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ONSOZ

RTFS (Rainbow Trout Fry Syndrome), Tirkiye de dahil gokkusagi alabalik
(Oncorhynchus mykiss) yetistiriciligi yapilan bircok iilkede balik yavrularinda yiiksek
oranda Oliimlere neden olan bir hastaliktir. Enfeksiyona neden olan Flavobacterium
psychrophilum (F. psychrophilum) susunun fenotipik ve biyokimyasal ozellikleri izole
edilen cografik bolgelere gore degismektedir. Literatiirler izole edilen suslarin antibiyotik
duyarliliklarinin da farkli oldugunu ve direng gelisiminin var oldugunu gdstermektedir. Bu
calismada, merkezi Aydin’da bulunan, Mugla iline bagli 6zel bir isletmede dogal yolla
meydana gelen ve enfeksiyona neden olan F. psychrophilum susunun izolasyonu ve
identifikasyonunun ardindan, in vitro ve in vivo ortamda etkili olan antibiyotikler
arastirilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda, enfeksiyonun sagaltiminda fenikol grubu
antibiyotiklerden florfenikoliin etkili oldugu ortaya konulmustur. Bu c¢alisma, RTFS
enfeksiyonunun sagaltiminda, direng¢ gelisimi de g6z Oniinde bulundurularak yapilacak
antibiyogram testlerinden sonra, etkili antibiyotigin kullanilacagi ¢aligmalarda referans
olarak kullanilabilir.

Arastirma, “Gokkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) RTFS’ye (Rainbow
trout fry syndrome) neden olan Flavobacterium psychrophilum etkeninin izolasyonu ve
antibakteriyel sagaltim seceneginin belirlenmesi” isimli ve VTF-06005 kodlu proje olarak,
Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’nin destegi ile
gerceklestirilmistir.
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1. GIRIS

Balik ve diger su firiinleri, yeryiiziinde milyonlarca insanin beslenmesinde protein
acigini kapatan onemli bir kaynak olusturur. Ayrica gecimlerini bu sektorden saglayan

insanlar i¢in de ticari bir ugrasi alan1 yaratir (Arda ve ark 2002).

Entansif olarak yapilan kiiltlir balik¢iliginda, baliklarin birbiri ile ¢cok yakin temasta
bulunmalar1 ve su kalitesinin bozulmas1 gibi nedenlere bagli olarak, bazilar1 zoonoz olan
enfeksiydz ve nonenfeksiyoz hastaliklar kolayca ortaya c¢ikabilmektedir. Dolayisiyla bu
hastaliklarin veteriner hekimler tarafindan sagaltimi, baliklarin sagligi agisindan 6nemli
oldugu kadar, baliklarin bulundugu ekosistem ve insan sagligi acisindan da o derecede

onemlidir (Arda ve ark 2002).

Denizler ve i¢ su kaynaklarimiz da dahil {ilkemizin toplam kullanilabilir su iiriinleri
potansiyeli yaklasik 25 000 000 hektardir ve liretim miktar1 dikkate alindiginda i¢ su
kaynaklarimizda alabalik, denizlerimizde ise ¢ipura ve levrek yetistiriciligi ilk siralarda yer
almaktadir. Ege Bolgesi, Dogu Karadeniz Bolgesi’nin ardindan su iriinleri {iretimi
icerisinde ikinci sirada yer almaktadir. Alabalik iiretimi, toplam su {riinleri {iretimi
icerisinde % 41,6’lik bir paya sahiptir. Alabalik deniz yetistiriciligi iiretimi 2004 yilinda
1650 ton iken 2005 yilinda 1250 tona diismiis, alabalik i¢ su iiretimi ise 2004 yilinda
43 000 ton iken 2005 yilinda 48 000 tona ulasmstir. Ulkemiz su iiriinleri iiretimi agisindan
Avrupa Birligi iilkeleri igerisinde yedinci sirada yer almaktadir. Ancak iilkemiz, su {iriinleri
konusunda biiyiik bir potansiyele sahip olmasina karsi, su lriinlerinin ekonomiye olan
katkis1 ¢ok diisiiktiir ve gayri safi yurtici hasilasi igerisinde balik¢ilik sektorii % 0,27°lik
bir paya sahiptir (DPT 2001, TUGEM 2005, Aydin ve ark 2006, DPT 2006).

Birgok iilkede oldugu gibi iilkemizde de balik ve ayni zamanda tavuk eti tiiketimi,

daha saglikli ve ucuz olmalar1 nedeniyle kirmizi ete tercih edilir bir duruma gelmistir.



Balik etinde diisiik miktarda bagdoku ve yag bulunmaktadir. Basta alabalik gibi yagh
baliklar olmak iizere, balik etinde yiiksek oranda (% 60-80) mono veya poli doymamis yag
asitleri bulunmaktadir. Balik etinin A ve D vitaminleri ile demir, fosfor ve kalsiyum
bakimindan da zengin olmasi1 besin degerini arttirmaktadir. Ayrica balik etinde trombosit
kiimelesmesini engelleyen tromboksan-A; (TxAj3) ile omega-3 yag asiti, kanin
pihtilasmasin1 azaltmakta ve dolayisiyla insanlarda kalp-damar hastaliklarinin olugma
riskini azaltmaktadirlar. Buna ragmen iilkemizde kisi basina tiiketilen balik miktar1 yilda
ortalama 8,5 kg iken, bu oran Avrupa’da ortalama 22 kg, diinya ortalamasi ise 14 kg’dir

(DPT 2001, Arda ve ark 2002, Brown 2002).

Tez kapsaminda yer alan Flavobacterium psychrophilum (F. psychrophilum)un
neden oldugu Yavru Gokkusagi Alabaligi Sendromu (Rainbow Trout Fry Syndrome,
RTFS) giiniimiizde bir¢ok tilkede yaygin olarak goriilen enzootik bir hastalik olup, 0,2-5 g
agirhigindaki gokkusagi alabalik (Oncorhynchus mykiss) yavrulart hastaliga duyarlilik
gostermektedir. Diinyanin bircok iilkesinde 1985 yilindan beri gokkusagi alabalik
yavrularinda % 90’lara varan mortaliteyle kendini gostermektedir (Madsen ve ark 2005).
Ulkemizde de Ege, Marmara, Akdeniz ve Dogu Anadolu Bélgesi’ndeki gokkusag
alabalig1 yetistiriciligi yapilan igletmelerden de izole edilmistir (Cagirgan ve ark 1997,
Korun ve Timur 2001, Diler ve ark 2003, Ispir ve ark 2004).

F. psychrophilum alabaliklarin deri, mukoza, ylizgec, solungag, operkulum (solungag
kapaklar1) gibi yapilarin dogal florasinda bulunmaktadir (Nematollahi ve ark 2003).
Cevresel faktorlerin (Szellikle su sicakligmin diismesi, kalitesi diisik sular, m>ye diisen
balik sayindaki artis, kotii bakim-besleme gibi) degismesiyle etkenin virulensi artmakta ve
enfeksiyona neden olmaktadir. Etken temas ve su yoluyla baliklar arasinda hizli bir sekilde
yayilarak (horizontal yol) bulastigindan gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan
isletmelerde yaygin dliimlere ve sonugta igletmelerde 6nemli ekonomik kayiplara neden

olmaktadir (Cipriano ve Holt 2005).

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasinin olmamasi ve bakteriyel bir
hastalik olmasi nedeniyle antibiyotik ile sagaltimi 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak kiiltiir
balik¢iliginda yaygin olarak goriilen bakteriyel hastaliklarin tan1 ve sagaltiminda etken
izolasyonu ve identifikasyonu yapilmadan, bilingsiz ve yaygin bir sekilde antibiyotik
kullanimi, direngli suslarinin gelismesine neden olmakta ve sonugta hastaliklarin

sagaltiminda giigliiklerle karsilasilmaktadir (Midtlyyng 2002).



Farkl1 iilkelerden izole edilen F. pschrophilum suslar1 arasinda proteolitik ve lipolitik
enzim {Uretimi bakimindan farkliliklar oldugundan, antibiyotik duyarhliklarinin da
farkliklar gosterebilecegi bildirilmistir (Madetoja ve ark 2001). Bu tez kapsaminda
tilkemizde kiiltiir balik¢ilig1 yapilan isletmelerde yaygin olarak goriilen ve ekonomik
kayiplara neden olan F. pschrophilum susunun izolasyonu ve identifikasyonu,
antibakteriyel duyarliligt ve etkili antibakteriyel ilag¢/ilaclarla sagaltim seceneklerinin

belirlenmesi amac¢lanmastir.

1.1. Tanim

Su sicaklhiginin 6zellikle 4-10 °C arasinda seyrettigi donemlerde ortaya ¢ikan RTFS
basta gokkusagi alabaliklar1 olmak tizere diger balik tiirlerinde de goriilen, etiyolojisinde
F. psychrophilum’un rol oynadigi (Bruun ve ark 2003, Cipriano ve Holt 2005), deride
gittikce artan pigmentasyon, spiral tarzda yiizme, istah kaybi, asites, ekzoftalmus,
solungaclar ve i¢ organlarda anemi, deride iilserasyon, pedunkul bolgede iilser ve nekroz
odaklar1, vertebralarda deformasyonlar, dalak ve bobreklerde hipertrofi gibi bulgularla
belirgin ve ozellikle gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan isletmelerde agir kayiplar
sonucu biiylik ekonomik kayiplara neden olan bakteriyel bir enfeksiyondur (Branson 1998,
Bowser 1999, Ekman 2003, Shotts ve Starliper 2003, Nematollahi ve ark 2003, Cipriano
ve Holt 2005).

1.2. Tarihce

RTFS ilk olarak 1941-1960 yillar1 arasinda, Amerika Birlesik Devletleri’nde,
Salmonidae familyasinda yer alan gokkusagi alabaliklari ve glimiis salmon baliklarinda
(Oncorhynchus kisutch) pedunkul ve kaudal yiizgeclerde meydana gelen lezyonlar
nedeniyle Pedunkul Hastaligi (Peduncle Diseases) olarak isimlendirilmistir. Enfeksiyonun
ylksek mortaliteyle seyrettigi ve bolgedeki su sicakliginin 6-10 °C oldugu bildirilmistir.
Enfeksiyon diisiik su sicakligina bagli olarak meydana geldiginden, hastalik Bakteriyel
Soguk Su Hastalig1 (Bacterial Cold Water Disease) olarak literatiirdeki yerini almistir
(Cipriano ve Holt 2005, LaFrentz ve Cain 2004). Hastaligin Amerika Birlesik
Devletleri’nden sonra 1984-1986 yillar1 arasinda Almanya’da gorildiigi rapor edilmistir.

Bundan sonra Ingiltere, Fransa, Danimarka, Ispanya, Italya ve Finlandiya gibi Avrupa’nin



bircok iilkesinde gokkusagi alabalig1 yavrularinda yiiksek mortaliteyle seyrettigi ve birgok
isletmede biiyiik ekonomik kayiplara neden oldugu bildirilmistir (Wiklund ve ark 1994,
Branson 1998). Hastalikk Avrupa’da gokkusagi alabaligi yavrularinda oliimlere neden
oldugundan Rainbow Trout Fry Syndrome (RTFS) olarak adlandirilmistir (LaFrentz ve
Cain 2004). Bakteriyel Soguk Su Hastaligi ve RTFS enfeksiyonlarinda goriilen klinik
bulgularin benzer olmasiyla birlikte, enfeksiyona neden olan etkenlerin fenotipik
ozellikleri, F. psychrophilum referans susunun (NCIMB 1947") fenotipik ozellikleri ile de
benzerlik gosterdigi ifade edilmistir (Lorenzen ve ark 1997).

Ulkemizde de 1993 yilindan bu yana Ege, Marmara, Akdeniz ve Dogu Anadolu
Bolgesi’ndeki gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan isletmelerden de etken izole
edilmistir (Cagirgan ve ark 1997, Korun ve Timur 2001, Diler ve ark 2003, Ispir ve ark
2004, Didinen ve ark 2007).

1.3. Etiyoloji

Hastaligin etkeni Myxobacterium orjinli F. psychrophilum’dur. Sporsuz, kapsiilsiiz,
flagellasiz, aerobik veya fakiiltatif anaerobik, uclar1 yuvarlak ve ince uzun ¢omak seklinde
Gram negatif bir bakteridir. Siiziilerek hareket etme yetenegine sahip olan bakteri hiicresi
0,3-0,75 pum c¢apinda ve 1,25-6,25 pum uzunlugundadir (Bowser 1999, Erer 2002,
Nematollahi ve ark 2003, LaFrentz ve Cain 2004).

Literatiir bilgileri F. psychrophilum’un fenotipik siniflandirilmasinin, bircok kere
gozden gegirilerek degistirildigini gostermektedir. Etken ilk olarak 1941-1960 yillar
arasinda, Amerika Birlesik Devletleri’nde izole edildiginde Myxobacterium orjinli
Cytophaga psychrophila olarak isimlendirilmistir (Ekman 2003). Biiyiime yetenegine
sahip olmadigindan ve polisakkarid kompleksine indirgendiginden, Cyfophagaceae ailesi,
Flexibacter genusu ve Cytophagales tirline ait olarak siniflandirilmis ve Cyfophaga

psychrophila olarak tanimlanmistir (Cipriano ve Holt 2005).

Daha sonra yapilan arastirmalar sonucunda, Flexibacter psychrophilus olarak
isimlendirilmis ve filogenetik olarak Cytophaga-Flexibacter-Flavobacterium smifinda yer
aldig1 belirtilmistir. Fakat bu smiflandirma da daha sonra uygun bulunmamis, hastaliga

neden olan izolatlarin DNA yapisinin Flexibacter genusundaki bakterilerden farkli oldugu,



fakat Flavobacterium genusundaki bakterilere benzerlik gosterdigi bildirilmistir (Ekman
2003, Cipriano ve Holt 2005). Bernardet ve Kerouault (1989), etkenin siiziilerek hareket
etme yeteniginin zayif oldugunu ve bu Ozelliginin diger Cyfophagales etkenleri ile
karsilastirildiginda 6nemli bir karakteristik bulgu oldugunu bildirmislerdir. Daha sonra
Flavobacterium genusu ile ilgili diizeltmeler yapilarak bakteriyel soguk su hastaligi veya
RTFS’ye neden olan tiim izolatlar Flavobacterium psychophilum olarak isimlendirilmistir.
Koneman ve ark (1997) F. psychophilum ile birlikte F. columnare ve
F.  branchiophilum’un Flavobacteriacea ailesine ve Flavobacterium genusunda

bulunduklarini bildirmistir.

1.4. Epizootiyoloji

RTFS’nin epizootiyolojisinde su sicakliginin 4-10 °C’ye kadar diismesi 6nemli rol
oynamaktadir. Hastaligin 1lik suda sekillendigine dair bilgiler mevcut olmamakla birlikte,
mortalite oran1 su sicakliginin 15-18 °C’de seyretmesiyle azalmaktadir (Nematollahi ve ark
2003, LaFrentz ve Cain 2004, Cipriano ve Holt 2005). Enfeksiyonun 0,5-5,0 g’lik
baliklarda, 10 °C’nin altindaki su sicakliginda ve yaklasik olarak balik yemlemeye
basladiktan bes hafta sonra goriildiigii bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005). Decostere ve
ark (2001), yaptiklar1 calismada F. psychrophilum’un geng gokkusagi alabaliklarinda
mortalite oranini arttirdigini, klinik bulgularin ve mortalitenin 1 g’lik baliklarda (10
haftalik) gorildiglnti, 25 g’lik (20 haftalik) ve 300 g’lik (15 aylik) baliklarda

goriilmedigini vurgulamislardir.

Etken cografik olarak Kuzey Amerika’da yayginlik gdstermektedir. Ancak
giinlimiizde tatl su kiiltiir balig1 yetistiriciligi yapilan tiim yerlerde ortaya ¢ikmaktadir.
Etkenin Fransa, Almanya, Danimarka, Ingiltere, ispanya, Italya, Finlandiya, Belgika gibi
Avrupa tlkeleri ile Japonya, Avustralya, Sile ve Kore’de izole edildigi rapor edilmistir.
Ozellikle gokkusagi alabaliklar1 ve giimiis salmon baliklar1 basta olmak iizere, etkene
biitiin salmon balig tiirleri duyarlilik gostermektedir. Hastaligin rapor edildigi diger
salmon balig tiirleri kizil (sokeye) salmon balig1 (Oncorhynchus nerka), kral salmon baligi
(Oncorhynchus tshawytscha), kopek salmon balig1 (Oncorhynchus keta), masu salmon
balig1 (Oncorhynchus masou), go6l alast (Salvelinus namaycush), kaynak alabaligi

(Salvelinus fontinalis), cutthroat alabaligi (Oncorhynchus clarki), amago salmon balig1



(Oncorhynchus rhodurus), somon-atlantik salmon balig1 (Salmo salar), deniz alas1 (Salmo
trutta) ve alp alast (Salvelinus alpinus)’dir (Nematollahi ve ark 2003, Ekman 2003,
LaFrentz ve Cain 2004, Cipriano ve Holt 2005).

Etkenin enfeksiyona neden oldugu diger balik tiirleri ise avrupa yilan balig1 (Anguilla
anguilla), sazan (Cyprinus carpio), havuz balig1 (Carassius carassius), kadife balig1 (Tinca
tinca), ayu balig1 (Plecoglossus altivelis), tath su levregi (Perca fluviatilis) ve kizilgoz
balig1 (Rutilus rutilus)’dir. Bu bulgular bircok balik tiiriiniin tasiyic1 oldugunu
gostermektedir (Nematollahi ve ark 2003, Ekman 2003, LaFrentz ve Cain 2004, Cipriano
ve Holt 2005). Etkenin son yapilan bir arastirmada bofa (deniz tas-emeni) baligindan

(Petromyzon marinus) izole edildigi rapor edilmistir (Elsayed ve ark 2006).

Hastalik bazi salmon balig: tilirlerinde diger bakteriyel, viral veya paraziter balik
patojenleri ile birlikte goriilebilmektedir. Furunkulozise neden olan Aeromonas
salmonicida (A. salmonicida) RTFS ile birlikte goriilebilen bakteriyel bir enfeksiyondur.
RTES ile birlikte goriilebilen viral enfeksiyonlar ise enfeksiy6z pankreatik nekrozis
(Infectious Pancreatic Necrosis, IPN) ve enfeksiydz hematopoietik nekrozis (Infectious
Hematopoietic Necrosis, IHN)’dir. Ayrica hekzamita hastalifina neden olan Hexamita
salmonis ve Kkostiazis hastaligina neden olan Costia necatrix (Ichthyobodo) ile
Gyrodactylus derjavi ektoparazitinin gokkusagi alabaliklarinda RTFS ile birlikte miks
enfeksiyonlara yol agtig1 bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

1.5. Patogenezis

Etken dokularda hasara yol agabilecek kadar yiiksek proteolitik enzim iiretimine
sahiptir ve etkenin virulensi ekzotoksin, endotoksin, adezyon (yapigsma) ve proteaz
aktivitesine baghidir (Ekman 2003). Cevresel faktorlerde meydana gelen degisim
F. psychrophilum’un proteolitik aktivitesini arttirmaktadir (Nematollahi ve ark 2003).

Etken proteolitik enzimler ile lipaz ve niikleaz gibi ektraselliiler enzimler
salgilayarak konak¢inin hiicrelerinde lizise neden olur. Bu 6zellikler diger bakteriyel balik

patojenlerine gore F. psychrophilum’un patojenitesini arttirir (Nematollahi ve ark 2003).

Ekstraselliiler proteazlar etkenin patojenitesini etkilemekte ve kas dokudaki elastin

miktarini azaltmaktadir. Baliklarin deneysel olarak F. psychrophilum ile enfekte edildigi



bir calismada, ekstraselliiler sivida 55 kilodalton (kDa) psikrofilik metalloproteaz (Fppl)
aktivitesine bakilmistir. Metalloproteaz enzimi jelatin, laminin, fibrinektin, fibrinojen,
kollojen ve kollojen tip IV’ii parcalamaktadir. Dolayisiyla kaslardaki aktin ve miyozin
aktivitesini engellemekte ve sonugta etkenin patojenitesini arttirmaktadir (Cipriano ve Holt

2005).

Adezyon, etkenin konake¢i hiicre ve dokuya invazyonunu arttirmaktadir. Etkenin
fimbria gibi hareket organellerinin olmadig: fakat ekstraselliiler polisakkarid bir tabakanin
var oldugu ve bu yapinin hareket etme ve konake¢i hiicreye adezyonda gorev aldig
bildirilmistir (Ekman 2003, Nematollahi ve ark 2003, Cipriano ve Holt 2005). Kondo ve
ark (2002), F. psychrophilum’un 24 saat i¢inde Ozellikle baliklarin kaudal pedunkul ve

cene alt1 dokusuna yerlesim gosterdigini belirtmislerdir.

