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OZET

LEVREK VE CiPURALARDAN iZOLE EDILEN PHOTOBACTERIUM DAMSELAE
SUSLARININ MOLEKULER KARAKTERIZASYONLARININ VE
ANTIMIKROBIYAL DUYARLILIKLARININ BELIRLENMESI

Midilli S. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Mikrobiyoloji
Programi, Doktora Tezi, Aydin, 2022.

Amac¢: Bu calismada c¢ipura ve levrek yetistiriciligi i¢in O6nemli bir tehdit olan
Photobacterium damselae ve alt tiirlerinin molekiiler yontemlerle teshisi ve antibiyotiklere

kars1 duyarliliklarinin ortaya koyulmasi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirma materyalini Photobacterium damselae siipheli 100’er adet 6lii
cipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) olusturmustur. Balik 6rneklerinin i¢
organlarindan konvansiyonel, hizli teshis ve molekiiler yontemlerle P. damselae izolasyonu
yapilmis ve izolatlarin antibiyotiklere kars1 duyarliliklari disk difiizyon yontemi ile

arastirilmastir.

Bulgular: Cipura orneklerinin i¢ organlarindan 26 (%26) Photobacterium damselae 1zolati
izole edilirken, levrek orneklerinden izolasyon yapilamamistir. Cipura orneklerinden izole
edilen 26 (%26) P. damselae izolati BD-Phoenix tan1 cihazi ile identifiye edilmistir. Identife
edilen 26 (%26) P. damselae izolatt 16S rRNA PCR ile dogrulanmis ve CPS ile URE C
genleri kullanilarak yapilan PCR ile alt tiir ayrimina gidilmistir. Sonucta P. damselae
suslarindan 18 adedi (%69,23) P. damselae subsp. piscicida ve geri kalan 8 adedi (%30,77) de
P. damselae subsp. damselae olarak tiplendirilmistir. P. damselae subsp. piscicida
izolatlarinin tamami gentamisine (10 pg) kars1 %100 oraninda, diger yandan hem P. damselae
subsp. piscicida hem de P. damselae subsp. damselae izolatlar1 siprofloksasine (5 pug) karsi

%100 duyarli bulunmustur.

Sonug¢: Bu arastirma ile deniz akuakiiltiiriinde ¢ipura ve levrek i¢in 6nemli hastalik etkeni
olan P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae’nin tiir spesifik genler ile

molekiiler teshisi ve bazi antibiyotiklere karsi duyarlilifi ortaya koyulmustur.

Anahtar kelimeler: Deniz ¢ipurasi, levrek, molekiiler tipleme, Photobacterium damselae,

polimeraz zincir reaksiyonu.
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ABSTRACT

DETECTION OF MOLECULAR CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY OF PHOTOBACTERIUM DAMSELAE STRAINS IN SEA BASS
AND SEA BREAM

Midilli S. Aydin Adnan Menderes University, Health Sciences Institute, Microbiology
Program, Doctorate Thesis, Aydin, 2022.

Objective: In this study, it was aimed that declaring of diagnosing of Photobacterium
damselae and its subspecies, which are significant threat for gilthead sea bream and European
sea bass aquaculture, with molecular technique and sensitivity to antibiotics.

Material and Methods: The study materials were 100 dead gilthead sea bream (Sparus
aurata) and European sea bass (Dicentrarchus labrax) which were suspected as
Photobacterium damselae. P. damselae isolation was performed by using conventional, rapid
diagnostic and molecular methods from internal organs of fish specimens, and antibiotic
susceptibility was investigated by disk diffusion method.

Results: While 26 (26%) Photobacterium damselae were isolated from the internal organs of
gilthead sea bream specimens, any isolation from European sea bass specimens not
performed. Total 26 (26%) P. damselae isolates were isolated by gilthead sea bream were
identified by BD Phoenix diagnosis device. Isolated 26 (26%) P. damselae was confirmed by
16S rRNA PCR and subspecies seperation was performed by PCR using CPS and URE C
genes. As result, 18 (69.23%) of the P. damselae strains were typified as P. damselae subsp.
piscicida and the remaining 8 (30.77%) were as P. damselae subsp. damselae. All P.
damselae subsp. piscicida isolates were 100% sensitive to gentamicin (10 pg), while both P.
damselae subsp. piscicida and P. damselae subsp. damselae isolates were found to be 100%
sensitive to ciprofloxacin (5 pg).

Conclusion: With this research, Photobacterium damselae subsp. piscicida and
Photobacterium damselae subsp. damselae which are important disease agents for both
gilthead sea bream and European sea bass were diagnosed by molecular with species specific
genes and their susceptibilities to some antibiotics were declared.

Keywords: Bass, molecular typing, Photobacterium damselae, polymerase chain reaction,

sea bream.
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1. GIRIS

Photobacterium damselae deniz baliklar i¢in olduk¢a Onemli bir balik patojenidir.
Giliniimiizde Photobacterium damselae nin baliklar i¢in patojenik 6zellige sahip iki 6nemli alt
tiri tamimlanmistir. Bu alt tiirlerden ilki Photobacterium damselae subsp. piscicida
Photobacteriosis’e (eski adiyla balik pastdrellozisi) sebep olan 6nemli bir balik patojenidir ve
i¢ organlarda sebep oldugu tiiberkiillerle karakteristiktir. Diger alt tiir Photobacterium
damselae subsp. damselae ise firsat¢1 bir patojen olup pek cok balik tiirlinde ve denizde
yagsayan bazi omurgasiz canli tilirlerinde hastalik yapabilir. Ayrica P. damselae subsp.
damselae memelilerde epizootilere yol acarak insanlar i¢in de infeksiydz ozellik tasiyan
onemli bir zoonoz patojendir (Rivas ve digerleri, 2011; Roberts, 2012; Eissa ve digerleri,

2018).

Photobacteriosis giiniimiizde bildirildigi lizere denize kiyist olan Avrupa iilkelerinde
(Labella ve digerleri 2006; Mladineo ve digerleri, 2006), Akdeniz iilkelerinden Misir (Essam
ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018) ve Tiirkiye’de (Cagirgan, 1993a; 1993b; Candan
ve digerleri, 1996; Korun ve Timur, 2005), Amerika (Teru ve digerleri, 2017) ve Uzak Dogu
tilkelerinden Cin (Wang ve digerleri, 2013), Japonya (Nagano ve digerleri, 2009) ve
Tayvan’da (Liu ve digerleri, 2003; Rajan ve digerleri, 2003) hem dogal hem de Kkiiltiirii
yapilan balik tilirlerinden izole edilmektedir (Andreoni ve Magnani, 2014). Photobacteriosis
Ozellikle Avrupa’da ve Akdeniz’de yaygin sekilde kiiltlirii yapilan ¢ipura (Sparus aurata),
levrek (Dicentrarchus labrax) ve dil baliginda (Solea spp.) siddetli septisemilere yol
acmaktadir. Hastalik tipik sekilde yaz mevsiminde su sicakliginin 20-25°C’lere ulastigi
zamanlarda yiliksek mortaliteye yol agarak epizootiler seklinde goriilmektedir (Toranzo ve
digerleri, 1991; Osorio ve digerleri, 1999; Magarinos ve digerleri, 2003; Eissa ve digerleri,

2018).

Photobacterium damselae subsp. damselae ise Avrupa’da Ispanya’da (Labella ve
digerleri, 2011), Akdeniz {ilkelerinden Misir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013; Essam ve
digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018, Mahmoud ve digerleri, 2018) ve Tiirkiye’de (Uzun
ve Ogiit, 2015), Asya’da Hindistan (Krupesha Sharma ve digerleri, 2017; Petchimuthu ve
digerleri, 2021) ve Uzak Dogu’da Tayland’da (Kanchanopas-Barnetta ve digerleri, 2009)
bildirilmistir. P. damselae subsp. damselae damsel balig1 (Chromis punctipinnis), vatoz (Raja

sp.), yunus (Delphinus sp.) ve karides (Penaeus sp.) gibi ¢ok ¢esitli deniz canlisinda ve



kiiltiirii yapilan ¢ipura (Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) gibi deniz baligi

tiirlerinden izole edilmistir (Roberts, 2012; Rivas ve digerleri, 2013).

Photobacterium damselae subsp. piscicida giiniimiizde tek basina ya da Photobacterium
damselae subsp. damselae ile beraber cesitli salginlardan izole edilebilmektedir. Bu énemli
derecede patojenik olan iki alt tiiriin hem dogada yasayan baliklar hem de kiiltiir kosullart
altindaki baliklar agisindan 6nemi, hizli yayilma gostermeleri ve c¢esitli kemoterapdtiklere
kars1 hizlica diren¢ kazanabilmeleridir. Su sicaklig1 artisina paralel olarak hizlica gelisen bu
infeksiyonlar 6nemli ekonomik kayiplara yol acabildigi i¢in hizli teshisin 6nemi ortaya
cikmaktadir (Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018). Ulkemizde deniz kiiltiir
balik¢iliginda P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae’ya karsi
gelistirilen ¢esitli ticari karma asilar mevcuttur ancak bazi durumlarda asilamadan hemen
once ya da asilamanin basarisiz oldugu durumlarda hastalik gelisimi gozlenebilmektedir

(Korun ve Timur, 2005; Uzun ve Ogiit, 2015).

Calismamizda Ege Bolgesi’nde yaygin sekilde ve yiiksek miktarlarda kiiltiirii yapilan
cipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) baliklarinda rastlanan
Photobacterium damselae subsp. piscicida ve Photobacterium damselae subsp. damselae
etkenlerinin molekiiler yontemler kullanilarak identifikasyonlarinin tiir bazinda yapilmasi ve

bu izolatlarin antimikrobiyal duyarliliklarinin belirlenmesi amaglanmaigtir.

Bu calismada c¢ipura ve levrek yetistiriciligi i¢cin énemli bir tehdit olan P. damselae ve
alt tiirlerinin molekiiler yontemlerle teshisi ve antibiyotiklere karsi duyarliliklariin ortaya

koyulmasi amacglanmaistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kiiltiir Balik¢ihiginda Cipura ve Levrek

Cipura (Sparus aurata) ve levrek (Dicentrarchus labrax) iilkemiz sularinda tiim
Akdeniz’de yaygin sekilde bulunmakla beraber, ayrica Ege, Marmara ve Karadeniz’de de
yayilim gostermektedir (Ozden ve digerleri, 2020). Ozellikle Akdeniz kiiltiir balik¢iliginda
bas1 ¢eken bu iki tiir iilkemizin de dahil oldugu gesitli iilkeler (Yunanistan, Ispanya, Italya,
Hirvatistan ve Misir) tarafindan yogun sekilde iiretilmektedir. Cipuranin kiiltiirii yirmi yildan
daha kisa bir siirede ¢ok hizli sekilde gelismis olup, 1985°te diinya genelinde iiretimi 564
ton/y1l iken bu deger 2016°da 185,000 tonu ge¢mistir (Borrego ve digerleri, 2017; Food and
Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2022a). Levrek kiiltiirii Avrupa’da ilk
olarak iilkemiz, Yunanistan ve italya’da baslatilmistir. Giiniimiizde ise bu biiyiik iireticiler
arasma Ispanya, Hirvatistan ve Misir da dahil olmustur. Tiim diinyada toplam levrek iiretim
2000 yili verileri 71,000 ton/yil iken, 2016 akuakiiltiir verilerine gére bu deger 191,003
ton/yildir (FAO, 2022b).

Cipurada karsilasilan 6nemli bakteriyel hastaliklara bakildiginda Akdeniz bolgesinde
tiretim yapan farkl ciftliklerdeki infekte cipuralardan siklikla Vibrio spp. izole edilmektedir
(Balebona ve digerleri, 1995). Cipuralarda mortaliteye sebep olan tiirler arasinda Vibrio
alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio vulnificus, Vibrio harveyi, Vibrio ordalii,
Vibrio salmonicida ve Vibrio anguillarum yer almaktadir (Colorni ve Padros, 2011; Balebona
ve digerleri, 1998a, 1998b; Haldar ve digerleri, 2010). Levrek iiretimi yapan ciftliklerdeki
Vibriosis kaynaklari ise V. anguillarum, V. ordali ve Vibrio spp.’dir (FAO, 2022b).

Hem c¢ipura hem de levrek icin 6nemli bir diger bakteriyel hastalik etkeni ise P.
damselae subsp. piscicida (Balebona ve digerleri, 1998b; Magarinos ve digerleri, 2001;
Korun ve Timur, 2005; Essam ve digerleri, 2016) ve P. damselae subsp. damselae ’dir (Abdel-
Aziz ve digerleri, 2013; Mahmoud ve digerleri, 2018).

Cipura yetistiriciliginde karsilasilan diger bakteriyel hastalik etkenlerine bakildiginda
Akdeniz bolgesinde Pseudomonas anguilliseptica infeksiyonlar1 (Berthe ve digerleri, 1995),
Tenacibaculum maritimum (eski bilinen adlariyla Cyfophaga marina veya Flexibacter
marinus veya F. maritimus) (Sukui ve digerleri, 2001; Colorni ve Padros, 2011) ve

Chlamydia kaynakl1 infeksiyoz Epitheliosistis karsimiza ¢ikmaktadir (Cruz-Silva ve digerleri,

3



1997; Crespo ve digerleri, 1999; Borrego ve digerleri, 2017). Levrek yetistiriciliginde
karsilagilan diger ©Onemli bakteriyel hastalik etkenlerine bakildiginda, Tenacibaculum
maritimum ve Mycobacterium marinum, Epitheliocystis kaynagi Chlamydia-like etkenleri

karsimiza ¢ikmaktadir (FAO, 2022b).

Cipura yetistiriciligi i¢in iilkemizde karsilasilan 6nemli hastalik etkenlerine bakildiginda
Ege bolgesinde V. alginolyticus (Cagirgan, 1993a) ve V. vulnificus (Tirk, 2002), Aeromonas
hydrophila (Tirk, 2002), Staphylococcus epidermidis (Kubilay ve Ulukdy, 2004),
Pseudomonas fluorescens (Tirk, 2002), Pseudomonas anguillaseptica (Canak, 2011),
Photobacterium damselae subsp. piscicida (Cagirgan, 1993b), Photobacterium damselae
subsp. damselae’ya rastlanmistir (Akayl1, 2001). Izmir ve Mugla’da V. anguillarum (Candan,
1991; Canak, 2011), V. ordalii (Akayl, 2001), V. harveyi (Canak, 2011) bildirilmistir.

Ulkemizde levrek yetistiriciliginde goriilen onemli bakteriyel etkenlere bakildiginda
Ege Denizi’nde V. anguillarum (Cagirgan, 1993a; Tanrikul ve digerleri, 2004), V.
alginolyticus (Cagirgan, 1993a), V. ordalii (Tiirk, 2002; Korun, 2004), V. vulnificus (Tiirk,
2002), V. harveyi (Korun ve Akayli, 2004) karsimiza c¢ikmaktadir. Ayrica yine Ege
Bolgesi’'nde A. hydrophila (Tirk, 2002), Flavobacterium psychrophilum (Ayaz, 2006),
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas anguilliseptica (Tiirk,
2002), Pseudomonas aeroginosa (Ayaz, 20006), Pseudomonas chlororaphis, P. damselae
subsp. damselae (Tiirk, 2002), P. damselae subsp. piscicida (Candan ve digerleri, 1996; Tiirk,
2002), Shewanella putrefaciens (Korun ve digerleri, 2009) bildirilmistir.

Levrek baligi ozellikle tuzluluga olan toleransindan dolay1r Karadeniz sularinda da
besiciligi yapilabilmektadir. Bu bolgede karsilasilmis olan hastalik kayitlarina bakildiginda,
V. anguillarum, V. alginolyticus (Savas ve digerleri, 2006), Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes (Karatas ve digerleri, 2005), A. hydrophila (Savas ve digerleri, 2006),
Yersinia ruckeri (Savas ve digerleri, 2006; Savas ve Tiire, 2007), P. damselae subsp.
piscicida (Savas ve digerleri, 2006), P. damselae subsp. damselae (Uzun ve Ogiit, 2015;
Terceti ve digerleri, 2016), Lactococcus garvieae (Savas ve Tiire, 2007), Staphylococcus

epidermidis’e (Timur ve digerleri, 2008) rastlanilmistir.

Akdeniz kiiltiir balik¢iliginda ve {ilkemizde P. damselae subsp. piscicida ve P.
damselae subsp. damselae’nin en fazla etkiledigi tilirlerin basinda levrek (Dicentrarchus

labrax) ve c¢ipura (Sparus aurata) gelmektedir (Labella ve digerleri, 2010a; Abdel-Aziz ve



digerleri, 2013; Khouadja ve digerleri, 2014; Essam ve digerleri, 2016; Parin ve digerleri,
2016; Terceti ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018; Varvarigos, 2020).

Cipura ve levrek kiiltliriinde en 6nemli hastaliklardan biri olan Photobacteriosise (balik
pastorellozisi) sebep olan etken Photobacterium damselae subsp. piscicida Vibrionaceae
ailesine dahil Photobacterium cinsine ait Photobacterium damselae tiiriinlin bir alt tiiriidiir.
Hastalik siddetli patojenik Ozellige sahip olup deniz baliklarinda hemorajik septisemilere
sebep olur. Photobacteriosis diinya genelinde kiiltlirii yapilan ¢esitli balik tiirlerinde ciddi
ekonomik kayiplara sebep olabilmektedir (Thyssen ve Ollevier, 2005; Martins ve digerleri,
2015; Essam ve digerleri, 2016).

2.2. Etiyoloji

Photobacterium Vibrionaceae ailesine dahil Gram negatif kokobasil veya basil, 0,8-1,3
um cap ve 1,8-2,4 um uzunluguna sahip bakterilerden olusan bir bakteri cinsidir. Biiylimek
icin ihtiya¢ duyduklar1 optimum sicaklik 18-25°C’dir. Aerobik ya da fakiiltetif anaerobik,
oksidaz ve katalaz pozitif bir bakteri cinsidir, optimum biiyiime i¢in sodyuma ihtiyag
duymaktadirlar. Bir veya {i¢ arasinda sahip oldugu polar flagellalar sayesinde hareketli
bakteriler olmakla beraber bazi bakteriler ise hareketsizdir. Baz tiirler floresans yetenegine
sahiptir (Farmer Iii ve Hickman-Brenner 2006; Moi ve digerleri, 2017).

Photobacterium spp. deniz suyunda bulunmasi yaninda denizde yasayan hayvanlarda
saprofitik ya da enterik bir iligki icerisinde bulunmaktadirlar. Photobacterium spp. lyeleri
deniz suyunda ve sedimentte, tuzlu gollerde ve deniz hayvanlarinin sindirim sisteminde
bulunabilirler (Urbanczyk ve digerleri, 2011). Infekte ettigi hayvanlar arasinda yer alan deniz
baliklari, deniz memelileri ve insanlarda patojenik ozellik gostermektedirler (Urbanczyk ve
digerleri, 2011; Moi ve digerleri, 2017).

Photobacterium damselae diinya genelinde kiiltiirii yapilan baliklarda ciddi ekonomik
kayiplara sebep olan bir bakteriyel hastalik etkenidir. ilk kez 1963 yilinda Amerika’da beyaz
levrek (Morone americanus) ve ¢izgili levrekte (Morone saxatilis) dogal populasyondan izole
edilmistir. Hastalik balik populasyonlarinin yarisina yakininda mortaliteye sebep olmustur
(Snieszko ve digerleri, 1964). Bu etken daha sonraki calismalarda Vibrio damselae ismiyle
demirci chromis (Chromis punctipinnis) baliginda deri iilserlerinden izole edilmistir (Love ve

digerleri, 1981). Denizlerde Photobacterium damselae su sicakliginin 20-25°C’lere ulastig



zamanlarda duyarli tiirlerde akut yaz epizootilerine yol agmaktadir. (Toranzo ve digerleri,
1991; Baptista ve digerleri, 1996).

