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Oz: Bu ¢alisma, Tiirkiye'nin Dogu Karadeniz Bolgesi'ndeki yiizen ag kafeslerde kiiltiirii yapilan levrekler (Dicentrarchus labrax L.,
1758)’deki hastalik salginlarindan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve antibakteriyel direng profillerinin belirlenmesi amaciyla yapilmigtir.
Tipik hastalik semptomlar1 gosteren levrek baliklarin bobrek ve dalaklarindan %1,5 tuz igeren triptik soy agara (TSA) ekimleri yapilmis ve
20+1°C de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Hastalikli baliklardan izole edilen bakteriler klasik mikrobiyolojik testler, API 20E hizli test kitleri
ve PZR metodu kullanilarak tanimlanmstir. Bakteri izolatlar steril %1,5 tuzlu suda McFarland 0,5 standart bulamkliginda API 20E test kitlerine
inokulasyonu yapilmistir. PZR testi V. parahaemolyticus tespit etmek igin 16S tRNA gen primerleri kullamlarak gerceklestirilmistir. izolatlarin
hepsinin kanli agarda homoliz olusturdugu ve %7 NaCl igeren peptonlu suda iyi iiredigi tespit edilmistir. izolatlarin hepsi mikrobiyolojik testler
ve API 20E test kiti sonuclarina gore V. parahaemolyticus olarak tanimlanmistir. Universal 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilan PZR test
sonucuna gore suslarin %98 V. parahaemolyticus oldugu dogrulanmistir. Antibiyogrami yapilan izolatlar sulphamethoxazole %100, ampicilline
%84.,4, eritromisine %71,9, oksitetrasiklin %62,5, trimetoprim-sulfametoksazol %56,3 ve streptomisin %46,9 direncli, fakat izolatlarin hepsi
oksolinik asit, enrofloksasine ve florfenikol’e duyarli oldugu tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: Levrek. V. parahaemolyticus, API 20E, PZR, antimikrobiyal hassasiyet.

Infection of Vibrio parahaemolyticus in Culture Sea Bass (Dicentrarchus labrax)

Abstract: This study was aimed to determination the antibacterial resistance profiles, and to identification of bacteria isolated from
disease outbreaks of the cultured sea bass (Dicentrarchus labrax L., 1758) in floating net cages in the Eastern Black Sea Region of Turkey. The
kidney and spleen of diseased sea bass that showed typical disease symptoms was streaked on the surface of tryptic soy agar (TSA) added with
1.5 % sodium chloride, and was incubated in the cooled incubator at 20+1°C for 48 hours. Bacteria isolated from diseased fish were identified
by using conventional biochemical tests, the API 20E rapid test kits and the PCR method. All isolates were inoculated in API 20E system test
kits by adjusting to a turbidity matching a 0.5 McFarland standard in sterile 1.5% saline water. PCR assay was subjected to using a universal 16s
rRNA gene primers to detect V. parahaemolyticus. All isolates showed hemolysis on blood agar, and good growth in peptone water containing
7% NaCl. According to the 20E system and conventional biochemical test results were determined that all isolates were V. parahaemolyticus.
All strains were confirmed as 98% V. parahaemolyticus by using PCR assay with 16S rRNA. Results of the testing susceptibility to antibiotics
showed that V. parahaemolyticus isolates were resistant to 100% sulphamethoxazole, 84.4% ampicillin, 71.9% erythromycin, 62.5%
oxytetracycline 56.3% trimethoprim-sulfamethoxazole and 46.9% streptomycin, but all strains were found susceptible to oxolinic acid,
enrofloxacin and florphenicol.

Keywords: Sea bass, V. parahaemolyticus, AP1 20E, PCR, antimicrobial sensitivity.

I"IBu ¢alisma Yiiksek lisans tezinden iiretilmistir. I"I'This research was produced from Master's thesis study.
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GIRiS

Tiirkiye’de, kiiltiir balik¢iligt son yillarda balik
iireticileri i¢in Onemli bir yatirim haline gelmistir. Fakat
kiiltiir balik¢iliginda karsilagilan hastalik vakalari ve yem
maliyetlerinin yiliksek olmasi iiretimin siirdiiriilebilirligini ve
karliligmi diisiiren O6nemli engellerdir. Dogu Karadeniz
Bolgesinde deniz suyunun sicakligmin yiikseldigi (18.5-
28,7°C) yaz aylarinda kiltiirii yapilan levrek baliklarinda
%20-30 oraninda oliimlere neden olan vibriozis salginlarmin
onemli ekonomik kayiplara neden oldugu tespit edilmistir
(Balta, 2016). Deniz baliklarinda, kabuklularinda ve gift
kabuklarinda hastalik olusturan vibriozis kiiltiir balik¢iliginda
toplu oliimlere neden oldugundan, diinya c¢apinda onemli
ekonomik kayiplara sebep olan bakteriyel hastaliklardan biri
oldugu bildirilmistir (Sarjito vd., 2009; Samuelsson vd.,
2006). Ayrica, insanlarda, deniz omurgali ve omurgasiz
canlilarinda hastalik olusturan birgok vibrio tiirlerinin
enterotoksin, hemolisin, sitotoksin, proteaz, lipaz, fosfolipaz,
siderofor, hiicrelere tutunma faktorii ve hemaglutininler gibi
cesitli viriilens faktorleri iirettigi rapor edilmistir (Austin &
Austin, 1999; Zhang & Austin, 2005). Kiiltiirli yapilan deniz
baliklari, Dogal deniz baliklari, kabuklu deniz iiriinleri ve ¢ift
kabuklu yumusakcalarindan farkli vibrio tiirleri (V.
anguillarum, V. alginolyticus, V. cholera, V. damsela, V.
ordalii, V. salmonicida, V. parahaemolyticum ve V.
vulnificus) izole edildigi bildirilmistir (Austin & Austin,
1987;1999; 2007; 2016; Zorrilla vd., 2003).