Plazmid varlig1 etkenin hastalik yapabilme yetenegini gostermektedir. Yapilan bir
arastirmada, izole edilen F. psychrophilum susuna ait plazmid biiylikliigiiniin 2,9 kilobyte
(kb) oldugu ve NCIMB 1947" susuna benzerlik gdsterdigi bildirilmistir (Nematollahi ve
ark 2003). Ancak Madsen ve Dalsgaard (2000), etkene ait plazmid biiyiikliigliniin 3,3 kb
oldugunu ve plazmid varlig1 ile etkenin virulensi arasinda bir iliski olmadigini ifade

etmislerdir.

Etkenin ozmotik degisime karsi oldukca duyarli oldugu, ancak nehir suyundan ve
nehir kenarindaki kayalarda bulunan alglerden de izole edildigi bildirilmistir. Ayrica
sterilize edilmig 15 °C’lik su sicaklifinda da canliligint korudugu rapor edilmistir
(Cipriano ve Holt 2005). F. psychrophilum’™un sekiz aydan daha fazla bir siire virulensini
korudugu, uygun kosullarda liyofilize edilerek veya (-) 80 °C’de dondurarak daha uzun
stire saklanabildigi ifade edilmistir (Michel ve Garcia 2003).

1.6. Bulasma

Etken alabaliklarin deri ve solungaglarina ait aerobik floranin bir kismini
olusturmakta ve ayni zamanda yiizgeg, solunga¢ ve operkulum bag dokusunda dogal olarak
bulunmaktadir. Dogal yolla F. psychrophilum ile enfekte olmus gokkusagi alabalik
yavrularinin mide lumeni ve mukozasinda da etkene rastlandig1 ve etkenin gastro-intestinal

sistem araciligiyla da bulasabildigi belirtilmistir (Nematollahi ve ark 2003).



Enfeksiyonun diger bir bulasma yolu da, etkenin enfekte baliklardan yumurtalara
gecmesidir (vertikal veya transovairan yol). Mortalite oranini artiran bu bulagsma yolunda
etkenin ovarial akinti, balik spermasi ve déllenmis yumurtanin dis tarafindan izole edildigi
bildirilmistir (Dalsgaard ve Madsen 2006). Tastyict (portdr) baliklarin yumurtlar
dollemesi sonucunda yumurta kalitesinde diisme ve ilerleyen donemlerde yavrularda
enfeksiyon sekillenebilmektedir. Bu yiizden tasiyict damizlik disi ve erkeklerden elde
edilen yumurtalar veya spermalar da enfeksiyonun olusumunda rol oynamaktadir
(Rangdale ve ark 1996, Atlantik Salmon Federation 1999, Nematollahi ve ark 2003). Etken
vitellus kesesinde inkiibasyonunu tamamlayarak yumurtalarin yasama sansini azaltir ve
intraovum enfeksiyona neden olur. Bu yiizden kontamine olmus balik yumurtalaria iyot

soliisyonlarmin etki etmedigi bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

1.7. Bulgular

1.7.1. Makroskobik Bulgular

Enfeksiyondan etkilenen baliklarda istahsizlik, gii¢ ve denge kaybi, letarji, havuzun

tabanina dogru spiral tarzda ve su yiizeyinde yiizme, bilateral ekzoftalmus ve asitese bagl

abdomende siskinlik goriiliir (Ostland ve ark 1997, Branson 1998).

Enfekte gokkusagi alabalik yavrulariin sirt yiizgeci ve kuyruk yiizgecinde beyaz
renklenmelerin sekillendigi, beyaz renklenmelerin daha sonra kendini nekroz odaklarina
biraktigi, ilerleyen donemlerde bolgede sekillenen nekroz odaklarindan kas dokusuna
kadar yayilan dejenerasyonlarin olustugu ve dejenerasyonlarin vertebral kolonu da

etkileyecek derecede ilerledigi belirtilmistir (Erer 2002, Ekman 2003, Timur ve ark 2004).

Madsen ve ark (2001) tarafindan etkenin spinal deformasyonlara neden oldugu
bildirilmistir. Spinal kolondaki deformasyonlarin nedeni burada meydana gelen kiiciik ve

sert yapidaki kistik olusumlarin kaudal vertebraya baski yapmalaridir.

Enfekte baliklarda beyin normal anatomik yapisindan daha kiiciik olup bas
bolgesindeki kikirdaklarda lizis goriiliir (Ostland ve ark 1997). LaFrentz ve Cain (2004)

meningitise bagli olarak spiral tarzda yiizme hareketlerinin var oldugunu bildirmislerdir.



Etken solunga¢ yiizeyinde veya plaklarinda bulunmamasina ragmen solungac
kapillar damarlarinda bulunmaktadir. Akut septisemi olgularinda etken yogun miktarda
vaskiiler dokudan da izole edilebilmektedir. Solunga¢ yaylar1 ve sekonder lamellalarda
etkene rastlanabilmektedir. Tipik olmayan durumlarda solungag¢ yiizeyindeki etkenin

solungag filamentlerine kadar ilerledigi bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

Enfekte baliklarin dalak, karaciger, bagirsak, hava kesesi, periton ve kalp gibi i¢
organlarinda septisemi goriiliir (LaFrentz ve Cain 2004). Solungag, karaciger ve bobrekler
anemiktir ve splenomegali goriiliir. Bobrekler hafif siskin olup, bobrek glomeriilleri ve
kapillarlarinda meydana gelen nekroz, bobrek fonksiyonunda bozukluklara neden
olmaktadir. Bagirsaklar konjesyonludur ve ¢evresi sari-beyaz renktedir. Etken kalp kasinda
da yerlesim gostererek, burada yangiya ve sonugta Oliime neden olabilmektedir

(Nematollahi ve ark 2003, Branson 1998).

1.7.2. Mikroskobik Bulgular

Deride kas dokusuna kadar ilerleyen nekrotik lezyonlarla birlikte lenfosit
infiltrasyonunun sekillendigi ve ayni bulgularm 10 g’lik gokkusagi alabaliklarinda da
olustugu bildirilmistir. Karacigerin bazen beyazims:t bir renk aldigi, hepatosit ve
eozinofillerde vaskiiler dejenerasyonla birlikte nekroz odaklarinin sekillendigi ayrica
hemosiderin miktarinda artis oldugu belirtilmistir (LaFrentz ve Cain 2004, Cipriano ve

Holt 2005).

Timur ve ark (2004), hastalikli gokkusagi alabalik yavrularinda bobreklerde tubuler
nekroz ve dalagin beyaz pulpa hiicrelerinde azalma oldugunu, Korun ve Timur (2001) ise,
dorsal ylizgec bdlgesinde iilseratif nekroz ile nekrotik kas hiicreleri arasinda selliiler

infiltrasyon ve bobregin haemopoietik dokusunda azalma oldugunu ifade etmislerdir.

Enfekte baliklarda dalak kapsiilii zarar gérmiis olup, asiner hiicrelerce zengindir.
Etkilenen yerlerde eozinofilik hiicreler, eritrositler, fibrin, intraselliiler 6dem, makrofaj ve
cok sayida etkenin varligina rastlanmaktadir. Konjesyonla birlikte dalak zarinda vakuol
olusumu gozlenmektedir. Dalaktaki bu degisikliklerin  patognomonik oldugu

belirtilmektedir (Branson 1998, Rangdale ve ark 1999).



Intraselliiler bir etken olan F. psychrophilum, yavru alabaliklarin dalak dokusundaki
fagositlerinde  goriiliirken, ergin  baliklarin  dalak  dokusundaki fagositlerinde

goriilmemektedir (Docostere ve ark 2001, Cipriano ve Holt 2005).

Enfeksiyonun sekillendigi gokkusagi alabaliklarinda gdziin retina katmanina yerlesen
etkenin, burada ve koroid bezinde (glandula choroidae) polimorfik graniilosit artisina ve
gérme bozukluguna neden olugu ifade edilmistir (Evensen ve Lorenzen 1996). Dogal yolla
F. psychrophilum ile enfekte olmus gokkusagi alabaligi ve atlantik salmon baligi
yavrularinda, etkenin intraokular hemoraji ve nekrotik skleritise neden oldugu belirtilmistir

(Ostland ve ark 1997).

1.8. Tam

Tan1 hastaligin sagaltimi yoniinden oldukca 6nemlidir. F. psychrophilum, izolasyonu
ve identifikasyonu en zor olan bakterilerden biridir (Lorenzen ve ark 1997). Etkenin
tanisinda genellikle morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin ortaya konuldugu
mikrobiyolojik izolasyon ve identifikasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bunun disinda
F. psychorphilum antiserumunun kullanildig1 agliitinasyon testi, molekiiler yontem olan
polymerase chain reaction (PCR) ile enzyme-liked immunosorbent assay (ELISA) ve
immunflourescence antibody technique (IFAT) gibi serolojik yontemler de tan1 amaciyla
kullanilmaktadir (Dalsgaard 2000, Madetoja ve Wiklund 2002, Ekman 2003, Nematollahi
ve ark 2003, Cipriano ve Holt 2005). Ayrica etkenin identifikasyonunda API ZYM enzim
test kitleri de kullanilabilmektedir (Patricio ve ark 1995, Ostland ve ark 1997, Madetoja ve
ark 2001, Didinen ve ark 2007)

Mikrobiyolojik etken izolasyonu ve identifikasyonunda spesifik besiyeri olarak
Cytophaga agar kullanilmaktadir (Wiklund ve ark 1994, Evensen ve Lorenzen 1996,
Daskalov ve ark 1999, Dalgaard 2001, Shotts ve Starliper 2003). Cytophaga agar besiyeri,
Anacker Ordal agar besiyeri olarak da tanimlanmaktadir (Cipriano ve Holt 2005).
Dalsgaard (2001), Flavobacterium suslarimin spesifik besiyerine ihtiya¢ duydugunu
bildirmistir. Bruun ve ark (2000), F. psychrophilum’un izolasyonunda Mueller-Hinton

agarin da kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
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Izolasyon genellikle dalak, bdbrek ve zarar gdrmiis ise beyinden yapilmaktadir.
Ancak etkenin karaciger ve kalpte de yerlesim gosterdigi rapor edilmistir. Etkenin
inkiibasyon siiresi 48-96 saat ve inkiibasyon derecesi 15-20 °C’dir. Gram nagatif bir
bakteri olup, 0,3-0,75 um ¢apinda ve 1,25-6,25 pm uzunlugundadir. Kat1 besiyerinde agik
sar1 parlak, konveks, ince, yaygin ve sinirlar1 belli belirsiz koloniler olusturur. Bu koloniler
“tavada pismis yumurta” goriiniimiinii andirir. Etkenin fenotipik karakterizasyonu Cizelge
1.1.de gosterilmistir (Wiklund ve ark 1994, Lorenzen ve ark 1997, Bowser 1999,
Dalsgaard ve Madsen 2000, Korun ve Timur 2001, Nematollahi ve ark 2003, Diler ve ark
2003, ispir ve ark 2004, Cipriano ve Holt 2005).

Cizelge 1.1. F. psychrophilum’un fenotipik karakterizasyonu.

Test Sonuc¢ Test Sonuc¢
Albiimin sindirimi pozitif Metil kirmizisi-voges Proskauer negatif
Tributrin hidrolizi pozitif ONPG testi negatif
E. coli otolizi pozitif Kongo kirmizsi testi negatif
Kitin hidrolizi negatif Ure hidrolizi (iireaz) negatif
Agar hidrolizi negatif Nitrat rediiksiyonu negatif
Kazein hidrolizi pozitif Jelatin hidrolizi pozitif
Nisasta hidrolizi negatif Fleksirubin pigment pozitif
Ksantin hidrolizi negatif Simmons sitrat kullanimi negatif
Sukroz negatif Siiziilerek hareket etme zayif pozitif
Galaktoz negatif Tirozin agarda pigment negatif
Arabinoz negatif Mueller-Hinton agarda {ireme pozitif
Sorbitol negatif TYE agarda iireme pozitif
Lizin negatif TYES agarda iireme pozitif
Ornitin dekarboksilaz negatif TSA’da iireme pozitif/negatif
Tirozin hidrolizi pozitif/negatif | Kanli agar pozitif/negatif
Selluloz dekompozisyonu negatif Vibriostat O/129 negatif
Glukoz oksidasyonu negatif 5 °C’de iireme pozitif
Sellobioz oksidasyonu negatif 15 °C’de lireme pozitif
Glukoz fermentasyonu negatif 20 °C’de tireme pozitif
Laktoz fermentasyonu negatif 25 °C’de tireme pozitif/negatif
Mannitol fermentasyonu negatif 30 °C’de lireme negatif
Sellobioz fermentasyonu negatif 37 °C’de lireme negatif
Katalaz zayif pozitif % 0,0 NaCl’de tireme pozitif
Hidrojen siilfiir negatif % 0,5 NaCl’de lireme pozitif
Sitokrom oksidaz zayif pozitif % 1,0 NaCI’de lireme pozitif/negatif
Indol (TSIA’da) negatif* % 2,0 NaCl’de iireme pozitif/negatif

* Seyrek olarak lireme sekillenebilir.
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Oligoniikleotid primerler ile termostabil polimerazin eslestirilerek hedef DNA
dizilimine aktarilmasiyla (amplifikasyon), etkenin PCR ile analiz edildigi rapor edilmistir.
F. psychrophilum’un molekiiler tanisinda PSY1 ve PSY2 veya FP1 ve FP2 primerleri
kullanilarak spesifik 16S ribozomal RNA gen dizilimine aktarilirlar. Svedberg (=S) iinitesi
bir maddenin ultrasantrifiijde ¢6kme hizi olarak tanimlanir. DNA ¢ift sarmalinin
olusumunda rol oynayan gyrB geninin siralanmasindan sonra, yiiksek niikleotidli 16S
rekombinant DNA olusumu i¢in, PSY-G1F ve PSY-GIR primerlerinin gelistirildigi
bildirilmigtir. Subklinik enfeksiyonlarin PCR ile teshisinde kullanilan iki iiniversal
primerlerden 20F ve 1500R, PCR’in birinci basamagini olustururken, PSY1 ve PSY2
primerleri PCR’1n ikinci basamagini olusturmaktadir. Bu yontem diger kiiltiir veya indirect
immunflourescence assay (IFA) yontemlerine gore su 6rneklerindeki F. psychorphilum’un
belirlenmesinde daha etkilidir. Multipleks PCR yontemiyle, F. psychorphilum ile birlikte
diger bakteriyel balik patojenlerinden A. salmonicida ve Yersinia ruckeri’nin de identifiye

edildigi bildirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

IFA yontemi hastalikli baliklarin dalaginda bulunan etkenin belirlenmesinde etkili bir
yontemdir. Ancak F. psychrophilum ile birlikte F. columnare’nin absorbsiyonuna veya
ortaya c¢ikabilecek c¢apraz reaksiyonlara dikkat edilmesi gerektigi ifade edilmektedir
(Cipriano ve Holt 2005).

1.9. Seroloji

Farkli F. psychrophilum suslarimin ortak bir antijenik yapiya sahip oldugu
bildirilmistir. 1k kez Holt’un Amerika Birlesik Devletleri’nde iki ayr serotip izole ettigi,
daha sonra Wakabayashi ve ark ile Izumi ve Wakabayashi’nin Japonya ve Amerika
Birlesik Devletleri’'nde O-1, O-2 ve O-3 olmak {izere ii¢ ayri serotip izole ettikleri rapor
edilmistir. NCMB 1947" referans susu O-1 serotipinin bir iiyesi olup, bu ii¢ serotip
sirastyla glimiis salmon baligi, ayu baligi ve gokkusagi alabaligindan izole edilmistir.
Lorenzen ve Olesen’in ise, Th (alt serotipleri Th-1 ve Th-2’dir), Fd ve Fp' olarak
isimlendirdikleri ii¢ farkli serotip identifiye ettikleri rapor edilmistir. Fp' serotipi baliklarda
enfeksiyona yol acmakta ve gokkusagi alabaligi disindaki baliklardan da izole
edilebilmektedir (Ekman 2003, Cipriano ve Holt 2005). Dalsgaard ve Madsen (2000)

Danimarka’da gokkusagi alabaligi yavrularinda Th ve Fd serotipinin enfeksiyona yol
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actigini rapor etmislerdir. Ancak gokkusagi alabaliklarinda en ¢ok enfeksiyona yol agan Th
serotipinin oldugu belirtilmistir. Mata ve ark ise, daha genis bir serolojik analiz ile
F. psychrophilum’un yedi ayri serotipini (1: salmon; 2a: alabalik; 2b: alabalik; 3: alabalik;
4: avrupa yilan baligi; 5: sazan; 6: kadife balig1 ve 7: ayu balig1) izole ettiklerini ifade
etmislerdir (Ekman 2003, Cipriano ve Holt 2005).

1.10. Asillama

Diger bakteriyel balik patojenleri ile kiyaslandiginda, F. psychrophilum ile ilgili
olarak spesifik antijen immunitesi ve deneysel as1 gelistirme bilgilerinin yetersiz kaldigi
bildirilmistir. Balik serumundaki komplement sistem humoral savunmada rol oynamasina
ragmen, F. psychrophilum ile dogal enfekte olmus gokkusagi alabalik yavrularinda etkene
yanitin yetersiz kaldig ifade edilmistir (Nematollahi ve ark 2003, Ekman 2003, Cipriano
ve Holt 2005).

Dalsgaard (2000), biri periton ici ve digeri de banyo tarzinda olmak iizere asilama
calismas1 gergeklestirilmistir. Periton i¢i asilamayla alinan immun yanitin banyo tarzinda
yapilan asilamaya gore daha zayif oldugu saptanmis fakat kesin sonuglar elde
edilememistir. Immunstimulan yemlemenin de non-spesifik immun sisteme etki etmedigi

belirtilmistir.

Etkenin 6zellikle gokkusagi alabalik yavrularinda bagisiklik sistemini baski altina
alarak enfeksiyona yol actig1 bilinmektedir. Etkene yonelik lisansl as1 bulunmamaktadir.
Deneysel olarak periton icine uygulanan bakterin asilariin, yavrularda bagisiklik

saglamadigi belirtilmistir (Nematollahi ve ark 2003, Ekman 2003, Cipriano ve Holt 2005).

Son yapilan bir c¢aligmada formalin veya yiiksek sicaklikta inaktive edilmis
F. psychrophilum igeren mineral yagli asinin deri mukozasi ve plazmada antikor titresini

yiikseltigi rapor edilmistir (Madetoja ve ark 2006).

1.11. Koruma ve Kontrol

Kiiltiir balik¢iliginda meydana gelen bir hastalik ¢ok kisa zamanda diger baliklara
bulasip yayilarak ekonomik kayiplara neden olmaktadir. RTFS enfeksiyonunda su
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sicakliginin 4-10 °C arasinda seyretmesi hastaligi tetiklediginden ve F. psychrophilum
dogal bir bakteriyel balik patojeni oldugundan enfeksiyonun 6nlenmesi giigtiir. Bu yiizden
stres faktorlerinin azaltilmasi enfeksiyonunun dnlenmesinde 6nemli rol oynar (Dalsgaard

ve Madsen 2000, Erer 2002, Nematollahi ve ark 2003).

Elle yakalama, az yemleme, havuz veya su degisikligi, havuzlar arasi aktarmayi
yavag yapma, keseli yavrularda mekanik hasara yol acabilecek aglarin kullanimi gibi stres
faktorlerinden kaginilmalidir. Ayrica yasa gore siniflandirma yapilmali, havuz hacmine, su
sicakligma ve su degisimine gore m’’e diisen balik miktar1 ayarlanmalidir (Robert ve
Shepherd 2001, Branson 1998). Nematollahi ve ark (2003), F. psychrophilum un
gokkusag1 alabaliklarinda solunga¢ dokusuna adezyonunda, sudaki yiiksek nitrit veya
organik madde varliginin etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu yiizden sudaki nitrit miktar1

0,2 mg/l, nitrat miktar1 ise 10 mg/1’ye kadar olmalidir (Robert ve Shepherd 2001).

Su sicakligr ile degismekle beraber sudaki oksijen (O;) miktar1 10-15 °C’de
6,4-7,9 mg/l arasinda olmahidir. Ciinkii sudaki oksijen azlig1 oliimlere, fazlahig1 gaz
embolilerine neden olur. Ortamin sicakligr arttikga oksijenin erime orani da artmaktadir.
Suyun pH’s1 ise 6,5-8,5 arasinda olmalidir (Erer 2002). Suyun kirli olmasi, suda bulunan
mikroorganizmalarin organik maddeleri ayristirarak hidrojen siilfiir (H,S) olusturmalarina
neden olur. H,S miktarinin litrede 1 mg’1 agsmasi dliimlere neden olmaktadir. Fazla yem
dibe cokerek mantarlarin (Saprolegnia spp.) lremesine sonucta hastaliklarin ortaya
cikmasina neden olacagindan fazla yemleme yapilmamalidir (Robert ve Shepherd 2001,

Erer 2002).