Gliniimiizde Photobacterium damselae tiirtiniin sahip oldugu iki farkhh alt tiir
tanimlanmistir, Photobacterium damselae subsp. piscicida ve Photobacterium damselae
subsp. damselae. Alt tiirlerden Photobacterium damselae subsp. piscicida Photobacteriosise
(balik pastorellozisi) sebep olan 6nemli bir patojenidir. Photobacterium damselae subsp.
piscicida Vibrionaceae ailesi, Photobacterium cinsi ve Photobacterium damselae tiiriiniin bir
alt tiirtidiir. Bu patojen deniz baliklarinda siddetli epizootilere yol agmaktadir (Martins ve
digerleri, 2015; Essam ve digerleri, 2016). Diger alt tiir Photobacterium damselae subsp.
damselae ise denizde yasayan baliklar ve omurgasizlari infekte etmenin yaninda, cesitli
memeli tiirlerinde ve insanlarda da hastalia yol agan firsatgr bir patojen o6zelligi de
gostermektedir (Gauthier ve digerleri, 1995; Osorio ve digerleri, 1999; Rivas ve digerleri,

2013).

Thyssen ve digerleri (1998) P. damselae subsp. piscicida’nin fenotipik 6zelliklerine
gore P. damselae ile benzerlik gostermedigini bildirmis olsa da 16S rRNA ve {ireaz C
genlerinin spesifik primerleri ile ¢alisilan multipleks PCR sonucuna gore alt tiirlerin varhigi

dogrulanmistir (Osorio ve digerleri, 2000a; Labella ve digerleri, 2011).

Photobacterium damselae subsp. piscicida halofilik, hareketsiz, ¢gomaktan koka kadar
degisen sekillere sahip ve bazi suslarda kapsiillii olabilen bir bakteridir. Boyutlar1 0,6 - 1,2 x
0,8 - 2,6 um araliginda olup, Gram negatif bipolar boyanma 6zelligi gostermektedir. Farkli
ortam sartlarinda pleomorfizm 06zelligi gosterebilir. Ayrica sadece baliklar icin patojenik
ozellik gostermektedir (Bakopoulos ve digerleri, 1995; Candan ve digerleri, 1996; Korun,
2004). Uremek icin 20-25°C araligina ihtiyag duyar, Photobacterium damselae subsp.
damselae’ya kiyasla 37°C’de iirememektedir ve kanli agar besi yerinde hemolitik aktivite
gostermemektedir (Magarinos ve digerleri, 1996a; Osorio ve digerleri, 2000b; Rivas ve

digerleri, 2011).

Photobacterium damselae subsp. piscicida dig bakida lezyonlar olusturmakla beraber i¢
organlarda dalak ve bobrekte meydana getirdigi beyaz tiiberkiillerden dolay1
pseudotiiberkiilozis ismini almistir (Korun ve Timur, 2005). Teshis esnasinda etken bobrek,
karaciger, dalak ve solungagtan izole edilebilir. Photobacterium damselae subsp. piscicida
Triptik Soy Agar’da (TSA) ve %1-3 Na'Cl igeren besi yerlerinde iireyebilir. Etken 20-25°
C’de 48 saat inkiibasyondan sonra, kiiciikk ve c¢ig damlacigina benzer sekilde koloniler

seklinde gelisebilir. Brain Heart Inflizyon Agarda (BHIA) koloniler kiigiik solgun ve bir arada
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olacak sekilde tremektedir. Ayrica, %3 Na'Cl™ igeren koyun kanli agarda non-hemolitik
sekilde tirerler. P. damselae subsp. piscicida tiyosiilfat-sitrat-safra tuzlari-siikroz agarda
(TCBS) gelismemektedir. Ayrica bu tiir Vibriostat testine (O/129) kars1 duyarlidir (Roberts,
2012; Eissa ve digerleri, 2018).

P. damselae subsp. piscicida’nin geng Kkiiltiirleri 151k mikroskobu altinda ¢omak
seklinde goriiniirken eskiyen kiiltiirlerde kok gortinlimiinii alabilir. Bakterinin optimum {ireme
sicaklign 22-25°C olmasma ragmen 15-32,5°C araliginda da iireyebilirler (Zorrilla ve
digerleri, 1999; Yazici, 2004). Etkenin biyokimyasal 6zellikleri arasinda sitokrom oksidaz ve
katalaz pozitif, fakiiltatif anaerobik ve kemoorganotrof ve glukoz fermentatif olmasi yer

almaktadir (Roberts, 2012).

P. damselae subsp. piscicida’nin balik viicuduna girme yollarinin solungaglar, deri ve
sindirim sistemi oldugu diisiiniilmektedir (Bakopoulos ve digerleri, 1995; Magarinos ve
digerleri, 1996a, Petchimuthu ve digerleri, 2021). Ge¢miste bu etkenin baliktan baliga temas
yolu ile ya da denizde yasayan omurgasiz canlilar araciligi ile bulastig1 diistiniilmekteydi
(Toranzo ve digerleri, 1991; Korun, 2004; Korun ve Akayli, 2004). Giinlimiizde ise etkenin
baliktan baliga bulastig1 ve 6zellikle P. damselae subsp. damselae’nin suda bir siire hayatta
kalabildigi ve sudan baliga gecerek direk infekte edebildigi belirtilmistir (Fouz ve digerleri,
1998; Roberts, 2012; Eissa ve digerleri, 2018).

Photobacterium damselae subsp. piscicida gliniimiizde Japonya’da kiiltiirii yapilan sari
kuyruk (Seriola quinqueradiata) ve kara cipurada (Spondyliosoma cantharus), Avrupa’da
cipura (Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax), kefal (Mugil cephalus ve Chelon
labrasus) ve dil baliginda (Solea senegalensis ve Solea solea), Amerika’da c¢izgili levrek
(Morone saxatilis), beyaz levrek (Morone americana) ve hibrid ¢izgili levrekte (Morone
saxatilis X Morone chrysops), Tayvan’da kobiadan (Rachycentron canadum) ve Cin’de altin
palamuttan (7rachinotus ovatus) bildirilmistir (Romalde, 2002; Roberts, 2012; Avci ve
digerleri, 2013; Wang ve digerleri, 2013; Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018).

Photobacterium damselae subsp. piscicida’nin yaz basinda Japonya’da (20-25°C), yaz
ortasinda Ispanya’da (25°C) hem dogal hem de kiiltiir baliklarinda yogun &liimlere yol agtig
bildirilmistir (Toranzo ve digerleri, 1991; Magarinos ve digerleri, 1996a). Misir’da hastalik en
fazla yaz aylarinda goriilmiistiir (Essam ve digerleri; Eissa ve digerleri, 2018). Ayrica

Photobacterium damselae subsp. piscicida’nin Yunanistan’da periyodik sekilde her y1l Mayis



ve Ekim aylar1 arasinda c¢ipura, levrek ve kefal baliklarinda epizootiler seklinde goriildiigii

bildirilmistir (Romalde, 2002).

P. damselae subsp. piscicida siddetli salgilara yol agarak yiiksek oranda mortaliteyle
seyreden septisemilerden sorumludur (Toranzo ve digerleri, 1991). Ancak bir ¢alismada Ege
Denizi’nde su sicakliginin 18-19°C olciildiigii bir ag kafes isletmesinde giinliik olarak
ortalama %5’e varan Oliimler izlenmistir (Korun ve Timur, 2005). Yine bir ¢alismada su
sicakliginin artigina paralel su kalitesinin diistiigii bolgelerde yiiksek oranda (%40-50) balik
Oliimlerinin izlendigi bildirilmistir (Yaman ve digerleri, 2003). Diger yandan Japonya’da
balik ciftliklerinde her yil su sicakligi 25°C 'nin iizerine ¢iktiginda ya da bol ve uzun siireli
yagmurlar nedeniyle suda tuz orami diistiigiinde P. damselae subsp. piscicida infeksiyonlar

gorildiigii bildirilmistir (Magarinos ve digerleri, 1996a; Korun ve Timur, 2005).

Photobacteriosis infeksiyonu agisindan iilkemizde goriilen vakalara bakildiginda
hastaliga ilk kez 1993 yilinda Ege Denizi’nde kafeslerde yetistiriciligi yapilan ¢ipuralarda
rastlanmistir (Cagirgan, 1993b). Ayni infeksiyon bir yil sonra levreklerde de izlenmistir
(Candan ve digerleri, 1996). Photobacterium damselae subsp. piscicida aym yil Canakkale
Eceabat’ta havuzlarda kiiltiiri yapilan levrek baliklarindan da izole edilmistir (Tanrikul ve
Cagirgan, 2001). Yine ayni yillarda iilkemizde kiiltiir levreklerinde 25°C su sicakliginda
Pasteurellosis kaynakli yogun dliimler rapor edilmistir (Candan ve digerleri, 1996; Korun ve
Timur, 2005). Tiir ayriminin yapildig: ilk ¢alismalarda, alt tir P. damselae subsp. piscicida
cipura (Cagirgan, 1993b) ve levrekten izole edilmis ve bu vakalarda 6nemli ekonomik
kayiplar izlenmistir (Korun, 2004; Savas ve digerleri, 2006). Bu etken iilkemizde ayrica kefal
tirlerinde (Mugil cephalus, Chelon labrosus) (Tanrikul ve Cagirgan, 2001) ve Karadeniz’de
levrek ve gokkusagi alabaligindan (Oncorhynchus mykiss) da izole edilmistir (Savas ve Tiire,

2007; Oztiirk ve Altinok, 2014; Uzun ve Ogiit, 2015).

Photobacterium damselae subsp. damselae ilk kez 1971°de “isimsiz deniz Vibrio su”
olarak adlandirilmistir ve insan infeksiyonu olarak izole edilmistir (Morris ve digerleri, 1982).
Baliklarda ise ilk kez 1981 yilinda damsel baliginda (Chromis punctipinnis) gelisen deri
ilserlerinden izole edilmistir (Love ve digerleri, 1981). Bu etken insan dahil ¢esitli memeli
tiirleri icin primer patojen 6zelligi tasimaktadir (Goodell ve digerleri, 2004; Yamane ve

digerleri, 2004; Labella ve digerleri, 2011).

P. damselae subsp. damselae Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology isimli

kitapta bildirilen sistematik bilgisine gore, P. damselae’nin bir alt tiir oldugu ve



Photobacterium cinsi ile Vibrionaceae ailesine dahil oldugu belirlenmistir (Thyssen ve

Ollevier, 2005).

P. damselae subsp. damselae Gram negatif, mikroskop altinda genelde comak ve bazi
eski kiiltiirlerde kokobasil seklinde goriinen ve bipolar boyanabilen, hareketli bir patojendir
(Roberts, 2012; Eissa ve digerleri, 2018). Bu etken 20-35°C arasinda iireyebilir ve %1-3 NaCl
ilave edilmis besi yerlerinde TCBS agar lizerinde kiigiik yesil koloniler, BHIA iizerinde kiiciik
solgun bir arada goriinen koloniler seklinde izlenmektedir. Ayrica etken kanli agarda kiictik B-
hemolitik koloniler seklinde izlenmektedir. izolatlar sitokrom oksidaz, katalaz ve arginin
dihidrolaz pozitiftir, nitrat indirgeyebilir ve melibioz ve maltozu fermente edebilirler,
Vibriostatik ajana (O/129) kars1t ise duyarhidirlar. Ayrica API 20E Kkitleri teshiste
biyokimyasal test sonug¢larini dogrulama amacli kullanilabilmektedir (Labella ve digerleri,

2010a, 2011; Roberts, 2012; Eissa ve digerleri, 2018).

Sekonder infeksiyonlara yol actigi bilinen P. damselae subsp. damselae’nin primer
patojen olma 6zelligi de giiclidiir ve bazi izolatlar1 laboratuvar deneylerinde saglikli baliklar
infekte edebilmistir (Ho ve digerleri, 2011). P. damselae subsp. damselae 111k ve soguk deniz
sularinda yasayan cesitli balik tlirlerinde primer patojen olarak {ilser ve hemorajik
septisemilere yol agmaktadir (Fouz ve digerleri, 1992; Pedersen ve digerleri, 1997; Labella ve
digerleri, 2010b; Rivas ve digerleri, 2011). Bu etken insanlarda yara infeksiyonlar1 yaninda
baz1 vakalarda primer septisemiye yol agabildigi (Essam ve digerleri, 2016) ve hatta 6liimciil

sonuglar dogurabildigi bildirilmistir (Rivas ve digerleri, 2011).

P. damselae subsp. damselae primer patojen olarak damsel baligt (Chromis
punctipinnis), yayingiller (catfish), kahverengi kopek baligi (Carcharhinus plumbeus),
vatozlar (Raja sp.), yunuslar (Delphinus sp.) ve karides (Penaeus sp.) gibi cesitli deniz
canlilarinda goriilmesinin yaninda, denizde kiiltiirii yapilan cipura (Sparus aurata), levrek
(Dicentrarchus labrax), sar1 kuyruk (Seriola quinqueradiata), granyoz (Argyrosomus regius),
kalkan (Psetta maxima), ¢izgili mercan (Pagrus auriga), sargoz (Diplodus sargus), Atlantik
pisi balig1 (Hippoglossus hippoglossus), yilan balig1t (Anguilla reinhardtii) ve gokkusagi
alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) yara infeksiyonlarindan izole edilmistir (Roberts, 2012;
Rivas ve digerleri, 2013; Bowden ve digerleri, 2017).

P. damselae subsp. damselae lilkemizde ilk kez Mugla’da ¢ipuralardan (Sparus aurata)
(Akayli, 2001), daha sonra da ayn1 bolgede levreklerden (Dicentrarchus labrax) (Tiirk, 2002)

izole edilmistir. Sonrasinda tekrar levrek kiiltiiriinde etkene rastlanmistir (Korun, 2004).



Patojene ayrica Karadeniz’de gokkusagi alabaliginda (Oncorhynchus mykiss) (Timur ve
digerleri, 2008; Kayis ve digerleri, 2009), istavritte (Trachurus mediterraneus) (Boran ve

digerleri, 2013) ve levrekte (Dicentrarchus labrax) de rastlanmistir (Uzun ve Ogiit, 2015).

2.3. Patogenez

Giliniimiizde P. damselae’nin iki alt tiiri de (P. damselae subsp. piscicida ve P.
damselae subsp. damselae) gerek dogal yollarla gerekse laboratuar kosullarinda ¢esitli balik
tiirlerinde infeksiyonlara yol agabilmektedir. Bu infeksiyonlarin etiyoloji ve teshisine iliskin
cesitli aragtirmalar mevcut olmakla birlikte infeksiyonlarin patojenitelerine ve balikta gelisen
biyolojik degisimlere ait daha sinirli calismalar mevcuttur. infeksiyolara yol agan bu iki alt tiir
farkli genotiplere, farkli fenotipik 6zelliklere ve farkli patojeniteye sahiptir (Takahashi ve
digerleri, 2008). Biitiin bu sebeplerden dolayr meydana gelen infeksiyonun teshisi sirasinda
hastalik gelisim mekanizmalarinin bilinmesi infeksiyonun daha hizli kontrol altina alinmasi

acisindan 6nemlidir (Essam ve digerleri, 2016).

P. damselae subsp. piscicida etkeni baliklarda infeksiyon olustururken canli hiicrelere
tutunmasi zayif ya da orta kuvvette olmaktadir ancak bu etken konakgisinda canli hiicre igine
girebilir ve burada bir kag giin canli kalabilmektedir (Magarinos ve digerleri, 1996b). P.
damselae subsp. piscicida ile infekte olan c¢ipuralarda biliylimeyle beraber makrofaj ve
notrofillerin - fonksiyonellesmesine bagli olarak, aktif fagositoz yapabilme yeteneginin
gelismesiyle hastaliga kars1 direnglerinin arttig1 bildirilmistir. Buna gore kiicilik ¢ipuralar (< 5
g) hastalifa duyarh, 50 g ve {lizeri baliklar ise daha direnc¢lidir (Noya ve digerleri, 1995;
Romalde, 2002).

Yapilan bir patojenite calismasinda, farkli balik tiirleri ve farkli cografik bolgelerden
izole edilmis 11 adet P. damselae subsp. piscicida izolatt ve kontrol amacgli Vibrio
anguillarum R-82 ve Aeromonas hydrophila B-32 birlikte kullanilmistir. Patojenite testleri
acisindan baliklar i¢in etkenlerin viriilansinin incelendigi ¢alismanin sonuglarina gore P.
damselae subsp. piscicida izolatlarmin c¢ipura (Sparus aurata), gokkusagl alabaligi
(Oncorhynchus mykiss) ve kalkan (Scophthalmus maximus) igin viriilant oldugu sonucuna
varilmistir. Arastirmada LD50 degerinin 10°-10° CFU’ya kadar degistigi not edilmistir. Tiir
karsilastirmasinda gokkusagi alabaligl ve kalkan laboratuvar kosullarinda patojene karsi en
hassas tiirler olarak belirlenmis olup gokkusagi alabaliginda etkenin periton i¢ine enjeksiyonu

sonucunda 6 ve 72. saatler arasinda mortalitelerin gelistigi izlenmistir. Klinik verilere
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bakildiginda 6lmek {iizere olan baliklarda bulgu goriilmemesine karsin, etkenin inokiile
(enjeksiyon) edilen izolatlari, 6len baliklarin hepsinde i¢ organlarindan saf kiiltiirler halinde
yeniden izole edilmistir. Ayrica, P. damselae subsp. piscicida infeksiyonunu atlatan
baliklarda bakteriden tamamen armma olmamistir. Ayrica etkenin dermonekrotik faktor
varligimi gérmek i¢in yapilan testin sonuclarina gore, 10 adet P. damselae subsp. piscicida
izolatindan 7’si enjekte edildigi bolgede hemorajik ve/veya ddematoz bir bolge olusturarak
tremistir. P. damselae subsp. piscicida’nin dermotoksisite 6zelligi 1sitma islemi sonrasi

ortadan kalkmistir (Magarinos ve digerleri, 1992).

Hasta siipheli levrek (Dicentrarchus labrax) ve c¢ipuralarla (Sparus aurata) yapilan
calismada dogal yollarla gelisen bir salgindan izole edilen P. damselae subsp. damselae’nin
virililent bir izolat1 bir grup saglikli baliga periton icine enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonunda
baliklarda 4. giinden 13. giine kadar %60’a varan kiimiilatif bir mortalite meydana gelmistir.
Kontrol grubunda ise mortalite izlenmemistir. Hem c¢ipura hem de levreklerde dis bakida
infeksiyonun enjekte edildigi yerde siddetli hemoraji izlenirken, ayrica siskin goriinimli
abdomen ve anal aciklik belirgindir. I¢ organlarda izlenen postmortem degisikliklerde
bagirsak ve karacigerde hemorajiler ve safra kesesinde tikaniklik dikkat ¢cekmistir (Essam ve

digerleri, 2016).

P. damselae subsp. damselae’nin patojenitesini gostermek i¢in, viriilent bir izolatin
(LD50 1 x 10° CFU) hiicre dis1 iiriinleri ¢izgili mercana (Pagrus auriga) intraperitonel yolla
enjeksiyon yapilmistir. Enjeksiyon sonrasinda 2 ile 4 saat sonra letal etki izlenmeye
baslamistir. Diger yandan non-viriilent izolatlardan (LD50 > 108 CFU) elde edilen hiicre dis1
tiriin Ornekleri baliklara enjeksiyon edildikten sonra toksik etki izlenmemistir. Hiicre dis1
tirlinler 1s1tma islemine (100°C’de 10 dak) tabi tutulduktan sonra baliklara enjekte edildigi

zaman Oliime sebebiyet vermemistir (Labella ve digerleri, 2010b).

P. damselae subsp. damselae ile infekte olan larva, juvenil ve yavru ¢ipura (Sparus
aurata) ve levreklerde (Dicentrarchus labrax) gelisen infeksiyonun total prevelansi ¢ipura (S.
aurata) i¢in %7,54 (11 infekte balik/ 146 incelenen balik) ve levrek (D. labrax) igin
%5,93tiir (7 infekte balik /118 incelenen balik). Yetiskin baliklarda ise prevalans ¢ipura igin
%44 (11/25) ve levrek i¢in %28 (7/25) olarak hesaplanmistir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013).

