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Ozet

Bu ¢aligma ile yurdumuzun farkl bolgelerindeki kiiltiir gokkusagi alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) hastaliga neden
olan Gram-negatif patojen bakterilerin tespiti ve antibiyotiklere karsi duyarlilik derecelerinin belirlenmesi ile bilingsiz ilag
kullaniminin 6nlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla hastalik belirtisi gosteren gokkusagi alabaliklarinin karaciger, dalak ve
bobrek gibi igorganlarmdanTSA ve BHIAbesiyerlerinebakteriyolojik ekimler yapilmistir. inkiibasyon sonrasinda izole edilen
bakterilerin morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri yani sira API 20E profilleri tanimlandiginda izole edilen bakteriler
Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum ve Pseudomonas fluorescens olarak identifiye edilmistir. izole ve identifiye edilen
bakterilerin antibiyogram duyarhiligini belirlemek i¢in kullanilan disk difiizyon metodu sonuglarina goére izole edilen tiim
hastalik etkenlerinin flumekuin, oksitetrasiklin ve florfenikole kars1 duyarli olduklar: tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Gokkusagi alabaligi, O. mykiss, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Pseudomonas fluorescens,
Antibiyogram duyarlilik

Antimicrobial Susceptibilities of Gram-negative Bacteria Isolated from Cultured
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)

Abstract

The target of this study is the detection of Gram-negative pathogen bacteria causing diseases in rainbow trout
(Oncorhynchusmykiss) cultured in different regions of Turkey and the prevention of unconscious use of antibacterial
substances by determining their susceptibilities against various antibiotics. For this aim, inoculations were made onto TSA
and BHIA from the internal organs (liver, spleen and kidney) of culturedrainbow trout samples and showing some clinical
signs of diseases. After incubation, based on the morphological and biochemical properties and APl 20E profiles, isolates
were identified as Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarumand Pseudomonasfluorescens. Due to the disc diffusion method
carried out for the determination of the antibiotic susceptibilities of the isolates, it was detected that all isolates were sensitive
to flumequin, oxytetracycline and florphenicol.

Keywords: Rainbow trout, O. mykiss, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum, Pseudomonas fluorescens, Antibiotic
susceptibility.

GIRIS
Hastaligin  en yaygin patojeni olan V.
Ulkemizde  kiiltiirii  yapilan  gokkusag Anguillarum ile enfekte baliklarda baslica klinik
alabaliklarinda  furunkulozis, Pseuodomonad bulgu olarak letarji, istah kaybi, derinin renginde
enfeksiyonu, vibriosis, bakteriyel soguk su degisme, viicut yiizeyinde iilserler, abdominal

hastaligi, hareketli Aeromonas septisemisi ve
yersiniosis gibi Gram-negatif bakterilerin neden
oldugu hastaliklarin goriildiigiine dair raporlar
mevcuttur ve sdzkonusu hastaliklar gokkusagi
alabalig1 kiiltlirinde 6nemli ekonomik kayiplara
neden olmaktadir [1, 2, 3, 4, 5, 6, 19].

Dogadaki ve kiiltiiri yapilan baliklarda
hemorajik septisemiye neden olan en onemli
bakteriyel hastaliklardan birisi vibriosistir [7].

kaslarda kirmizi nekrotik lezyonlarin olusumu,
bagirsakta kanli s1v1 birikimi yan1 sira ylizgeg ve
agliz  ¢evresinde  eritemlerin  goriildiigi
bildirilmistir  [7,8]. Vibriosis’in tedavisinde
yaygin olarak florfenikoliin kullanilabilecegi
belirtilirken [9] V. anguillarum’un
kloramfenikol, streptomisin, sulfanomid ve
tetrasikline karsi diren¢ kazandigi rapor
edilmistir [10].
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Yersiniaruckeri ile enfekte baliklarda agiz
bolgesinde, deri, ylizgegler ve aniis civarinda
eritemler ile g6z cukurunun cevresinde ve iriste
hemorajilerin  goriilmesi bu hastaligin en
karakteristik bulgular1 arasinda yer almaktadir
[7]1. Y. Ruckeri suslarinin sulfamerazin,
tetrasiklinler ve sulfonamidler ve oksitetrasikline
kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir [11,12].