Havuzlar stoklama yapilmadan Once ortalama bir ay bos bir sekilde kurumaya
birakilmalidir. Havuzlar ve kafesler iizerinde 6nemli bir dezenfektan etkiye sahip giines
1sinlart bu amagla kullanilabilir. Ayrica dezenfeksiyon amaciyla sonmemis kireg (kalsiyum
oksid, 0,5 kg/m?), kalsiyum siyanamid (1 kg/m?) veya potasyum permanganat (10-30 mg/1)
kullanilabilir (Robert ve Shepherd 2001).

Balik yumurtalar1 yetkili bir laboratuvar yazisi ile sertifikalandirilmig ¢iftliklerden
temin edilmelidir. Yumurtalar satin alinan ¢iftlie getirilmeden Once dezenfekte
edilmelidir. Bu amagla sodyum bikarbonat (NaHCOs) ile nétralize edilmis %]1°lik iyonofor
soliisyonu igerisinde 10 dakika siire ile dezenfeksiyon saglanabilir (Robert ve Shepherd

2001).
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Yumurtalarin iyodofor soliisyonlariyla dezenfeksiyonu enfeksiyonun bulasma riskini
azaltmaktadir. Yiizeysel dezenfeksiyonlarda iyot soliisyonlari 50 mg/l dozda ve 30 dakika
stireyle veya 100 mg/l dozda ve 10 dakika siireyle uygulanmaktadirlar (LaFrentz ve Cain
2004). Ancak etkenin perivitellus bosluguna yerlesmesi iyodofor defenfektanlarin etkisini
azaltir (Cipriano ve Holt 2005). Branson (1998) ile Cipriano ve Holt (2005), yumurtalarin
dezenfeksiyonunda hidrojen peroksitin 100 mg/l dozda ve 10 dakika siireyle veya
gluteraldehitin 200 mg/l dozda ve 20 dakika siireyle basarili bir sekilde kullanildigini
bildirmislerdir.

Kulugkahanelerde bulunan tasiyict baliklar enfeksiyonun yayilmasinda 6nemli rol
oynarlar (Cipriano ve Holt 2005). Bu yiizden hasta, tasiyic1 ve latent enfekte baliklar ile
saglikli baliklar arasindaki iligki kesilmelidir. Hastalik c¢ikan isletmelerde suyun,
kulugkahanelerin ve havuzlarin temizligi ve bakimi yapilmali, hasta baliklar ayrilmali ve
kullanilan malzemeler kontrol edilmelidir (Erer 2002). Dalsgaard ve Madsen (2000),
herhangi bir klinik belirti gostermeyen gokkusagi alabaligi yavrularindan F. psychrophilum

izole etmisler, hastalik 6ncesi ve sonrasinda da baliklarin tasiyici oldugunu bildirmislerdir.

Ara¢c ve gereclerin dezenfeksiyonunda % 1-2’lik formalin 10 dakika siireyle,
% 0,5-1’lik klor 2 dakika siireyle veya pH’st 13 olan alkali bilesikler 2 dakika siireyle
kullanilabilir (Branson 1998).

Eksternal bakteriyel balik patojenlerinin sagaltiminda banyo soliisyonlarina katilan
ayrica Gida ve Ilag Dairesi Merkezi (Food and Drug Administration, FDA) tarafindan
onaylanan sodyum kloriir (NaCl) etkilidir. Bu amacla % 3’lik NaCl 10-30 dakika siireyle
uygulanabilmektedir (LaFrentz ve Cain 2004).

1.12. Sagaltim

RTFS enfeksiyonu da dahil diger bakteriyel balik hastaliklarinda, bir¢cok
antibiyotigin tek basina veya kombine edilerek kullanilmasi ve bunlarin hastaliklarin kesin
teshisi yani etken izolasyonu ve identifikasyonu yapilmadan bilingsizce ve yaygin bir
sekilde kullanilmasi direngli bakteri suslarinin gelismesine (Bowser 1999, Midtlyyng

2002) ve kullanimimi takiben yasal bekletme siirelerine tam olarak uyulmamasi sonucu
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balik ve diger su iriinlerinde kalintrtya neden oldugu vurgulanmaktadir (Bjorklund ve ark

1990, Tarim ve Koytisleri Bakanligi 2003).

Hayvanlarda kullanilan ilaclar konusunda tiim {ilkelerin dikkate aldig1 bir birim olan
FDA’nm baliklarda kullanilmak iizere onayladigi ¢ok az sayida antibiyotik bulunmaktadir.
Bu baglamda antibiyotiklerin kullanildig1 balik tiirleri, hastaliklar, sagaltim dozlar1 ve
aralig1 ile kalinti birakabilme siirelerinin belirtilmesi, insan sagligi agisindan da biiyiik
onem tasimaktadir. FDA’nin balik hastaliklarinda onay verdigi baslica antibiyotikler;
penisilinler, oksitetrasiklin, siilfadimetoksin-ormetoprim, siilfamerazin ve siilfadiazin-
ormetoprimdir. Ancak farkli {ilkelerde bakteriyel balik hastaliklarinda bunlara ek olarak
kullanilmasina izin verilen antibiyotikler de (florfenikol, kloramfenikol, sarafloksasin,
eritromisin, ampisilin gibi) bulunmaktadir (Schnick ve ark 1997, Griffth 1999, Wildish ve
ark 2004, Serrano 2005, Storey 2005, Yanong 2006).

1.12.1. RTFS Enfeksiyonunda Kullamilan Antibiyotikler

Bakteriyel bir enfeksiyon olmasi nedeniyle, RTFS’nin sagaltiminda en etkili ve en
cok kulanilan ilaglar antibiyotiklerdir. Fakat sagaltimdan Once antibiyogram testlerinin
yapilmasi zorunludur (Kaya 2002, Nematollahi ve ark 2003). Ciinkii etken antibiyotiklerin
coguna diren¢ gostermektedir ve direnglilik cografik bolgelere gore degismekle birlikte,
beklenmedik zaman ve kosullarda ortaya cikabilmektedir. Hastaligin sagaltiminda cesitli
tilkelerde onaylanmig lisansli antibiyotik uygulamalarinin yapildig: rapor edilmistir. Diger
antibiyotik uygulamalarinda oldugu gibi RTFS’nin sagaliminda da uygulanacak
antibiyotiklerin veteriner hekim goézetiminde olmasi gerekmektedir (LaFrentz ve Cain

2004, Cipriano ve Holt 2005).

Yeme antibiyotik katilmasi en sik kullanilan ilaglama yontemidir (Ekman 2003).
Ancak oral antibiyotik uygulamasmin hastaligin sagaltiminda tam olarak etki
saglayamadigi, bunun da nedeninin yavru baliklarin havuzlara konulduktan birka¢ hafta
sonra veya yemlemeye basladiktan sonra bir¢ok patojen balik bakterisinin ortama katilmasi
oldugu ifade edilmistir. Su sicakliginin diismesi sagaltim basarisin1 azalttigindan,
sagaltimin tekrarlanmasi veya baliklardaki sagaltici dozun yakalanmasi gerekmektedir.
Sagaltim stiresince baliklar gézlenmeli ve yemi red eden veya istahsiz olan baliklar varsa

sagaltim yenilenmelidir (Cipriano ve Holt 2005).
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Etken siilfadiazin-trimetoprime dogal direngli olmakla birlikte, oksitetrasiklin,
doksisiklin, amoksisilin, oksolinik asit, fosfomisin, penisilin, gentamisin, kloramfenkol,
polimiksin B ve neomisine sonradan diren¢ kazanmistir. Etkenin duyarli oldugu ve bazilari
yeni olan antibiyotikler ise enrofloksasin, sarafloksasin ve florfenikoldiir. Ancak bu
antibiyotiklere karst da zaman zaman direnglilik durumuyla karsilasilabilmektedir
(Rangdale ve ark 1997, Daslgaard ve Madsen 2000, Bruun ve ark 2000, Ekman 2003,
Nematollahi ve ark 2003, Michel ve ark 2003).

Antibiyotik kullanimiyla birlikte banyo tarzinda kuarterner amonyum bilesikleri
(2 mg/l), potasyum permanganat (2 mg/l), kloramin-T veya sodyum kloriir ile yapilan
sagaltimin hastaligi1 ilimh bir sekilde baskiladigi bildirilmistir (Ekman 2003). Ancak etken
sistemik enfeksiyonlara yol actigindan kimyasal banyo uygulamalarina sinirlama

getirilmistir (Cipriano ve Holt 2005).

1.12.1.1. Beta-laktamlar

Beta-laktam antibiyotikler 1990’11 yillardan beri balik yetistiriciliginde
kullanilmaktadir. Bu grupta yer alan antibiyotikler bakterilerde hiicre duvarinin sentezini
engelleyerek etki gosterirler. Dokulara hizli bir sekilde yayilirlar ve viicuttan g¢abuk bir

sekilde atilirlar (Kaya 2002).

Literatiir bilgileri RTFS nin sagaltiminda beta-laktam antibiyotiklerden amoksisilinin
kullanildigin1 gostermektedir. Su {iriinlerinde kalinti kontrolii yapilacak antibiyotikler
icerisinde yer alan amoksisilin genis¢e etki spektrumludur ve kimyasal formiili
Ci6H19N30sS (Sekil 1.1.)’dir. Gram pozitif ve Gram negatif mikroorganizmalara karsi

bakterisid etkilidir (Kaya 2002, TKB 2003).

Diger memeli hayvanlara gore amoksisilin baliklarin intestinal sisteminden daha zor
emilir. Bu yiizden etkili kan yogunlugunun saglanabilmesi i¢in, diger memeli hayvanlara
uygulanan dozdan 2-5 kat daha fazla uygulanir. Amoksisilin bu amagla 80 mg/kg dozda
oral yolla uygulanarak kullanilir. (Burka ve ark 1997, Arda ve ark 2002, Storey 2005).
Branson (1998), Avrupa’da meydana gelen RTFS’nin sagaltiminda amoksisilinin 80-100
mg/kg/giin dozda ve 7 giin siireyle kullanilmasina ragmen etkiniliginin azaldig1 veya bazi

balik iiretim ciftliklerinde etkili olmadigin1 belirtmistir. Ayrica yapilan ¢alismalarda
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amoksisiline kars1 direng sekillendigi rapor edilmistir (Rangdale ve ark 1997, Madsen ve

Dalsgaard 2000, Bruun ve ark 2000).

1.12.1.2. Nitrofuranlar

Nitrofuranlar, furan halkasindaki besinci karbon atomu iizerinde nitro grubu tasiyan
sentetik ve etki spektrumu genis kemoterapotiklerdir. Gram pozitif ve bazi Gram negatif
bakterilere etkilidirler. Nitrofuran grubu antibiyotikler icerisinde nitrofurazon, furazolidon
ve nifurpirinol 6nemli bir yer tutar. Etki sekli belirsiz olan nitrofuranlarin, metabolitleriyle
bakteri DNA’sinda hasara yol agtiklar1 veya bakterilerde priivattan asetil koenzim-A’nin
sekillenmesini engelledikleri diistiniilmektedir (Orer 2000, Kaya 2002). Kimyasal formiili
Ci2H0N204 ve molekiil agirligr 246,06 olan nifurpirinol (Sekil 1.1.) suya uygulandiginda
balik dokusu tarafindan hizla absorbe edilmektedir. Gegmis yillarda haftada iki kere 0,5
mg/ml dozda 3 giin arayla ve 60 dakika siireyle banyo tarzinda nifurpirinol uygulamasiyla
RTFS’nin kontrol altina alindig1, fakat 24 saat arayla 10-15 mg/l dozda ve 60’ar dakikalik
iki banyo uygulamasi ile daha etkin sonug¢ alindig1 bildirilmistir. Ancak karsinojenik ve
mutajenik olmalar1 nedeniyle, bircok Avrupa iilkesinde, Amerika Birlesik Devletleri’nde
ve lilkemizde 90/2377 sayilt AB yonetmeliginin IV nolu ekinde su iiriinleri de dahil, gida
degeri olan hayvanlarda yasaklanmis maddeler grubunda yer aldiklarindan, nitrofuranlarin

kullanilmalar1 yasaklanmistir (Kaya 2002, TKB 2003, Cipriano ve Holt 2005).

1.12.1.3. Fenikoller

Fenikoller grubunda yer alan florfenikol beyaz renkte tozdur. Grubun diger iiyeleri
arasinda kloramfenikol ve tiamfenikol bulunmaktadir. Kloramfenikol molekiiliine nitro
grubunun yerine metilsiilfonil (CH3-SO;-) grubu ve flor atomunun gelmesiyle florfenikol
olusur. Kloramfenikoliin kemik iligini baski altina almasi nedeniyle, Tarim ve Kdyisleri
Bakanlig1 tarafindan Nisan-1993 tarihinde gida degeri olan hayvanlarda kullanimi
yasaklanmigtir. Kemik iligini baski altina almamasi ve aplastik anemiye yol agmamast
nedeniyle, florfenikol gida degeri olan hayvanlarda giivenle kullanilabilir (Kaya 2002).
Florfenikol ve tiamfenikol, iilkemizde 31.12.2003 tarihi itibar1 ile su T{riinleri

yetistiriciliginde bakanliktan ruhsat alimina ve regeteye tabi antibiyotikler icerisinde yer
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almaktadirlar. Florfenikol aymi zamanda su iiriinlerinde kalinti kontrolii yapilacak

antibiyotikler icerisinde de yer almaktadir (TKB 2003).

Suda c¢oziilebilir bir antibiyotik olan florfenikolin  kimyasal formiilii
C2H14CLLFNO4S (Sekil 1.1.), kalint1 limiti 0,8 ppm (mg/kg) ve molekiil agirligr 358,22 dir
(Wildish ve ark 2004). Atlantik salmon baliklarinda agizdan verildiginde biyoyaralanimi %
95 ve yar1 omrii 12 saat olan florfenikoliin dokularda birikme ve burada melanin baglama

ozelligine sahiptir (Inglis ve Richards 1991, Burka ve ark 1997, Park ve ark 2006).

Bakteri hiicresinde protein sentezini engelleyerek etkisini gosteren florfenikol
bakteriyostatik bir antibiyotiktir. Florfenikol bakterilerde ribozomlar ile birleserek, mesajci
RNA (mRNA) ile yonetilen protein sentezini engeller. Bakterilerde 50S ve 30S ribozomal
alt birimlerden olusan tek ribozomun ¢okme sabitesi 70S (107 sn)’tir. Memeli
hiicrelerindeki ribozomun ¢okme sabitesi 80S oldugundan, florfenikol memeli hiicre
ribozomlarinda protein sentezini engellememektedir. Florfenikol 50S ribozomunu
etkileyerek peptidil transferaz enziminin etkinligini azaltir. Bdylece peptid baginin

sekillenmesi ve ribozomun mRNA {izerinde kaymas1 engellenir (Kaya 2002).

Genis etki spektrumlu olan florfenikol hem Gram pozitif hem de Gram negatif
bakterilere etkilidir. Molekiilde flor atomunun bulunmasi florfenikoliin asetilaz salgilayan

bakterilere kars1 direncini arttirir ve etkisine karsi daha zor direng sekillenir (Kaya 2002).

Uygulama dozu 10 mg/kg/giin olan ve 10 giin siireyle uygulanan florfenikol, oral
yolla uygulandiginda dokulardan daha iyi absorbe edilmektedir. Yiiksek su sicakliklarinda
viicuttan daha ¢abuk atilmaktadir. Hosa giden bir lezzeti oldugundan baliklar tarafindan

kolayca tiiketilir. Gerek tath sularda gerekse tuzlu sularda etkilidir (Shering-Plough 2006).

Florfenikoliin Kanada, Norve¢ ve Japonya’da salmon baliklarinda goriilen ve
F. psychrophilum’un neden oldugu RTFS ile 4. salmonicida’nin neden oldugu
furunkulozis enfeksiyonlarinin sagaltiminda kullanildigi (Lunden ve ark 1998, FDA 20006),
bununla birlikte Avrupa’da meydana gelen RTFS’nin sagaltiminda 10 mg/kg/giin dozda ve
10 giin siireyle uygulandiginda etkili oldugu belirtilmistir (Branson 1998). Lunden ve
Bylund (2000), 10 mg/kg/giin dozda ve 10 giin siireyle uygulanan florfenikoliin dalak
dokusunda lenfosit proliferasyonuna bagl olarak gokkusagi alabaliklarinda immun sistemi

baskiladigini belirtmislerdir.
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1.12.1.4. Kinolonlar

Kinolon grubu antibiyotiklerin bazi tiirevlerinin yapilarinda flor atomu
bulundugundan, bu grup antibiyotikler florokinolonlar olarak da bilinirler. Sentetik yollarla
hazirlanmis olan kinolon grubu antibiyotikler igerisinde nalidiksik asit, oksolinik asit,
enrofloksasin, sarafloksasin ve flumekuin yer almakla birlikte, oksolinik asit ve flumekuin
1980’lerden beri Avrupa’da balik hastaliklarinda en sik kullanilan iki antibiyotiktir (Burka
ve ark 1997). Su iirlinlerinde kalint1 kontrolii yapilacak antibiyotikler igerisinde yer alan
flumekuin ve oksolinik asit, tilkemizde 31.12.2003 tarihi itibar1 ile su Uriinleri
yetistiriciliginde bakanliktan ruhsat alimina ve regeteye tabi antibiyotikler igerisinde de yer

almaktadirlar (TKB 2003).

Enrofloksasinin ve siprofloksasinin kimyasal formiilleri sirasiyla C;oH2FN3O3 ve
C17H1sFN3O5 (Sekil 1.1.), molekiil agirliklar ise sirastyla 359,5 ve 331,36°dir. Kinolon
grubu antibiyotiklerin farmakokinetigi su sicakligina ve suyun tuzluluk oranina gore
degiskenlik gosterir. Sudaki katyonik iyonlarin fazla olmasi kinolon grubu antibiyotiklerin
bagirsaklardan emilimini engelleyerek baliklardaki biyoyararlanim oranmi diisiirmektedir
(Burka ve ark 1997). Enfloksasinin alabaliklarda dagilim hacmi (Vd) 3.2 I/kg ve yarilanma
omrii 24 saattir (Kaya 2002). Tuzlu su atlantik salmon baliklarina tek doz olarak oksolinik
asit ve flumekuin 25 mg/kg, sarafloksasin ve enrofloksasin 10 mg/kg konsantrasyonlarinda
yeme ilave edildikten sonra, biyoyararlanimlarinin sirasiyla %30.1, %44.7, %2.2 ve %55.5
oldugu ve yarilanma Omiirlerinin ise sirasiyla 18.2, 24, 24 ve 34.2 saat oldugu ifade
edilmistir (Martinsen ve Horsberg 1995). Martinsen ve ark (1993) sarafloksasinin
formiilasyonuna bagli olarak biyoyararlaniminin % 4-24 arasinda degistigini
belirtmislerdir. Ayrica farmakokinetik ¢alismalarda kinolon grubu antibiyotiklerin balik
dokusunda iyi penetre olduklari ve flumekuin ile enrofloksasinin kinetik parametre
sonuglarinin oksolinik aside gore daha iyi oldugu ifade edilmektedir (Martinsen ve

Horsberg 1995, Storey 2005).

Enrofloksasin viicutta oksidatif dietilasyon sonucunda metaboliti olan siprofloksasine
dontismektedir (Serrano 2005). Vaccaroo ve ark (2003), levrek baliklarinda (Dicentrarchus
labrax) enrofloksasinin 3 giin siireyle 1 mg/kg dozda periton i¢i yolla veya tek dozda
(3 mg/kg) ayni yolla uygulanmasiyla, enrofloksasinin biyotransformasyonunda rol
oynayan sitokrom P450 enzim sisteminin sirastyla % 23 ve % 25 oraninda baskilandigini

ve metaboliti olan siprofloksasine donilisim oraninin azaldigim1 belirlemislerdir.
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Aragtiricilar  benzer olgunun diger balik tiirlerinde de meydana gelebilecegini

bildirmislerdir.

Kinolonlar Gram negatif bakterilere de etki eden genis spektrumlu antibiyotikler
olup bakterilerde DNA jiraz enziminin etkinligini engelleyip, DNA sentezi ve kopyasinin
cikarilmasin1 ve dolayisiyla niikleik asit sentezini engelleyerek etkinlik gosterirler (Kaya
2002). Kinolon grubu antibiyotikler hiicre i¢i yerlesim gostererek, etkenin direng kazanma
mekanizmasini gerilettiklerinden gerek tatli ve tuzlu su, gerekse de diisiik ve yiiksek su

sicakliklarinda sikga kullanilmaktadirlar (Burka ve ark 1997).