Levreklerde (Dicentrarchus labrax) P. damselae subsp. damselae’nin viriilansini
degerlendirmek icin yapilan bir ¢calismada, bir hemolitik bir de non hemolitik izolat, bir de

yiiksek hemolitik yapili bir izolat olan RM-71 (pPHDDlviriilens plasmide sahiptir)
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kullanilmistir. Baliklar 24°C su sicakliginda tutulmus ve iki farkli dozda (5,4x10° ve 3,4x107
CFU/balik) bakteri ile infekte edilmigtir. RM-71 izolatinin iki farkli dozu da 24 saat i¢inde
levreklerde %100 mortaliteye sebep olmustur ve bu sonuca gore levrek tiirli bu izolata kars1
konak¢1 duyarhiligina sahiptir. Plazmitsiz hemolitik kii¢iik kolonilerin mortalite orani ise
5,4x10° doz i¢in %20 ve 3,4x10” CFU/balik doz i¢in %80 bulunmustur. Non hemolitik
izolatin mortalite oran1 sirasiyla %0 ve %20 olarak hesaplanmistir. Deneme sonrasinda dlen
biitiin baliklarin bobreklerinden P. damselae subsp. damselae yeniden izole edilebilmistir. Bu
sonuglara gore Karadeniz’deki levrekler i¢in plazmidsiz P. damselae subsp. damselae
patojenik dzellik gdstermistir. Olen baliklarin hemen hemen hepsinde agiz cevresi, yiizgeg ve

anal bolgede hemoraji izlenmistir (Terceti ve digerleri, 2016).

Cipura (Sparus aurata) ve levreklerle (Dicentrarchus labrax) yapilan baska bir
calismada, P. damselae subsp. damselae LD50 degerini belirlemek i¢in hemolitik 6zellikteki
bazi izolatlar kullanilmistir. P. damselae subsp. damselae nin cesitli izolat1 ve R1 (yliksek
oksidaz aktivitesi gosteren izolat) ve S4 (hemolitik aktivite gOsteren izolat) izolatlari ile
deneysel infeksiyon gelistirilmistir. R1 ve S4 izolatlar ile yapilan enjeksiyon sonucunda 2.
giin infeksiyon isaretleri gozlenmeye baslamistir. Ancak diger izolatlarin klinik bulgular1 4.
giinden itibaren izlenmistir. Kontrol grubunda ise mortalite izlenmemistir. Izolatlar arasinda
en yiiksek LD50 degeri R1 izolati icin 1,78x10*> CFU/balik degerindedir. Viriilent izolat
hiicreleri ile enjeksiyon sonucunda infekte edilen baliklarda gelisen deri iilserleri dogal olarak

hasta olan levreklerde goriilenle benzerlik gostermistir (Khouadja ve digerleri, 2014).

Ispanya’da yapilan bir ¢alismada Kkiiltiiri yapilan Senegal dil baligindan (Solea
senegalensis) izole edilen P. damselae subsp. piscicida izolatlarinin genetik analiz
sonuglarma gore bu izolatlar ile ¢ipura (Sparus aurata) ve levrekten (Dicentrarchus labrax)
elde edilen izolatlarin ayni oldugu ve bu izolatlarin dil balig1 i¢in yiiksek derecede viriilant
oldugu tespit edilmistir. Deneysel intraperitonel enjeksiyonla olusturulan infeksiyon sonucuna
gore hem dil balig1 hem de cipura icin LD50 degeri 10° CFU/balik degerinden daha diisiik
olarak belirlenmistir. Bu deger banyo yoluyla olusturulan infeksiyonda ise 10° hiicre/ml
degerinden daha diisiiktiir. Ayrica sonuglara gore dil baligi izolatlarmin viriilans degeri
(intraperitonel ve banyo denemesi icin LD50 degeri sirasiyla 10> CFU/balik ve 10*
CFU/ml’dir) ¢ipuradan elde edilenden daha yiiksek bulunmustur (Magarinos ve digerleri,
2003).
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2.3.1. Photobacterium damselae’nin Viriilansi ve Viriilans Faktorleri

Bakteriyel balik patojenlerinin viriilans giiciine bakildiginda etken tarafindan iiretilen
hiicre dis1 iirlinler (ECPs) one ¢ikmaktadir. Bu {irtinler 6nemli birer viriilans faktér 6zelligi
tasiyan cesitli salgilardir. Bu salgilar temelde bakteriye besin saglamakla beraber hastaligin
agresif sekilde gelisimine de katki saglayabilir ve bdylece bakteri konak¢inin savunma
mekanizmasina kolayca karst koyabilir (Toranzo ve Barja, 1993). Farkli izolatlar
salgiladiklar1 hiicre dis1 triinlerindeki protein ve lipopolisakkarit yapisinin farkli olmasi
sebebiyle birbirinden farklilik géstermektedirler. Bu nedenle iirettikleri hiicre dis1 {iriinlerin

etkileri de degiskenlik gostermektedir (Magarinos ve digerleri, 1992; Romalde, 2002).

P. damselae subsp. piscicida izolatlarinin hiicre dis1 iriinleri asil canli hiicre kadar
olmamakla beraber aktif sekilde letal 6zellik tasimaktadir. Bu hiicre disi iirtinlerin farkli balik
tiirleri ilizerinde letalite gosterdigi bildirilmistir (Magarinos ve digerleri, 1992). Bu iiriinlerin
onemli karakteristik oOzellikleri fosfolipaz, sitotoksik ve hemolitik aktiviteleridir. Bunlar
arasinda oOzellikle fosfolipaz enzimi histolojik ac¢idan dokularda hasarlara yol agmaktadir

(Noya ve digerleri, 1995; Romalde, 2002).

Izolatlarin viriilans giiciiniin arastirildig1 bir ¢alismada P. damselae subsp. piscicida
suslarinin hiicre dis1 iiriinleri hem baliklarda hem de homeoterm bir canli olan koyunlarda
sitotoksik etki goOstermistir. Ayrica P. damselae subsp. piscicida Chinook somon
(Oncorhynchus tshawytscha) ve kalkan balig1 (Scophthalmus maximus) eritrositlerine karsi
hemolitik aktivite gostermesine ragmen gokkusagi alabaligt (Oncorhynchus mykiss)

eritrositlerine kars1 boyle bir etki sergilememistir (Magarinos ve digerleri, 1992).

P. damselae subsp. piscicida’nmin diger viriilans faktorlerine bakildiginda ise plasmidler
ve salgiladiklar1 toksinler, sideroforlar, piscibactin, polisakkarit kapsiiler madde gibi yapilar
ve salgilar karsimiza ¢ikmaktadir. P. damselae’nin iki alt tiiri de sahip oldugu plasmidlerin
farklilik gostermesi, viriilens gen iceriklerinde 6nemli farkliliklar oldugunu gostermistir ve bu
hastalik yapma mekanizmalarindaki farkliligi agiklamaktadir (Rivas ve digerleri, 2011;

Osorio ve digerleri, 2015).

P. damselae subsp. piscicida’da énemli virlilans faktorlerden biri metalloproteaz olan
A-B toksin AIP56’dir. Bu ekzotoksin balik makrofaj ve notrofillerinde apoptozisi tesvik
etmektedir. AIP56, bir plasmid olan pPHDP10’da kodlanmaktadir (Do Vale ve digerleri,
2005; Osorio ve digerleri, 2015; Labella ve digerleri, 2017).
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P. damselae subsp. piscicida balik viicudunda yayilirken ihtiyag duydugu demirin
biyosentezi i¢in bir siderofora sahiptir. Bu sideroforun kimyasal yapisi piscibactin 6zelliktedir
(Osorio ve digerleri, 2006; Osorio ve digerleri, 2015). Piscibactin 6zellikle infekte baliklarda

viriilansa katk1 saglamaktadir (Balado ve digerleri, 2018).

Virtilent P. damselae subsp. piscicida izolatlar1 serum direnglidir ve taze balik
serumunda hayatta kalip ¢ogalabilirken, diger yandan non-viriilent izolatlar taze balik serumu
icinde inhibe olurlar (Andreoni ve Magnani, 2014). Ayrica kapsiil iiretimi serum direnci ile
yakindan ilgilidir. Kapsiillii izolatlar taze serumun sahip oldugu inhibe etkisinden etkili

sekilde kurtulabilirler (Magarinos ve digerleri, 1996b; Labella ve digerleri, 2017).

Diger bir virtilans faktor polisakkarit kapsiiler maddedir (Magarinos ve digerleri, 1996c¢;
Romalde ve Magarinos, 1997). Deneysel olarak olusturulan infeksiyonlarda kapsiilii olmayan
P. damselae subsp. piscicida izolatlarma kapsiil ekspresyonu yapildiginda izolatlarin balik

serumunun bakterisidal etkisine kars1 direngleri artmistir (Romalde, 2002).

Bu viriilans faktorlerine ek olarak tasinabilir bir plasmid olan pPHDP70 P. damselae
subsp. piscicida i¢in balik viriilansina biliylik katkida bulunmaktadir. Ayrica bu plasmid
horizantal yolla baska bir bakteriye gecebilmektedir (Osorio ve digerleri, 2015). Bir
calismanin sonuglarima gore P. damselae subsp. piscicida’nin, konak¢t viicudunda,
konak¢inin {tirettigi makrofaj ve nétrofillerini kendi kendine apoptozis etmesini uyararak,
konakgiy1 zayif diistirdiigii, boylelikle konake1 viicudunda yayilabildigi bildirilmistir (Do Vale
ve digerleri, 2005).

P. damselae subsp. damselae’da viriilansa iligkin 6nemli hiicre dis1 {iriinler olan proteaz,
hemolizinler ve siderofor kaynakli demir ayrigtirma sisteminden s6z edilmektedir (Norqvist
ve digerleri, 1990; Labella ve digerleri, 2011). Bunlarin yaninda viriilansa katki saglayanlar
arasinda fosfolipaz ve kollagenaz aktivitesi de yer almaktadir (Labella ve digerleri, 2017). Bu
etkenler konak¢ida doku hasar1 ve hemorajiye yol acarak bakterinin istilasi, kolonizasyonu ve

yayilmasinda 6nemli rol oynarlar (Finkelstein ve digerleri, 1992; Labella ve digerleri, 2011).

P. damselae subsp. damselae’nin farkli izolatlarinin farkli oranlarda hemolitik 6zellik
gosterdigi izlenmistir (Fouz ve digerleri, 1993). Hem balik hem de insan patojeni olan
izolatlarin ise giiglii hemolitik ve yiiksek virtilent 6zellik gosterdigi bildirilmistir (Fouz ve

digerleri, 1994).

Calismalarda P. damselae subsp. damselae’nin bliylik miktarda sitolitik toksin {irettigi

(Kreger, 1984) ve daha sonra bu toksinin giiclii hemolitik etkiye sahip damselizin (Dly)
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oldugu tespit edilmistir (Rivas ve digerleri, 2011). P. damselae subsp. damselae igin temel
viriilans faktor damselizindir. Damselizin sitotoksini bir fosfolipaz D’dir ve bu toksin koyun
eritrositi membranma kars1 aktif sekilde saldirmasi yaninda balik eritrositlerine karsi da
hemolitik aktivite gostermektedir (Kreger, 1984; Kreger ve digerleri, 1987; Labella ve
digerleri, 2011). Diger yandan Dly genine sahip olmayan dly-negatif P. damselae subsp.
damselae izolatlar1 da hayvanlar i¢in virlilans 6zellik gdsterip homeoterm ve poikiloterm
hiicre siralar icin toksik etki gostermistir (Osorio ve digerleri, 2000a; Labella ve digerleri,

2010b, 2017).

Yiiksek sicakliga maruz kalan damselizinin hiicre disi iirlinleri sitotoksik 6zelligini
kaybetmektedir (Labella ve digerleri, 2010b). Ancak buna ragmen Vibrionaceae ailesinden

gelen fosfolipaz toksin 6zelligi izlenmeye devam etmistir (Labella ve digerleri, 2011).

Rivas ve digerleri (2011), yiiksek hemolitik 6zellikteki izolatlarda ayrica pPHDDI1
adinda bir plasmid tanimlamistir. Bu plasmid Dly ve hemolizin A (HlyA) toksinleri i¢in gen
tasimakta ve onlar1 kodlamaktadir. HlyA (HlyAch ve HlyApl) hiicrede kiiciik delikler
acabilen bir toksindir ve hemolizin aktivitesine sahiptir (Rivas ve digerleri, 2015; Labella ve

digerleri, 2017).

HIlyA ile Dly’nin etkilesime girmesi sonucunda eritrositlere karsi sinerjik bir etki
olustururlar. Bu durum baliklar iizerinde c¢ok yiiksek oranda viriilens etki yaratmaktadir

(Rivas ve digerleri, 2013, 2015).

Dly geni olsun ya da olmasin viriilent izolatlarin hiicre dis1 liriinleri baliklar icin letal
etki gostermektedir. Boylece Dly geni hem sicak hem de sogukkanli organizmalarda hiicre
siralart igin sitotoksiktir (Fouz ve digerleri, 1993; Labella ve digerleri, 2010b; Osorio ve

digerleri 2000b).

Son olarak iki alt tiir arasindaki farkli hastalik yapma mekanizmasinin temel
sebeplerinden biri olarak P. damselae subsp. piscicida’nin balik hiicrelerine tutunabilirken, P.
damselae subsp. damselae’nin ise balik mukusuna tutunabilme Ozelliginde olmasi
gosterilebilir (Magarinos ve digerleri, 1996b; Khouadja ve digerleri, 2014; Labella ve
digerleri, 2017).
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2.4. Klinik Bulgular

P. damselae etkenleri ile dogal yollarla infekte olan cipura (Sparus aurata) ve
levreklerde (Dicentrarchus labrax) derinin neredeyse tamaminda hemorajiler ve yine derinin
cesitli yerleri ve kafa bolgesinde lezyonlar, yiizge¢ diplerinde hemorajiler, pullarda kalkmalar,
gozde bulanmik bir goriintii ve karinda siskinlik izlenmektedir. Postmortem incelemede
solungag, bobrek ve dalakta hastaligin sathasina bagli olarak konjesyon ya da solgunluk
izlenirken, karacigerin biiylimiis ve abdominal boslugun da sulu bir siviyla dolu oldugu
izlenebilir. Baz1 durumlarda ise kalp ¢evresinde hemoraji ve konjesyonlar gelisebilir (Essam
ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018). Bunun yaninda etken ¢ipura (Sparus aurata) ve
levrekte (Dicentrarchus labrax) fingerling bireylerde yiiksek mortalite ile beraber deri iilseri

ve iskelet deformasyonlar1 gelistirebilir (Essam ve digerleri, 2016).

P. damselae subsp. piscicida etkeninde kronik vakalarda, deride patognomonik
lezyonlar, baligin yasimma bagli degisen boyutta karaciger, bobrek ve dalakta gri-beyaz
graniilomlar/tiiberkiill ve multifokal nekrozlar goriilmekte ve bu olusumlar baligin
zayiflamasina ve Oliimiine yol agmaktadir (Mladineo ve digerleri, 2006; Liu ve digerleri,

2011; Eissa ve digerleri, 2018).

Akut vakalarda ise, abdominal boslukta asidik, purulent bir sivi, genislemis dalak,
solgun ve konjestif kan damarlariyla beraber genislemis karaciger ve safra kesesi izlenmekte
olup, genislemis safra kesesi septisemik olusumlarda 6nemli rol oynamaktadir (Labella ve
digerleri, 2006). Hastalik genellikle larval donemdeki baliklar1 etkilemekle beraber (mortalite
%50-100), juvenil donem baliklarda da %50’lere varan mortalite izlenebilir (Bakopoulos ve

digerleri, 1997).

P. damselae subsp. piscicida ile infekte olan Atlantik mavi yilizgegli orkinosta (7Thunnus
thynnus) karaciger, bobrek ve dalak gibi farkli i¢ organlarda gri-beyaz granulomlar/tiiberkiil
ve multifokal nekrozlar gelisebilir (Mladineo ve digerleri, 2006). Senegal dil baliginda (Solea
senegalensis) hasta baliklarda deride koyu renk pigment degisimi, karinda sislik, karin iginde
karaciger ve bobrekte solgunluk ve dalakta beyaz tiiberkiiller izlenebilir (Zorrilla ve digerleri,
1999). Cizgili mercanda (Pagrus auriga) gozde ekzoftalmus ve deride koyulasma, ic
organlarda abdominal boslukta asidik bir sivi ve karacigerde biiylime, solgunluk, konjestif
kan damarlari, bliylimiis dalak ve dolu safra kesesi gibi bulgular gelisebilir (Labella ve

digerleri, 2006).
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Deneysel olarak P. damselae subsp. piscicida ile infekte edilen levreklerde
(Dicentrarchus labrax) istahta azalma, letarji, deride koyu pigmentasyon ve dlmek iizere olan
baliklarda anormal ylizme davranisi gibi klinik bulgular izlenebilir. Dis bakida enjeksiyon
bolgesinde siddetli hemoraji, abdomende ve anal agiklikta siskinlik, postmortem muayenede
i¢ organlarda, bagirsak ve karacigerde hemoraji, ayrica tikanmis safra kesesi geligebilir

(Essam ve digerleri, 2016).

P. damselae subsp. damselae ile infekte olan fingerling levreklerde ylizge¢ erozyonlari
ile birlikte viicudun genelinde iilser ve hemorojiler gibi bulgular izlenebilir. Anag baliklarda
deride koyulagsma, viicut lizerinde ve kafada hemorajik bdlgeler ve erozyonlar, ayrica
solungaclarda solgunluk izlenmektedir. i¢ organlarda biiyiimiis ve rengi koyulasmis karaciger
ve dalak, dolu safra kesesi, abdominal boslukta hemorajik alanlar, bagirsakta sarimsi bir sivi
gozlenebilir (Mahmoud ve digerleri, 2018). Kiiltiirii yapilan kobia baliginda (Rachycentron
canadum) hemorajilerle birlikte siskin bir abdomen izlenmekte, karin i¢inde abdominal
boslukta sar1 bir s1vi, hemorajik karaciger ve bobrek goze carpmaktadir (Krupesha Sharma ve

digerleri, 2017).

Yavru damsel baliklarinda (Pomacentrus similis) P. damselae subsp. damselae izolatlar
ile olusturulan deneysel infeksiyon (3,0x10% 3,0x10% 3,0x10?> CFU/balik) sonrasinda ilk 3
giin baliklar semptom gostermemektedir. Enjeksiyon sonrast 4 ve 5. gilinler yem almada
azalma ve 6. giin letarji, deride solgunluk ve 6lmek iizere olan baliklarda anormal yiizme
davranigi izlenebilir. Daha sonra 7. giinden itibaren iki yiiksek doz enjekte edilen baliklarda

%100 kiimiilatif mortalite gelisebilir (Petchimuthu ve digerleri, 2021).

2.5. Histopatolojik Bulgular

P. damselae subsp. piscicida’nin dokularda sebep oldugu histopatolojik etkisi
levreklerde (Dicentrarchus labrax) solungaglarda hem primer hem de sekonder lamellerde
izlenmektedir. Sekonder lamellerde kivrilmalar, filamentlerde O6dem, siddetli lameller
anevrizma ve goblet hiicrelerde hiper aktivasyon gelisebilir. Karaciger dokusunda fibréz bag
doku ile sarilmis nekrozlu alanlar, hepatositlerde 6dem, vakuollesmis ve piknotik niikleuslar,
ve hemorajik alanlarla iligkili kan damarlarinda hasarlar izlenmektedir. Bobreklerde fibroz
bag doku birikimi, yangi hiicreleri ve renal tiibiillerin epitel hiicreleri icinde melanomakrofaj
odaklar ile sarili nekrotik alanlar gézlenir. Dalakta ise melanomakrofaj gelisimi ve kan damari
konjesyonu izlenebilir (Essam ve digerleri, 2016).
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Damsel baliklarinda (Pomacentrus similis) dogal olarak gelisen P. damselae subsp.
damselae infeksiyonunda bdobrekte hematopoetik dokuda hiperplazi, melanomakrofaj
merkezlerde artig, renal tiibiil epitel siralarinda nekroz ve glomeriilonefrit gelismektedir.
Solungaclarda hem primer hem sekonder lamellerde meydana gelen degisimlerde sekonder
lamelde kivrilmalar, lamellar fiizyon ve hiperemi, 6dem, konjesyon ve goblet hiicre

aktivasyonunda artig dikkat cekmektedir (Petchimuthu ve digerleri, 2021).