Vibrio cinsinin bakterileri, Gram-negatif, diiz veya
kavisli cubuklar seklinde, bir veya daha fazla kutupsal
flagella sahip ve hareketli olan, oksidaz ve katalaz testi
pozitif, thiosulfate citrate bile salt sucrose agarda iireyen ve
fakiiltatif anaerobik bakteriler oldugu bildirilmistir. Tiirlerin
¢ogu vibriostatik ajan olan O/129'a duyarli oldugu, sodyum
tuzlar igeren besi yerlerinin tiim tiirlerin {iremesini tesvik
ettigi ve ¢ogu tir i¢in tuzun mutlak bir gereklilik oldugu
rapor edilmistir (Zhang & Austin, 2005). Yiksek tuzluluk
(30-35 ppt), yiiksek sicaklik, parazit istilasi ve mekanik
yaralanmalar baliklarda bagisiklik sistemini baskiladigi ve
vibriozise duyarliligin1 arttirdig1 rapor edilmistir (Abdelaziz
vd., 2017).

Ulkemizde cesitli balik tiirlerinde;  levrek
(Dicentrarchus labrax) baliklarindan (Cagirgan, 1993; 2004;
Tanrikul vd., 2004; Savas vd., 2006; Balta, 2016), ¢ipura
(Sparus aurata) baliklarindan (Candan, 1991; Korun, 2006;
Canak, 2011), mercan (Pagrus pagrus) baliklarindan (Korun
& Gokoglu, 2007) ve gokkusagi (Oncorhynchus mykiss)
alabaliklarindan (Aksit & Kum, 2008; Balta & Dengiz Balta,
2016; 2017) V. anguillarum’un izole edildigi bildirilmistir.
Levrek ve ¢ipura baliklarindan (Cagirgan, 1993), gokkusagi
(Savas vd., 2006), Vibrio
alginolyticus (Trachurus mediterraneus)
baliklarindan hastalik etkeni olarak izole edilmistir (Boran
vd., 2013). Ayrica, V. ordalii gipura baliklarindan (Akayli,

ve levrek baliklarindan

istavrit

2001) ve levrek baliklarindan (Turk, 2002; Tarikulu vd.,
2004), levrek ve ¢ipura baliklarindan (Turk, 2002; Uzun &
Ogut, 2015), istavrit baliklarindan (Boran vd., 2014) V.
vulnificus, levrek baliklarmdan V. harveyi izole edilmistir
(Uzun & Ogut, 2015). Bu gine kadar V.
parahaemolyticus’un deniz suyu oOrnekleri, midyelerde ve
tezgahtan satin alman deniz balik 6rneklerinde izole edilmesi
disinda (Terzi Gulel & Martinez-Urtaza, 2016) kiltiiri
yapilan baliklardan hastalik yaptigma dair iilkemizde bir
kayita rastlanilmamustir.

Bu calisma, Tirkiye’'nin Dogu Karadeniz
Bolgesi'nde yiizer ag kafeslerde yetistirilen levrek
(Dicentrarchus labrax, L. 1758) baliklarinda goriilen hastalik
salginlarindan izole edilen bakterilerin tanimlanmasi ve bu
izolatlarn  antibiyotiklere  karsi  direng  profillerinin
belirlenmesi amactyla gergeklestirilmistir.