Tatlh su ekosisteminin baskin iiyesi olan
Pseudomonas fluorescens ile enfekte gokkusagi
alabaliklarinda  tipik  olarak  yiizge¢ ve
solungaclarda hemoraji yam1 sira  viicut
yiizeyinde {lserlerin goriildigi bildirilmigtir
[13]. Ayrica bu arastiricilar tarafindan P.
fluorescens’in  kanamisin, nalidiksik asit ve
tetrasikline karst duyarli oldugu bildirilmistir.
Markovic ve dig. [14] ise bu bakterinin
gentamisin, kanamisin ve neomisine ve daha
diisik miktarda amikasin ve oksitetrasikline
karst  duyarli  oldugunu  kloramfenikol,
eritromisin, penisilin ve potansiyesul
fanomidlere karsi tamamen direngli oldugunu
bildirmistir.

Ulkemizdeki kiiltiir gokkusag alabaliklarinda
V. anguillarum ilk olarak Marmara bolgesinde
Timur ve Korun [19] tarafindan ve daha sonra
Akdeniz bolgesinde Tanrikul [20], Tanrikul ve
Giiltepe [21] ve Aydin [22] tarafindan izole ve
identifiye edilmistir. Y. ruckeri ise iilkemizde ilk
defa Timur ve Timur [1] tarafindan kiiltir
gokkusagi alabaliklarindan izole edilmistir.
Sonrasinda bu bakteri Cagirgan ve Yireklitiirk
[3], Karatas ve dig. [23], Saglam ve dig., [24],
Mefut ve dig., [25] ve Kayis ve dig. [26]
tarafindan Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerindeki

kiiltiir — gokkusagr  alabaliklarinin  hastalik
olgularindan izole etmislerdir.
Bu calisma ile iilkemizin farkli

bolgelerindeki gokkusagi alabaliklarinin genel
bakteriyel patojenleri arasinda bulunan cesitli
Gram-negatif hastalik etkenlerinin tespiti ve bu
bakterilerin  antibiyotik ~ maddelere  karst
duyarliliklarinin incelenerek yanlis antibiyotik
kullaniminin engellenmesi yanisira hastaliklara
neden olan patojen bakterilerde antibiyotik
maddelere Kkargi direng geligiminin Onlenmesi
amaglanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Bakteriyolojik Ornekleme
Bu c¢alismada Marmara ve Akdeniz

bolgelerinde kiiltiirii yapilan agirliklar 100-
150 gram arasinda degisen 25 adet hasta
gokkusagi alabaligi incelenmistir. Hasta
alabaliklarin i¢ organlarindan Triptic Soy
Agar (TSA) ve Brain Heart Infision Agar
(BHIA) besiyerlerine ekimler yapilmis ve
petri kutular1 20-22 °C* de 48-72 saat siire
ile inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
besiyerinde gelisen Dbakterilere ait saf
kiltirlere  konvansiyonel  bakteriyolojik
yontemler ve API 20E hizli tam Kkiti
uygulanarak izole edilen Gram-negatif
bakteriler tiir diizeyinde identifiye edilmistir
[7, 15].

Antibiyogram Duyarhlik Testi

Hasta alabaliklardan izole edilen Gram-
negatif  bakterilerin  antibiyogram  testinde
flumekuin (30 pg), kloramfenikol (30 ug),
kanamisin (30 pg), eritromisin (5 pg),
stilfametaksozol (25 pg), oksitetrasiklin (30 pg),
florfenikol (30 pg), siprofloksasin (1 ug) ve
furazolidon (100 pg)olmak tizere 9 adet farkli
antibiyotik madde emdirilmis ticari diskler
kullanilmigtir. Antibiyotik duyarlilik testi disk
difiizyon yontemine goére yapilmistir [16]. Mc
Farland 0,5’¢ gore Tryptic Soy Broth (TSB) besi
yerinde hazirlanan bakteri kiiltirleri Miiller
Hinton Agar (MHA) besiyerine doékiilerek steril
pamuklu ¢ubuk ile yayillmustir. Antibiyotik
madde emdirilmis diskler MHA {izerine
yerlestirildikten sonra petri kutular1 20- 22
°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda inhibisyonzon caplari
milimetrik  olarak odlgiilmis ve “National
Committee for Clinical Laboratory Standarts”
(NCCLYS) standartlarina gore degerlendirilmistir
[17,18].