Levrek (Dicentrarchus labrax), ¢ipura (Sparus aurata) ve gri ketalde (Mugil capitus)
dogal olarak gelisen P. damselae subsp. damselae (Eissa ve digerleri, 2018) ve Atlantik mavi
yiizgecli orkinosta (Thunnus thynnus) gelisen P. damselae subsp. piscicida infeksiyonlarinda
(Mladineo ve digerleri, 2006) benzer sekilde bobreklerde kan damarlarinda konjesyon, renal

tiibiillerde nekroz, melanomakrofaj merkezlerde hiperplaziler gelismektedir.

2.6. Teshis

Balik kiiltiirtinde siklikla P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae
etkenlerine bagl salginlar gelisebilmektedir. Bu salginlarin hizli teshisi hastaligin yonetimi ve

etkin kontrolii i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Hastalik teshisi hastalik etkeninin izolasyonu ve identifikasyonu basamaklarindan
olusmaktadir. Teshis genellikle klasik mikrobiyolojik metotlar (API 20E kiti) kullanilarak
yapilmakla beraber gilinlimiizde ¢esitli hizli tan1 yontemleri siklikla kullanilmaktadir.
Bakteriyel izolatlarin teshisinde siklikla kullanilan hizli tan1 yontemleri arasinda VITEC,
VITEC MS, BD Phoenix hizli tan1 sistemleri ve molekiiler teshis yontemleri yer almaktadir

(Chatzigeorgiou ve digerleri, 2011; Eissa ve digerleri, 2018).

2.6.1. Klinik Muayene ve Bakteriyoskopi

Tanimlanmak istenen Photobacterium etkenleri Oncelikle steril bir sekilde hastalik
stiphesi olan baliktan doku 6rnegi ile alinarak besi yerine ekilmektedir. Balik dokularindan
ekim yapilirken solungag ve i¢ organlardan (karaciger, bobrek, dalak) alinan doku veya siirme

(svap) ornekleri kullanilmaktadir. Calisilan balik 6rnekleri deniz baligina ait ise TSA ya da
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kanli agara besi yeri hazirlarken igine %1-10 oraninda sodyum kloriir (Na'Cl") eklenmektedir

(Osorio ve digerleri 2000a; Essam ve digerleri, 2016; Duman ve digerleri, 2021).

Photobacterium damselae izolasyonunda doku orneklemesinde solunga¢ dokunun
yiizeyinden aseptik sekilde acilan bobrek, dalak ve karacigerden steril 6ze ya da pamuklu
cubuk ile alinan numuneler %1-3 NaCl eklenerek hazirlanmis TSA, TSB (Triptik soy broth),
BHI broth (Beyin kalp infiizyon broth) ya da BHIAa ekilmektedir (Abu-Elala ve digerleri,
2015; Eissa ve digerleri, 2018; Petchimuthu ve digerleri, 2021). Ayrica aliman doku 6rnekleri
alkalin peptonlu suda (%3 NaCl- pH 8,6) kiiltire edilebilir ve sonrasinda bakteri
izolasyonuna gidilebilir (Mahmoud ve digerleri, 2018). Diger yontemlerde ise solungag ve i¢
organlar steril fosfat tamponlu salin soliisyonu (PBSS) icinde homojenize edildikten sonra %1
NaCl eklenmis besi yerine (BHIA) ekilebilir (Essam ve digerleri, 2016). izolatlar 24-25°C’de
1-3 giin arasinda inkiibe edilir (Rivas ve digerleri, 2011; Abdel-Aziz ve digerleri, 2013; Abu-
Elala ve digerleri, 2015; Eissa ve digerleri, 2018).

Ureyen karisik kolonilerden saf kiiltiirler elde etmek icin TCBS ve kanl agara ekim
yapilmaktadir. Besi yerleri 24-27°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe edilir. Biyokimyasal
testlerde API 20E yontemi kullanilabilir (Eissa ve digerleri, 2018; Mahmoud ve digerleri,
2018). TCBS’de kii¢lik yesil renkli iireyen koloniler (P. damselae subsp. damselae)
saflastirilmak iizere %2-3 tuzluluktaki TSA’ya ekilir ve 27°C’de 24 saatte liremesi
beklenir (Mahmoud ve digerleri, 2018; Petchimuthu ve digerleri, 2021). Kanli agarda (%3
NaCl) P. damselae subsp. piscicida’nin kii¢iik beyazims1 sar1 non-hemolitik ve P. damselae
subsp. damselae’nin kiiciik hemolitik koloniler seklinde iiremesi karakteristiktir (Rajan ve
digerleri, 2003; Rivas ve digerleri, 2011; Magarinos ve digerleri, 1996a; Essam ve digerleri,
2016; Eissa ve digerleri, 2018).

TSA ya da kanh agar kiiltiirtinden sonra Gram boyama yontemiyle Gram (-), kokobasil
goriiniimlii bipolar boyanan kisa comaklar mikroskopta goriilmektedirler (Buller, 2004; Eissa

ve digerleri, 2018).

Hareketlilik testi yapilabilir ve alt tiirler hareketsiz (P. damselae subsp. piscicida) ya da
hareketli (P. damselae subsp. damselae) olarak birbirinden ayirt edilebilir (Dolapgi, 2016;
Essam ve digerleri, 2016).

Saflagtirilmis koloniler biyokimyasal testler i¢cin kullanilir. Biyokimyasal testlerde

oksidaz reaksiyonu, lizin dekarboksilaz (LDC), ornitin dekarboksilaz (ODC) iiretimi, beta-
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galaktosidaz reaksiyonu, nitrati nitrite indirgeme, glukozdan gaz iiretimi ve {ireaz reaksiyonu,

mannitol, melibioz ve amigdalinin fermentasyonu test edilmektedir (Dolap¢i, 2016).

2.6.2. Biyokimyasal Testler

Alt tiir ayriminda stipheli izolat biyokimyasal tanimlamada lizin dekarboksilaz (LDC),
hareketlilik, TCBS agarda {lireme ve iireaz iiretimi gibi testlerden ii¢ veya daha fazlasinda
pozitif sonu¢ vermisse P. damselae subsp. damselae oldugu sonucuna varilabilir, ¢iinkii P.
damselae subsp. piscicida’nin biitiin izolatlart LDC iiretimi, hareketlilik, nitrati nitrite
indirgeme, glukozdan gaz iiretimi, TCBS’de iireme ve iireaz testlerinde negatif sonug
vermektedir (Thyssen ve digerleri, 1998; Botella ve digerleri, 2002; Andreoni ve Magneni,
2014; Petchimuthu ve digerleri, 2021). Tablo 1’de Photobacterium damselae nin alt tiirlerine
ait morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri gosterilmistir (Labella ve digerleri, 2010a, 2010b,
2011; Osorio ve digerleri, 2015; Mahmoud ve digerleri, 2018; Eissa ve digerleri, 2018).
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Ozellikler

Photobacterium damselae
subsp. piscicida

Photobacterium damselae
subsp. damselae

Gram boyama

Hareketlilik testi

Katalaz testi

Oksidaz testi

0/129’a hassasiyet

TCBS Agarda iireme

TSA (%2,5 NaCl)’da iireme
KA (%3 NaCl)’da iireme

TSI Agarda iireme

BHIA (%3 NaCl)’da iireme

Nitrat indirgeme

Sitrat testi (CIT)

Gaz iiretimi

Beta galaktosidaz (ONPG)
testi

indol testi

H>S iiretimi

Triptofan deminaz iiretimi
(TDA)

Amilaz testi

Asetoin iiretimi (VP)
D-galaktoz

Hidroliz

Lizin dekarboksilaz (LDC)
testi

Ornitrin dekarboksilaz
(ODQC) testi

Arjinin dehidrolaz testi
Ureaz testi

Jelatinaz iiretimi (GEL)
Asit iiretimi

Mannitol fermentasyonu
Melibiyoz fermentasyonu
Amigdalin fermentasyonu
Glukozdan asit iiretimi
(GLU)

Inositolden asit iiretimi
(INO)

Sorbitolden asit iiretimi
(SOR)

Arabinozdan asit iiretimi
(ARA)

Sukrozdan asit iiretimi
Rhaminozdan asit iiretimi

Gram (-) bipolar

+ o+ o+

+
Kiigiik gri non hemolitik
koloniler
+

Kiigiik solgun birbirine yakin
koloniler
D

Gram (-)
+
+
+
+
+ kiigiik yesil koloniler
+ soluk kiigiik koloniler
Beta hemoliz kii¢iik
koloniler

Glukoz fermente, Laktoz
ve Siikroz non fermente
eder
Kiigtik solgun birbirine
yakin koloniler

O+ O+

g +

+ 00U

D: degiskenlik gdsteren veri, N: veri yok

Tablo 1. Photobacterium damselae’nin alt tiirlerinin morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri.
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2.6.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Tanis1

Giliniimiizde zaman alici laboratuvar prosediirlerinin {istesinden gelebilmek igin
molekiiler metotlar gelistirilmistir. Bu molekiiler metotlardan biri olan polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) DNA’nin belli bolgelerinin ¢ogaltilmast i¢in kullanilan 6nemli bir
molekiiler teshis yontemidir (Kralik ve Ricchi, 2017). Bu yontem 1990’11 yillarin basindan
beri balik hastaliklarinin teshisinde kullanilan tekniklerden biridir. Ayrica hizli, dogru ve
spesifik bir teshis yapabilmeye de olanak saglamaktadir (Romalde, 2002; Altinok ve Kurt,
2003; Andreoni ve Magneni, 2014).

Gliniimiizde balik patojenlerinin pek ¢cogunda kullanildig1 gibi P. damselae teshisinde
de PCR yaygm sekilde kullanilmaktadir. P. damselae lizerine yapilmis 16S rRNA sekans
analizlerine gore, P. damselae subsp. damselae ve P. damselae subsp. piscicida birbiri ile tam
bir homologluk gdstermektedirler (Osorio ve digerleri, 2000b; Ho ve digerleri, 2011). Bu
benzerlik sebebiyle tiir seviyesinde teshis, 16S rRNA sekans dizilimleri kullanilarak
gelistirilen PCR metodu ile pratik sekilde yapilabilmektedir (Osorio ve digerleri, 1999;
Andreoni ve Magneni, 2014). Ancak alt tiir ayriminda iireaz geni (URE C) karsimiza
¢ikmaktadir ve bu gen P. damselae subsp. damsela genomunda bulunurken P. damselae
subsp. piscicida genomunda ise bulunmamaktadir (Osorio ve digerleri, 1999; Essam ve
digerleri, 2016). Boylece multipleks PCR yontemi ile 16S rRNA ve URE C geni hedeflenerek
P. damselae alt tiirleri teshis edilebilmektedir (Osorio ve digerleri, 2000a; Rajan ve digerleri,

2003; Andreoni ve Magneni, 2014).

Ayrica yapilan gesitli calismalarda Photobacteriosis teshisinde enzim immiin testi (EIA)
ile poliklonal antikorlarin hedef alindig: testler (Romalde ve digerleri, 1999), Pbp- 1A geni ve
URE C geni hedeflenerek gelistirilen multipleks PCR yontemi (Amagliani ve digerleri, 2009),
PCR-RFLP metodu ile GenBank AY 191120, AY 191121 sekanslar1 hedef alinarak tasarlanan
ve alt tiirlerin tanimlanmasina yonelik yontemler de ¢alisilmistir (Zappulli ve digerleri, 2005;

Andreoni ve Magneni, 2014).

Yapilan bir ¢caligmada molekiiler teshiste alt tlirlerin ayrimi i¢in PCR’1n ilk safhasinda,
forward primer CAR1 (Escherichia coli 16S rRNA geninde 18-mer; 5°-
GCTTGAAGAGATTCGAGT-3’; pozisyon 1016’dan 1033’¢) ve reverse primer CAR2
(1266°dan 1283 pozisyonunda,18-mer; 5’-CACCTCGCGGTCTTGCTG-3’) gelistirilmistir.
Bu primerlerin diziliminde 16S rRNA geninin 267 baz ¢iftlik (bp) pargasi kullanilmistir.
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PCR’m ikinci kisminda nested PCR kullanilmis olup, primer Carl forward primer olup
reverse primer Nestcarl (17-mer; 5’-GGTCTTGCTGCCCTCTG-3’; 1259’ten 1275
pozisyonunda) ile 259 bp pargali bir sira olusturulmustur. Bir internal fragment olarak 18-
mer; 5’-TACAATGGCATATACAGA-3’; 1245’ten 1262’ye pozisyonunda dizayn edilmistir
ve digoxigenin ile isaretlenmistir. P. damselae subsp. piscicida’nin, saf DNA ile ¢ogaltilmasi
icin CAR1 ve CAR2 primerleri kullanildiginda 267 baz ¢iftlik PCR {irlinleri elde edilmistir.
PCR’1n ikinci kisminda (nested PCR) daha ileri sonuglar elde edilememis ancak bantlarin

yogunlugunun arttig1 bildirilmistir (Osorio ve digerleri, 1999).

Diger bir ¢aligmada iki alt tiiriin ayrimi i¢in multipleks-PCR analizinde URE C geni i¢in
Gen Bank’tan 448 baz cifti uzunlugundaki P. damselae subsp. damselae’nin forward primeri
URE-5" (20-mer 5’-TCCGGAATAGGTAAAGCGGG-3’) ve reverse primer URE-3’ (22-mer
5’- CTTGAATATCCATCTCATCTGC-3’) pargalar1 dizayn ettirilmistir. 16S rRNA geni icin
forward primer CARI1 ve reverse primer CAR2, ve P. damselae subsp. piscicida’nin ATCC
29690 izolatinin 16S rRNA geninin 267 baz ciftlik kismi, multipleks PCR reaksiyonunda
URE-5' ve URE-3' ile konjugasyon olusturmasi i¢in kullanilmistir. P. damselae subsp.
damselae’nin 267 baz ciftlik bandi1 16S rRNA, 448 baz ¢iftlik band1 URE C genine iliskindir
ve bant olusumu gozlenmistir. Diger yandan P. damselae subsp. piscicida izolatlarinda
yalnizca 267 baz ciftlik 16S rRNA’ya iliskin par¢anin {iredigi, URE C geninin iiremedigi
bildirilmistir (Osorio ve digerleri, 2000a).

Bir diger c¢alismada Gen Bank’tan P. damselae subsp. piscicida’nin kapsiiler
polisakkarit geni i¢in 410 baz ¢iftlik pargasi forward primeri 20 nukleotidlik olup CPSF 5°-
AGGGGATCCGATTATTACTG-3" ve 20 nukleotidlik reverse primer CPSR 5°-
TCCCATTGAGAAGATTTGAT-3’ tasarlanmistir (Rajan ve digerleri, 2003).

Multipleks PCR yontemi kullanilan baska caligmalarda primerlerin sekanslar1 16S
rRNA geni ile tiir-spesifik P. damselae ele alinarak tasarlanmis olup, CAR1 primeri, CAR2
primeri parga boyutu 267 baz cifttir. URE C geni i¢in yine tiir spesifik olarak P. damselae
subsp. damselae ele alinmistir. Primerler URE-5 ve URE-3’, 448 baz ¢ifti boyundadir. 16S
rRNA tiir spesifik PCR kosullar1 95°C’de 4 dakika 6n denatiirasyonu takiben 30 siklus olmak
tizere 95°C’de 1 dakika 6n denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 40 saniye
uzama ve 72°C’de 5 dakika son uzama asamalar1 seklinde gerceklestirilmistir. PCR {iriinleri
%1°lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutularak Photobacterium damselae i¢in 267 baz gifti

bliytikliiglindeki bant olusumu gozlenmistir (Osorio ve digerleri, 2000a; Essam ve digerleri,

2016).
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Bir diger molekiiler ¢aligmada kapsiiler polisakkarit geni (CPS) ve {ireaz geni (URE C)
eslesmesi ¢alisilmistir. Primer olarak CPS 5° ve CPS 3’ (Rajan ve digerleri, 2003), URE-5' ve
URE-3’ sekanslar1 (Osorio ve digerleri, 1999) kullanilmistir. Calismanin sonuglarina gore,
kapstilar polisakkarit geni iki alt tiirde de izlenmistir. URE C gen primerlerinde ¢ogalma ise
yalnizca P. damselae subsp. damselae’da izlenmistir. Kapsiilar polisakkarit geni agaroz jelde
410 baz ciftlik gen tirlinii ¢ogaltirken, URE C geni 448 baz ¢ifti boyutunda ¢ogalmistir. Tiir
spesifik kapsiilar polisakkarid geni (CPS) i¢cin PCR kosullar1 94°C’de 5 dakika o6n
denatiirasyonu takiben 35 siklus olmak iizere 94°C’de 30 saniye 6n denatlirasyon, 55°C’de 30
sn baglanma, 72°C’de 1 dk uzama ve 72°C’de 7 dakika son uzama asamalar1 seklinde
gerceklestirilmistir. Photobacterium damselae alt tiir spesifik iireaz geni i¢cin PCR kosullar1
95°C’de 4 dakika 6n denatiirasyonu takiben 30 siklus olmak iizere 95°C’de 1 dakika 6n
denatiirasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 40 saniye uzama ve 72°C’de 5 dakika

son uzama asamalart seklinde gerceklestirilmistir (Eissa ve digerleri, 2018).

2.7. Tedavi

2.7.1. Antibiyotikler

Balik kiiltiirtinde salginlara kars1 miicadelede gelistirilen kontrol yontemleri i¢inde ilk
siray1 asilama yontemi almaktadir. Ancak asilamanin basarisiz oldugu ve hastaliklarin yine de

gelistigi durumlarda devreye antibiyotikler girmektedir (Andreoni ve Magneni, 2014).

Yapilan caligmalar gostermistir ki P. damselae subsp. piscicida etkeninde kanamisin,
sulfonamid, tetrasiklin, ampisilin, kloramfenikol, florfenikol ve eritromisine karsi direng
gostermesini saglayabilen hareketli genetik elementler (R plasmidler) bulunmaktadir. Ayrica
farkli cografyalarda antibiyotiklere diren¢ kazanmaya yol agan farkli genetik elementler de
mevcuttur. Bu durum farkli izolatlarin farkli direng¢ mekanizmasina sahip oldugunu
aciklayabilir (Kim ve digerleri, 2008; Del Castillo ve digerleri, 2013). Ayrica, P. damselae
subsp. piscicida konakg¢isinda makrofaj i¢inde bulunmasi ve intraseliiler parazit gibi

davranmasi nedeniyle kemoterapinin etkisini zayiflatmaktadir (Andreoni ve Magneni, 2014).

P. damselae subsp. piscicida’ya kars1 kullanilan antibiyotiklere bakildiginda izolatlar
kloksasilin (5 pg) (%85,7), sefoperazon (5 pg), ampisilin (10 pg) (Parin ve digerleri, 2016),

eritromisin (15 pg) ve spektinomisine (10 pg) karst direngli oldugu izlenmistir (Eissa ve
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digerleri, 2018). Diger yandan oksitetrasiklin (30 pg) (Parin ve digerleri, 2016; Eissa ve
digerleri, 2018), enrofloksasin (5 pg), florfenikol (30 pg) (Parin ve digerleri, 2016), ampisilin
(10 pg), siprofloksasin (5 pg), novobiosin (30 ug) ve linkomisine (2 pg) (Eissa ve digerleri,
2018) kars1 duyarh oldugu bildirilmistir.