MATERYAL ve METOT

Balik ornekleri: Giiney Dogu Karadeniz’de 2010-
2015 yillar1 arasinda 5 farkli balik ¢iftliginde ag kafeslerde
yetistiriciligi ~ yapilan  farkli  boylardaki  levrekler
(Dicentrarchus labrax, L. 1758)’de ortaya c¢ikan hastalik
vakalarindan Orneklenen hasta baliklar Recep Tayyip
Erdogan Universitesi Su iiriinleri Fakiiltesi Hastaliklar
Anabilim Dali laboratuvarma gonderilmistir. Hastaliklar
esnasinda su kalite parametrelerine (su sicakligi, tuzlulugu,
pH’st ve oksijen) ait degerler Hach lange multimeter (Cat.
No: 58258-00) cihazi ile o6l¢iilmiistir. Tipik hastalik
semptomlart gosteren levrek baliklarindan her defasinda en
az 10’ar adet balik Ornegi gonderilmistir. Laboratuvara
gonderilen canli kalan hasta baliklardan parazit muayenesi
yapmak i¢in bir lamel yardimi ile deriden ve solungag
lamelerinden kazinti &rnekleri alinarak iizerine bir damla
deniz suyu ilave edilen lam fizerine kapatilmigtir. Ayrica
baliklarin bagirsak iceriginden alina gaita 6rnekleri bir damla
deniz suyu damlatilmig lam ve lamel yardimi ile iyice
ezilerek kapatilmistir. Hazirlanan preparatlar 151k mikroskopu
altinda smrasiyla 4x, 10x ve 40x biiyiitmeli objektifler
kullanilarak parazit muayenesi yapilmistir. Bu iglemin
ardindan baliklarin kendiliginden 6lmeleri beklendikten sonra
% 70’lik alkolle batirilmig pamukla baliklarin dis yiizeyleri
silinerek kiit ug¢lu makas yardimiyla nekropsi yapilmustir.
Hastalikl1 levreklerin i¢ organlarin goriiniimii ve anatomik
yapist makroskopik olarak incelenmistir. Makroskopik ve
mikroskobik olarak tespit edilen i¢c ve dis semptomlara ait
kayit edilmistir. Viicut yiizeyindeki yaygin
hemorajiler, pul dokiilmesi ve {ilseratif yaralarin varligi
hastaligin vibriozis olabileceginden siiphe edilmistir.
Bakterilerin  izolasyonu ve identifikasyonu:
Hastalikli levrek baliklarin dalak ve bobreklerinden bir 6ze
yardim ile alinan 6rnekler %1,5 NaCl ilave edilmis triptik

veriler
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soy agar (T-TSA, Merck) ve triptik soy broth (T-TSB,
Merck)’a ekimler yapilmistir. Ayrica, vibriolar igin selektif
bir besi yeri olan thiosulphate citrate bile salts sucrose agara
(TCBS, Merck) da ekimler yapilmis ve 20+1°C de 48 saat
sogutmali etiivde inkiibasyona birakilmistir (Austin &
Austin, 1987; 2012; Demircan & Candan, 2006; Tanrikul,
2007;). Ekimler sonucunda T-TSA’da ve TCBS agarda
ireyen 52 adet saf bakterinin biyokimyasal testleri ve
antibiyotik testleri yapilana kadar T-TSB’de iiretilip %20
gliserol iceren ependorf tiiplerde -80°C’de derin dondurucuda
stoklanmistir (Demircan & Candan, 2006).

Derin dondurucudan (-80°C) biyokimyasal testleri
yapmak i¢in ¢ikarilan suslarin her biri steril T-TSB’lere
ekilmistir. Bu besi yerleri 20+1°C’de 48 saat sonunda iireyen
bakteriler T-TSA’a iiretilmistir. TSA’da {ireyen bakteri
kolonileri TCBS agara ekilerek saflik kontrolii yapilmistir
(Tanrikul vd., 2004; Tanrikul, 2007). Biyokimyasal testlerin
yapilmasi i¢in TCBS agarda iireyen saf kolonilerden T-
TSA’ya tekrar ekilip ekim hatt1 {izerine O/129 (2,4-diamino-
6,7-diisopropylpteridine phosphate salt, Sigma) vibriostatik
ajan diski (10ug ve 150pg) yerlestirilmistir. Vibrio izolatlarin
identifikasyonu igin sirasiyla, hareket muaynesi, Gram
boyama, katalaz ve oksidaz testleri, OF testi, % 5 koyun kan
ilave edilmis kanli agarda hemoliz testi yapilmustir. izole
edilen vibrio suslarina tuza tolerans testleri %0 ve %7 NaCl
iceren peptonlu sivi besi yerinde belirlenmistir. Vibrio
suslarmin her biri 6nceden hazirlanarak steril edilen 5 ml
tuzlu suda (%1.5 NaCl) McFarland 4’¢ (bioMerieux)
bulanikligina ayarlanarak steril 1 otomatik pipet
yardimiyla API 20E test kuyucuklarina prosediire uygun
olarak ilave edilmis ve 25+1°C’de 48-72 saat inkiibasyona
brrakilmigtir (MacDonell vd., 1982; Grisez vd., 1991; Austin
& Austin, 1999; Tanrikul vd., 2004; Popovic vd., 2007).