BULGULAR

Klinik ve Otopsi Bulgular

Bu c¢alismada materyal olarak kullanilan
hasta gokkusagi alabaliklarinda eksternal olarak
yiizgee diplerinde, agizda ve viicut ylizeyinde
hemoraji ve ilserler, yiizgeglerde erime, karm
kisminda siskinlik (Sekil 1) yam sira internal
olarak bobrekte erime, dalakta biiyiime, kaslarda
hemoraji (Sekil 2) ve bagirsaklarda kanli sivi
birikmesi  gibi  genel  klinik  bulgular
gbzlenmistir.
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Sekil 2. Hasta balikta i¢ organlarda ve peritonal kaslarda hemoraji

Bakteriyolojik Bulgular

Hasta alabaliklarin  karaciger, dalak ve
bobrek gibi i¢ organlarindan TSA besiyerlerine
yapilan ekimler sonucunda elde edilen20 adet
izolattan 15 tanesinin hareketli, Gram-negatif,
sitokromoksidaz ve katalaz pozitif reaksiyon
verdigi tespit edilirken, diger izolatlarin farkli
olarak  sitokromoksidaz  testinde  negatif
reaksiyon  verdigi tespit edilmistir. Bu
bakterilere ait morfolojik, fizyolojik ve
biyokimyasal testler yan1 sira APl 20 Eprofil
sonuglart (Tablo 1) Buller [15] ve Austin ve
Austin  [7]’e gore degerlendirildiginde izole
edilen bakteriler Yersinia ruckeri, Vibrio
anguillarum ve Pseudomonas fluorescens
olarak identifiye edilmistir.

Antibiyogram Duyarhlik Testine Ait
Bulgular

Bu c¢alismada hasta baliktan izole edilen
bakteri izolatlarinin 9 farkli antibakteriyel ilaca
kars1 duyarlilik seviyeleri degismekle birlikte
NCCLS standartlarina gore [17, 18] yapilan
degerlendirme  sonucunda  tiim  hastalik
etkenlerinin ~ flumekuin,  oksitetrasiklin ~ ve
florfenikole karst hassas olduklar1 ancak
timiiniin ertitromisine ve Y. Ruckeri ile P.
Fluorescens izolatlarinin ise buna ek olarak
stilfametaksozole kars1 direncli oldugu tespit
edilmistir (Tablo 2).
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Tablo 1. Caligmada izole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Yersinia ruckeri

Vibrio anguillarum Pseudomonas fluorescens

Gram boyama -

- +

Katalaz +

Sitokromoksidaz -

Hareket

O/F

0/129 (150 pg)

IT|7|+|+|+
.

VP

+|+|O|m|+

MR

Indol

+
'

+

Arjinin

Ornitin

Lizin -

B-galaktosidaz

L-arabinoz

\%
D-glikoz +
\%
+

Jelatin

Nisasta -

Eskulin -

Sitrat kullanimi vV

'
+

Ure -

20°C

37°C

45°C -

%1.5 NaCl +

+]+ |+ ]+

+

%6.5 NaCl +

+ +

API 20E profili 110410057

3247526 220000443

+: pozitif reaksiyon  -:negatif reaksiyon F: fermentatif

H: hassas D: direngli ~ V: degisken sonug

Tablo 2. Calismada izole edilen bakteri izolatlarinin antibiyogram duyarlilik test sonuglari

Antibiyotikler V. anguillarum P. fluorescens Y. ruckeri
Flumekuin H H H
Kloramfenikol D H H
Kanamisin D H H
Eritromisin D D D
Stilfametaksozol D H H
Oksitetrasiklin H H H
Florfenikol H H H
Siproflaksasin H D H
Furazolidon H H D
H: Hassas; D: Direngli
SONUC VE ONERILER kullaniminda dogru teshisin yapilmasi ve sadece

Kiltiir balik¢iligimi  olumsuz etkileyen en
onemli  problemlerin  basinda  bakteriyel
patojenlerin neden oldugu hastalik problemleri
gelmektedir [7]. Bakteriyel balik hastaliklarinin
tedavisinde yanlis veya bilingsiz antibakteriyel
madde kullanimi bakterilerde direng gelisimine
neden olmakta ve bu durum da hastaligin
tedavisini  giiclestirmektedir.Bu nedenle ilag

gerekli  oldugu zaman ilag kullanilmasi
gerekliligi bakteriyel hastaliklarin kontroliinde
O6nem tagimaktadir [7, 8, 27].