P. damselae subsp. damselae izolatlar1 trimetoprim-sulfametoksazol (1,25+23,7 ng),
oksolinik asit (10 pg), nitrofurantoin (300 pg) (Labella ve digerleri, 2011) ve siprofloksasine
(5 ng) (Eissa ve digerleri, 2018) kars1 duyarli bulunmustur. Ote yandan eritromisin (15 pg),
oksitetrasiklin (30 pg), novobiosin (30 pg) (Labella ve digerleri, 2011; Eissa ve digerleri,
2018), tetrasiklin (30 pg), streptomisin (10 pg), amoksisilin (25 pg) (Labella ve digerleri,
2011), spektiromisin (10 pg), linkomisin (2 pg) ve ampisiline (10 pg) (Eissa ve digerleri,
2018) kars1 direngli oldugu izlenmistir.

2.8. Kontrol

2.8.1. Asilar

Gilinlimiizde P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae’ya karsi
kontrol amagh ¢esitli karma asilar bulunmakla beraber ¢esitli ¢alismalarda baz1 yeni spesifik
as1 denemeleri de mevcuttur. P. damselae subsp. piscicida i¢in mevcut konvansiyonel agilar
inaktif yapida olup ya immersiyon (LPS-lipopolisakkarit ve ribozomal yapida ¢oziinebilir
antijenler) ya da enjeksiyon yontemiyle (1s1 ve formaline maruz kalan hiicresel yapida oli
bakteri) uygulanmaktadir (Andreoni ve Magnani, 2014). Tavsiye edilen as1 protokollerinden
biri larval donemden (50 mg) itibaren aylik araliklarla iki banyo (immersiyon) ve bunu balik 2
g vicut agirligma ulastiginda bir adet oral yolla bagisiklik arttirici doz uygulamasi
seklindedir. Bu asilama yonteminde Ispanya, Portekiz ve Yunanistan basarili sonuglar elde

etmistir (Romalde, 2002; Andreoni ve Magnani, 2014).

Photobacterium damselae subsp. piscicida’ya karst gelistirilen c¢esitli asilardan
formalinle O6ldiriilmiis bakterin, ECP, ve ham kapsiiler polisakkarid (cCPS) enjeksiyon,
immersiyon ve oral vyolla levrekte (Dicentrarchus labrax) uygulanmistir. Ayrica
Photobacterium damselae banyo yontemi ile tek doz uygulanmistir. Besleme yoluyla ise P.
damselae hiicresi ve ekstraselliiler lriinler farkli agilar olarak verilmistir. Buna gore P.

damselae hiicreleri ile hazirlanan as1 ile %64 oraninda koruma saglanirken, ekstraselliiler
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tirtinlerle hazirlanan as1 ile %55 koruma saglanmistir (Bakopoulos ve digerleri, 2003). Bir
diger inaktif as1 ile OMP (dis membran proteini) ve ECP proteinlerini fazlaca iireten ve
formalinle oldiiriilmiis bakterinle hazirlanan asi, immersiyon yoluyla levrek (Dicentrarchus
labrax) ve sar1 kuyruk balhiginda (Seriola quinqueradiata) basarili sonu¢ vermistir. Elde
edilen sonuglara gore as1 solunga¢ ve mukozada etkilesime geg¢ip buralarda giiclii antikor
yanitlart olusturmus ve bunun sonucu buralardan patojenin viicuda girisi ve bu bolgelerde
kolonize olmasimin engellenmis olabilecegi diisiiniilmiistir (Barnes ve digerleri, 2005;
Andreoni ve Magneni, 2014). Pasteurellosise kars1 gelistirilen ECP zenginlestirilmis bakterin
ile hazirlanan as1 immersiyon yoluyla ¢ipuralarda (Sparus aurata) kullanilmigtir. Bu
baliklarda 0,5 ve 2 g arasindaki baliklarda uygulanmasi sonucunda %75’den daha fazla

hayatta kalma izlendigi bildirilmistir (Hastein ve digerleri, 2005).

Deneysel asilarda, aktif canli attenii as1 tipi olan aroA mutant enjeksiyon veya
immersiyon yoluyla hibrid ¢izgili levrekte (Morone saxatilis) uygulanmistir. Sonuglara gore
as1 %85 oraninda basariya ulagmigtir (Thune ve digerleri, 2003). Diger deneysel asilarda,
rekombinant subunit as1 tipinde, lipoproteinler enjeksiyon yoluyla levreklerde uygulanmis ve
basaril1 bir sonug¢ elde edilmistir (Andreoni ve digerleri, 2013). Bagka bir as1 ¢alismasinda
rHSP60, rENOLASE ve rGAPDH antijenleri, ayr1 veya kombinasyon halinde enjeksiyon
yoluyla kobiada (Rachycentron canadum) uygulanmistir. Sonuglara gore bivalent antijen
seklinde uygulanan asilarin (rHSP60+rENOLASE, rENOLASE+rGAPDH,
rHSP60+rGAPDH) %65,6’ya varan basarili sonuglar verebilecegi sonucuna varilmistir (Ho
ve digerleri, 2014).

Bu calismada c¢ipura ve levrek yetistiriciligi icin dnemli bir tehdit olan P. damselae ve
alt tiirlerinin molekiiler yontemlerle teshisi ve antibiyotiklere karsi duyarliliklariin ortaya

koyulmasi amaglanmaistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec¢

3.1.1. Ornekleme

Bu calisma icin yapilan 6rneklemede Ege Denizi’nin giiney kesiminde kiy1 seridinde
konumlanmis olan kiiltiir balikgilig1 isletmelerinden yararlanildi. Orneklemede hem kafes
hem de tank sistemlerinde yetistiriciligi yapilan ¢ipura ve levrek tlirlerinden farkli boylarda ve
Photobacterium damselae siipheli dogal infekte yeni 6lmiis baliklar kullanildi. Calismada
orneklenen baliklar 100 adet cipura (Sparus aurata) ve 100 adet levrekten (Dicentrarchus
labrax) olusmustur. Orneklemeler su sicakliginin yiikselmeye basladig1 ve yiiksek seyrettigi
Haziran-Eyliil (2018-2019), Eyliil (2021) aylarinda gerceklesmistir. Orneklemede kullanilan
cipuralarin agirhigi 0,20-110 g araliginda levreklerin ise 0,20-114 g araliginda Sl¢tilmiistiir.

3.1.2. Kullanilan Besiyerleri, Soliisyon ve Araclar

3.1.2.1. Besiyerleri

Hastalik siipheli baliklardan alinan doku o6rneklerinden kiiltiir i¢in Triptik Soy Agar
(TSA) (Merck 105458) ve Kanli agar (Merck® 1.10886), karisik iireyen kolonileri tek
diistirmek i¢in TSA, Gram boyama ve biyokimyasal testler sonucunda PCR testinde
kullanilacak izolatlar1 zenginlestirme i¢in yine TSA ve antibiyogram testi i¢in Mueller-Hinton

agar besi yerleri kullanilmistir.

3.1.2.2. Gram Boyama

Gram boyama besi yerinde tek disiiriilen ve kiiciik ve sarimsi beyaz renkli P. damselae
stipheli kolonileri tanimlamak i¢in kullanildi. Gram boyama kristal violet, liigol ve sulu

fuchsin soliisyonlarindan olusmaktadir.
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3.1.2.3. Biyokimyasal Testler

P. damselae siipheli kanli agar ve TSA’da iireyen, Gram (-) ve bir kismi bipolar

goriiniime sahip izolatlara katalaz testi ve oksidaz testleri yapilmistir.

3.1.2.4. BD-Phoenix™ ID/AST Broth

Saflastirilmis siipheli izolatlarin her biri i¢in 1 adet BD Phoenix ID broth (NMIC/ID433)

kullanilmuastir.

3.1.2.5. Soliisyonlar

3.1.2.5.1. 50x TAE (Tris, Asetik asit, EDTA) Elektroforez Soliisyonu (Thermo Fisher
Scientific ®)

1X TAE Kullanma Soliisyonu

Tris Base 40 mM

Asetik Asit 20 mM

EDTA 1 mM

1X TAE Kullanma Soliisyonu Hazirlanigi
50X TAE 10 ml

Distile su 490 ml

Karstirilarak soliisyon hazirlanmustir.

3.1.2.5.2. 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific ®)

Tris-HCl 10 mM, bromfenol mavisi %0,003, xylen cyanol FF %0,03, gliserol %60,
EDTA 60 mM
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3.1.2.5.3. Tris/EDTA (TE) buffer (Thermo Fisher Scientic®)

Tris 10mM
EDTA 1 mM
Distile Su 1000 ml

Karisim kullanima hazir soliisyon halindedir.
3.1.3. BD Phoenix™ M50 Otomatize identifikasyon Sistemi

BD Phoenix, bir kiiltiir ve antibiyogram tanimlama sistemidir. Bu caligmada TSA’da
treyen saf kolonilerin identifikasyonlarinin yapilmast i¢in, Ornekler BD Phoenix™ M50
otomatize identifikasyon sistemi cihazina yiiklenmis ve sonuglar1 kaydedilmistir.
3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

3.1.4.1. DNA Ekstraksiyonu

P. damselae stipheli izolatlarn DNA ekstraksiyonu i¢in kaynatma yOntemi

uygulanmigtir.

3.1.4.2. ExPrime Taq Premix (2X)

ExPrime Taq DNA Polymerase (1 U/10 pl),
Reaksiyon buffer,

Enzim stabilizatorii,

dNTPmix,

MgCla.
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3.1.4.3. Primerler

Bu calismada Photobacterium damselae tiir spesifik PCR i¢in kullanilan 16S rRNA ve

CPS genlerine ait primer dizilimleri Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Photobacterium damselae tirii igin 16S rRNA ve CPS gen primerleri.

Primerler

Primer dizilimi Hedef Bolge Kaynak
16S rRNA CARI1 F 5'-GCT TGA AGA GAT TCG AGT-3"' Osorio ve
267 bp digerleri,
16S rRNA CAR2 R 5'-CAC CTC GCG GTC TTG CTG- 3’
2000a
CPSF 5'-AGG GGA TCC GAT TAT TAC TG-3' Eissa ve
CPSR 5.TCC CAT TGA GAA GATTTG AT-3  +10bp  digerlerl,
2018

Photobacterium damselae subsp. damselae alt tiir spesifik PCR i¢in kullanilan {ireaz
enziminin bir alt birimini kodlayan URE C genidir (Terceti ve digerleri, 2016). Spesifik
primer dizilimleri Eissa ve digerleri (2018)’nin ¢calismasinda belirtildigi gibidir. Bu ¢alismada

kullanilan URE C genine ait primer dizilimi Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3. P. damselae subsp. damselae spesifik URE C geni i¢in primer dizilimleri.

Primerler Primer dizilimi Hedef Bolge Kaynak
UREC F 5'-TCC GGA ATA GGT AAA GCG GG-3' Eissa ve digerleri,
URECR 5-CTT GAA TAT CCA TCT CAT CTG C - 3’ 448 bp 2018

3.1.4.4. Agaroz Jel

Agaroz jel hazirlanmasinda Biomax® marka agaroz kullanilmistir.
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3.1.4.5. Marker

Marker olarak GeneRuler 100 bp‘lik DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific®)

kullantlmistir.

3.1.4.6. Etidium Bromiir (AppliChem®)

Goriintiileme i¢in jelin boyanmasinda elektroforez igsleminden 6nce %1° lik Ethidium

Bromiir 100 ml 1X TAE ile hazirlanan %2° lik agaroz jelin igerisine 3 pl miktarinda

eklenerek kullanilmistir.

3.1.5. Kullanilan Cihazlar

3.1.5.1. Block Heater Cihazi

DNA ekstraksiyonu agsamasinda SBH 130D (Stuart®) cihazi kullanilmistir.

3.1.5.2. Santrifiij Cihaz

Santrifiij islemleri i¢in 24 Ornek kapasiteli Mikro 200R (Hettich®) santrifiij cihazi

kullanilmistir.

3.1.5.3. Termal Dongiileme Cihaz1

PCR islemi 96 Ornek kapasiteli Prima-Trio (Himedia®) termal dongiileme cihazinda

gerceklestirilmistir.
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3.1.5.4. Elektroforez Cihazi

Elektroforez islemi Biorad® marka elektroforez tankinda gerceklesti. Gii¢ kaynagi
olarak Thermo Fisher Scientific® EC250-90 kullanilmistir.

3.1.5.5. Goriintiileme Cihazi

Gorlintlileme islemi Vilber Lourmat® marka Infinitiy VX2 1100 marka goriintiileme

cithazinda gerceklestirilmistir.

3.1.5.6. Saflastirilmis PCR Uriinii Ol¢iim Cihaz

PCR fiiriinlerinin saflagtirma isleminden sonra DNA miktarlarinin 6l¢iilmesi amaciyla

Nanodrop (MAESTROGEN®) marka spektofotometrik cihaz kullanilmigtir.

3.1.6. Antibiyotik Duyarhhlik Testleri

P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae tiirlerinin antibiyotik
duyarhilig1 testi icin disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Antibiyotik duyarlilik testi igin 8
adet antimikrobiyal diskten yararlanilmistir. Bunlar sulfametoksazol-trimetoprim (SXT),
sefotaksim (CTX), amoksisilin-klavulanik asit (AMC), gentamisin (CN), ampisilin (AMP),
siprofloksasin (CIP), tetrasiklin (TET) ve seftizoksim (ZOX) dir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ornekleme

Calismada kullanilan dogal infekte Photobacterium damselae siipheli yeni Olmiis
baliklar kafes sisteminde ise kafes icine 18rip atilarak ya da tank ortaminda ise tanka kepce
daldirilarak toplanmis ve soguk zincir altinda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Teshis Laboratuvari’na getirilmistir.
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Laboratuvar ¢alismalart Oncesinde yeni Olmiis baliklarda viicudun dis ylizeyi
makroskopik olarak incelenip degerlendirilip, yiizge¢lerde aginma, solungaglarda solgunluk
ya da hemoraji, deride hemoraji, pigment degisimi (kararma), lezyon, lilser ya da pullarda
kalkmalar, bas bolgesinde erozyon, karinda siskinlik, gozde ekzoftalmus varlig1 incelenmistir.
Sonrasinda aniisten baslayip solungag¢ yoniinde kesilerek acilan karinda abdominal boslukta
biiylimiis solgun karaciger, dolu/tikanmis safra kesesi, dalak ve bobrekte hem biiyiime hem de
gri beyaz graniilamatoz benzeri yapilar ve kalpte hemoraji varligi kontrol edilmis ve bu
degisimler gozlendiginde not edilmistir (Balebona ve digerleri, 1998b; Magarinos ve
digerleri, 2001; Korun ve Timur, 2005; Abdel-Aziz ve digerleri, 2013; Essam ve digerleri,
2016; Mahmoud ve digerleri, 2018).

3.2.2. Photobacterium damselae izolasyonu

Laboratuvara getirilen klinik olarak Photobacterium damselae siipheli dogal infekte 6lii
baliklarin oncelikle karni aseptik sekilde acilmistir. Ekim yapilirken baligin yasina ve boyuna
bagli olarak eger baliklar biiylikse steril ekiivyon ¢ubugu ile i¢ organlarin (dalak, karaciger,
bobrek) iizerinden ya da steril olarak kesik atilan organin i¢ kismindan doku 6rnegi alinarak
besi yerine ekilmistir. Eger baliklar kiiciikse steril bir sekilde penset ve makas yardimiyla
cikarilan i¢ organlar (dalak, karaciger, bobrek) yine steril olan 2 adet lam arasinda iyice ezilip
homojen hale getirilerek ekiivyon ¢cubugu yardimiyla %1 NaCl eklenmis triptik soy agara ve
hem %1 NaCl hem de %5 koyun kani eklenmis kanli agara ekilerek 25°C’de 24-48 saat
siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda iireyen kolonilerin morfolojileri ve
saflik dereceleri kontrol edilmistir. P. damselae siipheli saf kiiltiirler Gram boyama metodu ile
boyanmistir. Gram negatif bipolar boyanan g¢omaklara katalaz testi uygulanmistir. Test
sonucu pozitif ¢ikan suslara ise oksidaz testi uygulanmistir. Hem katalaz hem de oksidaz
pozitif Photobacterium damselae suslart molekiiler tanimlama yontemi i¢in yeniden

pasajlanarak etiive kaldirilmigtir (Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018).
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3.2.3. Gram Boyama

Triptik Soy Agar ve kanli agarda iireyen koloniler Gram boyama teknigi ile
boyanmigtir. Gram boyama i¢in bir damla fizyolojik tuzlu su (FTS) damlatilmis bir lam
tizerine morfolojik olarak Photobacterium damselae siipheli koloniler alinarak homojen hale
getirilmistir. Hazirlanan lam oda sicakliginda kurutulduktan sonra ateste fikze edilmistir.
Tespit edilmis ve sogumus preperat iizerine oncelikle Kristal violet solusyonu damlatilmis ve
2 dakika boyanmasi i¢in beklenmistir. Sonrasinda boya dokiiliip ve preparat iizeri lugol
solusyonu ile kaplanmig ve 1 dakika beklenmistir. Preperat iizerine %95’lik etil alkol karigimi
eklenerek 10-15 saniye beklenmis ve preparat distile su ile yikanmistir. Ardindan preperat
tizerine sulu fuksin ¢ozeltisi eklenmis ve 30 saniye beklenmistir. Sonrasinda preperat bol
distile su ile yikanip fazla boyasi giderilmis ve kurutma kagidi yardimiyla kurutulmustur.
Boyanan preperatlar 151k mikroskobu altinda 100x objektif ile degerlendirilmistir (Arda,
1997).

3.2.4. Biyokimyasal Testler

Gram boyama sonucunda Gram negatif ve bir kismi ya da hepsi bipolar ¢omaklar

halinde izlenen izolatlar tiir tayini i¢cin biyokimyasal testlere tabi tutulmustur.

Katalaz testi i¢in %3’liik hidrojen peroksit ¢ozeltisinden bir damla lama damlatilmis ve
daha sonra siipheli koloniden 6ze ucu ile aliman 6rnek bu damla ile karistirilip izlenmistir.
Bakteri kolonisi baloncuklar ¢ikararak tepkime verdiginde, katalaz pozitif oldugu sonucuna

varilmstir.

Oksidaz testi, sitokrom C oksidaz enzimi varligim gostermek igin yapilan bir
biyokimyasal testtir. Hazir test kitine 6ze ucu ile alinan siipheli koloni temas ettirilmis ve 20
ile 60 saniye i¢inde sonu¢ vermesi beklenmistir. Mavi renk olusumu pozitif sonu¢ olarak

degerlendirilmistir.
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3.2.5. Bakteriyel izolatlarin BD Phoenix ile identifikasyonu

Bu yontem birgok aerobik ve fakiiltatif anaerobik Gram negatif ve pozitif bakterinin
hizli sekilde tanimlanmasini ve duyarlilik testlerinin yapilmasini saglamaktadir. Gram
boyama islemi sonucunda Triptik soy agarda iireyen saf koloniler BD Phoneix™ 50 otomatize
identifikasyon cihazina yiiklenerek identifikasyonu yapilmistir. Triptik soy agarda iireyen taze
kiiltiirler cam tiiplerde hazir bulunan ID broth i¢ine alinarak McFarland 0,5 koloni yogunluguna
gore vortekslenerek siispansiyon hale getirilmistir. Bakteri teshisi i¢in, her bir 6rnek i¢in ayr1 ayri
hazirlanmis olan ID Broth siispansiyon tiipleri, her bir 6rnek i¢in ayr1 paneller (BD Phoenix
NMIC/ID433) kullanilarak cihaza yerlestirilmistir. Cihazdan elde edilen biyokimyasal

identifikasyon verileri ile identifikasyon sonuglar1 degerlendirmeye alinmustir.

3.2.6. Gliserinli Besi Yeri

Photobacterium damselae izolatlar1 molekiiler ¢alismalarda kullanilmak tizere -20°C’de
derin dondurucuya kaldirilmistir. Bu izolatlar dondurucuya kaldirilmadan 6nce %1 NaCl ve

%15 gliserin igeren triptik soy broth besi yerine ge¢ilmistir.