Kinolonlar balik hastaliklarinda banyo tarzinda, yeme katilarak oral yolla veya
enjeksiyon tarzinda uygulanirlar. Ancak F. psychrophilum’un oksolinik asite kars1 direng
gosterdigi rapor edilmistir (Rangdale ve ark 1997, Madsen ve Dalsgaard 2000, Bruun ve
ark 2000). Enrofloksasin 0.8-1 mg/l, oksolinik asit 1 mg/l ve flumekuin 10 mg/l dozda
suya katilarak 24 saat silireyle banyo seklinde uygulanirken oksolinik asit 5-10 mg/kg/giin,
enrofloksasin ve siprofloksasin 10 mg/kg/giin dozda hesaplanip yeme katilarak 10 giin
stireyle uygulanir (Martinsen ve Horsberg 1995, Burka ve ark 1997, Roberts ve Shepherd
2001).

1.12.1.5. Tetrasiklinler

Balik yetistiriciliginde genis kullanim alani bulan tetrasikilin grubu antibiyotiklerin
baslicalar1  oksitetrasiklin, klortetrasikilin ve  doksisiklindir. ~Ancak bunlardan
oksitetrasiklin hidrokloriir tuzu, toksisitesinin diisiik olmasi, ucuz olmasi ve birgok
bakteriyel hastaliga kars1 etkili olmas1 nedeniyle balik hastaliklarinda en ¢ok tercih edilen
antibiyotikler arasinda yer almaktadir (Burka ve ark 1997). Tetrasiklinler iilkemizde su

tirtinlerinde kalint1 kontrolii yapilacak antibiyotikler i¢erisinde bulmaktadirlar (TKB 2003).

Suda ¢oziinen oksitetrasiklinin kimyasal formiilii C,H»4N,O9 (Sekil 1.1.), kalintt
limiti 0,1 ppm, yar1 6mrii 60,3 saat ve molekiil agirhg 460,44 diir (Wildish ve ark 2004).
Damar i¢i yolla 60 mg/kg dozda alabaliklara uygulanan oksitetrasiklinin biyolojik yar1
omrii 81 saat, dagilim hacmi 2,1 I/kg ve klirensi (Cl) 0,27 ml/dk kg’dir (Kaya 2002).

Genis etki spektrumlu olan oksitetrasiklin hem Gram pozitif hem de Gram negatif

bakterilere etkili bakteriyostatik bir antibiyotiktir. Bakterilerde 30S ve 50S ribozomal alt
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birimin aminoasil tasiyict RNA (tRNA)’ya baglanmasin1 dolayisiyla protein sentezini

engelleyerek etki gosterir (Kaya 2002).

Tetrasiklinler baliklarda baglica karacigerde metabolize edilmektedirler. Viicuttaki
biyolojik yar1 dmiirleri su sicakligina bagli olarak degiskenlik gdstermektedir. Ornegin,
16 °C’de t;,= 4,8 giin, 10 °C’de t;,= 6,1 giin ve 5 °C’de t;,= 8,9 giindiir (Bjorklund ve ark
1990). Su sicakligr arttikca, metabolizma hizinin artigina bagl olarak yarilanma siiresinde
azalma gozlenmektedir. Tetrasiklinlerin viicuttaki atilimi tath su baliklarinda daha hizlidir.
Tatli su atlantik salmon baliklarinda 7-8 °C’deki su sicakliginda tetrasiklinlerin biyolojik
yar1 dmiirleri 2,1 giin dolayinda oldugu belirtilmektedir (Burka ve ark 1997). Buna karsilik
Namdari ve ark (1999)’larinin yaptiklar bir aragtirmada, 10 °C su sicakliklarinda bulunan
tath su alabaliklar1 ve tuzlu su salmon baliklarina oksitetrasiklinin ayn1 dozda uygulanmast
sonucu, her iki balik tiirlindeki farmakokinetik parametrelerin birbirine yakin oldugunu

vurgulamiglardir.

Oksitetrasiklinin tath su gokkusagi alabaliklarindaki biyoyararlanimi % 8 iken, tuzlu
su atlantik salmon baliklarindaki biyoyararlanimi % 2’dir. Oksitetrasiklinin oral yolla
kullanilan sagaltim dozu, insanlarda ve diger sicak kanli hayvanlarda kullanilan sagaltim
dozundan 2-5 kat daha fazladir. Bunun nedeni balik bagirsaginda emiliminin az olmasidir
(Burka ve ark 1997, Storey 2005). Bu amagla oksitetrasiklin genellikle 75-150 mg/kg/glin
dozda yeme katilarak 5-10 giin siireyle veya 10 mg/l dozda suya katilarak 10 giin siireyle
banyo tarzinda veya 250-500 mg/kg/giin dozda yeme katilarak 5-7 giin siireyle
kullanilabilir (Kaya ve ark 1997). Ayrica bakteriyel balik hastaliklarinin sagaltiminda
oksitetrasiklin hidrokloriiriin 250 mg/kg/giin dozda 4 giin siireyle kullanilabilecegi
bildirmistir (FDA 2000).

Gecmis yillarda yapilan c¢aligmalarda, pedunkul ve kaudal yiizgecte erozyonla
seyreden RTFS’nin sagaliminda 10-50 mg/l dozda oksitetrasiklinin etkili oldugu
bildirmistir (Cipriano ve Holt 2005). Bruun ve ark (2003), oksitetrasiklinin (OTC) 75
mg/kg/giin dozda ve 10 giin siireyle uygulanmasiyla RTFS’ye kars1 daha etkili oldugunu
belirtmisler, ancak OTC’nin en kiiciik etkin yogunluk (EKEY) degerinin izolatlara gore
farklilik  gosterdigini ve bunun sagaltim etkinligi agisindan Onemli oldugunu
bildirmislerdir. Bruun ve ark (2000), Danimarka’da yaptiklar1 bir ¢alismada, RTFS

enfeksiyonunda kullanilan oksitetrasiklinin kalintrya da neden oldugunu ifade etmislerdir.
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Lunden ve Bylund (2000), 75 mg/kg/giin dozda ve 10 giin siireyle uygulanan
oksitetrasiklinin dalak dokusunda lenfosit proliferasyonuna bagli olarak gokkusagi
alabaliklarinda immun sistemi baskiladigini bildirmislerdir. Ayrica oksitetrasiklinin serum
immunglobiilin diizeyinin azalmasina baglh olarak immun sistemi baskiladig1 ve 16kosit
tretimini geciktirdigi ancak tamamen azaltmadigi bildirilmistir (Rijkers ve ark 1981,

Grondel ve ark 1985).

1.12.1.6. Siilffonamidler

Sentetik  olarak  hazirlanan  siilfonamidlerin  bakteriler {izerinde etkinlik
olusturabilmeleri icin yapilarinda N*-para-amino grubunun olmasi gereklidir.
Bakteriyostatik etkili olan siilfonamidler dar etki spektrumludurlar. Ancak trimetoprim
veya ormetoprim gibi 2,4-diaminoprimidin (DAP) ile birlikte kombine edilerek
kullanildiklarinda etki spektrumlar1 genisler (Kaya 2002). Alavi ve ark (1993), diger
stilfonamidlere gére 60 mg/kg dozda ugulanan siilfaklorpridazinin Gram negatif bakteriyel
etkenlere olduk¢a etkili oldugunu belirtmislerdir. Bakteriyel balik hastaliklarinda
kullanilan siilfonamidlerin  baslicalar1 siilfadiazin, siilfadimidin, siilfisoksazol ve
stilfametazin ile siilfadimetoksin-trimetoprim, siilfadiazin-trimetoprim olmakla birlikte,
molekiil agirligi 267,30 olan siilfisoksazol (C;1H;3N303S) ve molekiil agirligr 277,34 olan
stilfametazinin (C;3H;5sN30,S) kimyasal yapilart Sekil 1.1.°de gosterilmistir (Kaya 2002).
Siilfonamidler {ilkemizde su tirlinlerinde kalint1 kontrolii yapilacak antibiyotikler ig¢erisinde

bulmaktadirlar (TKB 2003).

Stilfonamidler bakterilerde para-aminobenzoik asit (PABA) ve dihidropterin
arasindaki tepkimeyi gerceklestiren dihidropteroat sentetaz enziminin etkinligini 6nleyerek
ve boylece folik asit iiretimini azaltarak ve sonugta ara metabolizmay1 engelleyerek

etkinlik gosterirler (Kaya 2002).

Stlfadimidinin alabaliklara damar i¢i yolla 100 mg/kg dozda ve 10 °C’de
uygulanmasiyla yarilanma 6mrii 20,6 saat, dagilim hacmi 1,2 1/kg ve klirensi 41 ml/saat.kg
olarak bulunmus iken, ayni doz ve yolla 20 °C’de uygulanmasiyla yarilanma Omrii
14,7 saat, dagilim hacmi 1,83 I/kg ve klirensi 39,9 ml/saat.kg olarak bulunmustur. Ayni

doz ve yolla uygulanan siilfadiazinin ise 10 °C’deki yarilanma 6mrii 47 saat, dagilim hacmi
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0,53 1/kg ve klirensi 7,9 ml/saat.kg iken, 20 °C’deki yarilanma omrii 33 saat, dagilim
hacmi 0,6 1/kg ve klirensi 12,2 ml/saat.kg’dir (Kaya 2002).

Atlantik salmon baliklarinda trimetoprim ve ormetoprim bagirsaklardan tamamen
emilmesine ve etkili kan yogunluguna ulagsmasina ragmen, trimetoprim ve ormetoprimin

sistemik biyoyararlanimlar1 % 40’tir (Burka ve ark 1997).

Skjelstrup ve ark (2000), yaptiklar1 ¢aligmada oksolinik asit, oksitetrasiklin,
florfenikol ve siilfadiazin-trimetoprim (5:1) kombinasyonunun sirastyla 35, 75, 10 ve
30 mg/kg/giin dozda yeme katilarak 10 giin siireyle verildikten sonra, hematopoietik bir
organ olan anterior bobrekte lenfoid hiicre proliferasyonunun olustugunu ve siilfadiazin-
trimetoprim kombinasyonu disindakilerin anterior bobrekte mitoz boliinmeyi baskiladigini
ortaya koymuslardir. Ayrica Lunden ve Bylund (2000), 30 mg/kg/giin dozda ve 10 giin
siireyle uygulanan siilfadiazin-trimetoprim kombinasyonunun dalak dokusunda lenfosit
proliferasyonuna bagli olarak gokkusagi alabaliklarinda immun sistemi baskiladigini

bildirmislerdir.

Siilfonamid grubu antibiyotiklerden siilfisoksazol ve siilfametazin, bakteriyel balik
hastaliklarinin = sagaltiminda ilk kullanilan antibiyotikler arasinda yer almaktadir.
Siilfisoksazoliin, F. psychrophilum sagaltiminda 220 mg/kg/giin dozda 10 giin siireyle,
profilaktik olarak 88 mg/kg/giin dozda 26 giin siireyle yeme katilarak uygulandigi rapor
edilmistir (Cipriano ve Holt 2005). Buna ragmen Lorenzen ve ark (1997), Rangdale’nin
bildirdigine gore, uygulama dozu 50-60 mg/kg’in iizerinde olan siilfonamidlerin, RTFS
enfeksiyonunun goriildiigii alabalik yavrularinda etkili olmadigini bildirmislerdir. Ayrica
F. psychrophilum’un siilfadiazin-trimetoprim kars1 dogal direng gosterdigi rapor edilmistir

(Rangdale ve ark 1997, Madsen ve Dalsgaard 2000, Bruun ve ark 2000).
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Sekil 1.1. RTFS enfeksiyonunda kullanilan bazi antibiyotiklerin kimyasal yapis1
(Kaya 2002, Kayaalp 2002).
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2. GEREC VE YONTEM

2. 1. Gerecg
2.1.1. Hayvan Materyali

Calisma, merkezi Aydin’da bulunan, Mugla iline bagli Beyobasi - Kdycegiz
mevkiindeki {iretim tesisinde gerceklestirildi ve hayvan materyali bu igletmeden temin
edildi. Dogal yolla F. psychrophilum ile enfekte oldugu tahmin edilen yavruhane
boliimiinde (Sekil 2.1. ve 2.2.) meydana gelen enfeksiyon sonucunda, canli balik sayist ve
6liim oranlar1 birbirine yakin havuzlar degerlendirmeye alindi. Rastgele secilen ve canli
agirliklar1 1-2 g arasinda degisen 10-12 haftalik 50 adet hastalikli gokkusagi alabalik
yavrusu laboratuvara isletme suyu igerisinde canli olarak getirildi. Etken izolasyonu ve
identifikasyonunu takiben antibiyogram testleri yapildi (Furones 2001). Antibiyotik
duyarlilik testleri sonuglarina gore etkenin en duyarli oldugu dort antibiyotik secildi ve biri
kontrol olmak {iizere bes ayri havuz kullanilarak sagaltima baslandi. Bu amagla her bir
havuzda yaklagik 25 000 adet olmak iizere toplam 125 000 dogal enfekte gokkusagi

alabalik yavrusu kullanildi.
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Sekil 2.1. Yavruhane boliimiinden bir Sekil 2.2. Yavruhane boliimiinden diger
gorliiniim. bir goriiniim.

2.1.2. Besiyerleri
2.1.2.1. izolasyon besiyerleri

RTFS’ye neden olan F. psychrophilum’un izolasyonunda Cyfophaga agar (Kusuda
1982, Wiklund ve ark 1994, Soltani ve ark 1995, Daskalov ve ark 1999, Dalsgaard ve
Madsen 2000, Nematollahi ve ark 2003, Cipriano ve Holt 2005) besiyerinden yararlanildi.
Cytophaga agar besiyerinin hazirlanmasinda 0,5 g tripton (DIFCO-211705), 0,5 g yeast
extract (MERCK-103753), 0,2 g beef (meat) extract (MERCK-103979), 0,2 g sodyum
asetat (MERCK-106264), 9,0 g agar (MERCK-101613) ve 1000 ml distile su kullanildi
(pH 7,2-7,4). Karisim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika siireyle otoklavda sterilize
edildi ve yaklasik 45-50 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra steril petri kaplarina dokiilerek

hazirlandi.

2.1.2.2. identifikasyon besiyerleri
Etkenin identifikasyonunda kullanilan baslica besiyerleri;
1. Cytophaga Broth

Cytophaga broth besiyerinin hazirlanmasinda 0,5 g tripton (DIFCO-211705), 0,5 g
yeast extract (MERCK-103753), 0,2 g beef (meat) extract (MERCK-103979), 0,2 g
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sodyum asetat (MERCK-106264) ve 1000 ml distile su kullanild1 (pH 7,2-7,4). Karisim
hazirlandiktan sonra tiiplere 4’er ml aktarildi ve 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda
sterilize edildi (Kusuda 1982, Wiklund ve ark 1994, Soltani ve ark1995, Daskalov ve ark
1999, Dalsgaard ve Madsen 2000, Nematollahi ve ark 2003, Cipriano ve Holt 2005).

2. Lassen’in Uglii Tiip Besiyeri

Lassen’in {iglii tlip besiyerlerinden olan I. tiiplin hazirlanmasinda triple sugar iron
agar (MERCK-103915) kullanildi. Karigimdan 65 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi.
Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlandi ve daha sonra tiiplere aktarilarak 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Tiipler otoklavdan ¢ikarildiktan sonra 45° egimli olacak sekilde

sogutuldu (Lassen 1975).

Lassen’in {iglii tiip besiyerilerinden olan II. tiiplin hazirlanmasinda 5,0 g pepton
(MERCK-107228), 5,0 g neopepton, 2,0 g mannitol (MERCK-105982), 2,5 g agar
(MERCK-101613), 1,7 g potasyum nitrat (MERCK-105065), 20 ml fenol kirmizis1 ayiraci
(% 0,2°1ik) ve 1000 ml distile su kullanildi. Karigimin pH’s1 7,2-7,4’e ayarlanarak tiiplere
4’er ml aktarildi ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi (Lassen 1975).

Lassen’in ii¢li tiip besiyerilerinden olan III. tiiplin hazirlanmasinda ise iire broth
(MERCK-108483) kullanildi. Karisimdan 17 g tartilip 1000 ml distile suda eritildi. Daha
sonra 0,22 pum steril milipore filtrelerden (MACHEREY-NAGEL Lot No: 603-001)

stiziilerek steril tiiplere 4’er ml aktarildi (Lassen 1975).
3. Nitrat Broth

Nitrat brothun hazirlanmasinda 3,0 g beef (meat) extract (MERCK-103979), 5,0 g
pepton (MERCK-107228), 1,0 g potasyum nitrat (MERCK-105065) ve 1000 ml distile su
kullanildi. Karigim hazirlandiktan sonra tiiplere 4’er ml aktarildi ve 121 °C’de 15 dakika
stireyle otoklavda sterilize edildi (Bilgehan 1995).

4. Oksidasyon- Fermentasyon Besiyeri (O/F Basal Medium) (MERCK-110282)

Karisimdan 11 g tartildi ve 1000 ml distile suda eritildi. Daha sonra tiiplere 4’er ml
aktarilarak 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.
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5. Jelatin (MERCK-104070)

Cytophaga agara % 4 oraninda jelatin ilave edilerek homojenize edildi ve pH’s1 7,2-
7,4°e ayarlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. Daha sonra
45-50 °C’ye kadar sogutulup steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi (Bilgehan 1995,
Ince 2005).

6. Metil Kirmizisi - Voges Proskauer (MRVP) Medium (OXOID-CM0043B)

Karigimdan 17 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve tiiplere 4’er ml
aktarildiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi.

7. Kongo Kirmizisi (Galaktozamin Glikan) Testi

Hazirlanacak Cytophaga agar besiyeri igersine % 0,003 kongo kirmizisi ilave edildi.
Karigim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve yaklasik
45-50 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi
(Lorenzen 1994, Lorenzen ve ark 1997).

8. Simmons Sitrat Agar (OXOID-CM155)

Karigimdan 23 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve tliplere 4’er ml aktarildi.
Daha sonra tipler 121 °C’de 15 dakika otoklavda sterilize edildi ve otoklavdan

cikarildiktan sonra 45° egimli olacak sekilde sogutuldu.
9. Tryptic Soy Agar (MERCK-105458)

Karigimdan 40 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edildi. Daha sonra steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi.
10. Plate Count Agar (MERCK-105463)

Karisimdan 22,5 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Yaklasik 45-50 °C’ye kadar sogutuldu ve steril petri kaplarina

dokiulerek hazirland.
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11. Mueller-Hinton Agar (MERCK-105437)

Karigimdan 34 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve 121 °C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edildi. Daha sonra steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi.
12. Kanl1 (Blood) Agar (MERCK-110886)

Karisimdan 40 g tartilarak 1000 ml distile suda eritildi ve 121 °C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edildi. Yaklagik 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra % 5 steril

defibrine koyun kani ilave edildi ve steril petri kaplarina dokiilerek hazirlandi.
13. NaCl i¢eren Cytophaga agar besiyerleri

Hazirlanacak Cytophaga agar besiyeri igersine sirasityla % 0, % 0,5, % 1,5 ve
% 3 NaCl (MERCK-106400) ilave edildi. Karigim hazirlandiktan sonra 121 °C’de 15
dakika otoklavda sterilize edildi ve yaklasik 45-50 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra steril
petri kaplarma dokiilerek hazirlandi (Bilgehan 1995, Lorenzen ve ark 1997, Ekman 2003,
Cipriano ve Holt 2005).

2.1.2.3. Ayrraclar

1. Kovac’s indol Ayiract (MERCK-109293)
2. Nitrat A Ayiract (DIFCO-BD261197)

3. Nitrat B Ayiraci (DIFCO-BD261198)

4. O’Meara’s Ayiract (FLUKA-07689)

5. Metil Kirmizis1 Ayiraci

Metil kirmizisi ayiracinin hazirlanmasinda 0,05 g metil kirmizisi, 150 ml etil alkol
(MERCK-100986) ve 100 ml distile su kullanildi. Metil kirmizis1 etil alkolde eritildikten

sonra iizerine distile su eklendi (Bilgehan 1995).
6. Fenol Kirmizis1 Ayiract (% 0,2’lik)

Bir havanda 0,2 g fenol kirmizisi tizerine 23,5 ml 20 Normal sodyum hidroksit
(MERCK-106482) erigi azar azar eklenerek eritildi. Distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak

balon jojede calkalandiktan sonra renkli siseler icerisinde oda 1sisinda saklandi (Bilgehan

1995).
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2.1.2.4. Boyalar

1. Gram Boya (MERCK-111885)

2. Metil Kirmizis1 (DIFCO-611812)

3. Fenol Kirmizist (MERCK-107241)

4. Kongo Kirmizisi (Reidel-de Haen-818134)

2.1.3. API ZYM Enzim Testi

Stipheli bakteri kolonilerinin enzim iiretimi API ZYM stripleri (bioMerieux sa,
69280, Marcy I’Etoile, Fransa) araciligi ile belirlendi. API ZYM testi iiretici firma

talimatlarina gore yapildi.