Bu calismada incelenen hasta
baliklardanizole edilen Yersiniaruckeri, Vibrio
anguillarum ve Pseudomonas fluorescens
tirlerinin  diger arastiricilarin ~ belirtigi  gibi
bakteriyel septisemi ile seyreden hastaliklara
neden olan balik patojenleri arasinda yer aldig
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tespit  edilmistir[7, 15]. Enfekte  balik
orneklerinde bakteriyel hemorajik septisemiye
neden olan bu etkenlerin viicut iizerinde
hemorajiler, {ilserler, agiz etrafinda ve ig
organlarda hemorajiler ile bagirsakta kanli sivi
birikimi gibi genel klinik bulgular neden oldugu
gozlenmistir[3, 4, 7, 19].

Vibrio anguillarum’un tedavisinde
kloramfenikol, flumekuin, okzolinik asit [7] ve
oksitetrasiklin ile [28] basar1 saglanmaktadir. Bu
calismadaki V. Anguillarum izolatlarinin da
oksitetrasiklin [28] ve flumekuine [7] karsi
hassas olduklar1 go6zlenirken, farkli olarak
kloramfenikol [7] yam sira  eritromisin,
kanamisin ve sulfametaksozole karsi direngli
olduklar tespit edilmistir.

Giiniimiize kadar Tirkiye ve diinyada kiiltiir
baliklarimin  enterik  kizil agiz  hastalif
olgularindan izole edilen Y. Ruckeri izolatlarinin
sulfamerazin [12], oksitetrasiklin [12, 29, 30]
eritromisin, nitrofrurantoinve sulfametaksozol
[29] gibi cesitli antibakteriyel maddelere karst
direngli olduklar1 bildirilmistir. Benzer sekilde
bu calismada kiiltiir gokkusagi alabaliklarindan
izole edilen Y. ruckeri suslarinin da eritromisine
karsi direngli olduklari gozlemlenirken [29],
onceki  raporlarin  aksine bu  suslarin
oksitetrasikline karsi hassas oldugu tespit
edilmistir [12,29,30]. Eritromisine ek olarak bu
izolatlarin furazolidona kargi direngli olduklart
da bu galigsma ile tespit edilmigstir. Diler ve dig.
[29] Y. Ruckeri suslarinin sulfametaksozole karsi
direngli oldugunu rapor ederken bu caligmada
incelenen izolatlar ise s6z konusu antibakteriyel
maddeye kars1 hassas sonug vermistir.

P. flurorescens’in gentamisin, kanamisin ile
neomisine ve daha diisiik seviyede amikasin ile
oksitetrasikline kars1 hassas [13]; kloramfenikol,
eritromisin, penisilin ve potansiye
sulfanomidlere kargi tamamen direngli olduklart
bildirilmistir [14]. Bu c¢alismada ise P.
Fluorescens izolatlarinin kanamisin, flumekuin
ve oksitetrasiklin gibi baz1 antibakteriyel
maddelere ve ayrica Markovic ve dig. [14]’nin
aksine, kloramfenikole karsi da hassas oldugu
tespit edilmistir. Bunun yami sira Onceki
raporlara benzer sekilde bu c¢alismada P.
Fluorescens suslarinin eritromisin ve
siprofloksasine karsi direngli olduklar1 tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak; bu calismadaki hasta
gokkusag alabaliklarindan izole edilen Yersinia
ruckeri, Vibrio anguillarum ve Pseudomonas
fluorescens  gibi  Gram-negatif  bakteriyel
patojenlerin antibiyotiklere kars1 farkli duyarlilik

ve direng gosterdikleri g0z Oniine
bulundurularak yurdumuzdaki bakteriyel balik
hastaliklar1 ile miicadelede bilingsiz ilag
kullanimmim  6nlenmesi  gerektigi  tespit
edilmistir. Bu nedenle balik patojenlerine karsi
antimikrobiyal direncin siirekli takip edilerek en
diisik seviyeye indirilmesi, antibakteriyel
maddelerin  dikkatli kullanilmasi ve tedavi
rejimlerinin en uygun hale getirilmesi yani sira

kemoterapotiklerin ~ doniisiimlii  kullanilarak
diren¢  olusumunun  6nlenmesi  tavsiye
edilmektedir.
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