3.3. DNA Ekstraksiyonu

Balik dokularindan identifiye edilen Photobacterium damselae izolatlarimin DNA
ekstraksiyonlar1 yapilmistir. DNA ekstraksiyonu i¢in TSA’ya pasajlanmig 24 saatlik koloniler
kullanilmistir. Ekstraksiyon kaynatma yontemi ile yapilmistir. Elde edilen DNA’lar hemen
kullanilacaksa +4°C’de buzdolabinda ya da daha sonra kullanilacaksa -20°C’de derin

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Ekstraksiyon isleminde TSA’da iiretilen 24 saatlik Photobacterium damselae
izolatlarindan bir 6ze dolusu koloni alinarak Onceden igine 500ul distile su eklenmis
eppendorf tiipli i¢ine aktarilarak homojen bir goériinlim saglanana kadar vortekslenmistir.
Hazirlanan eppendorf tiipler termal bloga yiiklenmis ve 100°C’de 20-30 dakika siireyle 1sitilip
kaynatilmistir. Kaynatma isleminden sonra siispansiyonlar 14000 devirde 4-5 dakika siireyle

santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra {ist sivilar ayr1 bir eppendorf tiipe toplanarak
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elde edilen DNA’lar PCR islemlerinde kullanilmak iizere -20°C derin dondurucuda

saklanmistir.

3.4. Photobacterium damselae ve Alt Tiirlerinin PCR ile Identifikasyonu

3.4.1. 16S rRNA Geninin PCR Yontemi ile Tespiti

Photobacterium damselae tiiriiniin teshisinde kullanilan 16S rRNA genine ait PCR

karisim oranlar1 Tablo 4’te gosterilmistir.

Tablo 4. Photobacterium damselae 16S rRNA geni PCR karisim oranlari.

Malzeme Istenen son miktar pl

Master Miks (2x) 12,5 pl
16S Primer F Car 1 (50 pmol) 1 pl
16S Primer R Car 2 (50 pmol) 1 pl
Template DNA 2l
ddH,O 8ul

MgCl, (50mM) 0,5 ul
TOPLAM 25 ul

Karisim i¢inde 2x master miskten 12,5 ul, her bir primerden 1 pl (50 pmol), MgCl, (50
mM)’den 0,5 pl, deiyonize su-ddH>O’dan 8 pl, template (hedef) DNA’dan 2 pl
bulunmaktadir (Eissa ve digerleri, 2018).

PCR basamaklari, 95°C’de 5 dakika 1 siklus 6n denaturasyon, akabinde 30 siklus olacak
sekilde 95°C’de 1 dakika denaturasyon, 60°C’de 1 dakika baglanma, 72°C’de 40 saniye
uzama, 72°C’de 5 dakika son uzama 1 siklus ve 4°C’de sonsuz siireyle bekletme asamasi

seklindedir (Tablo 5).
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Tablo 5. Photobacterium damselae 16S rRNA geni PCR 1s1l dongii ve siireleri.

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangic 1 95°C 5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 1 dk
Baglanma 30 60°C 1 dk
Uzama 72°C 40 sn
Son Uzama 1 72°C 5dk
Bekletme - 4°C oo dk

3.4.2. Kapsiiler Polisakkarit (CPS) Geninin PCR Yontemi ile Teshisi

Photobacterium damselae nin iki alt tiirtinde de bulunan ve tiir teshisinde kullanilan

kapstiler polisakkarit genine (CPS) ait PCR karigimi Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Photobacterium damselae CPS geni PCR karigim oranlari.

Malzeme Istenen son miktar pl
Master Mix (2x) 12,5 pl
CPS F (20 pmol) 1 ul
CPS R (20 pmol) 1 ul
Template DNA 2 ul
ddH>O 8 ul
MgCl, (50mM) 0,5 pl
TOPLAM 25 ul

Karisim iginde 2x master miskten 12,5 pl, her bir primerden 1 ul (20 pmol), MgCh
(50mM)’den 0,5 pl, deiyonize su-ddH,O’dan 8 pl, template (hedef) DNA’dan 2 pnl
bulunmaktadir (Eissa ve digerleri, 2018).

PCR basamaklari, 94°C’de 5 dakika 1 siklus 6n denaturasyon, akabinde 35 siklus
olacak sekilde 94°C’de 30 sn denaturasyon, 55°C’de 30 sn baglanma, 72°C’de 1 dakika
uzama, 72°C’de 7 dakika son uzama 1 siklus ve 4°C’de sonsuz siireyle bekletme agamasi

seklindedir (Tablo 7).
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Tablo 7. Photobacterium damselae CPS geni PCR 1s1l dongii ve siireleri.

Basamak Dongii Sayisi Sicakhik Siire
Baslangic 1 94°C 5 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 94°C 30 sn
Baglanma 35 55°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme - 4°C oo dk

3.4.3. Ureaz (URE C) Geninin PCR Yontemi ile Teshisi

Photobacterium damselae subsp. damselae alt tiiriine has bir gen olan iireaz genini

(URE C) belirlemek i¢in hazirlanan molekiiler analiz karisimi Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Photobacterium damselae subsp. damselae URE C geni i¢in PCR karigim oranlari.

Malzeme Istenen son miktar pl

Master Mix (2x) 12,5 pl
URE CF (50 pmol) 1l
URE C R (50 pmol) Tl
Template DNA 1 ul
ddH,O 9 ul

MgCl; (25 nm) 0,5 ul
TOPLAM 25 ul

Karisim i¢inde 2x master miskten 12,5 pl, her bir primerden 1 pl (50 pmol), MgCl, (25
nm)’den 0,5 pl, deiyonize su-ddH,O’dan 9 pl, template (hedef) DNA’dan 1 pl bulunmaktadir
(Eissa ve digerleri, 2018).

PCR basamaklari, 95°C’de 7 dakika 1 siklus 6n denaturasyon, akabinde 35 siklus
olacak sekilde 95°C’de 30 saniye denaturasyon, 60°C’de 30 saniye baglanma, 72°C’de 1
dakika uzama, 72°C’de 7 dakika son uzama 1 siklus ve 4°C’de sonsuz siireyle bekletme

asamasi seklindedir (Tablo 9).
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Tablo 9. Photobacterium damselae subsp. damselae URE C geni 1s1l dongii ve slireleri.

Basamak Dongii Sayisi Sicakhk Siire
Baslangic 1 95°C 7 dk
Denatiirasyon

Denatiirasyon 95°C 30 sn
Baglanma 35 60°C 30 sn
Uzama 72°C 1 dk
Son Uzama 1 72°C 7 dk
Bekletme - 4°C oo dk

3.4.4. PCR iiriinlerinin elektroforez tankina yiiklenmesi

PCR isleminden sonra elde edilen iiriinlerden 10°ar pl pipet yardimiyla alinip, 3 pl 6x

loading dye soliisyonu ile karigtirtlmigtir. 10 pl DNA {iriinii ve boya birlikte %2 ‘lik hazirlanan
agaroz jelde uygun pozisyondaki kuyucuga yiiklenmistir. Ilk kuyucuga 6 pl’lik marker

koyulmustur, bu marker, marker boyasi ve ddH,O’dan olusmustur.

3.4.5. Jelde yiiriitme

Hazirlanmis olan jele, istenilen 6rnekler ve markerlarin yiiklemesi yapildiktan sonra,
elektroforez tankinin kapagi kapatilip, elektrotlar uygun pozisyonda baglandiktan sonra 80V

500A akimda 15 dakika ve sonrasinda 40V 500A akimda 40 dakika yiiriitilmiistir.

3.4.6. Goriintiileme ve degerlendirme

Elektroforez isleminin ardindan elde edilen jel, dikkatli bir sekilde elektroforez
tankindan c¢ikarilmigtir. Yiritilen jel, bilgisayara bagli durumdaki transilluminator
cihazindaki odaciga yerlestirilmistir. UV 15181 altinda fotograflandiktan sonra, bant
buyiiklikleri degerlendirilmistir. Elde edilen PCR {iriinlerinin = goriintiileme ve

degerlendirilmesinde Photobacterium damselae varligi icin 16S rRNA PCR firiinlerinde 267
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bp araligindaki bant, CPS geni PCR iiriinlerinde 410 bp aralifinda bant olusumlari aranmistir.
Photobacterium damselae varlig: tespit edildikten sonra alt tiirlerin ayriminda URE C geni
kullanilarak tirtinler bir kez daha jelde yiiritiilmistiir. Photobacterium damselae subsp.
damselae URE C geni tasidig1 i¢in 448 bp bant araliginda pozitiflik sonucu verdigi

izlenmisgtir.

3.5. Antibiyotik Duyarhlik Testleri

Antibiyotik duyarlilik testi oncesi Photobacterium damselae subsp. piscicida ve
Photobacterium damselae subsp. damselae izolatlart TSA’ya pasajlanmistir. Ureyen 24
saatlik koloniler Brain Heart infusion brothda diliie edildikten sonra Mueller Hinton agara
gecilmistir. Her bir izolat i¢in ayr1 ayr1 hazirlanan her bir besi yerine 8’er adet antimikrobiyal
diskler yerlestirilmistir. Diskler yerlestirildikten sonra besi yerleri 25°C’de 72 saate kadar
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda izolatlarin antibiyotiklere kars1 gdsterdigi duyarlilik ya
da diren¢ degerleri Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) standartlarina gore
degerlendirilmistir  (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2017).
Degerlendirmede kullanilan CLSI (2017) standart zon degerleri Tablo 10’da verilmistir.

Tablo 10. CLSI standartlari.

Antimikrobiyotikler CLSI Standart Degerleri
D (Duyarh) OD (Orta duyarh) DI (Direncli)
Amoksisilin- >20 15-19 <14
Klavulanik asit 30 ug
Ampisilin 10 ug >17 14-16 <13
Gentamisin 10 pg >15 13-14 <12
Siprofloksasin 5 ug >21 16-20 <15
Sulfametoksazol- >16 11-15 <13
Trimetoprim 25 pg
Tetrasiklin 30 pug >19 15-18 <14
Sefotaksim 30 ug >26 23-25 <22
Seftizoksim 30 pg >25 22-24 <21
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4. BULGULAR

4.1. Klinik Bulgular

Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen hastalik siipheli balik 6rneklerinde 6zellikle 1
gr civari ¢ipura yavrulari belirgin klinik bulgular sergilemistir. Bu baliklarda goze ¢arpan ilk
klinik bulgu deride gelisen hafif kararmis alanlardir. Ayrica deride pullarda kalkma ve
lezyonlarin varligina baghi olarak yamali bir goriintii izlenmistir (Resim 1, 2, 3).
Solungacglarda solgunluk izlenmis olup, karin acilip i¢ organlar izlendiginde Oncelikle
dalaktaki biiyiime gbéze carpmistir. Biliylimiis dalaklara beyaz tiiberkiiler bir yapinin eslik
ettigi dikkat cekmistir (Resim 4, 5).

Resim 1. Orneklenen baliklarda deride goriilen yamali goriintii.
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Resim 3. Orneklenen baliklarda deride belirgin lezyon gelisimi.
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Resim 4. Orneklenen baliklarda abdomen goriintiisii ve biiyiimiis dalak goriiniimii.

Resim 5. Photobacteriosis siipheli baliklarda dalak goriintiisti.

4.2. izolatlarin Besi Yerinde Uremesi ve Gram Boyama Sonuclar1

Izolasyonun ilk basamaginda TSA ve kanli agara yapilan ekimler sonucunda iireyen
karigik koloniler (Resim 6, 7), saflagtirildiktan sonra tek diisen koloniler gram boyama
yapilarak biyokimyasal testlere karar verilmistir. Gram boyama sonunda Gram negatif bipolar
boyanan koloniler (Resim 8) tekrar TSA’ya pasajlanarak etken yeniden iiretilmistir. Yeniden
iireyen suslarda biyokimyasal testlere gecilmistir. Arastirmamizda 100 adet ¢ipura (Sparus

aurata) 0rneginden 35 (%35) slipheli sus izole edilmis ve 26 (%26) Photobacterium damselae
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izolat1 identifiye edilmistir. 100 adet levrek (Dicentrarchus labrax) Orneginden

Photobacterium damselae izolasyonu yapilmamistir.

Resim 6. Bir Photobacterium spp. siipheli izolatinin kanli agarda goriintiisii.
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Resim 8. Bir Photobacterium spp. siipheli izolatin Gram negatif bipolar goriintiisii.
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4.3. Biyokimyasal Test Sonuclari

Biyokimyasal test olarak Photobacterium spp. sipheli izolatlara oksidaz ve katalaz
testleri uygulanmis olup Photobacterium damselae subsp. damselae ve Photobacterium

damselae subsp. piscicida suslarinin hepsi oksidaz ve katalaz testinde pozitif sonug¢ vermistir.

4.4. BD Phoneix™ 50 Otomatize identifikasyon Cihaz ile Identifikasyon

Arastirmamizda Orneklenen ¢ipura balik dokularindan 35 (%35) Photobacterium
damselae siipheli sus izole edilmistir. Bu siipheli Gram negatif izolatlarin BD Phoneix™ 50
otomatize identifikasyon cihazina yiiklenmesi sonucunda 26 (%26) Photobacterium damselae

izolat1 tanimlanmustir.

4.5. PCR Bulgulan

4.5.1. Photobacterium damselae 16S rRNA PCR Bulgulan

Calismamizda BD Phoenix™ 50 otomatize identifikasyon cihazi ile identifiye edien 26
(%26) Photobacterium damselae izolatina 16S rRNA tiir spesifik geni ile polimeraz zincir
reaksiyonu yontemi uygulanmistir. 16S rRNA tiir spesifik geni belirlemek icin yapilan
analizde 26 Photobacterium damselae izolat1 267 bp araliginda bant verdi ve Photobacterium
damselae pozitif olarak degerlendirildi (Resim 9). Bu 16S rRNA PCR pozitif sonu¢ veren 26

adet izolatin tamami ¢ipura (0,8- 1,3 g) drneklerine aittir.

Photobacteriosis siipheli baliklara yaz ve yaz sonu rastlandigl i¢in 6rneklememiz bu
aylarda yapilmistir. Ornekleme sahamizda hastalia en sik yaz aylarinda ya da su sicakliginin
yaz mevsimi deniz su sicakliginda sabit tutuldugu kulugkahanelerde rastlandigi sonucuna

varilmigtir.
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Resim 9. Photobacterium damselae 16S rRNA PCR elektroforez goriintiisii.
M: Molekiiler marker 100bp; N: Negatif kontrol; 1-13: Phobacterium damselae pozitif
ornekler

4.5.2. Photobacterium damselae CPS Geni PCR Bulgulari

Photobacterium damselae’nin her iki alt tiirlinde de mevcut olan CPS geni 26 adet

izolatta 410 bp araliginda bant vermistir (Resim 10).

Resim 10. Photobacterium damselae CPS geni PCR elektroforez goriintiisii.

M: Molekiiler marker 100bp; 1-14: Photobacterium damselae CPS geni pozitif 6rnekler
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4.5.3. Photobacterium damselae subsp. damselae URE C Geni PCR Bulgular:

Daha onceki ¢alismalarda belirtildigi tizere, yalnizca P. damselae subsp. damselae URE
C genine sahiptir ve calismamizda 448 bp bant araliginda ¢ogalarak pozitif sonu¢ veren
izolatlar Photobacterium damselae subsp. damselae olarak tanimlanmistir (Resim 11). Bu

bant1 vermeyen izolatlar ise P. damselae subsp. piscicida olarak tanimlanmistir.

500 bp
448 bp

Resim 11. P. damselae subsp. damselae URE C geni PCR elektroforez goriintiisii.

M: Molekiiler marker 100bp; N: Negatif kontrol; 1-13: Photobacterium damselae URE C geni
pozitif 6rnekler

P. damselae izolatlarmin (n= 26), molekiiler identifikasyon sonuglarina gore 18
(%69,23)’1  Photobacterium damselae subsp. piscicida ve geri kalan 8 (%30,77)’1 de
Photobacterium damselae subsp. damselae olarak identife edilmistir. Sekil 1’de izolatlarin

yiizde oranlar1 gosterilmistir.
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B P. damselae subsp.
piscicida (n=18)

B P. damselae subsp.
damselae (n=38)

Sekil 1. PCR ile identifiye edilen P. damselae izolatlarinin yiizdeleri.

Arastirmamizin genel degerlendirilmesinde, elde edilen biyokimyasal, BD-Phoenix hizli
teshis sistemi ve PCR sonuclar1 Tablo 11°de gosterilmistir. Bu sonuglara gore kiiltiir ve BD-
Phoenix hizli teshis sitemi ile P. damselae’y1 tiir bazinda tanimlarken, PCR yontemi ile P.
damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae olarak alt tir ayrimi
yapilmaktadir. Molekiiler identifikasyonda 16S rRNA, CPS ve URE C genlerinden hepsi
pozitif sonu¢ vermisse izolatin P. damselae subsp. damselae oldugu, yalnizca 16S rRNA ve

CPS geni pozitif sonug vermisse P. damselae subsp. piscicida oldugu sonucuna varilmistir.
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Tablo 11. Photobacterium damselae izolatlarinin biyokimyasal, BD-Phoenix ve

identifikasyon sonuglari.

PCR

PCR
Sira . BD-
No Catalase Oxidase PHOENIX 16S PCR UREC
(Photobacterium CPS PCR
PCR
damselae sp.)
1 + + P. damselae Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
2 + + amselac Pozitif Pozitif Pozitif
P. damsel
3 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
4 + + P damselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damselae L. . ..
5 + + Pozitif Pozitif Pozitif
P. damsel
6 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
7 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
8 + + P. damselae Pozitif Pozitif Pozitif
P. damselae L. . ..
9 + + Pozitif Pozitif Pozitif
P. damsel
10 + + amselac Pozitif Pozitif Pozitif
P. damsel
1 + + amselac Poritif Poritif Pozitif
12 + + P. damselae Pozitif Pozitif Negatif
P. damselae L. . .
13 + + Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
14 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
15 + + amselac Poritif Poritif Pozitif
16 + + P. damselae Pozitif Pozitif Negatif
P. damselae L. . .
17 + + Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
18 + + amselac Pozitif Pozitif Pozitif
P. damsel
19 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
20 + + P. damselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damselae L. . .
21 + + Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
2 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
23 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif
24 + + P damselac Pozitif Pozitif Negatif
P. damselae L. . .
25 + + Pozitif Pozitif Negatif
P. damsel
26 + + amselac Pozitif Pozitif Negatif

P

P.

P.

Molekiiler
identifikasyon

. damselae subsp.

piscicida

damselae subsp.

damselae

damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

damselae

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida

. damselae subsp.

piscicida
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4.6. Antibiyogram Sonuclar

Mueller Hinton agara ekilen izolatlarin iizerine yerlestirilen antibiyotik disklere karsi
duyarlillk ya da direncini gosteren sonuglar Tablo 12°de verilmistir. Antibiyotik
etkinliklerinin belirlenmesinde CLSI (2017) standart zon ¢aplar1 dikkate alinmistir (Tablo 10).
Kullanilan antibiyotikler ve kisaltmalar1 su sekidedir, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit,
AMP: Ampisilin, CN: Gentamisin, CIP: Siprofloksasin, SXT: Sulfametoksazol-trimetoprim,
TET: Tetrasiklin, CTX: Sefotaksim, ZOX: Seftizoksim.
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Tablo 12. Photobacterium damselae pozitif izolatlari antibiyogram duyarlilik sonuglari.