2.1.4. Referans Bakteri Susu

Bakteri suslarimin morfolojik, biyokimyasal ve enzim testleri ile antibiyotik
duyarhilik testlerinin degerlendirilmesinde, Siileyman Demirel Universitesi Egirdir Su
Uriinleri Fakiiltesi Hastaliklar Anabilim Dali’'ndan temin edilen F. psychrophilum

NCIMB 1947 susu karsilastirilarak kullanildi.

2.1.5. Antibiyotik Tan1 Diskleri

Calisma kapsaminda kullanilan antibiyotik tani diskleri amoksisilin/klavulanik asit
(OXOID-CT0223B), ampisilin (OXOID-CT0003B), enrofloksasin (OXOID-CT0639B),
eritromisin (OXOID-CT0020B), florfenikol (OXOID-CT1754B), gentamisin (OXOID-
CT0024B), oksitetrasiklin  (OXOID-CT00413), penisilin G (OXOID-CT0043B),
siprofloksasin ~ (OXOID-CT0425B) ve  siilfametoksazol-trimetoprim  (OXOID-
CT0052B)’dir.

Tan1 disklerinin icerdigi antibiyotik miktarlar1 ise amoksisilin/klavulanik asit (AMC;
2:1) 30 pg, ampisilin (AMP) 10 pg, enrofloksasin (ENR) 5 pg, eritromisin (E) 15 ng,
florfenikol (FFC) 30 pg, gentamisin (CN) 10 pg, oksitetrasiklin (OT) 30 pg, penisilin G
(P) 10 {tinite, siprofloksasin (CIP) 5 pg ve siilfametoksazol-trimetoprim (SXT; 23,75 ng +
1,25 pg) 25 pg’dir.
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2.1.6. ilac Standartlar

Bakteri izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan yapilan antibiyogram testleri
sonucuna gore, etkenin en duyarli oldugu antibiyotiklerden oksitetrasiklin (Terramycin,
Pfizer, Tiirkiye), enrofloksasin (Baytril, Bayer Tiirk, Tiirkiye), siprofloksasin (Ciprobiotik,
Eczacibas1, Tiirkiye) ve florfenikol (Florocol, Schering-Plough, ingiltere) kullanilarak

sagaltima baglandi.

2.1.7. Cihazlar

Calisma kapsaminda Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji
ve Toksikoloji Anabilim Dali’nda bulunan derin dondurucu (Philco, Merloni
Elettrodomestici), su banyosu (Niive, NM 402), distile su cihaz1 (Niive, NS 112), etiiv
(Niive, FN 500), sogutmal1 inkiibatér (Niive, ES 110), vortex (Niive, NM 110), 1sitmali
manyetik karistirict (Niive, MK 418), terazi (Shimadzu, EB-2200 HU) ve hassas terazi
(Shimadzu, AX120) ile Mikrobiyoloji Anbilim Dali’nda bulunan otoklav (Niive, OT4060)
ve pH metre (Hana instrument, pH 211) ayrica Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda
bulunan 151k mikroskobu (Leica DMLB) ve goriintii analiz programindan (Leica Q Win

Standart) yararlanildi.

2.2. Yontem
2.2.1. Bakteri izolasyonu

Hastalikli gokkusagi alabalik yavrulari, bakteriyolojik ekim &rnekleri igin
laboratuvara igletme suyu icerisinde canli olarak getirildi. Ayn1 giin steril pens, bistiiri ve
makas yardimiyla steril ortamda solungac¢ yaylart kesilerek steril 6ze yardimiyla
Cytophaga agara ekim yapildi (Diler ve ark 2000, Furones 2001).

Bagirsak ve i¢ organlardan etken izolasyonu i¢in alabalik yavrularinin viicut yiizeyi
% 70’lik etil alkolle (MERCK-100986) silindi. Aseptik kosullarda aniisten basa dogru
ventral ensizyon yapilarak abdominal bosluk ac¢ildi. Solungag, karaciger, bobrek, beyin,
dalak, bagirsak ve lezyonlu bolgelerden steril 6ze yardimiyla Cytophaga agara ekimler
yapild1 (Patrico ve ark 1995, Diler ve ark 2000, Furones 2001, Madsen ve ark 2001,
LaFrentz ve Cain 2004). Ekimi yapilan besiyerleri 15-20 °C’de 48-96 saat saat inkiibe
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edildi (Wiklund ve ark 1994, Lorenzen ve ark 1997, Dalsgaard ve Madsen 2000, LaFrentz
ve Cain 2004, Cipriano ve Holt 2005).

2.2.2. Bakteri Suslarimn identifikasyonu

Inkiibasyondan sonra farklilik gosteren koloniler segilerek saflastirildi. Kiiltiirlerin
saflig1 koloni tiplerinin kontrolii ile belirlendi. Saf kiiltlirlerin Gram reaksiyonu, genel
morfoloji, hareketlilik gibi morfolojik karakterleri ile kolonilerin goériiniimii,
pigmentasyonu, sekli, biiyiikligii gibi kiiltiirel 6zellikleri ve ayrica katalaz aktivitesi,
oksidaz testi, karbonhidratlarin fermentasyonu, fleksirubin pigment {iretimi, oksidasyon-
fermentasyon (O/F) testi ile jelatin hidrolizi, kongo kirmizisi testi, sitrat testi gibi
biyokimyasal testleri gerceklestirildi (Bilgehan 1995, Lorenzen 1994, Lorenzen ve ark
1997).

2.2.2.1. Gram boyama

Etken izolasyonu i¢in laboratuvara igletme suyu icerisinde canli olarak getirilen
hastalikli gokkusagi alabalik yavrularinin solungag, i¢ organlar ve lezyonlu bolgelerinden
Cytophaga agara ekimler yapildiktan sonra 15-20 °C’de 48-96 saat inkiibe edildi. Daha
sonra iireyen kolonilerin Gram boyama sonucuna gore, Gram negatif olarak belirlenen

suslara diger identifikasyon testleri uygulandi.

2.2.2.2. Katalaz testi

Kat1 besiyerinde iireyen siipheli koloniler steril 6ze ile alimip bir lamin iizerine
birakildi. Uzerine 1-2 damla % 30’luk hidrojen peroksit (MERCK-108597) damlatilip bir
kiirdan ile karigtirildi. Lam iizerinde oksijen aciga c¢ikisina bagl olarak gaz olusturan
koloniler katalaz pozitif olarak degerlendirildi. Katalaz negatif bakterilerde herhangi bir

gaz olusumu gozlenmedi (Bilgehan 1995).
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2.2.2.3. Oksidaz (sitokrom oksidaz) testi

Oksidaz testi ile solunumlarinda oksidatif fosforilasyon yapan bakterilerin sitokrom
oksidaz etkinligi saptandi. Kat1 besiyerinde iireyen siipheli koloniler steril 6ze ile alinarak
oksidaz test cubuklarina (MERCK-113300) temas ettirildi. Renk degisimini gozlemlemek
amaciyla 25-30 saniye beklendi. Cubugun eflatun-mor renk almasi pozitif reaksiyon,
herhangi bir renk degisikliginin olmamas1 negatif reaksiyon olarak degerlendirildi

(Bilgehan 1995).

2.2.2.4. Glikoz, laktoz, gaz, H,S testi

Stipheli bakteri kolonisi steril igne u¢lu 6ze yardimiyla alindiktan sonra, o6ze
Lassenin 1. tiipiine dik bir sekilde batirildi. Daha sonra besiyerinin yatik kisminin yiizeyine
zik-zak g¢izilerek ekim yapildi ve 15-20 "C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Tiipiin u¢ kisminda
sar1 renk olusumu laktoz pozitif, dip kisminda sar1 renk olusumu glikoz pozitif, herhangi
bir renk degisikliginin olmamas1 glikoz ve laktoz negatif, besiyerinin iizerinde siyah renk
olusumu H,S pozitif ve fermantasyon esnasinda gaz kabarciklarinin olusumu gaz pozitif

olarak degerlendirildi (Lassen 1975).

2.2.2.5. Mannitol ve hareket testi

Stipheli bakteri kolonisi steril igne uglu 6ze yardimiyla alindiktan sonra Lassenin II.
tiipiine dik bir sekilde batirildi ve 15-20 ‘C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Inkubasyon
sonucunda tiipte sar1 renk olusumu mannitol pozitif olarak degerlendirildi. Lassenin I. ve
II. tiipiindeki igne uglu 6ze ile yapilan ekim hatlar1 degerlendirilerek siipheli bakterilerin

hareketli olup olmadiklar1 belirlendi (Lassen 1975).

2.2.2.6. Ureaz (iire hidrolizi) ve indol testi

Lassen’in III. tiipiine siipheli bakteri kolonileri ekilerek 15-20 "C’de 24-72 saat
inkiibe edildi. Ureaz testi igin, inkiibasyondan sonra besiyerinin kirmizi renge dénmesi
lireaz pozitif olarak degerlendirildi. Indol testi i¢in, inkiibasyondan sonra Kovac’s indol

ayiracindan 3-5 damla damlatilarak iist tarafta bir katman olusmas1 saglandi. Besiyeri ve
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ayira¢ arasinda kirmizi bir renk olugmamasi negatif reaksiyon olarak degerlendirildi

(Lassen 1975).

2.2.2.7. Nitrat testi

Igersinde nitrat broth bulunan tiiplere siipheli bakteri kolonileri ekilerek 15-20 "C’de
48-72 saat inkiibe edildi. Daha sonra tiiplere sirasiyla nitrat ayiraglar1 (Nitrat A ve Nitrat B
ayiwract) damlatildi. Besiyeri renginin kirmizi renk almasi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Bilgehan 1995).

2.2.2.8. Oksidasyon/fermentasyon (O/F) testi

Stipheli bakteri kolonilerinden herbir bakteri i¢in iki adet deney tiipiine igne uclu 6ze
yardimiyla dik bir sekilde ekimler yapildi. Tiiplerden birisi 5 mm’den az olmamak sartiyla
steril parafin yagi ile kaplandi. Diger bakteri kolonileri i¢in de ayni islem uygulandi ve
15-20 ‘C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Parafinli tlipte sari renk olusumu fermentasyon
pozitif, parafinsiz tlipte sar1 renk olusumu oksidasyon pozitif, her iki tiipte de sar1 renk

olusmasi oksidasyon/fermentasyon pozitif olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995).

2.2.2.9. Jelatin hidrolizi (jelatinaz iiretimi)

Stipheli bakteri kolonisi steril igne u¢lu 6ze yardimiyla alindiktan sonra, % 4 jelatin
iceren Cytophaga agara ekimi yapilarak 15-20 ‘C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Ureme
olduktan sonra kolonilerin iizerine amonyum stilfat (MERCK-101216) ¢ozeltisi dokiildii.
Amonyum siilfat ¢ozeltisi 100 ml distile suda 53,1 g tartilarak hazirlandi. Jelatini hidrolize
eden kolonilerin etrafinda agik-seffaf bir zon olusumu, pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Bilgehan 1995, Ince 2005).

2.2.2.10. Metil kirmizisi - Voges Proskauer (MR-VP) testi

Stipheli bakteri kolonilerinden her bir bakteri icin iki adet MR-VP besiyerine bakteri
ekimi yapildi ve 15-20 ‘C’de 24-72 saat inkiibe edildi. Metil kirmizisi deneyi igin, inkiibe
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edilmis besiyerlerine 5-6 damla metil kirmizisi ayiract damlatildi. Kirmizi renk olusumu
pozitif, turuncu veya sar1 renk olusumu negatif reaksiyon olarak degerlendirildi. Voges
proskauer deneyi i¢in, inkiibe edilmis besiyerlerine O’Meara’s ayiracindan damlatildi ve
kirmizi renk olusumu pozitif, sar1 renk olusumu negatif reaksiyon olarak degerlendirildi

(Bilgehan 1995).

2.2.2.11. Fleksirubin pigment testi

Cytophaga agarda lireyen siipheli bakteri kolonileri, steril 6ze ile, % 20’lik potasyum
hidroksit (MERCK-105029) ¢ozeltisi emdirilmis kurutma kagitlarina temas ettirilerek renk
olusumu goézlendi. Turuncu-kahverengi renk olusumu, fleksirubin pigment iiretimi pozitif

olarak degerlendirildi (Lorenzen 1994, Lorenzen ve ark 1997).

2.2.2.12. Kongo kirmzsi (galaktozamin glikan) testi

Steril 6ze yardimiyla hazirlanan % 0,003’liikk kongo kirmizisi iceren Cytophaga agar
besiyerine siipheli bakteri kolonilerinin ekimi yapildi ve 15-20 ‘C’de 48-96 saat inkiibe
edildi. Ureyen bakteri kolonilerinin kirmizi renk almasi pozitif reaksiyon olarak

degerlendirildi (Lorenzen 1994, Lorenzen ve ark 1997).

2.2.2.13. Simmons sitrat testi

Stipheli bakteri kolonileri steril igne uclu 6ze yardimiyla Simmons sitrat besiyerine
dik olarak ekildi. Ekimi yapilan tiipler 15-20 ‘C’de 24-96 saat inkiibe edildi. Ortamin
orjinal yesil renginin muhafaza edilmesi negatif, ekim hatti boyunca iireme ile birlikte
koyu mavi rengin meydana gelmesi pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan

1995).
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2.2.2.14. Tryptone Soya Agar (TSA), Plate Count Agar (PCA), Mueller-Hinton
Agar (MHA) ve Kanh (Blood) Agarda iireme

Stipheli bakteri kolonileri steril 6ze yardimiyla TSA, PCA, MHA ve kanli agar
besiyerlerine ekildi. Ekimi yapilan petriler 15-20 "C’de 48-96 saat inkiibe edildi.
Besiyerlerinde meydana gelen iiremeler pozitif reaksiyon olarak degerlendirilirken,
tiremenin olmamasi negatif reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995, Nematollahi

ve ark 2003).

2.2.2.15. NaCl iceren (% 0, % 0,5, % 1,5 ve % 3’liik) Cytophaga agarda iireme

Stipheli bakteri kolonileri steril 6ze yardimiyla sirasiyla % 0, % 0,5, % 1,5 ve
% 3’lik NaCl (MERCK-106400) iceren Cytophaga agar besiyerlerine ekildi. Ekimi
yapilan petriler 15-20 ‘C’de 48-96 saat inkiibe edildi. Besiyerlerinde meydana gelen
tiremeler pozitif reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995, Lorenzen ve ark 1997,

Ekman 2003, Cipriano ve Holt 2005).

2.2.2.16. Cytophaga agarda 5 °C ve 37 ‘C’de iireme

Stipheli bakteri kolonileri steril 6ze yardimiyla Cytophaga agar besiyerine ekildi.
Ekimi yapilan petriler 5 'C ve 37 "C’de 48-96 saat inkiibe edildi. Besiyerlerinde meydana
gelen iiremeler pozitif reaksiyon olarak degerlendirilirken, liremenin olmamasi negatif
reaksiyon olarak degerlendirildi (Bilgehan 1995, Lorenzen ve ark 1997, Ekman 2003,
Cipriano ve Holt 2005).

2.2.2.17. API ZYM enzim testi

Cytophaga agar besiyerinde liremis siipheli bakteri kolonileri tiip igerisinde bulunan
2 ml’lik Cytophaga broth besiyerine ekildi. Cytophaga broth besiyeri 15-20 °C’de inkiibe
edildi ve tiiplerin yogunlugu 5-6 McFarland standart (bioMerieux sa, 69280, Marcy
I’Etoile, Fransa) yogunluguna esit oluncaya kadar inkiibasyona devam edildi. Daha sonra

steril pipet araciligi ile Cytophaga broth besiyerinden, API ZYM striplerinin herbir
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gozenegine 0,65 pl ilave edildi. Stripler 15-20 °C’de 20-24 saat inkiibe edildi. Renk
olusumunu gozlemek amaciyla sirasiyla ZYM A ve ZYM B ayiraglarindan (bioMerieux sa,
69280, Marcy I’Etoile, Fransa) birer damla ilave edildi. Renk olusumuna gore enzim

testleri pozitif, zayif pozitif veya negatif olarak degerlendirildi.

Morfolojik, biyokimyasal ve enzim testlerinin sonuglarina gore identifikasyona

gidildi,

2.2.3. Antibiyogram Testleri

Izole edilen suslarin antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemine gore yapildi (Bauer ve ark 1966, Koneman ve ark 1997, Furones 2001). Diger
antibiyotik duyarlilik testlerine gore disk difflizyon testinin ucuz olmasi, 6zel geregler
gerektirmemesi ve c¢abuk sonug¢ alinmasi, bu testin secilmesinin nedenleri arasinda yer
almaktadir. Bu amagla izolasyonu ve identifikasyonu yapilan bakteri suslari, icinde 4 ml
Cytophaga broth bulunan tiiplere ekilerek 15-20 ‘C’de inkiibe edildi. Tiiplerin yogunlugu
0,5 McFarland standart (bioMerieux sa, 69280, Marcy I’Etoile, Fransa) yogunluguna esit
oluncaya kadar inkiibasyona devam edildi. Izole edilen herbir bakteri susu i¢in Mueller-
Hinton agar besiyerine, Cytophaga broth besiyerlerinde iireyen kiiltiirlerinden 0,1 ml steril
pipet ucu araciligi ile aktarilarak steril cam bagedle yayildi. Standart antibiyotik diskleri
steril bir pens yardimu ile esit araliklarla pipet tizerine yerlestirildi. Petriler 15-20 ‘C’de 48-
96 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda her diskin ¢evresinde bulunan inhibisyon zon
caplart milimetrik olarak ol¢tildii ve standart zon caplari ile karsilastirildi (NCCLS 1993,
1994).

2.2.4. Antibakteriyel ila¢ ve Doz Uygulamasi

Yemleme sikligi yavru yetistiriciliginde giinde 3-4 defadir (Aydin 2004). Bu
baglamda baliklara canli agirliklarinin (CA) % 4°t oraninda yemleme yapildi ve ilag
dozlar1 giinliik yemleme miktar1 ile karigtirilarak verildi. Buna gore, yem ihtiyact
(kg)=toplam CA (kg) x [(yemleme orani-0,5/100] x ila¢ uygulama siiresi (giin) dikkate
aliarak ila¢ uygulamasi yapildi (Roberts ve Shepherd 2001, Kaya ve ark 1997).
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Su iirtinleri yetistiriciliginde isletme agisindan en ekonomik olan ve en sik kullanilan
antibiyotik uygulama seklinin, antibiyotigin yemle birlikte karigtirilarak verilmesi oldugu
bildirilmistir (Yanong 2006). Bu amagla, ticari gokkusagi alabalik yavru yemi peletleri
(Bayem, Pro-feed, Tiirkiye) musir yagi ile nemlendirildi ve daha sonra toz halindeki
antibakteriyel ilaclarla peletler homojen bir sekilde karistirildi. Boylece toz halindeki
antibiyotiklerin peletlere baglanmasi saglandi (Lunden ve Bylund 2000). Antibiyotikli yem
verilmeden Once baliklar 12 saat yemlemeden kesildi (Erer, 2002). Kontrol grubuna sadece
misir yagi ile nemlendirilmis pelet yem verildi. Sagaltim gruplarina ise, peletler misir yagi
ile nemlendirildikten sonra, oksitetrasiklin 75 mg/kg/giin dozda (Kaya ve ark 1997,
Lunden ve ark 2002), enrofloksasin 10 mg/kg/giin dozda (Martinsen ve Horsberg 1995),
siprofloksasin 10 mg/kg/giin dozda (Martinsen ve Horsberg 1995, Roberts ve Shepherd
2001), florfenikol 10 mg/kg/giin dozda (Lunden ve ark 1998, FDA 2006) ve her biri 10’ar
giin siireyle uygulandi.

Sagaltim etkinligi, antibiyotik uygulamasi sonrasi baliklarda goézlenen klinik

bulgulara ve 6liim oranlarina gore belirlendi.

2.3. Istatistiksel Degerlendirme

Uygulama gruplarinda ila¢ uygulama sonrasi olugan 6liim oranlari, kontrol grubu ile

ki-kare testi (x°) kullamlarak istatistiksel yonden degerlendirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Isletmeye Ait Baz1 Bulgular

Mugla iline bagli Beyobasi - Kdycegiz liretim tesisinin yavruhane bdliimiinde
kullanilan havuz sayist 26, her bir havuzdaki balik sayisi yaklagik 25 000 ve yavru
agirhklar: 1-2 gr’dir. Her bir havuzun hacmi 6.4 m® olup, suyun oksijen miktar1 10,5 mg/l,
sicakligr 12-13,5 °C, sertligi 7 Fransiz sertlik derecesi, pH’s1 6,5-7,5, akis hiz1 (su debisi)
0,2-0,3 1t/sn ve giinlik su degisimi 25-26’dir. Havuzlardaki stok yogunlugu 15 kg/m’,

yemleme orani % 4 ve yem degerlendirme orani (Food Conversation Rate, FCR) 0,7dir.