Total DNA Izolasyonu ve Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR): PZR
Genomik DNA izolasyonu i¢in vibrio suslarindan iceren pH
7,3’e ayarlanmis 2 ml T-TSB’e inokiile edilmis ve 25+1°C
18 saat calkalamali inkiibatorde (Shel Lab) iretilmistir.
Kiiltirin 1 ml’si epondorf tiipiine aktarildiktan sonra
santrifiijde 10000 rpm‘de 5 dakika (dk)’da ¢oktiirilmiistiir.
Ustte kalan sivi kisim uzaklastirildiktan sonra ¢okeltideki
bakteri iizerine 500 pl steril deiyonize su ilave edilerek
vortex yardimiyla ¢Oziindlrilmis ve thermo shaker
(Hangzhou Allsheng Instruments CO, LTD)’da 100°C de 12
dk sitilarak parcalanmis ve 5 dk sogutulmasi igin
bekletildikten sonra 13000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
¢oktiiriilmiistiir. Ust kalan stvi kismimn 1-3ul’si PZR’de kalip
DNA olarak kullamilmistir (Weisburg vd., 1991; Urakawa
vd., 1997; Drancourt vd., 2000; Balta vd., 2010). Standart
PZR karigimlari i¢in, 1,5 tinite Tag DNA polimeraz (GoTaq,
Promega), 5 ul DNA, 10 pl 5X reaksiyon tamponu
(Promega), 3 pl 1,5 mM MgCl, 2,5 ul 2 mM her bir ANTP ve
2 pl her bir primerden (25 pmol/ul) ve son hacim’e steril
deiyonize su ile 50pul’ye tamamlanmistir (Balta vd., 2010).

ml

testinde kullanilmak {tizere

Amplifikasyon kosullar; 94°C’de 3 dk. ilk denatiirasyondan
sonra 34 dongii olarak ikinci denatlirasyon 94°C’de 30 saniye
(sn), primer baglanmasi1 47°C’de 30 sn, zincir uzamasi
72°C'de 1 dk ve takiben son zincir uzamas: 72°C'de 5 dk
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Her 8 pl’lik PCR {irtinleri
jel yiikkleme boyast ile karistirilmig, 0,5 pg/ml ethidium
bromid (Sigma, St. Louis, MO) igeren %1,5 agaroz jelde 90
V’da 30 dk yiiriitiilmiis ve UV 15181 altinda goriintiilenmistir.
Levreklerin ~ bobreklerinden  izole edilen  bakterileri
tanimlamak i¢in 6bakterilerde 16s RNA i¢in spesifik olan (27
F 5° AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’, 1492 R &’
GTT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) iiniversal primerler
kullanilmistir (Weisburg et al 1991, Drancourt vd. 2000).
PZR iiriinleri Macrogen Inc. (Amsterdam, Hollanda)’e
sekans i¢in gonderilmistir. Gelen PZR iiriinlerine ait sonuglar
GenBank veri tabanindaki BLAST opsiyonu kullanilarak
sistemdeki benzerlik oranlarina (%) goére tir tayini
yapilmigtir.

Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri: Antibiyogram
duyarlilik testi Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI)’niin  6nerileri  dogrultusunda Kirby-Bauer disk
difizyon yontemine gore yapilmistir (CLSI, 2014). V.
parahaemolyticus suslarinin 25°C’de TSA’da iiretilen 24
saatlik kiiltiirleri steril izotonik tuzlu suda (%0,9 NaCl)
McFarland No: 0,5 bulanikligina vorteks yardimi
homojenize edilmistir. Bu siispansiyon 37°C’deki etiivde 20
dakika nemi alinmis tuzlu (%1,5 NaCl) Mueller Hinton Agar
(T-MHA) {izerine dokiilmistiir. Antibiyogram testi igin
Bioanalyse (Tiirkiye) firmasindan satin alinan antibiyotik
diskleri sirasiyla; oksitetrasiklin (30 pg), oksalinik asit (2
ug), trimetoprim+sulfametoksazol (25 pg), sulfametoksazol
(100 pg), ampisilin (10 pg), florfenikol (30 pg), streptomisin
(10 pg), enrofloksasin (5 pg) ve eritromisin (15 pg)
kullanilmistir.  Antibiyotik diskleri dispenser (Bioanalyse)
yardimi ile T-MHA iizerine yerlestirildikten sonra 25°C’de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Escherichia coli ATCC
25922 referans sus ile yapilan antibiyogram testinde olusan
antibiyotik disklerin meydana getirdigi zon ¢aplart dijital
kumpasla olgiilerek antimikrobiyel hassasiyet testi igin
olusturulan antibiyotik zon zap1 standartlar1 olusturulmustur.
Bu ¢alismada, V. parahaemolyticus suslarinin antibiyogram
test sonuglar1 olusturulan antibiyotik zon zap1 standartlarina
gore kiyaslanarak degerlendirilmistir (Balta vd., 2010; Balta,
2016, Balta & Dengiz Balta, 2016; 2017).