Bahk Molekiiler AMC AMP CN@10 CIP SXT TET CTX ZOX
No  identifikasyon ~(30ug) (10pg) pg)  (Spg (@Spg) GOpg) @BOupg (30
Ke)
1 P. dam;elqe oD Du Du Du Du OD Du Du
subsp. piscicida
2 P.damselae oD Du Du Du Du Du Du Du
subsp. damselae
3 P. dam.sel.a? Du Du Du Du Du oD Du Du
subsp. piscicida
4 P. dam.sel.a? Du Du Du Du Di Di Du Du
subsp. piscicida
5 P.damselae Du Du Du Du Di Di Du Du
subsp. damselae
6 P. dam;elqg Du Du Du Du Di Di OD Du
subsp. piscicida
7 P. dam;elqe Du Du Du Du Du Du Du Du
subsp. piscicida
8 P.damselae Du Du Du Du Du OD Du Du
subsp. damselae
9 P.damselae oD Du Du Du oD oD Du Du
subsp. damselae
10 P.damselae Du Du Du Du oD Di Du Du
subsp. damselae
11 P.damselae Du Du Du Du Du Du Du Di
subsp. damselae
12 P. dam;elqg Di Du Du Du Du oD Du Du
subsp. piscicida
13 P. dam;elqe Du Du Du Du oD oD Du Du
subsp. piscicida
14 P. dam.sel.a? Du Du Du Du oD OD Du Du
subsp. piscicida
15 P.damselae oD Du Di Du OD Du Du OD
subsp. damselae
16 P. dam.sel.a? Di Di Du Du Du Di Di Du
subsp. piscicida
17 P.damselae Du Du Du Du Di Du Du Du
subsp. piscicida
18 P.damselae Du Du Du Du Di oD Du Du
subsp. damselae
19 P. dam;elq? Du Du Du Du Di Di Du Du
subsp. piscicida
20 P. dam.sel.a? oD Du Du Du Di OD Du Du
subsp. piscicida
21 P. dam.sel.a? Du Du Du Du Di OD Du Du
subsp. piscicida
22 P. dam;elfz? Di Di Du Du Di OD Di Du
subsp. piscicida
23 P. dam;elqg Du Du Du Du Di Di OD Du
subsp. piscicida
24 P. dam;elqe Du Du Du Du Du Du OD Di
subsp. piscicida
25 P. dam.sellag oD Du Du Du oD Du Di OD
subsp. piscicida
26 P.damselae oD Du Du Du Di Du oD Du

subsp. piscicida

Du: Duyarli, OD: Orta duyarli, Di: Direngli
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Arastirmamizda identifiye edilen izolatlarin antibiyotiklere karsi duyarlilik ve direng

sonugclarlar1 Tablo 13’te verilmistir.

Tablo 13. identifiye edilen P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae
izolatlarinin antibiyotik duyarlilik sonuglari.

Antibiyotikler =~ Antibiyotik P. damselae P. damselae subsp.
Etkinlikleri subsp. piscicida damselae

Du 11 5

AMC OD 4 3
Di 3 0

Du 16 8

AMP OD 0 0
Di 2 0

Du 18 7

CN OD 0 0
Di 0 1

Du 18 8

CIP OD 0 0
Di 0 0

Du 6 3

SXT OD 3 3
Di 9 2

Du 5 3

TET OD 8 3
Di 5 2

Du 11 8

CTX OD 4 0
Di 3 0

Du 16 6

70X OD 1 1
Di 1 1

SXT: Sulfametoksazol-trimetoprim, CTX: Sefotaksim, AMC: Amoksisilin-klavulanik asit, CN: Gentamisin,
AMP: Ampisilin, CIP: Siprofloksasin, TET: Tetrasiklin, ZOX: Seftizoksim

Bu sonuglara gore P. damselae subsp. piscicida izolatlar1 gentamisine (10 pg) karsi
%100 duyarli, P. damselae subsp. damselae izolatlar1 ve P. damselae subsp. piscicida

izolatlar1 siprofloksasine (5 pg) karst %100 duyarli bulunmustur. P. damselae subsp. piscicida
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izolatlar1 sulfametoksazol-trimetoprime (25 pg) karst %50, P. damselae subsp. damselae
izolatlar1 ise %25 oraninda direnglidir. Ayrica P. damselae subsp. piscicida izolatlar
tetrasikline (30 pg) karsi %27,7 oraninda P. damselae subsp. damselae izolatlar1 %25
oraninda direncli bulunmustur (Sekil 2).

50,0
45,0
40,0
35,0

30,0 25,025,0
25,0
20,0
15,0 12,5
10,0

50

0,0

P.damselae subsp. piscicida (%) P.damselae subsp. damselae (%)

EAMCDi mAMPDi mCNDi mCIPDi mSXTDi mTETDi ©CTXDi = ZOXDi

Sekil 2. P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae izolatlarinin
antibiyotiklere kars1 direng yiizde oranlari.

AMC Di: Amoksisilin-klovulanik asit direng orani; AMP Di: Ampisilin diren¢ orani; CN Di: Gentamisin direng
orani; CIP Di: Siprofloksasin diren¢ orani; SXT Di: Sulfametaksazol-trimetoprim diren¢ orani; TET Di:
Tetrasiklin direng orani; CTX Di: Sefotaksim direng orani; ZOX Di: Seftizoksim direng orant

Bu sonuglara gore, P. damselae subsp. piscicida izolatlarinin (n= 18) hepsi gentamisin
(10 pg) ve siprofloksasine (5 pg) karst %100 duyarli, ampisilin (10 pg) ve seftizoksime (30
ng) karst %88,8 duyarli (%5,5 orta duyarli), amoksisilin-klavulanik asit (30 pg) ve
sefotaksime (30 pg) kars1 %61,1 duyarl ve %22,2 oraninda orta duyarl), tetrasikline (30 pg)
%27,7 oraninda duyarli ve %44,4 oraninda orta duyarli bulunmustur. P. damselae subsp.
piscicida izolatlar1 sulfametoksazol-trimetoprime (25 pg) karst %50, tetrasikline (30 pg)
kars1 %27,7 oraninda ve hem amoksisilin-klavulanik asit (30 pg ), hem de sefotaksime (30

ng) karst %16,6 oraninda direngli bulunmustur. P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae

54



subsp. damselae izolatlarinin antibiyotiklere kars1 direng ylizde oranlart Sekil 2’de

gosterilmistir.

Antibiyogram sonuglarimiza gore, P. damselae subsp. damselae izolatlarinin (n= 8)
hepsi amoksisilin-klavulanik asit (30 pg), ampisilin (10 pg), siprofloksasin (5 pg) ve
sefotaksime karst %100 duyarli, gentamisine (10 pg) karst %87,5 oraninda duyarls,
seftizoksime (30 pg) karst %75 duyarlt ve %12,5 oraninda orta duyarli, amoksisilin-
klavulanik asite (30 pg) kars1 %62,5 oraninda duyarli ve %37,5 oraninda orta duyarli, hem
sulfametoksazol-trimetoprim (25 pg) hem de tetrasikline (30 pg) karst %37,5 oraninda
duyarli ve %37,5 oraninda orta duyarlidir. Ayrica sulfametoksazol-trimetoprim (25 pg) ve
tetrasikline (30 pg) karst %25 oraninda, gentamisin (10 pg) ve seftizoksime (30 pg) karst

%12,5 oraninda direngli bulunmustur.
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5. TARTISMA

Photobacterium damselae subsp. piscicida ve Photobacterium damselae subsp.
damselae denizlerde zaman zaman yaygin olarak bulunan, baliktan baliga ya da sudan baliga
gecme Ozelligi gosteren ve genis konake1 cesitliligine sahip patojen etkenlerdir. Bu hastalik
etkenleri baliklarda yliksek mortaliteyle seyretmekte ve cesitli antibiyotiklere karsi direng
gosterebilmektedir. Bu bakteriyel etkenler Ozellikle asilama programimin verimli
uygulanamadig1 zamanlarda kiiltiir baliklart i¢in 6nemli tehdit olusturmaktadirlar (Magarinos
ve digerleri, 1994; Andreoni ve Magnani, 2014; Teru ve digerleri, 2017). Giliniimiizde Avrupa
(Labella ve digerleri 2006, 2011; Mladineo ve digerleri, 2006), Tiirkiye (Korun ve Timur,
2005; Uzun ve Ogiit, 2015), ve Kuzey Afrika iilkesi Misir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013;
Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018; Mahmoud ve digerleri, 2018), Amerika
(Teru ve digerleri, 2017), Avustralya, Uzak Dogu iilkelerinde Cin (Wang ve digerleri, 2013),
Japonya (Nagano ve digerleri, 2009), Tayland (Kanchanopas-Barnetta ve digerleri, 2009) ve
Tayvan’da (Liu ve digerleri, 2003; Rajan ve digerleri, 2003) ve Hindistan’da (Krupesha
Sharma ve digerleri, 2017; Petchimuthu ve digerleri, 2021) P. damselae’nin alt tiirlerinin

sebep oldugu hastalik vakalariin izlenildigine dair ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.

Kuzey Afrika iilkelerinden Misir’da yapilan ¢alismada hastalik siiphesiyle 6rneklenen
levrek (Dicentrarchus labrax) ve ¢ipuralardan (Sparus aurata) levreklerin sirasiyla %38,32’si
ve %16,20°si P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp. damselae ile, ¢ipuralarin
%44,47 ve %26,46’s1 yine sirastyla P. damselae subsp. piscicida ve P. damselae subsp.
damselae ile infekte oldugu tespit edilmistir. Dogal sekilde gelisen infeksiyonlar en fazla yaz
aylarinda (%77,56), en disiik ise kis aylarinda (%11,16) izlenmistir (Essam ve digerleri,
2016).

Misir’da yapilan baska bir calismada ¢ipura (Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus
labrax) ve ketalden (Mugil capitus) olusan 202 adet balik 6rneklenmis, bunlarin 51 tanesi P.
damselae subsp. piscicida ile infekte olup, en ¢ok etkilenen balik tiiriiniin levrek oldugu tespit
edilmistir (23 adet- ort 15943,4 g). Prevalanlar levrek i¢in %45,09, cipura (18 adet- ort
163+2.8 g) icin %35,29 ve kefal (10 adet- ort 267+6,7 g) i¢in %19,6°dir. Diger yandan 91
adet baligin P. damselae subsp. damselae ile infekte oldugu tespit edilmis olup, levrek (36
adet) yine en fazla etkilenen balik olmustur. Prevalanlar sirastyla levrek i¢in %39,56, ¢ipura

icin %35,16 ve kefal i¢in %25,27’dir. Buna gore baliklarin %25,24’unda P. damselae subsp.
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piscicida, %45,04’iinde P. damselae subsp. damselae izole edilmistir. Iki alt tiire de en yogun

yaz mevsiminde, en diislik kis mevsiminde rastlanmistir (Eissa ve digerleri, 2018).

Yine Misir’da yapilan bir diger calismada levrekte (Dicentrarchus labrax) %14,61
oraninda V. alginolyticus ve %19,34 oraninda P. damselae subsp. damselae 1zole edilmistir.
Mevsimsel olarak ele alindiginda V. alginolyticus ve P. damselae subsp. damselea en yliksek
yaz aylarinda izlenmis olup tiim vakalarin %63,33’linde V. alginolyticus ve %83,33’linde P.
damselae subsp. damselea izlenmistir (Mahmoud ve digerleri, 2018). Dogadan toplanan 320
adet farkli boyda hasta cipura (Sparus aurata) ve levreklerden (Dicentrarchus labrax) V.
alginolyticus, V. parahemolyticus ve P. damselae subsp. damselae izole edilmistir.
Cipuralarin %7,54’tinde levreklerin ise %25,93’linde P. damselae subsp. damselae izole
edilmistir. Yetigkin baliklarda bu oranlar asirasiyla %44 ve 28 olarak belirlenmistir (Abdel-
Aziz ve digerleri, 2013).

Giliney Hindistan’da hastalik siipheli baliklardan elde edilen 289 adet izolatin 61 tanesi
(%21,1) P. damselae subsp. damselae olarak tammmlanmistir. Orneklenen baliklardan en
yiiksek oranda P. damselae subsp. damselae’ya rastlanan tiir papagan baligidir (Scarus
globiceps) (34 izolat-%55,73). Elde edilen 61 izolatin %13,09’luk kismi kafes kiiltiirii
baliklarindan (%1,63; 1 izolat-Epinephelus spp., %9,83; 6 izolat-Lates calcarifer ve %]1,63
orantyla, 1 izolat-Chaetodon octofasciatus), geriye kalan %86,91’°lik kismi1 dogadan toplanan
balik tiirlerinden (%55,73; 34 izolat-Scarus globiceps, %22,95; 14 izolat-Lutjanus sebae ve
%38,19 orantyla, 5 izolat-Brama brama) elde edilmistir (Petchimuthu ve digerleri, 2021).

Ulkemizde Bodrum’da izlenen vakalarda 45 adet hastalik siipheli levrekten elde edilen
10 adet izolat P. damselae subsp. piscicida olarak tanimlanmistir (Korun ve Timur, 2005). Bir
diger calismada Karadeniz’de kiiltiirii yapilan levreklerden iki ciftlikten 477 adet balik
orneklenmistir, baliklardan %65,2 oraninda Aeromonas veronii biovar sobria ve %19,1

oraninda P. damselae subsp. damselae izole edilmistir (Uzun ve Ogiit, 2015).

Calismamizda hastalik siipheli olarak 6rneklenen baliklar arasindan P. damselae teshis
edilen baliklarin hepsi ¢ipura (Sparus aurata) tiri olarak tespit edilmistir. Teshis edilen
toplam 26 adet izolatin 18 adedi (%69,23) P. damselae subsp. piscicida ve geri kalan 8 adedi
(30,77) P. damselae subsp. damselae alt tiirii olarak belirlenmistir. Photobacteriosis siipheli
baliklara yaz veya yaz suyu sicaklifindaki tank ortaminda rastlandigi icin sonuglarimiz
mevsimsel olarak goriilme siklig1 agisindan diger ¢alismalarla benzerlik gostermistir. Eissa ve

digerleri (2018)’ne gore iki alt tiirden de en fazla etkilenen tiir levrek olmustur, Essam ve
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digerleri (2016)’ne gore ise c¢ipura daha fazla etkilenmistir. Arastirmamizda Ornekleme
mevkiine bagli olarak en ¢ok etkilenen tiir ¢ipura olmustur ve bu sonug¢ Eissa ve digerleri
(2018)’nden farklilik géstermekle beraber Essam ve digerleri (2016)’nin sonucuna benzerlik

gostermistir.

Tiirkiye’de karsilagilan P. damselae subsp. piscicida vakalarinda izlenen klinik
bulgularda kefallerde (Mugil cephalus, Chelon labrosus) deride kararan bolgelerle beraber
ventral bolgede hemorajiler, pul dizelerinde dokiilmeler ve dalakta biiyiime bildirilmistir
(Tanrikul ve Cagirgan, 2001). Levreklerde (Dicentrarchus labrax) letarji, istah kaybi gibi
bulgular yaninda deride koyulasma ve yer yer {ilserler, karinda sislik, solgun hemorajik
operkul ve post mortem i¢ organlarda karacigerde petesiyal hemoraji ile beraber, karaciger,
dalak ve bobrekte gri-beyaz tiiberkiiler gelismeler izlenmistir (Korun ve Timur, 2005). Diger
P. damselae subsp. piscicida vakalarinda Misir’da levreklerde (Dicentrarchus labrax) viicut
yiizeyinde yaygin hemorajiler, gbzde opaklasma ve abdominal bolgede sislik bildirilmistir.
Mortalite sonrasi incelemede solungag, bobrek ve dalakta solgunluk ve bazi durumlarda
konjesyon, karacigerde biiylime ve abdominal boslukta sivi izlenmistir (Eissa ve digerleri,
2018). Ispanya’da ise Senegal dil bahiginda (Solea senegalensis) deride koyu renk
pigmentlesme, karin boslugunda sislik, i¢ bakida karaciger ve bobrekte solgunluk ve dalakta
beyaz tliberkiiller izlenmistir (Zorrilla ve digerleri, 1999).

P. damselae subsp. damselae vakalarinda {ilkemizde Karadeniz’de levreklerde
(Dicentrarchus labrax) deride koyulasma, ekzoftalmus, erratik ylizme, operkiil ve agiz ¢evresi
iilseratif lezyonlar, ve abdominal sislik bildirilmistir (Uzun ve Ogiit, 2015). Misir’da yapilan
calismalarda cipura (Sparus aurata) ve levreklerde (Dicentrarchus labrax) klinik bulgularda
deride koyulagma, pullarda kalkmalar, ylizge¢ erozyonlari, iskelet deformasyonu, pektoral
yiizge¢ dibinde, agiz cevresinde ve operkulumda hemorajiler ve solgunluk, deride yiizeysel
iilserler ve hemorajiler, abdominal bdlgede sislik izlenmistir. Post mortem incelemede
konjestif bobrek, dalak, beyin, solgun ya da rengi koyulasmis ve biiylimiis karaciger,
biiylimiis ve hemorajik safra kesesi, solgun ve asir1t mukus sekresyonu gosteren solungagclar,
abdominal boslukta asidik bir sivi ve bazi vakalarda hemorajik bolgeler ve hava kesesinde
kalinlagma, bagirsakta sarimsi bir sivi bildirilmistir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013; Mahmoud
ve digerleri, 2018). Tayland’da Asya levreginde (Lates calcarifer) dis bakida 6lmek {izere
olan baliklarin karni sis, aniis ¢evresi sar1, solungaglarinda kararma ve gozlerinde ekzoftalmus
bildirilmistir (Kanchanopas-Barnette ve digerleri, 2009). Hindistan’da kiiltiir kobialarinda

(Rachycentron canadum) ise hemorajilerle birlikte siskin abdomen, karin i¢ginde abdominal
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boslukta sar1 bir sivi, karaciger ve bobreklerde hemorajik bir goriintii izlenmistir (Krupesha

Sharma ve digerleri, 2017).

Alt tiir ayrimi yapilmadan Ispanya’da ¢izgili mercandan (Pagrus auriga) elde edilen
klinik verilerde dis muayenede ekzoftalmus ve deride koyulasma, i¢ organlarda abdominal
boslukta asidik bir sivi, ve genislemis ve koyu renk lekeli solgun karacigerde belirgin
konjestif kan damarlar1 ve genislemis dalak ve dolu safra kesesi izlenmistir (Labella ve
digerleri, 2006). iran’da yapilan ¢alismada ise yiiksek mortalite izlenen kefallerden (Mugil
cephalus) 6lmek iizere olan baliklarda deride hemorajik septisemi ve iilser, solungaglarda
hiperemi ve i¢ organlarda hemoraji izlenmistir (Naseri ve digerleri, 2014). Caligmamizda da
benzer sekilde alt tiir ayrim1 yapilmadan once ¢ipuralardan elde edilen klinik verilerde deride
gelisen lezyonlar, deride farkli alanlarda renkte hafif kararmalar ve yamali bir goriintii, i¢
organlarda ise bazi baliklarda dalakta izlenen irilesme ve tiiberkiiler olusumlar 6nceki
caligmalarla (Korun ve Timur, 2005; Zorrilla ve digerleri, 1999; Liu ve digerleri, 2011)

benzerlik gostermistir.

Teshisin ilk basamaginda c¢esitli calismalarda farkli besi yerleri kullanilmistir. Bu gesitli
caligmalarda solungag, kalp, beyin ve agirlikli olarak karaciger, dalak ve bobrekten yapilan
ekimlerde %2 NaCl eklenen TSA, TSB (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013), kanli agar, BHIA ve
marine agar (Kanchanopas-Barnette ve digerleri, 2009; Abu-Elala ve digerleri, 2015; Essam
ve digerleri, 2016), %3 NaCl eklenmis Brain heart infusion broth (BHIB) (Eissa ve digerleri,
2018), %I1NaCl eklenmis braine heart infusion agar (BHIA), TSA, marine agar, kanli agar
(Amagliani ve digerleri, 2009; Essam ve digerleri, 2016), %1,5 NaCl eklenmis kanli agar ve
muller hinton agar (Uzun ve Ogiit, 2015) kullamlmis ve izolatlar 24-37°C’de 24-72 saat ve bir
calismada 120 saat (Uzun ve Ogiit, 2015) siireyle inkiibe edilmistir (Mladineo ve digerleri,
2006; Amagliani ve digerleri, 2009; Abdel-Aziz ve digerleri, 2013; Abu-Elala ve digerleri,
2015; Eissa ve digerleri, 2018). P. damselae subsp. piscicida kolonileri 25°C’de 48 saat

sonunda 1- 2,5 mm ¢apa sahip koloniler seklinde iiremistir (Mladineo ve digerleri, 2006).

