolgede yetistiriciligi yapilan levrek baliklarinda, 6zellikle 2010
yilina ait baliklarda gézlenmistir (Sekil 10, b). Daha 6nce bolgemizde balik hastalig etkeni
olarak rapor edilmemis olup bu ¢alisma ilk rapor niteligi tagimaktadir.

Calismamizda izole edilen V. harveyi suslarmin biyokimyasal karakterleri

literatiirdekilerle uyusmamaktadir. Izolatlar hemen hemen biitiin testlere degisken cevaplar
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vermistir. Vahendenberghe vd. nin (2003) raporunda akuakiiltiir ortamlarindan izole edilen
Vibriolarin tanimlanmasina 6zen gosterilmesine ve biyokimyasal ve fizyolojik testlerin
dikkatli yapilmasi1 gerektigine deginilmistir. Sonuglarimizdaki degiskenlik uygulama
farkliliklarindan kaynaklaniyor olabilir. V. harveyi suslari, en etkili tiir belirleyici testler
olarak tespit ettigimiz; oksidaz testine (izolatlarin %75°1 pozitiftir) pozitif cevap
vermislerdir. 0/129 10pg disk™ vibriostat ajanmna karsi verdikleri cevaplar degiskendir
(suslarin %50’si direngli, %50’si hassastir). Indol, nitrat indirgeme ve H,S iiretimi
negatiftir (izolatlarin %75°1 negatiftir).

Liu vd. (1997) V. harveyi ile gergeklestirdikleri antibiyogram duyarlilik testleri
sonucunda bu organizmanin ampisilin, penisilin ve vankomisine karsi direngli;
kloramfenikol, siprofloksasin, doksisiklin, nalidiksik asit, nitrofurantion, okzolinik asit,
oksitetrasiklin, tetrasiklin ve siilfanomidlere karsi hassas oldugunu rapor etmislerdir. Bu
raporlardan farkli olarak ¢alismamizda izole edilen V. harveyi suslari balikgilikta siklikla
kullanilan doksisiklin ve oksitetrasikline karsi direnglilik gostermektedir. Ayrica suslar
florfenikol, neomisin, kloramfenikol, norflaksasin, ofloksasin, streptomisin, enroflaksasin
ve eritromisine karsit da farkli oranlarda direnglilik gostermislerdir. Yapilan ¢alismalarda
patojenin biyofilm olusturma 6zelliginden 6tiirii birgok antibiyotige karsi direncli oldugu
belirtilmistir (Karunasagar vd., 1994).

V. harveyi minimal besin gereksinimleri ve hizli biiyiime 6zellikleriyle kirlenmis
bolgelerde yasayabilmektedir (Ozdemir vd., 2008). V. harveyi enfeksiyonlarina sicaklik ve
tuzluluk degisimleri gibi cevresel faktorler etkilir (Alavandi vd., 2006). Patojenin su
sicakliginin yliksek oldugu Haziran ve Kasim aylar1 arasinda ortaya cikarak cipura ve
levrek baliklarinda hastalik olusturdugu Pujalte vd. (2003) tarafindan bildirilmistir.
Calismamizda izole edilen V.harveyi suslar1 hasta baliklardan sicakligin yiiksek oldugu
Temmuz (22,9°C) ve Eyliil (24,5°C) aylarinda izole edilmistir (Sekil 10, a). Patojen en sik,
isletmenin en yogun stoklanmis olan 2010 yilina ait baliklarinda gézlenmistir.

Gozlenen 13 ¢oklu enfeksiyonun iki tanesinde Vibrio harveyi bakterisine
rastlanmistir. Labella (2010) ¢alismasinda V. harveyi’nin ¢oklu enfeksiyonlarla birlikte
bulunabilecegini gostermistir.

Vibrio vulnificus biyokimyasal 6zelliklerine gore ii¢ alt gruba ayrilir. Biyotip 1 ve 3
insan patojeni olan izolattir ve yilan baliklarinda patojenik degildir (Kim vd., 2011).

Biyotip 2 ise yilan baliklar1 i¢in patojen olan izolattir (Rajapandiyan vd., 2009; Tison vd.,



73

1982). V. vulnificus daha once iilkemizde balik hastaligi etkeni olarak rapor edilmemis
olup bu ¢aligma ilk rapor niteligi tagimaktadir.

Calismamizda izole edilen V. vulnificus suslar1 hareket, Metil kirmizisi, TCBS’de
bliyiime, 37°C’de biiylime, mannoz ve maltozdan asit iiretme testlerine verdikleri pozitif
sonuglarla (izolatlarin %100’# pozitiftir) Tison vd. (1982) tarafindan yilan baliklarindan
izole edilen biyotip 2 ile benzerlik gostermektedir. Fakat izolatlarin %66,7’si indol pozitif
olmasiyla biyotip 1 ve 3 ile benzerlik gostermektedir (Tison vd., 1982). En etkili tiir
belirleyici testler olarak tespit ettigimiz; oksidaz testine %83,3’1i, indol testine %66,7si,
nitrat indirgeme testine %33,3%{i pozitif cevap vermistir. O/129 10pg disk™ vibriostat
ajanma karst %066,7’si direnglidir ve H,S diretimi negatiftir. V. vulnificus tiirliniin
belirlenmesinde segici ve zenginlestirilmis besiyerleri kullanilir (Food and Drug
Administration, 1998). Ayrica tiirlin belirlenmesinde kullanilan testlerde ek siire kullanilir
(Campbell ve Wright, 2003). Calismamizda biyokimyasal testlere verilen degisken
cevaplar V. vulnificus tiirline 6zel besiyerleri kullanilmamasindan ya da diger bakteri
izolatlar1 ile ayni siire testlere tabii tutulmasindan kaynaklantyor olabilir.