ile

BULGULAR

Bu c¢aligmada, Karadeniz’de ag kafeslerde
yetistirilen 5 gr ile 350 gr canli agirhgindaki levreklerde 8-
27°C arasindaki farkli su sicakliklarinda vibriozis vakasina
rastlanilmistir.  Farklt su sicakliklarinda tespit edilen su
parametreleri tuzluluk 15-18 ppt, pH 7,18-7,96 ve oksijen
degerleri 7,35-10,50 mg/l arasinda Olciilmiistiir. Hastalikli
levrek baliklarinda tipik hastalik semptomlari olarak renkte
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kararma, gozlerde ekzoftalmus, deri iizerindeki pullarin
dokiilmesi, dejenerasyon ve {ilser, solungaglarin solgun
oldugu, bogaz altinda, operkulum iizerinde, pektoral ve
pelvik yiizge¢ kaidesindeki kanamalarin varligi tespit edilmis
ve bu semptomlara ait resimler Sekil 1’de gosterilmistir.

Sekil 1. Deri iizerinde kanamalar ve karinda asitese bagl siskinlik
(A), Renkte kararma ve gozlerde exophthalmos (B), Operkulum altinda (C)
ve lizerinde yaygimn kanamalarin varligi (D) (Orijinal).

Bu calismada, 52 adet vibriozis vakasinda toplam
520 hastalikli levrek muayene edilmistir. Muayene edilen
levrek baliklarin bobrek dokularindan 52 adet vibrio susu
izole edilmistir. Bu izolatlar TCBS agara ekildiginde 52
vibrio susundan 34 susu sar1 koloni verirken 18 vibrio susu
ise yesil koloni vermesi etkenin V. parahaemolyticus
olacagindan diisiindiirmiistiir. Levrek baliklarindan izole
edilen TCBS agarda yesil koloni olusturan izolatlarin sus no,
izolasyon kaynagi, cografik bolge ve izolasyon tarihleri
Tablo 1’°de verilmistir.

Tablo 1. Hastalikli levrek baliklarindan izole edilen V.
parahaemolyticus izolatlarina ait bilgiler.

Sus No izolasyon kaynag Cografik Bolge Tarih

LVO05 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 31.05.2012
LV10 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 05.09.2012
LVI1 Levrek alabaligi/ Bobrek Trabzon/Yomra 05.09.2012
Lvi4 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LVIS Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV16 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV17 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV18 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV19 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV20 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
Lv21 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
LV22 Levrek alabaligi Bobrek Trabzon/Yomra 10.11.2012
Lv23 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Arsin 25.09.2012
LV24 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Arsin 25.09.2012
Lv25 Levrek alabaligi/ Bobrek Trabzon/Darica 25.09.2012
LV34 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Darica 07.06.2014
LV35 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Arsin 10.08.2014
LV36 Levrek alabaligi/Bobrek Trabzon/Darica 10.08.2014

Hastalikli levrek baliklarin bobrek dokusundan T-
TSA’da izole edilen bakteri suslarinin hareketli, Gr (-),
kivrik, pleomorfik, katalaz ve oksidaz testlerinin pozitif
olmasi, OF test sonuglarina gore fermantatif, TCBS’de yesil
koloni olusturmasi, O/129 (10 pg ve 150 pg) vibriostatik
ajana duyarlilik testinin pozitif olmasi, %0 ve %7 NaCl
tolerans test sonuglar1, %5 koyun kani ilave edilmis kanli
agarda B-hemoliz olusturmasi gibi geleneksel morfolojik ve
biyokimyasal test sonuglar1 gore 18 izolatin V.
parahaemolyticus oldugu belirlenmistir. API 20E test kiti ile
18 izolatin test sonug¢larma goére; ONPG, H,S, URE ve TDA

testleri 1 susun pozitif, ADH, VP ve SOR testlerinden 2
susun pozitif, SAC ve CIT testlerinde 3 susun pozitif
olmasina karsin diger 17 susun negatif oldugu, MAN ve
AYM testlerinde 1 sus negatif iken diger 17 susun pozitif
oldugu belirlenmistir. Morfolojik, biyokimyasal ve API 20E
test sonuglarina ait veriler Tablo 2’ de sunulmustur.

Tablo 2. V. parahaemolyticus izolatlarina ait morfolojik,
biyokimyasal ve API 20E test sonuglari.