Alt tiir ayriminda ise ornekler %1-3 NaCl eklenmis kanli agar (%5 koyun kanli) ve
TCBS’ye ekim yapilmis ve 25-27°C’de 24-48 saatte iireme izlenmistir (Abu-Elala ve
digerleri, 2015; Eissa ve digerleri, 2018). Bagka bir ¢aligmada kan ve doku 6rnekleri %2 NaCl
eklenmis TCBS ve TSB’ye ekilerek 30°C’de 24-48 saat inkiibe edilmistir. Brothdaki kiiltiirler
%2 NaCl eklenmis TSA’ya transfer edilmis ve 30°C’de 24 saatte saf koloniler elde edilmistir
(Krupesha Sharma ve digerleri, 2017). Benzer sekilde siipheli P. damselae subsp. damselae
kolonileri %2-3 NaCl eklenmis TSA’da 27°C’de kiiltiire alinmis ve 24-48 saatte
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saflastirilmistir (Kanchanopas-Barnette ve digerleri, 2009; Mahmoud ve digerleri, 2018;
Petchimuthu ve digerleri, 2021).

Arastirmamizda da benzer sekilde oncelikle %1 NaCl eklenmis kanli agar (%5 koyun
kani ilave edilmis) ve TSA’ya ekilen organ ornekleri karisik sekilde {iredikten sonra
saflastirilmak iizere tekrar TSA’ya gecilmistir. Besi yerleri 25°C’de 24-48 saat siireyle inkiibe

edilmistir.

Teshiste kullanilan basamaklardan biri olan biyokimyasal testlere bakildiginda cesitli
caligmalarda benzer testler uygulanmistir. P. damselae subsp. piscicida teshisinde kullanilan
biyokimysal testlerde nitrat, iireaz, jelatinaz, indol ve hidrojen siilfit testi negatif sonug
vermistir. Ayrica API 20E test sonucuna gore arginin di-hidrolaz ve glukoz fermentasyon testi
pozitif sonu¢ vermistir (Abu-Elala ve digerleri, 2015). Bagka bir calismada glukozdan asit
iiretimi pozitif, mannitol, sorbitol, siikroz, citrate kullanimi ve jelatinaz iiretimi negatif sonug
vermistir. Diger yandan bakteri O/129 Vibriostat’a karst duyarlidir ve NO; ile NO»

indirgemede negatif sonug vermistir (Mladineo ve digerleri, 2006).

Bir ¢alismada iki alt tiiriin ayrimini ortaya koymak i¢in su testler yapilmistir: oksidaz,
katalaz, O/129, beta galaktosidaz, hareketlilik, {lireaz, indol ayrica nitrat indirgeme, sitrat
kullanimi, mannitol melibioz ve amigdalin fermentasyonu, LDC ve ODC. P. damselae subsp.
damselae hareketlilik, NO», iireaz, nitrat indirgeme acisindan pozitif sonu¢ vererek P.

damselae subsp. piscicida’ya kiyasla farklilik gostermistir (Essam ve digerleri, 2016).

Baska bir calismada ADH, TDA, aseton, jeletinaz iiretimi ve glukoz, mannitol, inositol,
sorbitol, rhaminoz, siikkroz, melibioz, amigdalin, arabinozdan asit olusumu testleri
uygulanmistir. P. damselae subsp. damselae asit iiretimi testlerinde glukozdan asit iiretimi
disinda testlerin tiimiinde negatif sonu¢ vermistir. P. damselae subsp. piscicida sitrat
kullanim1 ve P. damselae subsp. damselae igin ise iireaz iiretimi pozitif farklilik gostermistir
(Eissa ve digerleri, 2018). Diger bir ¢alismada P. damselae subsp. damselae diger alt tiirden
farkli olarak hareketlilik {ireaz, lizin dekarboksilaz, aseton iiretimi, glukozdan gaz {iretimi ve
nitrat indirgeme testleri i¢in pozitif sonu¢ vermistir (Kanchanopas-Barnette ve digerleri,

2009).

P. damselae subsp. damselae’nin calisildig1 ¢alismalarda hareketsiz, katalaz ve nitrat
indirgeme pozitif, ADH (Arginin dihidrolaz), iireaz, GLU (Glukoz asimilasyon), MNE
(mannoz asimilasyon) ve oksidaz testi pozitif sonu¢ vermistir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013;

Krupesha Sharma ve digerleri, 2017). Benzer bazi calismalarda ise hareketlilik pozitif,
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katalaz, oksidaz pozitif, O/129 (10, 150 pg) pteridine duyarli, iireaz ve simmons sitrat testleri
degisken ya da iireaz pozitif, arginin, lizin dekarboksilaz pozitif sonu¢ vermistir
(Krupesha Sharma ve digerleri, 2017, Mahmoud ve digerleri, 2018; Petchimuthu ve
digerleri, 2021). Bir ¢alismada P. damselae subsp damsela i¢in farkli olarak iireaz testinin

pozitif, oksidaz testinin ise negatif sonug verdigi bildirilmistir (Naseri ve digerleri, 2014).

Arastirmamizda siipheli izolatlara oksidaz ve katalaz testi uygulanmis olup alt tiirlerin
biitiin izolatlar iki test i¢in de pozitif sonug vererek onceki ¢alismalarla (Essam ve digerleri,
2016; Krupesha Sharma ve digerleri, 2017; Mahmoud ve digerleri, 2018; Petchimuthu ve
digerleri, 2021) benzerlik gostermistir. Teshisin devami i¢in suslar BD Phoenix hizli tani

sistemine ylikleyerek teshise devam edilmistir.

Teshisin en Onemli basamaklarindan biri olan molekiiler teshis gilinlimiizde
mikrobiyoloji ¢aligmalarinin neredeyse tamaminda uygulanmaktadir. P. damselae ya da alt
tiirlerinin teshisinde de molekiiler teshis uygulanmaktadir. P. damselae alt tiirlerinin teshisi
icin yapilan PCR c¢aligmasi Oncesinde DNA izolasyonunda lizozim enziminden
yararlanilmistir. Calismada 16S rRNA geninin 1016 ile 1033 sirasina tekabiil eden forward
primer Carl (18-mer 5'-GCTTGAAGAGATTCGAGT-3") ve 1266 ile 1283 sirasina denk
gelen reverse primer Car2 (18-mer 5'-CACCTCGCGGTCTTGCTG-3") kullanilmistir.
Multipleks PCR’da ayrica alt tiir ayriminda 448 bp uzunlugunda ure-5 ve ure-3 primerleri
kullanilmistir. Reaksiyon karigimi (100 pl), her bir primerden 160 pmol, taq polimerazdan 2
U, 1x Taq polimeraz buffer, 2 mM MgCl,, her bir deoksiniikleotid trifosfattan 200 uM ve 100
ng hedef DNA’dan olugsmustur (Osorio ve digerleri, 2000b).

Misir’da yapilan bir ¢alismada DNA izolasyonu Osorio ve digerleri (2000b) gibi
lizozim ile gergeklestirilmistir. Tir teshisinde 16S rRNA geninin 267 bp uzunlugundaki
CARI1 ve CAR2 primerleri ve alt tiir ayriminda iireaz C (ure C) geni kullanilarak multipleks

PCR yontemi uygulanmistir (Essam ve digerleri, 2016).

DNA izolasyonun reaktif ajan kullanilarak gerceklestirildigi bir ¢calismada multipleks
DNA icin 16S rRNA geninin Carl-F ve Car2-R primerleri ve iireaz C geni sekansindan
dizayn edilen primerler kullanilmistir. PCR karisim oranlarina bakildiginda 25 pl’lik
reaksiyon i¢inde 2 pl’lik forward ve reverse primerler, 6,5 pl’lik saf su, 12,5 ul’lik master mix
ve 2 ul’lik hedef DNA bulunmaktadir. Termal dongii programi toplamda 30 dongii 95°C’de
4dak, 95°C’de 1dak, 60°C’de 1 dak ve 72°C’de 40 saniye seklinde gerceklesip final 72°C’de 5

dakikada sonlanmistir. Cogaltilan {iirlinden 10 pl alinarak %1°lik agaroz jele yiiklenip,
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elektroforezde 100V’da 50-90 dak kosturulmustur ve bu analizde boyut referansi olarak
100bp’lik bir DNA isaretleyici kullanilmigtir. Bu jel daha sonra 0,5 pg/ml etidyum bromit
solusyonu ile 20 dak siireyle boyanmistir ve UV floresan ile goriiniir hale gelmistir. P.
damselae subsp. damselae izolatlarinin hem 267 bp bazlik 16S rRNA, hem de 448 bp
bazlik ure C geni i¢in ¢ogaldig bildirilmistir (Petchimuthu ve digerleri, 2021).

Baz1 caligmalarda tiir teshisinde kapsiiler polisakkarit geninin CPS forward (5°-
AGGGGATCCGATTATTACTG-3’) ve CPS reverse (5’-TCCCATTGAGAAGATTTGAT-
3’) primerleri ve alt tiir ayriminda iireaz C (ure C) geni kullanilmistir (Rajan ve digerleri,

2003; Eissa ve digerleri, 2018).

P. damselae subsp. damsela’nin Ure C geni i¢in 448 bp uzunlugundaki iiriin elde etmek
icin 20 bazlik forward primer Ure-5" (5'-TCCGGAATAGGTAAAGCGGG-3’) ve 22 bazlik
reverse Ure-3’(5’-CTTGAATATCCATCTCATCTGC-3’) kullanilmistir (Osorio ve digerleri,
2000b; Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018).

Calismamizda DNA izolasyonu i¢in kullanilan yontem Eissa ve digerleri (2018) ile ayni
yontem olup, tiir teshisinde (Osorio ve digerleri, 2000b; Rajan ve digerleri, 2003; Essam ve
digerleri, 2016; Eissa ve digerleri, 2018; Petchimuthu ve digerleri, 2021), ve alt tiir ayriminda
kullanilan genler (Osorio ve digerleri, 2000b; Essam ve digerleri, 2016; Eissa ve digerleri,

2018) onceki caligsmalarla benzerlik gostermistir.

P. damselae’nin ve alt tiirlerinin teshisi yapildiktan sonra antibiyotiklere karsi
duyarhiliklarin1 da ortaya koyan cesitli ¢alismalar mevcuttur. Cipura (Sparus aurata) ve
levreklerden (Dicentrarchus labrax) elde edilen P. damselae subsp. piscicida izolatlart ile
yapilan ¢alismada izolatlar ampisiline (10 pg) karst direngli, oksitetrasiklin (30 pg),
enrofloksasin (5 pg) ve florfenikole (30 pug) karsi duyarlilik gostermistir (Parin ve digerleri,
2016). Levreklerden elde edilen tiim P. damselae subsp. piscicida izolatlar1 kanamisine (30

ng) duyarli bulunmustur (Korun ve Timur, 2005).

Senegal dil baligindan (Solea senegalensis) elde edilen P. damselae subsp. piscicida
izolatlar1 ise streptomisin (10 pg), eritromisin (15 pg) ve kanamisine (30 pg) karst direngli,
ampisilin (10 pg), tetrasiklin (30 pg) ve trimetoprim-sulfametaksazola (23,75+1,25 pg) karsi
duyarl bulunmustur (Zorrilla ve digerleri, 1999).

Cizgili mercanlardan (Pagrus auriga) elde edilen P. damselae subsp. damselae
izolatlar1 trimetoprim-sulfametoksazole (25 pg) karst duyarli, ampisilin (10 pg), tetrasiklin

(30 pg), amoksisiline (25 pg) karsi direnglidir. P. damselae subsp. piscicida izolatlar ise
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eritromisin (15 pg), kanamisin (30 pg) ve streptomisine (10 pg) karst direngli, ampisilin (10
ug), tetrasiklin (30 pg) ve oksitetrasikline (30 pg) karst duyarh sonug vermistir (Labella ve
digerleri, 2006).

Cipura (Sparus aurata), levrek (Dicentrarchus labrax) ve gri kefalle (Mugil capitus)
yapilan aragtirmada hem P. damselae subsp. damselae hem de P. damselae subsp. piscicida
siprofloksasine (5 pg) karst duyarl, eritromisin (15 pg) ve spektinomisine (10 pg) karsi
direnglilik gostermistir. Ayrica P. damselae subsp. damselae farkli olarak linkomisin (2 pg),
ampisilin (10 pg), novobiosin (30 pg) ve oksitetrasikline (30 pg) karst direngli,
siprofloksasine (5 pg) karsi duyarli sonug vermistir (Eissa ve digerleri, 2018).

Cipura (Sparus aurata) ve levrekten (Dicentrarchus labrax) elde edilen P. damselae
subsp. damselae izolatlar1 siprofloksasin (5 pg), kloramfenikol (30 pg), enrofloksasin (5 pg),
oksitetrasiklin (30 pg), trimetoprim—sulfametaksazol (25 pg) ve oksolinik asite (2 pg) karsi
duyarli, ampisilin (10 pg), amoksisilin (25 pg), tetrasiklin (30 pg), gentamisin (10 pg),
streptomisin (10 pg) ve linkomisine (2 pg) kars direncglidir (Abdel-Aziz ve digerleri, 2013).

Levreklerden elde edilen P. damselae subsp. damselae izolatlan florfenikol (30 pg),
sulfametaksazol-trimetoprime (25 ug) karsit duyarl, ampisilin (10 pg), sefotaksim (30 pg),
gentamisin (10 pug) ve nitrofurantoine (300 ng) karst direngli sonug vermistir (Mahmoud ve

digerleri, 2018).

Karadeniz’de levreklerden elde edilen P. damselae subsp. damselae izolatlar1 ise
trimetoprim (1,25 pg), vankomisin (30 pg) ve sulfametaksazol/trimetoprime (25 pg) karsi
direncli, ancak oksolinik asit (2 pg) ve enrofloksasine (5 pg) karsi duyarl bulunmustur (Uzun

ve Ogiit, 2015).

Calismamizda elde edilen P. damselae subsp. piscicida izolatlar1 Parin ve digerleri
(2016)’nden farkli, Zorrilla ve digerleri (1999) ve Labella ve digerleri (2006) ile benzer
sekilde ampisiline (10 pg) duyarl (% 88,8), Zorrilla ve digerleri (1999)’nden farkli sekilde
trimetoprim-sulfametaksozale (25 pg) karsi direngli (%50), Zorrilla ve digerleri (1999) ve
Labella ve digerleri (2006)’nden farkli sekilde tetrasikline direncglidir (%27,7). Ayrica Eissa
ve digerleri (2018) ile benzer olarak siprofloksasine (5 pg) karsi %100 duyarlidar.

Elde ettigimiz P. damselae subsp. damselae izolatlar ise Labella ve digerleri (2006),
Abdel-Aziz ve digerleri (2013), Mahmoud ve digerlerinden (2018) ve Uzun ve Ogiit
(2015)’ten farkli olarak trimetoprim-sulfametaksozale (25 pg) karsi direnglidir (%25), Labella
ve digerleri (2006), Abdel-Aziz ve digerleri (2013), Mahmoud ve digerleri (2013) ve Eissa ve
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digerleri (2018),’nden farkli olarak ampisiline (10 pg) kars1 duyarhidir (%100). Labella ve
digerleri (2006) ve Abdel-Aziz ve digerleri (2013) ile benzer olarak tetrasikline (30 pg) karsi
direnclidir (%25), Abdel-Aziz ve digerleri (2013) ve Eissa ve digerleri (2018) ile benzer
sekilde siprofloksasine (5 pg) karsi duyarlidir (%100). Abdel-Aziz ve digerleri (2013)’nden
farkli olarak gentamisine (10 pg) duyarli (%87,5), Mahmoud ve digerleri (2018)’nden farkl
olarak sefotaksime (30 ug) karsi duyarlidir (%100).

Photobacterium damselae’nin alt tiirleri 6zellikle Avrupa’da ve iilkemizde denizde
kiltlirii yapilan baliklar i¢in 6nemli birer tehdit unsurudur. Dogal deniz ortaminda hayatta
kalan, dogal baliklarda ve kafes sisteminde yetistirilen baliklarda yayilimi1 yaygin olan
etkenler i¢in, yavru baliktan itibaren yapilan agilamalar oldukc¢a 6nemli olmakla beraber bazi
durumlarda asilar da etkili olamamaktadir. Photobacterium damselae’nin alt tiirlerine ait
klinik bulgular belirgin olmakla birlikte bu etkenlerin hizli teshisi ve tedavisi de oldukga
onemlidir. Bu ¢alismada Photobacterium damselae’nin alt tiirleri icin hizli teshis yontemleri

ve bu tiirlerin tedavide kullanilabilecek antibiyotiklere karsi duyarliliklart ortaya koyulmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Photobacterium damselae subsp. piscicida ve Photobacterium damselae subsp.
damselae giinimiizde deniz kiiltiir balik¢iliginda olduk¢a 6nemli iki farkli balik patojenidir.
Tek basina ya da birlikte veya diger hastalik etkenleri ile birlikte hastalik gelistirebilirler.
Klinik bulgu olarak baliklarda 6zellikle deride neden olduklar1 degisimlerle tanimlanirlar.
Ayrica Photobacterium damselae subsp. piscicida’nin dalakta ve bobrekte sebep oldugu
tiiberkiiller teshis icin spesifik bir bulgudur. Photobacterium damselae subsp. damselae
baliktan baska c¢esitli memeli hayvanlarda ve insanlarda da gelisebilir ve deri tliberkiillerine
sebep olabilir. Her iki etken de o6zellikle yaz aylarinda yayilim gosterir ve hastalik kontrol

altina alinmadiginda baliklarda yogun dliimlere sebep olabilir.

Hem Photobacterium damselae subsp. piscicida hem de Photobacterium damselae
subsp. damselae klinik olarak belirti gostermekle beraber kesin teshis i¢in, klinik bulgu
gosteren yeni Olmiis baliklar hizlica muayene edilip taze balik 6rnekleri derhal besi yerine
ekilmelidir. Koloni morfolojisi siipheli olan izolatlardan Gram boyama yapilmali ve Gram
negatif basil bipolar boyanan koloniler hizlica biyokimyasal testlere tabii tutulmalidir.
Biyokimyasal testler sonucunda teshis edilen izolatlar molekiiler teshis yoluyla identife

edilebilir.

Arastirmamizda 200 adet balik 6rneginden 35 adet siipheli sus ve 26 adet identife
edilmis izolat elde edilmistir. Bu izolatlarin 18 adedi (%69,23) Photobacterium damselae
subsp. piscicida ve geri kalan 8 adedi (%30,77) de Photobacterium damselae subsp. damselae
alt tiirli olarak teshis edilmistir. Ayrica bu izolatlar yalnizca silipheli ¢ipura yavrularindan elde
edilmistir. Bununla beraber hem Photobacterium damselae subsp. piscicida hem de
Photobacterium damselae subsp. damselae izolatlar1 sulfametoksazol-trimetoprim (25 pug) ve
tetrasikline (30 pg) karsi direncli ve siprofloksasine (5 pg) karsi duyarli (%100) bulunmustur.
Ayrica Photobacterium damselae subsp. damselae ampisilin (10 ug) ve sefotaksime (30 pg),

Photobacterium damselae subsp. piscicida ise gentamisine (10 pg) kars1 %100 duyarhdir.

Bu c¢alisma sonunda, Photobacterium damselae tirii ile Photobacterium damselae
subsp. piscicida ve Photobacterium damselae subsp. damselae teshisi i¢in kullandigimiz
molekiiler teshis yontemi uygulanabilir bulunmustur. Photobacterium damselae subsp.
piscicida ve Photobacterium damselae subsp. damselae izolatlarinin ele alinan antibiyotiklere

kars1 farkli duyarlilik gostermeleri de degerli bulunmustur. Sonug olarak elde edilen bulgulara

65



gore cipura yavrulart hem P. damselae subsp. piscicida hem de P. damselae subsp. damselae
acisindan daha duyarli bulunmustur. Orneklemenin yapildig1 yaz mevsimi hastaligin ortaya
ciktig1i ve yogun izlendigi donemdir. Hizli teshisin 6nemi, korunma ve hizli tedavi ile
kayiplarin 6nlenmesi adina olduk¢a Onemlidir. Karsilagilan vakalarda antibiyogram testi

sonucunda antibiyotik uygulamasi yapilmasi tavsiye edilmektedir.
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