Isletmede gdkkusagi alabalik yavrularina verilen pelet yem 1-1,5 mm uzunlugunda
olup, yemin bilesiminde % 52 ham protein, % 2,5 ham seliiloz, % 13 ham kiil, % 18 ham
yag, % 2 lisin, % 1,5 metionin, % 0,5 sistin, % 1,5 kalsiyum, % 1,5 fosfor, % 0,2 sodyum,
20 000 IU/kg vitamin A, 6 000 IU/kg vitamin Ds;, 700 IU/kg vitamin E,
90 mg/kg vitamin K, 500 mg/kg vitamin C, 30 mg/kg vitamin B,, 0,02 mg/kg vitamin By,
640 mg/kg inositol ve 2 000 mg/kg kolin bulunmaktadir.

3.2. Enfekte Baliklarda Gozlenen Klinik Bulgular

Hastalikli gokkusagi alabalik yavrularmin bulunduklar1 havuzlarda yapilan
incelemelerde istahsiz, durgun ve su yiizeyinde yiizdiikleri, ayrica bazi baliklarin spiral
tarzda yiizdiikleri ve denge problemi yasadiklari goriildii. Ote yandan bazi baliklarda
asitese bagli olarak abdominal bdlgede siskinlik, deride pigmentasyon artisi (deri renginde
kararma) ve birka¢ balifin sirt yiizgeci bolgesinde beyaz renklenmelere bagl lezyonlarin

sekillendigi gozlendi (Sekil 3.1. ve 3.2.).
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Gruplarda sagaltim siiresince gozlenen klinik bulgular, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, oksitetrasiklin grubunda baslangicta belirgin olmayan bir azalmanin
oldugu, bunun diger gruplarla karsilastirildiginda ise olduk¢a diisiik diizeylerde kaldigi
belirlendi. Enfrofloksasin ve siprofloksasin gruplarinda klinik bulgularin ilk ii¢ giin
azaldigi, ancak bu giinden sonra tekrar arttigi, florfenikol grubunda ise klinik bulgularda
ilag uygulamasinin ikinci giinii ile baslayan ve sagaltim siiresi boyunca devam eden

belirgin bir azalmanin sekillendigi gézlendi.

Sekil 3.1. Enfekte baliklarda gézlenen klinik bulgular, A: Asitese bagl olarak
abdominal bolgesi sigkin hastalikli gokkusagi alabalik yavrusu, B: Saglikli gokkusagi
alabalik yavrusu.
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Sekil 3.2. Enfekte baliklarda gézlenen diger klinik bulgular, A: Hastalikl1 gokkusagi
alabalik yavrusunda olusan yogun pigmentasyon, B: Saglikli gokkusagi alabalik yavrusu.
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3.3. Enfekte Baliklarda Goézlenen Otopsi Bulgular:

Enfekte gokkusagi alabalik yavrulariin karaciger, bobrek ve solungaglarinin solgun
oldugu ve dalagin normal anatomik yapisindan daha biiyiik bir hal aldig1 tespit edildi.
Asites gozlenen baliklarin abdominal bosluklarinda sar1 renkli jelatinimsi bir sivi

birikiminin oldugu gézlendi.

3.4. Bakteri Suslarimin Fenotipik ve Biyokimyasal Testleri

Bakteriyolojik ekim 6rnekleri i¢in laboratuvara isletme suyu icerisinde canli olarak
getirilen hastalikli gokkusagi alabalik yavrularinin solungag, karaciger, bobrek, beyin,
dalak, bagirsak ve lezyonlu bolgelerinden steril 6ze yardimiyla Cyfophaga agara ekimler
yapildi. Ekimi yapilan besiyerleri 15-20 °C’de 48-96 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodu sonucunda “tavada pismis yumurta” gériiniimiinii andiran sar1 pigmentli koloniler

elde edildi (Sekil 3.3.).

Ureyen kolonilerden Gram boyama yapildi ve Gram boyama ile hazirlanan
preparatlar 151k mikroskobu ve buna bagl goriintii analiz sistemi yardimi ile incelendi.
Olgiimler x100’liik objektif kullanilarak, gériintii analiz programm (Leica Q Win Standart)
yardimiyla gerceklestirildi. Incelenen preparattan uygun goriilen kisimlarin fotograflari

cekilerek 1,20-1,30 um uzunlugunda, uclar1 yuvarlak ince ¢ubuk tarzinda Gram negatif

F. psychrophilum etkenleri tespit edildi (Sekil 3.4.).
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Sekil 3.3. Inkiibasyon sonucunda gériilen sar Sekil 3.4. F. psychrophilum etkenlerinin
pigmentli koloniler. 151k mikroskobik goriintiisii.
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F. psychrophilum (NCIMB 1947) referans bakteri susuna uygulanan identifikasyon
testlerinde katalaz, sitokrom oksidaz ve fleksirubin pigment iiretim testlerinin pozitif, O/F
testi ile kongo kirmizisi ve sitrat testlerinin negatif oldugu, jelatini hidrolize ettigi ve
karbonhidratlardan asit tiretmedigi tespit edildi. Etkenin % 0, % 0,5 ve % 1,5’luk NaCl
iceren Cytophaga agarda tiredigi fakat % 3’likk NaCl iceren Cyfophaga agarda liremedigi,
5 °C’de gelisme gosterdigi fakat 37 °C’de gelisme gostermedigi belirlendi. Caligmada
izole edilen ve Gram negatif olarak belirlenen suslara identifikasyon testleri
uygulandiginda, katalaz ve sitokrom oksidaz testleri (Sekil 3.5. ve 3.6.) ile fleksirubin
pigment iiretim testlerinin pozitif oldugu belirlendi. Suslarin jelatini hidrolize ettigi,
karbonhidratlardan asit iiretmedigi, kongo kirmizisi ve sitrat testlerinin negatif oldugu ve
O/F testi sonucunda bes susun glikozu fermente ettigi, digerlerinin ise glikozu
kullanmadig: tespit edildi. Ayrica izole edilen suslarin % 0, % 0,5 ve %1,5’luk NaCl igeren
Cytophaga agarda iiredigi fakat % 3’liikk NaCl igeren Cytophaga agarda tiremedigi, suslarin
5 °C’de gelisme gosterdigi fakat 37 °C’de gelisme gostermedigi belirlendi (Cizelge 3.1.).

Sekil 3.5. Katalaz testinde meydana Sekil 3.6. Oksidaz test kitinde
gelen gaz olusumu. meydana gelen eflatun-mor renk olusumu.

Suslarin API ZYM enzim profiline bakildiginda alkalin fosfataz ve 16kin arilamidaz
testlerinin pozitif, esteraz lipaz ve valin arilamidaz testlerinin zayif pozitif ve esteraz, lipaz,
kistin arilamidaz, tripsin, a-galaktosidaz, B-glukuronidaz, B-glukosidaz,
N-asetil-B-glukozaminidaz, o-mannosidaz ile a-fukosidaz testlerinin negatif sonug
verdigi goriildi. Bununla birlikte asit fosfataz testinde 11 susun pozitif ve

naftol-AS-BI-fosfohidrolaz testinde iki susun zayif pozitif, a-glukosidaz testinde 11 susun
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negatif sonug verdigi belirlendi. F. psychrophilum referans bakteri susunun ise asit fosfataz
testinin pozitif, naftol-AS-BI-fosfohidrolaz testinin zayif pozitif ve a-glukosidaz testinin
negatif oldugu tespit edildi. Geriye kalan diger testlerde, izole edilen biitiin suslarin

referans bakteri susu ile ayn1 sonucu verdigi belirlendi (Cizelge 3.2.).

Yapilan fenotipik ve biyokimyasal testlerin ardindan, 50 adet hastalikli gokkusagi
alabalik yavrularinin solungaclarindan yedi (% 14), bobrek ve karaciger dokusundan tiger
(% 6), bagirsak, dalak ve beyin dokusundan ikiser (% 4) ve lezyonlu bolgelerden bir adet
(% 2) olmak tizere 20 (% 40) adet F. psychrophilum susu izole edildi. Solungaglardan izole
edilenler A, bobrek dokusundan izole edilenler B, karaciger dokusundan izole edilenler C,
bagirsaklardan izole edilenler D, dalak dokusundan izole edilenler E, beyin dokusundan
izole edilen suslar F ve lezyonlu bolgeden izole edilen sus G grubunda bulunmak {izere
smiflandird1 (Cizelge 3.1. ve 3.2.). Izole edilen suslarin yiizde dagilimi Sekil 3.7.°de

gosterilmistir.
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Solungag Bobrek Karaciger Bagirsak Dalak Beyin Lezyon

Solungag, i¢ organlar ve lezyonlu bélge

Sekil 3.7. Solungag, i¢ organlar ve lezyonlu bdlgeden izole edilen F. psychrophilum
suslarinin yiizde dagilimi.
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Cizelge 3.1. izole edilen suslarin fenotipik ve biyokimyasal test 6zellikleri.

Fenotipik ve Biyokimyasal

Ozellikler Izolatlar

* A A A A A A A B B B C C C D

Gram reaksiyonu - - - - - - - - - - - - - - -

Katalaz

+ |+
+ |+
+ |+
+ |+
+ |+

+ + + + + + + + + +
Oksidaz (sitokrom oksidaz) + + + + + + + + + +

H,S (hidrojen siilfiir) iiretimi - - - - - - - - - - - - - - -

Glukoz - - - - - - - - - - - - - - -

Laktoz - - - - - - - - - - - - - - -

Gaz - - - - - - - - - - - - - - -

Mannitol - - - - - - - - - - - - - - _

Hareket - - - - - - - - - - - - - - _

Nitrat rediiksiyon - - - - - - - - - - - - - - -

Ure hidrolizi (iireaz) - - - - - - - - - - - - ; - -

indol - - - - - - - - - - . . . . i
O/F testi - - -+ | -+ - - - - -+ - - - - -+ -
Jelatin hidrolizi + + + + + + + + + + + + + + +

Metil kirmzisi - - - - - - - - - - - - - - -

Voges proskauer - - - - - - - - - - - - - - -

Fleksirubin tipi pigment + + + + + + + + + + + + + + +

Kongo kirmizisi testi - - - - - - - - - - - - - - -

Sitrat testi (Simmons) - - - - - - - - - - - - - - -

TSA’da iireme + + - - + + + + + + + + + + -

PCA’da iireme + + + + + + + + + + + + + + +

(*); F. psychorphilum referans susu, (+); pozitif, (-); negatif




Cizelge 3.1. Devam Izole edilen suslarin fenotipik ve biyokimyasal test dzellikleri.

Fenotipik ve Biyokimyasal
Ozellikler

izolatlar

*

B

MHA’da iireme

Kanh Agar’da iireme

+ |+ |+
++ |+ |
+l+ |+ |
+ |+ |+ [
+ |+ |+ |

5°C’de iireme

+ |+ |+ |

++ |+ |

+ |+ |+ |

+ |+ |+ |

+ 4|+ |

+ 4|+

++|+]0

++ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

+|+ |+

+ 4|+ |

+ 4|+ |

+ |+ |+ |

+ |+ |+ |

++|+]@

37 °C’de iireme - - - - -

% 0°Iik NaCl’de iireme

% 0,5°lik NaCl’de iireme

+ 4|+
+l4 |+
+ |+
+ 4|+
+ 4|+

% 1,5’luk NaCl’de iireme

+ |+ |+

+ |+ |+

+ 4|+

+ 4|+

+ 4|+

+ 4|+

4|+

+ |+ |+

+ 4|+

+ 4|+

+l+ |+

+ |+ |+

+ 4|+

+ 4|+

+ 4|+

+ 4|+

% 3’liikk NaCl’de iireme - - - - -

(*); F. psychorphilum referans susu, (+); pozitif, (-); negatif
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Cizelge 3.2. izole edilen suslarin API ZYM enzim test sonuglari.

API ZYM profili izolatlar
* B
Alkalin fosfataz + + + + + + + + + + + + + + + +
Esteraz (C 4) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Esteraz lipaz (C 8) | | gk | gk | |k | |k |k |k | ek | ek | gk | ek | ek | gk |k |k | ek | ek | ok
Lipaz (C 14) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Lokin arilamidaz + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Valine arilamidaz R I o B e T o o I S B S I e s Bl I s - B T T T I it O e
Kistin arilamidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Tripsin - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-kemotripsin - - - - - - - - - - _ _ _ _ _ _ _ _ 4% _ _
Asit fosfataz + +* +* +* + + + + + +* + + + +* +* +* + + +%* + +%
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz +* + + +* + + + + + + + + + +% + + - + +
a-galaktosidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
[-galaktosidaz - - - - - - - - - +* - - - - - - - - - - -
B-glukuronidaz - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
a-glukosidaz - - - + + - + + + - + + - - - - —+ + - - -

B-glukosidaz

N-asetil-p-glukosaminidaz

o-mannosidaz

o-fukosidaz

(*); F. psychorphilum referans susu, (+); pozitif, (+*); zayif pozitif, (-); negatif
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3.5. Bakteri Suslarimin Antibiyotik Duyarhhg:

Izole edilen F. psychrophilum suslarmm duyarhilik testinde Mueller-Hinton agar
besiyeri kullanildi (Bruun ve ark 2000, 2003) ve antibiyotik duyarlilik testleri Kirby-Bauer
disk difiizyon yontemine gore yapildi (Bauer ve ark 1966, Koneman ve ark 1997, Furones
2001). Antibiyogram testleri sonucu olusan zon ¢aplari (Sekil 3.8.), National Committee for
Clinical Laboratory Standarts’in (NCCLS 1993, 1994) belirledigi standartlara gore
degerlendirildi (Cizelge 3.3.).

Etken izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan yapilan antbiyotik duyarlilik test
sonuglarina gore, F. psycrophilum susunun amoksisilin/klavulanik asite % 100, ampisiline %
95, gentamisine % 65, penisilin G’ye % 80 ve siilfametoksazol-trimetoprime % 95 direng
gosterdigi, eritromisine ise % 50 orta derecede duyarli oldugu tespit edilmistir. izole edilen
suslarin oksitetrasikline % 55, enrofloksasin ve siprofloksasine % 100, florfenikole ise % 70
duyarli oldugu belirlendi. F. psychrophilum referans susunun ise amoksisilin/klavulanik asit,
ampisilin, eritromisin, gentamisin, oksitetrasiklin, penisilin G ve siilfametoksazol-
trimetoprime direng gosterdigi, florfenikol, enrofloksasin ve siprofloksasine duyarl oldugu

tespit edilmistir.

Calismada solungag, i¢ organlar ve lezyonlu bolgeden izole edilen mikroorganizmalarin
cesitli antibakteriyallere karsi duyarlilik dereceleri Cizelge 3.4.°de ve izole edilen
F. psychrophilum suslarinin antibakteriyallere karsi tespit edilen diren¢ durumlarinin yiizde

dagilimi Cizelge 3.5.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.8. izole edilen F. psychrophilum suslariin Kirby-Bauer disk difiizyon

yontemine gore yapilan antibiyotik duyarlilik testi sonucu olusan zon caplari.

Cizelge 3.3. Gram negatif mikroorganizmalara ait standart zon ¢aplar1 (NCCLS 1993,
NCCLS 1994).

Inhibisyon zon ¢aplar1 (mm) / Gram negatif mikroorganizmalar

Antibakteriyel ilaglar ve disk

icerikleri (ug /) Direngli <mm (R) Orta derece duyarli mm (I) Duyarl1 > mm (S)
Ampisilin (AMP) (10 pg) 13 14-16 17
&nﬁ;[)lés)ligl(l)nf;avulanlk asit 14 15-19 20
Enrofloksasin (ENR) (5 pg) 15 16-20 21
Eritromisin (E) (15 pg) 13 14-22 23
Florfenikol (FFC) (30 pg) 14 15-18 19
Gentamisin (CN) (10 pg) 12 13-14 15
Oksitetrasiklin (OT) (30 ug) 14 15-18 19
Penisilin G (P) (10 Unite) 14 - 15
Siprofloksasin (CIP) (5 pg) 15 16-20 21
Siilfametoksazol-Trimetoprim 10 11-15 16

(SXT) (25 pg)

R: Direngli, I: Orta Derecede Duyarli, S: Duyarh
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Cizelge 3.4. Solungag, i¢ organlar ve lezyonlu bolgeden izole edilen F. psycrophilum
suslarinin antibakteriyallere kars1 tespit edilen direng durumlari (n=20).

izole edilen F. psycrophilum suslarimin antibakteriyallere diren¢ durumlar
Antibakteriyeller S(;llilzn%ag: B(?l[;ge)k Ka(ll‘lazc;)ger B?lgll:rzsf k ](),:1;1)( ];:Z;)l I::lzzylo)n
R|T|S|R|T|S|{R|T|S|R|T|S|R|T|S|R|T|S|R|T]|S
Ampisilin 7 3 3 2 2 1|1 1
Enrofloksasin 7 3 3 2 2 2 1
Eritromisin 413 21112 1|1 2 2 1
Florfenikol 2 501 (1(1]3 2 {1171 1
Gentamisin 6 1|2 113 1 1|2 2|1
Oksitetrasiklin 2 511 2 2 (1 2 {1171 1
Penisilin G 5 2|3 3 1 1|2 1 1|1
Siprofloksasin 7 3 3 2 2 2 1
st 1 T LT L T

R: Direngli, I: Orta Derecede Duyarli, S: Duyarli

Cizelge 3.5. 1zole edilen Flavobacterium psycrophilum suslarmn antibakteriyallere
karsi tespit edilen diren¢ durumlarinin yiizde dagilimai.

izole edilen F. psycrophilum suslarimn yiizde dagihm (n=20)

Antibakteriyeller R I S
say1 yiizde say1 yiizde say1 ylizde
Ampisilin 19 95 1 5 0 0
Amoksisilin/klavulanik asit 20 100 0 0 0 0
Enrofloksasin 0 0 0 0 20 100
Eritromisin 9 45 10 50 1 5
Florfenikol 6 30 0 0 14 70
Gentamisin 13 65 1 5 6 30
Oksitetrasiklin 4 20 5 25 11 55
Penisilin G 16 80 0 0 4 20
Siprofloksasin 0 0 0 0 20 100
Siilfametoksazol-Trimetoprim 19 95 1 5 0 0

R: Direngli, I: Orta Derecede Duyarli, S: Duyarli
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3.6. Antibakteriyel Ila¢ Uygulamasi

Enfeksiyonun etken izolasyonu ve identifikasyonunun ardindan yapilan antibiyotik
duyarlilik test sonuglarina gore, F. psycrophilum susunun amoksisilin/klavulanik asite % 100,
ampisiline % 95, gentamisine % 65, penisilin G’ye % 80 ve siilfametoksazol-trimetoprime
% 95 direng gosterdigi, eritromisine ise % 50 orta derecede duyarli oldugu tespit edilmistir.
Izole edilen suslarin oksitetrasikline % 55, enrofloksasin ve siprofloksasine % 100,
florfenikole ise % 70 duyarli oldugu belirlendi. Bu ylizden sagaltim gruplar1 bu dort
antibiyotik seg¢ilerek olusturuldu. Bu amacla biri kontrol olmak iizere bes ayr1 havuz ve her bir
havuzda yaklasik 25 000 adet olmak iizere toplamda da yaklasik 125 000 dogal enfekte
gokkusagi alabalik yavrusu kullanilarak sagaltima baslandi. Kontrol grubuna sadece misir
yag1 ile nemlendirilmis pelet yem verildi. Sagaltim gruplarina ise, peletler misir yag: ile
nemlendirildikten sonra, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikol 10’ar mg/kg/giin dozda,
oksitetrasiklin ise 75 mg/kg/giin dozda ve her biri 10’ar giin siireyle uygulandi.

Calisma kapsaminda, antibiyotik uygulama sonrasi sekillenen gokkusagi alabalik
yavrulariin 6liim sayilar1 ve yilizde oranlar1 Cizelge 3.6.’da ve zamana bagli degisim grafigi

de Sekil 3.9.’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Gokkusagi alabalik yavrularinda antibiyotik uygulama sonrasi sekillenen 6liim sayilar1 ve yiizde oranlari.

Gruplar

Z.aman _ Kontrol _Oksitetrasiklin _Enrofloksasin _Siprofloksasin _Florfenikol
(O] yiizde* | OS yiizde* (ON] yiizde* | OS yiizde* | OS  yiizde*

1. glin 112 0,45 114 0,46 106 0,43 130 0,53 106 0,43

2. giin 168 0,69 86 0,35 132 0,53 129 0,52 142 0,57

3. giin 312 1,29 135 0,55 96 0,39 106 0,43 121 0,49

4. giin 286 1,20 243 1,01 126 0,51 126 0,52 96 0,39

Uygulama 5. giin 615 2,66 367 1,54 130 0,53 137 0,57 81 0,33
sonrasi 6. giin 887 3,99 335 1,43 140 0,58 136 0,56 63 0,26
7. giin 911 4,27 496 2,17 156 0,64 146 0,61 41 0,17

8. glin 1167 5,79 963 4,39 133 0,55 137 0,57 22 0,09

9. giin 1346 7,15 1114 5,36 187 0,78 148 0,62 8 0,03

10. giin 1217 6,92 988 4,99 195 0,82 174 0,74 6 0,02

Toplam Oliimler 7021 28,08 4841 19,36 1401 5,60 1369 5,47 686 2,74

0S; Olii say1s1

Yiizde*; O giinkii canli alabalik sayisi iizerinden hesaplanan yiizdelikler.
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Oliim orani (%)
N
.