Levrek baliklarindan izole edilen suslara ait stok numarasi

Morfolojik
Biyokimyasal
Testler

=
w o = T w e & ® & © = & @ T w T W o =
g = F 2 0 2 0 = = & 8 8 & a & & @ @& 08
- - - - e - - - - - - - - 1}
< < N I E < T N I TN I S T N R T -1
Hareket + o+ + + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
Gram - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sekil B B B B B B B B B B B B B B B B B B ?
TCBS Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y Y
oksidaz + o+ o+ + 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+
Katalaz + o+ + + + + + + + + + + o+ o+ + + + + +
OF + 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
0/129 H H H H H H H H H H H H H H H H H H R
%0Tuz - - - - = - .o ..o
%7 Tuz + o+ o+ + o+ + o+ o+ + + + + + 0+ + o+ o+ +
HEM p 6 B B B B B B B B B B B B B B B B
ONPG + - . - N
ADH + R . _
LDC + o+ o+ + o+ + o+ o+ + o+ 4+ o+ o+ 0+ + o+ o+ +
0oDC - + + + + + + + + + + + + + + + + + +
cIT - - ... S+ o+« .
H.S S - - ?
URE - + - -
TDA - + -
IND + o+ + + + + + + + + + + o+ o+ + + + + +
VP + o+ - -
GEL + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
GLU* + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
MAN* + - + + + + + + + + + + + + + + + + +
INO* -+ -
SOR* + o+
RHA* - -
SAC* + o+ +
MEL* - - - - - - - - -
AYM* - + + + + + + + + + + + + + + + + + -
ARA* - +

B: basil, Y: yesil koloni, H: hassas, HEM: hemoliz (B:Beta), +: pozitif reaksiyon, -: negatif reaksiyon,
Tuz: NaCl, *: karbonhidratlardan asit olusumu, ?: test yapilmamis, Referans (Kent, 1982).

Hastalikli levreklerden izole edilen izolatlara ait API
20E test sonuglari apiweb™ veri tabaninda kontrol
edildiginde; LVO5 nolu susun Vibrio fluvialis (api kod-
3047524) olabilecegi, LV10 nolu susun (6577625)
tanimlanamadigi, LV11 nolu susun (4146125) %92,4 V.
alginolyticus’a ve %6,5 ise V. parahaemolyticus’a benzer
olabilecegi, LV14-16, LV18-22 ve LV34-34 nolu izolatlarin
(4146105) %83,8 oraninda V. parahaemolyticus’a benzerlik
gosterirken %15,3 V. vulnificus’a ve %0,7 V. alginolyticus
benzerlik gosterdigi, LV17 ve LV23-25 nolu suslar
(4346105) %92.9 oraninda V. parahaemolyticus’a ve %5,7 V.
vulnificus’a benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Levreklerden izole edilen 18 wvibrio izolatinin
universal 16S rRNA primerleri kullanilarak yapilan PZR test
sonu¢larindan elde edilen verilerin sekans sonuglari GenBank
veri tabaninda degerlendirilmis ve analiz sonuglarma gore
Vibrio suslarmin %99 oraninda V. parahaemolyticus benzer
oldugu teyit edilmistir. GenBank Giris No ve % benzerlik
oranlarina ait veriler Tablo 3’de verilmistir.

Bu calismada, 9 farkli antibiyotik diskleri sirasiyla,
oksitetrasiklin (T, 30pg), oksalinik asit (OA, 2ug),
sulfametoksazol (SMZ, 100pg), ampisilin (AM, 10pg),
florfenikol  (FFC, 30pg), streptomisin (S, 10pg),
enrofloksasin (ENR, 5pg), eritromisin (E, 15pg) ve
trimetoprim+sulfametoksazol (STX, 25pg) kullanilmistir.
hazirlanan  antibiyogram  testi

Izolatlarn  hepsinden
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sonucunda T-MHA iizerine yerlestirilen antibiyotik disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 dijital kompas
yardimiyla Olgiilmiistiir. Antimikrobiyal hassasiyet test
sonuglart Clinical and Laboratory Standards Institute
tarafindan tarif edilen Gram negatif ve Enterobacteriaceae
familyas1 icin akuakdiltiirde kullanilan veteriner ilag
rehberindeki antibiyotik standart inhibisyon zon g¢aplarina
gore Tablo 4’de verilen hassasiyete gore yorumlanmistir
(CLSI, 2014). Antibiyogram test sonuglarina gore test edilen
18 adet V. parahaemolyticus izolatlarina ait antimikrobiyel
hassasiyet profilleri Tablo 4’de verilmistir.

Tablo 3. Calismada kullanilan V. parahaemolyticus izolatlar1 ve
PZR sonuglarina gore benzerlik oranlari.

Sus No Vibrio etkeni GenBank Giris No Benzerlik (%)
LVO05 V. parahaemolyticus KM406325 % 99
LVI10 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV11 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV14 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV15 V. parahaemolyticus CP003972 % 99
LV1e V. parahaemolyticus CP003972, KR347266 % 99
LV17 V. parahaemolyticus CP003972, KM406325 % 99
LV18 V. parahaemolyticus CP003972, CP009765 % 99
LV19 V. parahaemolyticus CP003972, CP009983 % 99
LV20 V. parahaemolyticus CP003972, CP006008 % 99
Lv21 V. parahaemolyticus CP003972, CP006007 % 99
LV22 V. parahaemolyticus CP003972, CP007004 % 99
Lv23 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
Lv24 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV25 V. parahaemolyticus CP003972, CP007004 % 99
LV34 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV35 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99
LV36 V. parahaemolyticus CP003972, CP006004 % 99

Tablo 4. Antibiyotik disklerine ait inhibisyon zon ¢aplart ve V.
parahaemolyticus izolatlarin hassasiyet profili.