Calismada izole dilen V.vulnificus suslar1 Khandaker vd.’nin (2011) sonuglarina zit
olarak neomisin, kloramfenikol, eritromisin, doksisiklin ve amoksilin antibiyotilerine kars1
farkli oranlarda direnglilik gostermektedir. Ampisiline direnglilik gosterme acgisindan
Khandaker vd.’nin (2011) sonuglariyla benzerlik gostermektedir. Vankomsine kars1 sadece
tek bir susta direnclilik gozlenmistir. Khandaker vd. nin (2011) yaptig1 ¢alismada patojenin
neomisin, kloramfenikol, eritromisin ve doksisiklin antibiyotilerine kars1 hassas, ampisiline
direngli oldugu ayrica amoksilin ve vankomisine kars1 degisken cevaplar verdigi rapor
edilmistir. Baker-Austin vd. (2009) ise ¢evreden izole edilen V. vulnificus tiirlerinin birgok
antibiyotige kars1 direncgli oldugunu belirtmistir.

Rajapandiyan vd. (2009) patojenin baliktaki prevalansinin baligin beslenmesi,
klimatik faktorler ve cografik kosullardan 6tiirti degisebilecegini gostermistir. V. vulnificus
bakterisinin genellikle 20°C’nin iizerindeki su sicakliklarinda bulundugu Mahmud vd.
(2010) tarafindan bildirilmistir. Benzer sekilde ¢alismada izole edilen V. vulnificus suslari
hasta baliklardan, sicakligin 22,9°C oldugu Temmuz ve 24,5°C oldugu Eyliil aylarinda
izole edilmistir. Patojen en sik sifir yas grubu baliklardan izole edilmistir.

Gozlenen 13 ¢oklu enfeksiyonun doérdiinde V. vulnificus bakterisine rastlanmistir.
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4.5. Diplectanum aequans ve Bakteri Tliskisi

Diplectanum aequans Persembe Isletmesi’nde yiiksek prevalense (%92’lere varan)
sahip tek parazit tiirii olarak tespit edilmistir. Ozellikle bir solunga¢ arkinda parazit
sayisinin altiy1 gegmesi durumunda, Ogut ve Uzun’un (2012) raporuna paralel olarak,
baliklarin kondisyon faktorlerinde azalma oldugu gézlenmistir.

D. aequans sayist arttikca ayni1 zamanda bakteri izole etme olasiliginin arttig1 tespit
edilmistir (Sekil 9). Malesef bu konuda karsilagtirma yapabilecegimiz bir ¢alisma mevcut
degildir. Baligin kondisyon faktoriiniin azalmasi sonucunda muhtemelen bagisiklik sistemi
de zayiflamaktadir ve ileri asamalarda sistem tolere durumuna gegerek pek cok patojenin

ayn1 anda bulunabilmesine uygun ortam olusturmaktadir.

4.6. Kirlilik

Calismamizda baliklardan, karasal ve antropojen kokenli bakteriler de izole
edilmistir. Bunlar; biyolojik miicadelede boceklere karst kullanilan Bacillus thuringiensis,
sarbon hastaligina sebep olan Bacillus anthracis strain Ames, insanda deride yaralar ve
enfekiyonlara sebep olabilen Staphylococcus haemolyticus tur. Ayrica, belki de
calismamizda en ilging bakteriyal izolasyonlardan birisi olan, gamma ve ultraviyole
1sinlarina oldukga direngli ve daha 6nce Satomi vd. (2006) tarafindan uzay araci ve montaj
tesisi yiizeyinden izole edilen Bacillus safensis FO-036b susudur. Dort farkli baliktan bu
bakterinin izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu bakterilerin baliklardan izole edilmesi
Karadeniz’in yogun bir sekilde evsel ve tarimsal atiklara maruz kaldiginin gostergesi

olabilir.



5. ONERILER

Ayni tiirlere ait bakteri suglar1 arasinda yiiksek varyans olabilmektedir. Bu nedenle
sadece biyokimyasal testlerle tiir tayini yapmak dogru sonuglar vermeyebilecektir. Bu
nedenle molekiiler testler daha dogru bir yaklagim olabilir.

Bakteri tiirinli dogru teshis etmek cok Onemlidir. Yanlis teshis hastaliklarin
yayilmasina ve kontrol edilemez hale gelmesine neden olacaktir.

Yanlis teshisler, gereksiz ag1 uygulamalarin1 6nleyememis daha fazla éliimlere neden
olmustur. Mevcut teshisler dogru asilama ¢alismalari i¢in bir alt yapr teskil etmektedir.

Kiiltlir sonuglar1 kesin teshis yapamamaktadir, ¢oklu enfeksiyonlardan dolayr daha
sofistike testlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Daha once de aynmi bolgede yapilan ayni amacli ¢alismalarda ‘gercek manada’ bir
sonu¢ ortaya konulamamasi yillarca ekonomik kayiplarin devam etmesine neden oldugu
gibi bilgi kirliligine neden oldugundan bilimsel gelisime de engel teskil etmistir.
Dolayisiyla bu tiir caligmalarda iistiine konulabilir bilgilerin elde edilmesi iilke

kaynaklarmin heder edilmemesi agilarindan 6nemlidir.
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