=

— o ——

s X

1. giin 2. giin 3. glin 4. giin 5. glin 6. giin 7. giin 8. glin 9. giin 10. giin

Zaman

‘—0— Kontrol —#— Oksitetrasiklin Enrofloksasin Siprofloksasin —%— Florfenikol ‘

Sekil 3.9. Gokkusag1 alabalik yavrularinda antibiyotik uygulama sonrasi sekillenen
Oliim oranlarinin zamana baglh degisim grafigi.

Calismada 6liim oranlar1 dikkate alindiginda sagaltiminin ikinci giiniinde oksitetrasiklin
grubu disindaki diger gruplarda 6liim sayisinin oldukga yiiksek oldugu ve bunun da istatiksel
olarak anlamli bir fark yarattig1r belirlenmistir (xzya,eS=14,57, SD=3, P<0,005). Sagaltimin
iclincli giiniinde oksitetrasiklin uygulanan grupta da oliimlerin artmasina ragmen kontrol
grubunun diger tlim gruplardan istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir (x’=209,616,
SD=4, P<0,001). Antibiyotik sagaltiminin dordiincii giiniinde ise florfenikol grubu disindaki
diger gruplarda 6liim sayilar1 artmasina ragmen, sadece kontrol (x’=160,685, SD=3, P<0,001)
ve oksitetrasiklin uygulanan gruplardaki (xzymes=85,17, SD=3, P<0,001) 6lim sayilarindaki
artig istatiksel olarak anlamli bulunmustur. Uygulama sonrasi meydana gelen toplam Sliimler
degerlendirildiginde, enrofloksasin ve siprofloksasin uygulanan gruplardaki o6liim sayilari
arasinda anlamli bir fark bulunmamistir (xzya,eS=0,36, SD=1, P>0,05). Diger gruplarda ise
oncelikle kontrol grubu (x2=1 1200,55, SD=4, P<0,001), daha sonra oksitetrasiklin uygulanan
grup (xzymes=5534,4, SD=3, P<0,001) ve son olarak da florfenikol uygulanan gruptaki
(xzya,es=296,04, SD=2, P<0,001) 6liim sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu

saptanmustir (SD: serbestlik derecesi).
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Antibiyotik uyulama Oncesi meydana gelen toplam Oliim sayilar1 ve oranlari
degerlendirildiginde, kontrol grubunda 397 (% 1,58), oksitetrasiklin grubunda 372 (% 1,48),
enrofloksasin grubunda 373 (% 1,49), siprofloksasin grubunda 434 (% 1,73) ve florfenikol
grubunda 365 (% 1,46)’tir. Gokkusag1 alabalik yavrularinda klinik bulgular ve 6liim oranlari
g6z Oniine alindiginda, sagaltimin birinci giinliinde uygulama gruplarindaki antibiyotiklerin
meydana gelen Oliimleri baskilayamadigi, kontrol grubuyla kiyaslandiginda oksitetrasiklin
uygulamalarinin sagaltimin ikinci glininde 6liim oranini diislirmesine ragmen (% 0,35) etkin
bir sagaltim icin yeterli diizeyde olmadigi, enrofloksasin ve siprofloksasin uygulamalarinin
baslangigta belirgin bir sagaltim etkinligi sagladiklari, fakat dordiincli giinden itibaren (%
0,51 ve % 0,52) bu etkilerinin azaldig1 tespit edilmistir. Florfenikol uygulamalarinin ise diger
gruplara gore enfeksiyonu kontrol altina almada oldukga etkin oldugu ve {igiincii glinden
itibaren 6liim oranlarini belirgin bir sekilde diistirdigii (% 0,49) tespit edilmistir. Sagaltim
stiresi sonunda meydana gelen toplam 6liimler degerlendirildiginde oksitetrasiklin uygulanan
gruptaki 6liimlerin kontrol grubuyla kiyaslandiginda olduke¢a yiiksek oldugu, enrofloksasin ve
siprofloksasin uygulanan gruptaki Oliimlerin birbirine yakin ve diisiik oldugu, florfenikol

uygulanan gruptaki 6liimlerin ise tamamen azaldig1 belirlenmistir (Cizelge 3.6. ve Sekil 3.9.).
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4. TARTISMA

4.1. Enfekte Baliklarda Gozlenen Klinik Bulgular ve Otopsi Bulgulari

Hastalikli gokkusagi alabalik yavrularinda goriilen istahsizlik, durgunluk, havuz
tabanina dogru spiral tarzda ve su ylizeyinde yiizme, asites ve deri renginde meydana gelen
kararma Wiklund ve ark (1994), Ostland ve ark (1997) ile Branson (1998)’un bildirdigi klinik
bulgularla aynidir. Hastaliktan etkilenen baliklarin sirt ylizgeci ve kuyruk yiizgecinde beyaz
renklenmelerin sekillendigi, beyaz renklenmelerin burada nekroz odaklarina ve kas
dejenerasyonlarina neden oldugu belirtilmistir (Erer 2002, Ekman 2003, Timur ve ark 2004).
Bu ¢alismada da birka¢ alabalik yavrusunun sirt yiizgecinde beyaz renklenmelere bagl

lezyonlarin sekillendigi tespit edilmis ve buradan da etken izolasyonuna gidilmistir.

Madsen ve ark (2001) F. psychrophilum’un baliklarda spinal deformasyonlara neden
oldugunu bildirmisg, bu ¢alismada da etkenin izole edildigi baz1 enfekte alabalik yavrularinda
ayni bulgu goézlenmistir. Ayrica Ostland ve ark (1997) ile LaFrentz ve Cain (2004), spiral
tarzda ylizme hareketlerinin meningitis sonucu olustugunu bildirdiklerinden, beyin
dokusundan ve bununla birlikte solunga¢ yaylari ile sekonder lamellalarda etkene
rastlanabildiginden (Cipriano ve Holt 2005) solgun olan solunga¢ dokusundan da etken

1zolasyonu ve identifikasyonu gergeklestirilmistir.

Enfekte gokkusagir alabalik yavrularinda goriilen karaciger, bobrek ve dalak
dokusundaki solgunluk ile splenomegali ve asites Wiklund ve ark (1994), Branson (1998) ile
Nematollahi ve ark (2003)’nin belirttigi otopsi bulgulariyla uyusmaktadir. i¢ organlardan da
belirtilen bulgulara bagli olarak etken izolasyonuna gidilmistir. Alabalik yavrularinin
otopsisinde bagirsaklarin konjesyonlu ve ¢evresinin sari-beyaz renkte oldugu gézlemlenmis,

bu yiizden bagirsaklardan da etken izolasyounu gerceklestirilmistir.
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4.2. Bakteri Suslarinin Fenotipik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Mikrobiyolojik etken izolasyonu ve identifikasyonunda spesifik besiyeri olan
Cytophaga agara ekimler yapilmistir (Wiklund ve ark 1994, Evensen ve Lorenzen 1996,
Daskalov ve ark 1999, Dalgaard 2001, Shotts ve Starliper 2003). Bruun ve ark (2000),
F. psychrophilum’un izolasyonunda Mueller-Hinton agarin da kullanilabilecegini ifade
etmislerdir. Bunun disinda etkenin kanli agar, TSA, tryptone yeast extract (TYE) ve tryptone
yeast extract salts (TYES) besiyerlerinde de iiredigi bildirilmistir (Wiklund ve ark 1994,
Dalgaard ve Madsen 2000, Korun ve Timur 2001, Madetoja ve ark 2001, Diler ve ark 2003,
Bruun ve ark 2003, LaFrentz ve Cain 2004, Madsen ve ark 2005). Ancak etkenin TSA’da ve
kanli agarda tliremedigine dair literatiirler de bulunmaktadir (Nematollahi ve ark 2003).
Etkenin plate count agar (PCA)’da iirediginde dair literatiir bilgisine ulagilamamistir. Bu
calismada identifikasyon amaciyla 20 susun hepsinin Cyfophaga agar, PCA, Mueller-Hinton
agar ve kanli agarda fredigi, bes tanesinin ise TSA’da iiremedigi tespit edilmistir.
F. psychrophilum referans susunun ise identifikasyon amaciyla kullanilan bes agar ortaminda

tiredigi belirlenmistir.

Etkenin 48-96 saat ve 15-20 °C’de inkube edildikten sonra kat1 besiyerinde agik sari
parlak, konveks, ince, yaygin ve sinirlart belli belirsiz koloniler olusturdugu ve 1,20-1,30 um
uzunlugunda Gram nagatif bakteri oldugu belirlendi. Bu bulgular Wiklund ve ark (1994),
Lorenzen ve ark (1997), Bowser (1999), Dalsgaard ve Madsen (2000), Korun ve Timur
(2001), Nematollahi ve ark (2003), Diler ve ark (2003), Ispir ve ark (2004), Cipriano ve Holt
(2005)’un elde ettigi bulgularla uyum saglamaktadir.

Hasta gokkusagi alabalik yavrularindan izole edilen suslarin “tavada pigmis yumurta”
goriiniimiinde tipik koloniler olusturmasi, jelatin hidrolizinin ve fleksirubin tipi pigment
tiretiminin pozitif, kongo kirmizisi testi ve karbonhidratlardan asit iiretiminin negatif olmast
gibi baslica ayirt edici testler, F. psychophilum’un identifikasyonunda énemli rol oynamigtir
(Wiklund ve ark 1994, Rangdale ve ark 1996, Lorenzen ve ark 1997, Madetoja ve ark 2001,
Korun ve Timur 2001, Cipriano ve Holt 2005).

Cipriano ve Holt (2005) ile Didinen ve ark (2007), F. psychophilum’un
identifikasyonunda O/F testinin negatif oldugunu, Ispir ve ark (2004) ise oksidasyon testinin
negatif ve fermantasyon testinin pozitif oldugunu bildirmislerdir. Bu yilizden yapilan

calismada glikozu fermente eden bes sus ile glukozu fermente etmeyen diger suslar
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degerlendirmeye alinmistir. F. psychrophilum referans bakteri susunun ise O/F testinin negatif
sonug verdigi tespit edilmistir. izole edilen biitiin suslarm oksidaz testinin pozitif oldugu
belirlenmistir. Ancak yapilan ¢alismalarla oksidaz testi negatif (Diler ve ark 2003, Korun ve
Timur 2001, Didinen ve ark 2007), zayif pozitif (Lorenzen ve ark 1997, Madetoja ve ark
2001, Ekman 2005) pozitif (Bernardet ve Kerouault 1989, Ostland ve ark 1997, Elsayed ve
ark 2006) olarak rapor edilmistir. Bu durum F. pschrophilum suslar1 arasinda fenotipik

farkliliklar gosterebilecegi goriisiinii desteklemektedir (Madetoja ve ark 2001).

Lorenzen ve ark (1997), izole ettikleri 32 susun 25 °C’de liremedigini bildirmislerdir.
Bernardet ve Kerouault (1989) ise izole ettikleri etkenlerin ayni sicaklikta seyrek olarak
tiredigini, 25 °C’nin lizerinde iiremedigini ifade etmislerdir. Lorenzen ve ark (1997), Holt’un
izole ettigi 25 izolattan 18’inin 25 °C’de seyrek olarak iiredigini fakat 30 °C’de liremedigini,
Schmidtke ve Carson (1995) ise 20 izolattan 18’inin 25 °C’de seyrek olarak tiredigini fakat
30 °C’de tiremedigini bildirmislerdir. Dalsgaard ve Madsen (2000) etkenin 5 °C, 15 °C, 20 °C
ve 25 °C’de iiredigini tespit etmislerdir. Bu durum F. psychrophilum’un 25 °C’nin {izerinde
giic tiredigi sonucunu gostermektedir. Bu calismada da izole edilen suslar ile
F. psychrophilum referans bakteri susunun 5 °C’de ve 15-20 °C arasinda tiredigi, 37 °C’de

tireyemedigi belirlenmistir.

Calismada izole edilen suslar ile F. psychrophilum referans susunun % 0, % 0,5 ve
% 1,5’luk NaCl’de iiredigi, % 3’liik NaCl’de tiremedigi tespit edilmistir. Lorenzen ve ark
(1997), % 1°lik NaCl’de etkenin liremesine ragmen, % 2’lik NaCl’de iiremedigini, Diler ve
ark (2003) etkenin % 0,5’lik NaCl’de iiredigini, % 1’lik ve % 2’lik NaCl’de iiremedigini
bildirmisler, Nematollahi ve ark (2003) ise etkenin % 0,8-1’lik ve % 2’lik NaCl’de tiredigini

rapor etmistir.

RTFS’ye neden olan F. psychrophilum suslarmin API ZYM test sonuglarina
bakildiginda; alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16kin arilamidaz, kistin arilamidaz,
tripsin, o-kemotripsin, a-galaktosidaz, [-galaktosidaz, p-glukuronidaz, «a-glukosidaz,
B-glukosidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz, o-mannosidaz ile o-fukosidaz testlerinin
F. psychrophilum referans bakteri susuna uygulanan testlerle ve yapilan ¢aligmalarla uyum
gosterdigi belirlenmistir (Ostland ve ark 1997, Madejota ve ark 2001, Didinen ve ark 2007).
Ancak naftol-AS-BI-fosfohidrolaz testi yoniinden 17 susun pozitif, iki susun zayif pozitif ve

bir susun negatif oldugu belirlendi. Madejota ve ark (2001), F. psychrophilum suslarinin
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naftol-AS-BI-fosfohidrolaz enzimini irettiklerini, Ostland ve ark (1997) ise bu enzim
yoniinden negatif olduklarini, Didinen ve ark (2007) ise izole ettikleri suslarin zayif pozitif
sonu¢ verdigini bildirmislerdir. Bu ¢aligmada valin arilamidaz testi yoniinden, izole edilen
suslar ile F. psychrophilum referans bakteri susunun zayif pozitif olduklar1 belirlenmistir.
Ostland ve ark (1997) ile Didinen ve ark (2007) ise F. psychrophilum’un valin arilamidaz
iiretimi yonlinden negatif oldugunu, Madejota ve ark (2001) ise pozitif oldugunu
bildirmiglerdir. Bununla birlikte asit fosfataz ve a-glukosidaz testinde 11, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz testinde iki susun F. psychrophilum referans bakteri susuna uygulanan testlerle

uyum gosterdigi tespit edilmistir.

Belirtilen bazi sonuglarin yapilan diger ¢calismalardan farkli olmasiyla birlikte, bircok
bulgunun benzer olmasi, cografik bolgelere gore RTFS’ye neden olan F. psychrophilum
suslar1 arasinda biyokimyasal farkliligin olabilecegi goriisiinii desteklemekte (Lorenzen ve ark
1997, Madejota ve ark 2001) ve referans bakteri susu ile karsilastirildiginda izole edilen

suslarin F. psychrophilum oldugunu gostermektedir.

4.3. Bakteri Suslarimin Antibiyotik Duyarhhg:

Sagaltimda uygulanacak antibiyotiklerin farmakokinetikleri, etki sekilleri ve etki
giiclerinin farkli olmasi, ayrica etkenin direng kazanabilme yeteneginin olmast RTFS’nin
sagaltiminda kullanilacak antibiyotik ve sagaltim yontemininin se¢ilmesi agisindan énemli rol
oynamaktadir. Giivenilir bir sagaltim, antibiyotik etkinlik testlerinin sonuglarina gore
yapilmaktadir (Kaya 2002). Bruun ve ark (2003), balik yetistiriciligi yapilan isletmelerde
meydana gelen salgin hastaliklar karsisinda antibiyotik duyarlilik testlerinin énemli bir rol
oynadigini, ozellikle F. psychrophilum’un duyarlilik testinde besiyeri seciminin de 6nemli

oldugunu vurgulamstir.

F. psychrophilum’un izolasyonunda ve antibiyotik duyarlilik testinde Mueller-Hinton
agar besiyeri kullanilarak (Bruun ve ark 2000, 2003) Kirby-Bauer disk diflizyon yontemine
(Bauer ve ark 1966, Koneman ve ark 1997, Furones 2001) gore yapilan antibiyotik duyarlilik
testleri sonucunda, izole edilen 20 susun amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, gentamisin,
penisilin G ve siilfametoksazol-trimetoprime direngli, eritromisine orta derece de duyarli,

oksitetrasiklin, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikol duyarli oldugu belirlendi.
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Izole edilen suslarin penisilin ve trimetoprime diren¢ gdstermesi, oksitetrasiklin ve
siprofloksasine duyarlilik gostermesi iilkemizde izole edilen F. psychrophilum suslarina
uygulanan antibiyotik duyarlilik testi sonuglariyla uygunluk gostermektedir (Korun ve Timur
2001, Diler ve ark 2003, Ispir ve ark 2004, Timur ve ark 2004, Didinen ve ark 2006).
Aragtiricilar izole ettikleri etkenlerin amoksisillin/klavulanik asit, ampisilin, eritromisin ve
gentamisine ise duyarli olduklarini bildirmislerdir. Bu durum iilkemizde cografik bolgelere
gore izole edilen F. psychrophilum suslarinin antibiyotiklere duyarliliklarinin farklh
olabilecegini ya da izole edilen suslarin antibiyotiklere diren¢ kazanmis olabilecegini
gostermektedir. Hatta Didinen ve ark (2007) yaptiklar1 ¢alismada, farkli igletmelerden izole
edilen suslar ile ayni isletmenin farkli havuzlarindan izole edilen suslarin da antibiyotiklere

olan duyarliliklarinin farkliliklar gosterdigini bildirmislerdir.

Wiklund ve ark (1994), F. psychrophilum’un tetrasikline duyarli, trimetoprim ve
stilfonamidlere direngli oldugunu, Patricio ve ark (1995) siilfa-trimetoprim ve penisiline
duyarli, Branson (1998) ise etkenin enrofloksasin, sarafloksasin ve florfenikole duyarli
oldugunu bildirmistir. Akinbowale ve ark (2006) barramundi baliginin (Lates calcarifer)
solungag¢ ve sazan baliginin (Cyprinus carpio) derisinden Flavobacterium spp. izole ederek,
her iki izolatin siprofloksasin ve sefoperazona duyarli oldugunu bildirmislerdir. izolatlarindan
bir tanesinin amoksisilin, tetrasiklin, trimetoprim, sililfametoksazol ve siilfametoksazol-
trimetoprime, her iki izolatin ampsilin, florfenikol, gentamisin, eritromisin ve oksitetrasikline
direncli oldugu belirtilmistir. Antibiyogram sonuglarinin izole edilen suslara gore degiskenlik
gostermesi, suslarin karakterizasyonunun izole edilen iilkelere gore degisebilmesine bagl
olabilecegi gibi, etkenin sagaltimda uygulanan antibiyotiklere diren¢ kazanmis olmasina da

bagl olabilir.

4.4. Antibakteriyel Ila¢c Sagaltim

Calismamizda yapilan antibiyogram testi sonucunda, izole edilen suslarin oksitetrasiklin
ve florfenikole olan duyarlhiliklarinin farkliliklar gdstermesine ve enrofloksasin ile
siprofloksasine olan duyarliliklarinin % 100 olmasina ragmen, florfenikol diginda sagaltimda
kullanilan diger antibiyotikler ile etkili bir sonu¢ alinamadigi belirlenmistir (Cizelge 3.5.). Bu
sonu¢ izole edilen suslarin duyarhliklarinin, sagaltimda kullanilan antibiyotiklere gore

degisebilecegini  gostermektedir. Branson (1998), antibiyotik duyarlilik testinde
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F. psychrophilum’un enrofloksasin, sarafloksasin ve florfenikole duyarli olmasina ragmen,
sagaltim yoniinden etkin olan antibiyotigin enrofloksasin oldugunu belirtmistir. Lorenzen ve
ark (1997) ile Rangdale ve ark (1997), elde edilen antibiyogram sonuglarinin in vivo

uygulamalarda sagaltim etkinligi agisindan ayn1 sonuglari yansitmadigini bildirmislerdir.

In vitro kosullarda gerek oksitetrasiklinin gerekse kinolon grubu antibiyotiklerin
F. psychrophilum’a duyarlilik gdstermesine ragmen, in vivo kosullarda bu antibiyotiklerin
sagaltim etkinligini saglayamamasmin nedeni, kelasyona veya etkenin uygulanan
antibiyotiklere diren¢ kazanmig olmasina bagli olabilir. Ayrica, in vitro olarak hastalik
etkenine karsi etkili olan bir antibiyotigin in vivo olarak etkisiz kalmasi veya yeterince etkili
olamamasinin nedenleri; uygulanan antibiyotik miktarinin yetersiz kalmasina bagli olarak
alabalik yavrularinda sagaltim etkinligi olusturmamasi, alabalik yavrularinda sagaltim
dozunda uygulanan antibiyotigin tiiketilemeyecek derecede hastaligin ilerlemesi, birgcok
patojen balik bakterisinin ortama katilmasi veya immun sistemin baski altina alinmis olmasi

olabilir.