Antibiyotikler ve Disk inhibisyon zon ¢ap1 (mm) Antimikrobiyal hassasiyet orani (%)

Konsantarasyonlar: D o E H o D
T (30 pg) <14 15-18 >19 10 (% 55,6) 6(%33,3) 2(%11,1)
OA (2 ng) <10 11-12 >13 18 (% 100) 0 0
SMZ (100 pg) <12 13-16 =17 18 (% 100) 0 0
AM (10 pg) <13 14-16 >17 0 0 18 (% 100)
FFC (30 pg) <14 15-18 >19 16 (% 88,9) 2(% 11,1) 0
S (10 pg) <11 12-14 >15 1(%5.6) 13 (% 72,2) 4(%222)
ENR (5 pg) <16 17-20 >21 18 (% 100) 0 0
E (15 ug) <1 14-22 >23 1(%5.6) 15 (% 83,3) 2(%11,1)
SXT (25 pg) <10 11-15 =16 18 (% 100) 0 0

AM: Ampisilin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, , OA: Oksalinik asit, S: Streptomisin, SMZ:
Sulfametoksazol, STX: Trimetoprim+ Sulfametoksazol, T: Oksitetrasiklin, H: Hassas, OH: Orta hassas, D: Direngli.

< 100 f
5
80 ‘
GO
40
20 J

0
AM E

Toplam direng¢ miktar (%
|

ENR ITC OA S SMZ

Test edilen antibiyotikler

Sekil 2. Levreklerden izole edilen V. parahaemolyticus suslari igin

antibiyotik direng profili.
AM: Ampisilin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, OA: Oksalinik asit, S:
Streptomisin, SMZ: Sulfametoksazol, STX: Trimetoprim+ Sulfametoksazol, T: Oksitetrasiklin. H:
Hassas, OH: Orta hassas, D: Direngli.

Yapilan antibiyogram test sonuglarina gore Vibrio
parahaemolyticus  suslarmin  hepsi  ampicilline %100,
streptomisine %22,2, eritromisin ve oksitetrasiklin’e %11,1

direngli oldugu bulunmustur. Ancak, test edilen suslarin
hepsi sulfametoksazol, oksolinik asit, enrofloksasine ve
Trimetoprim+Sulfametoksazol duyarli oldugu belirlenmistir.
Florfenikol’e 2 sus orta hassasiyet gosteritken %88,9
oraninda hassas oldugu tespit edilmistir. Bu caligmada V.
parahaemolyticus izolatlar1 igin tespit edilen antibiyogram
test sonuclarma ait hassasiyet, orta hassasiyet ve direng
profilleri Sekil 2°de grafik olarak gosterilmistir.

SONUC ve TARTISMA

Vibrio parahaemolyticus, kabuklu deniz iriinleri,
istiridye, karides, yengeg, ¢ig balik, mavi midye, tuzlu ringa
baligi, deniz baliklarinda dogal olarak bulunan bir deniz
bakterisi oldugu bildirilmistir (Pal & Das, 2010). Dogu
Karadeniz Bolgesindeki offshore kafes sistemli farkli balik
ciftliklerinde 2010-2015 yillar1 arasinda ayni semptomlart
gosteren ve Onemli ekonomik kayiplara neden olan 6lim
vakalarina rastlanmilmistir. Levrekler goriilen vibriozis’e ait
klinik belirtiler; viicut renginde kararma, viicut yilizeyinde
pullarin dokiilmesi ile olusan nodiiler beyaz lezyonlar ve
iskelet kaslarinda kanamali olan bolgeler ve hizli 6liimlerin
olusmast diger arastirmacilarin bildirdigi semptomlara
benzerlik gostermistir (Khouadja vd., 2013; Abdelaziz vd.,
2017). Bu arastirmada, Karadeniz’de yiizer offshore
kafeslerde yetistiriciligi yapilan levreklerde 6liimlere neden
izole edilen 18 adet bakteri
izolatinin tanimlamasinda klasik biyokimyasal testler ve API
20E hizli identisikasyon sistemi kullanilmistir. Deniz
bakterilerinde APl 20E hizli identifikasyon sistemi
kullanilirken %2-3 tuz igeren steril su ve inkiibasyon
sicakliginin ~ 25°C gibi modifikasyonlarin
yapilmasi gerektigi bildirilmistir (Austin ve Austin, 1999).
Bu caligmada, 6nerilen modifikasyonlarin yapilmasina karsin
vibrio suslarin biyokimyasal test sonuglar1 hatali sonuglar
vermesi nedeni ile bazi izolatlarin dogru tanimlanmasi
yapilamamustir. Bu ¢alismada, API 20E test kitleri ile yapilan
hizli tamimlamada 15 susun V. parahaemolyticus’a %83,8 -

olan hastalik vakasindan

ayarlanmasi

92,9 araliginda benzer oldugu tespit edilmistir. Kent,
(1982)’de API  20E test kitleri kullanarak V.
parahaemolyticus’a ait yaptig1 test sonuglart ile bu

calismanin sonuclart karsilagtirildiginda (Tablo 2) ONPG,
LDC, ODC, URE, TDA, MAN ve INO testlerine gorel7
susun, ADH, VP ve SOR testlerine gore 16 susun benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. Ayni aragtirmanin sonuglarina gore
18 sustan 14 susun CIT testine, 17 susun AYM testine ve 18
sustan hi¢ biri ARA testine benzerlik gostermedigi tespit
edilmigtir. Halbuki, bu ¢alismanin sonuglarina goére hastaliklt
levreklerden izole edilen ve TCBS agarda yesil koloni
olusturan 18 adet vibrio izolatlarinin sekansa gonderilen PZR
triinleri GenBank tabanindaki BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) opsiyonu kullanilarak yapilan
benzerlik oranlar1 karsilastirildiginda farkli GenBank Giris
koduna sahip V. parahaemolyticus izolatlarla %99 oraninda

veri
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(Tablo 3) benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Baska bir
aragtirmada ise bazi izolatlarin biyokimyasal testlerinde farkl
reaksiyonlar vermesi nedeniyle tiirlerin hatali tanimlandig
rapor edilmistir (Khouadja vd., 2013). Baliklardan izole
edilen vibrio izolatinin API 20NE hizh identifikasyon testi
kullanilarak yapilmis olan ve API kodu 7067744 olarak
verilen izolatin bu ¢alismanin sonuglari ile kiyaslanamamaistir
(Abdelaziz vd., 2017). Bu g¢alismadaki vibrio izolatalrinin
hepsi TCBS agarda yesil koloni olusturdugu tespit edilmis,

baska bir arastrmada V. parahaemolyticus ve V.
Vulnificus’un yesil koloni olusturduklart  bildirilmistir
(Abdelaziz vd., 2017). Baska bir c¢alismada, V.

parahaemolyticus susunun, 72 sustan 17'sinin, karideslerin
yani sira insanlar i¢in de yiiksek derecede patojenik suslar
oldugu bildirilmistir. V.  parahaemolyticus,
pisirilmemis deniz baliklari, deniz iiriinleri, 6zellikle kabuklu
deniz hayvanlar1 ve ¢ift kabuklu yumusakcalardan bulagarak
siddetli ishallerle birlikte gida zehirlenmelerine neden oldugu
rapor edilmistir (Chakraborty & Surendran, 2008).
Vibriozisin tedavisi igin flumequin (6mg/kg) 6 giin,
furanace (2-4 mg/kg) 3-5 giin, furazolidon (25-75 mg/kg) 20
giin, kanamisin (50 mg/kg) 7 giin, nifurprazin hidroklorid (10
mg/kg) 3-6 giin, nitrofuran (50 mg/1) 1 saat banyo, oksolinik
asit (10 mg/kg) 10 giin, oksitetrasikline (50-75/kg) 10 giin,

insanlara

giliclendirilmis  siilfanamidler (30 mg/kg) 10 giin,
sulfanamidler (siilfisoksazol, siilfamerazin, siilfametazin;
100-200 mg/kg) 10-20 gin dozunda kullanilmast

onerilmektedir (Austin & Austin, 1987; 1993; 1999; 2007,
Frans vd., 2011), florfenikol (10 mg/kg) 10 giin (Austin &
Austin, 2007) canli agirlik dozunda kullanilmasi 6nerilmistir.
Bu arastirmada, ampicilline %100 dire¢ tespit edilirken,
oksolinik  asit, enrofloksasine, siilfametoksazole
trimetoprim-+siilfametoksazole %100 hassasiyet gosterirken
florfenikole ise %89 oraninda hassasiyet gosterdigi tespit
edilmistir. Izolatlar streptomisine %22, eritromisine ve
oksitetrasikline %11 oraninda diren¢ gostermesine karsin
ayni antibiyotiklere sirasiyla %72, %83 ve %33 oraninda orta
hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore

veE

hastaligin tedavisinde oksitetrasiklin, tribressen
(trimetoprim+siilfametoksazole) stilfametaksazol,
enrofloksasin, oksolinik asit ve florfenikol birinin
kullanilmasi 6nerilmistir.

Bu calisma, Tirkiye’'nin Dogu Karadeniz

Bolgesi’nde yilizer ag kafeslerde kiiltiirii yapilan levrek
baliklarinda hastalik etkeni olarak V. parahaemolyticus’un
varlig1 tespit edilmis ve antibiyogram test sonuglarma gore
hastaligin tedavisinin yapilmasi ekonomik kayiplar1 asgari
diizeye indirecegi belirlenmistir.
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