Antibiyogram sonuglarina gére uygulanan oksitetrasiklinin, in vivo uygulamalarda etkin
bir sagaltim goOsterememesinin nedeni, oksitetrasiklinin gokkusagi alabaliklarindaki
farmakokinetik profili ve biyoyararlaniminin farkli olmasidir (Bruun ve ark 2003). RTFS ile
birlikte diger balik hastaliklarinda da kullanilan oksitetrasiklinin agizdan yapilan
uygulamalarinda suyun vyapisina (sicaklik, pH, sertlik derecesi gibi) bagli olarak
bagirsaklardan emiliminin olduk¢a diisiik diizeylerde olabilecegi bildirilmistir (Grondel ve ark

1987, Bjorklund ve ark 1990).

Oksitetrasiklinin tath su gdkkusagi alabaliklarindaki biyoyararlanimi % 8 iken, tuzlu su
atlantik salmon baliklarindaki biyoyararlanimi % 2’dir. Biyoyararlanimimn tuzlu su
baliklarinda bu kadar diisiik olmasinin nedeni, ozmoregiilasyona bagli olarak balik
bagirsaginda Ca™® (kalsiyum) ile Mg™ (magnezyum) iyonlarimin fazla olmasi ve
tetrasiklinlerin iki ve ii¢ degerlikli katyonlarla kelat olusturabilmesinden kaynaklanmaktadir
(Burka ve ark 1997, Storey 2005). Ayrica Ca™* ile Mg™ iyonlarinca zengin olan sularda
banyo tarzinda yapilan oksitetrasiklin uygulamalarinda, oksitetrasiklinin etkinliginin azaldig:
bildirilmistir (Yanong 2006). Bu c¢alismada oksitetrasiklinin sagaltimin ikinci giiniinde
meydana gelen 6liimleri diistirmesine ragmen, sagaltim etkinliginin diisiik diizeylerde kalmas1

belirtilen nedenlerden kaynaklaniyor olabilir.
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Intraselliiler bir etken olan F. psychrophilum, yavru alabaliklarin dalak dokusundaki
fagositlerinde goriilebilmektedir (Docostere 2001, Cipriano ve Holt 2005). Dolayisiyla RTFS
enfeksiyonunun sagaltiminda hiicre i¢i yerlesim gosteren enrofloksasin ve siprofloksasin gibi
kinolon grubu antibiyotiklerin kullanilmasiyla etkili sonug¢ alinabilecegi diisiiniilmiis ve
yapilan antibiyogram testinde de izole edilen suslarin her iki antibiyotige % 100 duyarh
olduklar1 goriilmiistiir. Ancak enrofloksasin ve siprofloksasinin baslangigta belirgin bir
sagaltim etkinligi saglarken {i¢iincii giinden sonra bu etkisinin azaldigi tespit edilmistir.
Uygulama sonrasi meydana gelen toplam Oliimler degerlendirildiginde de enrofloksasin ve
siprofloksasin uygulanan gruplardaki 6liim sayilari arasinda anlamli bir fark bulunmamistir

(P>0,05).

Kinolon grubu antibiyotiklerin sagaltim etkinligi saglayamamasinin nedeni, bu gruptaki
antibiyotiklerin farmakokinetiklerinin suyun sicakligina ve tuzluluk oranina gore degiskenlik
gostermesi olabilir. Ciinkii ozmoregiilasyona bagli olarak, tuzlu su baliklarinin sindirim
sistemlerinde bulunan Ca™ ve Mg™ iyonlari ile kinolon grubu antibiyotiklerin kelat
olusturmasi emilimlerini azaltir (Burka ve ark 1997, Storey 2005). Ornegin, oksolinik asitin
tatli su atlantik salmon baliklarindaki yarilanma omrii tuzlu suda yasayanlara gore 6 kat daha
fazladir. Ayrica ayn1 dozda uygulanan oksolinik asit ve difloksasinin serum konsantrasyonlari
tatli su baliklarinda, tuzlu su baliklarina gore 2-5 kat daha yiiksek bulunmustur (Burka ve ark
1997). Bununla birlikte farmakokinetik calismalarda kinolon grubu antibiyotiklerin balik
dokusuna iyi penetre olduklar1 ve flumekuin ile enrofloksasinin kinetik parametre
sonuclarinin oksolinik aside gore daha iyi oldugu belirtilmektedir (Martinsen ve Horsberg
1995, Storey 2005). Bu yiizden suda yiiksek diizeyde katyonik iyonlarin bulundugu
varsayilarak, bu iyonlarin enrofloksasin ve siprofloksasinin bagirsaklardan emilimini
engelledigi ve baliklardaki biyoyararlanim oranmi ve sonugta da sagaltim etkinligini

diisiirdiigii sOylenebilir.

Kinolon grubu antibiyotiklerin etkinligi ortamin pH’sina bagli olarak da degismektedir.
Etki gii¢leri ortamin pH’s1 diistiikce (<7,0) azalir, pH yiikseldik¢e (>7,4) artar (Kaya 2002).
Isletmedeki su pH’sinin 6,5-7,5 arasinda olmasina ragmen, enrofloksasin ve siprofloksasinin
sagaltim etkinliginin florfenikole gore diisiik kalmasinin nedeni isletmenin su pH’sinin 7,0’ 1n

altinda olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
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Calismamizda izole edilen sugslarin % 70’inin florfenikole duyarli olmasina ragmen,
uygulanan diger antibiyotiklere gore, enfeksiyonu kontrol altina almada oldukca etkin oldugu
ve ikinci giinden sonra meydana gelen Oliimleri belirgin bir sekilde diislirdigi tespit
edilmistir. Bunun nedeni florfenikoliin hosa giden bir lezzeti olmasindan dolayr baliklar
tarafindan kolayca tiiketilmesine (Shering-Plough 2006) bagli olabildigi gibi, diren¢ kazanma

mekanizmasinin heniiz gelismemis olmasina da bagli olabilir.

Oksitetrasiklinin tatl su gokkusagi alabaliklarinda biyoyararlanimi1 % 7-8 (Cravedi ve
ark 1994) ve enrofloksasinin % 25-45’tir (Bowser ve ark 1992). Calismada uygulanan diger
antibiyotiklere gore biyoyaralaniminin yiiksek olmasi (% 95) ve viicuttan atiliminin yavas
olmast (t;p,= 12 saat), florfenikoliin sagaltim etkinligini arttiran unsurlar arasinda

gosterilebilir.

Florfenikoliin sarikuyruk baliklarinda (Seriola quinqueradiata) psodotuberkiilozis,
kanal yayn baliklarinda (Ictalurus punctatus) edwardsiellozis, altin baliklarinda (Carassius
auratus) vibriosis ve atlantik salmon baliklarinda furunkulozis (Park ve ark 2006)
sagaliminda kullanildigr bildirilmistir. Bu c¢alisma florfenikoliin gokkusagi alabalik
yavrularinda F. psychrophilum’un neden oldugu RTFS enfeksiyonunun sagaltiminda da

giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.

4.5. Antibakteriyel Diren¢ Gelisimi

Bakteriyel balik hastaliklarinda bir¢ok anitibiyotigin tek basina veya kombine edilerek
kullanilmast ve bunlarin hastaliklarin kesin teshisi yani etken izolasyonu ve identifikasyonu
yapilmadan bilingsizce ve yaygin bir sekilde kullanilmasi, direngli bakteri suslarinin

gelismesine neden olmaktadir (Bowser 1999, Midtlyyng 2002).

Yapilan calismalar F. psychrophilum’un antibiyotik direngliliginin in vitro sartlarda

ortaya koyuldugunu gdstermektedir (Bruun ve ark 2003).

Kiiltiir balik¢iliginda bakteriyel enfeksiyonlara karsi oksitetrasiklinin yaygin olarak
kullanildig1 ancak ilaca kars1 direng de gelisebilecegi belirtilmistir (Herman ve Bullock 1986,
Supriyadi ve ark 1992). Danimarka’da meydana gelen RTFS enfeksiyonunda oksitetrasiklin

uygulamalar1 sonucunda mortalite oraninin diismesine ragmen enfeksiyonun tekrar
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sekillendigi, ayrica 1994 ve 1998 yillar1 arasinda meydana gelen RTFS enfeksiyonunda
oksitetrasiklin ile yapilan sagaltimda, izole edilen F. psychrophilum suglarimin % 60-75’inde
oksitetrasikline kars1 direng gelistigi bildirilmistir (Bruun ve ark 2000, 2003). Branson (1998),
Avrupa’da meydana gelen RTFS’nin sagaltiminda oksitetrasiklinin 75-300 mg/kg/giin dozda
ve 10-14 giin siireyle kullanilmasina ragmen sagaltim etkinliginin azaldig1 veya bazi balik
tiretim ¢iftliklerinde etkili olmadigini belirtmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda oksitetrasikline
kars1 direng sekillendigi rapor edilmistir (Rangdale ve ark 1997, Madsen ve Dalsgaard 2000,
Bruun ve ark 2000). Burka ve ark (1997), tetrasiklinlere karsi olusan direncin, patojen
etkenlerin plazmidlerinde lokalize olmus genlerin ¢oklu direng olusumuna yol agmasindan
kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Ayrica tetrasiklin direncinden DNA’nin pCP1

plazmidinde yer alan tetQ geninin sorumlu oldugu rapor edilmistir (Alvarez ve ark 2004).

F. psychrophilum susunda genis plazmid varligina rastlanmadig1 ve R-plazmid varligina
dair herhangi bir bilginin olmadig1 bildirilmistir. F. psychrophilum’un oksitetrasikline karsi
kazandig1 direncin ya membran permeabilitisindeki spesifik olmayan bir degismeden ya da
tetrasikline  direng  kazanmis  transpozonun  aktarilmasindan  kaynaklanabilecegi

belirtilmektedir (Bruun ve ark 2003).

Kinolon grubu antibiyotiklerin bakterilerdeki Oncelikli hedefi DNA jiraz enzimidir.
DNA jiraz enziminin A alt birimi gyr 4 geni, B alt birimi ise gyr B geni tarfindan
kodlanmaktadir. Kinolon direncinin gyr A genindeki mutasyonlara bagli olarak gelistigi ve
kromozomal mutasyonlar sonucunda dis membranda meydana gelen degisimlerin de direng
olusumuna neden olabildigi ifade edilmektedir (Bruun ve ark 2000, Kaya 2002). Izumi ve
Aranishi (2004), F. psychrophilum’a kars1 olusan kinolon grubu antibiyotik direncinin DNA
jiraz enziminde meydana gelen mutasyonla iliskili oldugunu bildirmislerdir. Izumi ve ark
(2007), PCR analizi ile gyr 4 genine bagli QR ve QS genotiplerinden, QR genotipinin kinolon

grupu antibiyotik direncinden sorumlu oldugunu belirtmislerdir.

Florfenikole karsi diren¢ olusumu, ilk olarak deniz baliklarindan izole edilen ve
psodotuberkiilozise neden olan Pasteuralla piscicida’da tespit edilmistir. Direncin flo isimli
geni igceren plazmidlerin aktarilmasiyla olustugu bildirilmistir (Serrano 2005). Literatiirler,
Danimarka ve Fransa’da tath su gokkusagi alabaligi isletmelerinde su ve balik 6rneklerinden
izole edilen F. psychrophilum’un florfenikole diren¢ kazanmadigini, ancak gelecekte direng

probleminin ortaya ¢ikabilecegini gostermektedir (Bruun ve ark 2000, Schmidt ve ark 2000,
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Michel ve ark 2003). Ayrica florfenikoliin yapisinda flor atomunun bulunmasina baglh olarak,
asetilaz  salgilayan Dbakterilere karst direncinin arttigt (Kaya 2002) gbéz Oniinde
bulunduruldugunda, etkenin asetilaz enzimi salgilayabilecegi ve bu yiizden daha zor direng

gelisebilecegi sonucuna da varilabilir.

RTFS’ye neden olan F. psychrophilum’a karst meydana gelebilecek direng gelisimi,
antibiyotiklerle yapilan sagaltim siiresine ve prosediiriine uyulmasi, alternatif sagaltim

yontemlerinin belirlenmesi ve profilaksiye 6nem verilmesiyle engellenebilir.
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5. SONUC

Hastaligin kontroliinde etkin bir as1 uygulamasinin olmamasi, farkli iilkelerden izole
edilen F. psychrophilum suglarinin fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri ile antibiyotik
duyarliliklarmin farkliklar gostermesi, tez kapsaminda iilkemizde kiiltiir balik¢ilig1 yapilan
isletmelerde yaygin olarak goriilen ve ekonomik kayiplara neden olan RTFS enfeksiyonunun
antibiyogram sonuglarma gore etkili antibakteriyel ilag/ilaglarla sagaltim segeneklerinin

belirlenmesi amaglanmustir.

Izole edilen suslar arasinda fenotipik ve biyokimyasal farklihgin oldugu ve yapilan
antibiyotik duyarlilik testleri sonucunda, izolatlarin amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin,
gentamisin, penisilin G ve siilfametoksazol-trimetoprime direncli, eritromisine orta derecede

duyarli, oksitetrasiklin, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikole duyarli oldugu belirlendi.

Gokkusagi alabalik yavrularinda klinik bulgular ve 6liim oranlar1 dikkate alindiginda;
oksitetrasiklinin sagaltimin ikinci giiniine kadar enfeksiyonu 1limli diizeyde baskiladigi, ancak
sagaltim i¢in yeterli etkinlik gdsteremedigi, enrofloksasin ve siprofloksasinin ise baslangicta
belirgin bir sagaltim etkinligi sagladiklari, ancak sagaltimin {iglincli giiniinden sonra
etkinliklerinin azaldig1 tespit edilmistir. Florfenikoliin ise diger sagaltim gruplarina gore
enfeksiyonu kontrol almada 6nemli derecede etkin oldugu ve sagaltim sonunda enfeksiyondan

kaynakli 6liim oranlarini azaltig1 belirlenmistir.

Antibiyogram sonuglarina gore sagaltimda kullanilan ancak etkinlik saglayamayan
antibiyotiklere kars1 bakterilerde gelistigi diisiiniilen diren¢ veya suyun yapis1 (sertlik
derecesi, pH gibi), sagaltimdaki basarisizligin en 6nemli nedenleri arasinda gosterilebilir.
Bakteriyel diren¢ mekanizmalarinin onlenmesi i¢in antibiyotik kullanim politikalarinin
diizeltilmesi ve yeni antimikrobiyal ajanlarin gelistirilmesi gereklidir. Diren¢ yayiliminda en

onemli faktor, direng genlerinin plazmid ve transpozonlarda kodlanip bakteriden bakteriye
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aktarilmasidir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde antibiyotiklerin yaygm ve kontrolsiiz
kullanimi, direncli suslarin yararina bir seleksiyon olusturmaktadir. Bakteri direncinin
Onlenmesinin en énemli kosulu, antibiyotiklerin uygun yerde ve uygun dozda, antibiyogram

testinden sonra kullanimidir.

Ulkemizde gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapilan isletmelerden izole edilen
F. psychrophilum suglarinin fenotipik ve biyokimyasal 6zellikleri arasinda farkliliklar
bulundugundan, yapilacak antibiyogram testleri sonug¢larina gore, 10 mg/kg/glin dozda ve
10 giin siireyle fenikol grubu antibiyotiklerden florfenikoliin RTFS enfeksiyonunda etkili
oldugu ve enfeksiyonun sagaltiminda oncelikli olarak tercih edilmesi gerektigi sonucuna

varilmstir.
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OZET

Gokkusagi Alabaliklarinda (Oncorhynchus mykiss) RTFS’ye (Rainbow trout fry
syndrome) neden olan Flavobacterium psychrophilum etkeninin izolasyonu ve

antibakteriyel sagaltim seceneginin belirlenmesi

Gokkusagr  alabalik  (Oncorhynchus  mykiss) yavrularinda  Flavobacterium
psychrophilum (F. psychrophilum)’un neden oldugu Yavru Goékkusagi Alabaligi Sendromu
(Rainbow Trout Fry Syndrome, RTFS), gilinlimiizde bir¢ok iilkede yaygin olarak goriilen ve
ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir. Bu g¢alismada F. pschrophilum susunun
izolasyonu ve identifikasyonu, antibakteriyel duyarhilig1 ve etkili antibakteriyel ilag/ilaclarla

sagaltim segeneklerinin belirlenmesi amaglanmstir.

Bu amagla Mugla iline bagli 6zel bir isletmede, dogal yolla F. psychrophilum ile
enfekte oldugu tahmin edilen yavruhane bolimiinde meydana gelen enfeksiyon sonucunda,
canli agirliklar 1-2 g arasinda hastalikli gokkusagi alabalik yavrusu kullanildi. Bakteriyolojik
ekim Ornekleri i¢in alabalik yavrularinin solungac, karaciger, bobrek, beyin, dalak, bagirsak
ve lezyonlu bolgelerinden Cytophaga agara ekimler yapildi. Identifikasyon amactyla

bakterilerin fenotipik, biyokimyasal ve enzim testleri gergeklestirildi.

Kirby-Bauer disk diflizyon yontemine goére yapilan antibiyogram test sonuglarina gore
etkenin amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, gentamisin, penisilin G ve siilfametoksazol-
trimetoprime direng gosterdigi, oksitetrasiklin, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikole

duyarli oldugu belirlendi.
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In vitro olarak etkenin duyarli oldugu dort antibiyotik secildi. Sagaltim gruplarma
oksitetrasiklin 75 mg/kg/glin dozda, enrofloksasin, siprofloksasin ve florfenikol 10 mg/kg/giin

dozda ve her biri 10 giin siireyle uygulandi.

Gokkusagr alabalik yavrularinda klinik bulgular ve 6liim oranlart dikkate alindiginda;
okistetrasiklin, enrofloksasin ve siprofloksasinin sagaltim i¢in yeterli etkinlik
gosteremedikleri, florfenikoliin ise diger sagaltim gruplarina gére enfeksiyonu kontrol almada
onemli derecede etkin oldugu ve sagaltim sonunda enfeksiyondan kaynakli 6liim oranlarini

azaltig1 belirlendi.

Anahtar kelimeler; Antibakteriyel, duyarlilik, florfenikol, RTFS, sagaltim
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SUMMARY

Isolation of Flavobacterium psychrophilum causing RTFS (Rainbow trout fry syndrome)
and determination of an effective antibacterial treatment in rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss) fry

Flavobacterium psychrophilum (F. psychrophilum) causes the septicemic diseases
rainbow trout fry syndrome (RTFS) in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fry. The
infection is widespread in many countries and causes severe mortalities and economic losses.
The aims of the present study are isolation of F. pschrophilum, and determination of

antibacterial susceptibility and an effective antibacterial treatment in rainbow trout fry.

Fort this purpose, weighted 1-2 g fry were obtained from a private fish farm in Mugla. It
was estimated that they were naturally infected with F. psychrophilum from fry department
and used for the study. Bacteriological samples were taken from gill, kidney, liver, intestine,
spleen, brain and parts of the lesions of the rainbow trout fry and were streaked onto
Cytophaga agar plates. Following phenotypic, biochemical and enzyme tests aimed the

identification of bacteria.

Kirby-Bauer disc diffusion method was used for determination of antibacterial
susceptibility. According to antibiotic susceptibility tests, F. psychrophilum was resistant to
amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, gentamicin, penicilin G and sulphamethoksazole-
trimetrophim and was susceptible to oxytetracycline, enrofloxacin, ciprofloxacin and

florfenicol.
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Four antibiotic were selected according to the in vitro study. The antibiotic
concentrations in the medicated feeds were to give a dose of 75 mg/kg/day oxytetracycline

and 10 mg/kg/day enrofloxacin, ciprofloxacin and florfenicol each antibiotics for 10 days.

When considered the clinical signs and death rates among the infected rainbow trout
fry, oxytetracycline, enrofloxacin and ciprofloxacin could not displayed enough efficacy.
However, florfenicol showed much higher efficacy for controlling the infection and at the end

of the treatment, the death rate caused by the infection was decreased significantly.

Key words; Antibiotics, florfenicol, RTFS, susceptibility, treatment
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elemanlarma, Bagc1 Balik Gida ve Enerji Uretimi San Tic. A.S. yetkilileri ve calisanlari ile
Siileyman Demirel Universitesi Su Uriinliiri Fakiiltesi dgretim iiyesi Yrd. Dog. Dr. Behire Isil
DIDINEN ve diger gretim elemanlarina sonsuz destek ve anlayislarindan dolay: tesekkiir

ederim.

Beni  bugiinlere getiren aileme ve en biiyilkk destek¢cim olan esim

Nurcan BOYACIOGLU’na sabir ve zverilerinden dolay1 tesekkiir ederim.
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