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OZET

Bu calismada, 2006 yili mart ve mayis aylarinda Akdeniz Bélgesi’nde bulunan isletmeden,
hastalik salginlari esnasinda 6 farkli isletmeye ait gokkusagi alabaligi fry ve fingerlinglerinden
13 adet Flavobacterium psychophium izolati tespit edildi. izolatlar konvansiyonel ve hizh
teshis yontemleri (APl ZYM) ile identifiye edildi. A ntimikrobiyal duyarlikhklari ATB VET ile
belirlendi. Arastirmada elde edilen izolatlarin fenotipik 6zellikleri homojen bulundu. APl ZYM
testleri sonucunda; izolatlarin proteolitik ve lipolitik enzimleri Gretebilme yeteneginde oldugu,
ancak karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili enzimleri Uretemedigi goruldi. izolatlarin,
tamaminin doksisikline; % 92,3’niin gentamisin ve spektinomisin’e; % 84,6°sinin tetrasiklin,
flumekuin, amoksisillin/klavulanik asit ve gentamisin’e duyarli olmasina karsin, eritromisin,
nitrofurantoin, oksasillin, kolistin, sulfamethizol ve metrodinazol'e yiiksek oranda direncli
olduklari goraldu.

Anahtar kelimeler: Flavobacterium psychrophilum, APl ZY M, antimikrobiyal duyarlilik

Identification of Flavobacterium psychrophium isolates
using API ZYM and determination of antimicrobial
suscebtibilities with ATB VET

ABSTRACT

In this study, 13 Flavobacterium psychophium isolates was determined from rainbow
trout fry and fingerlings in the fish farms in Mediterranean Region during march and may
2006. Isolates by conventionally, and rapid diagnosis test (APl ZYM) were identified.
Antimicrobial suscebtibilities of strains was determined by ATB VET. Phenotypic
characteristics of the strains in the study was found homogenous. In the result of APl ZYM
test, isolates were determined to produced lipolytic and proteolytic enzymes, but not enzymes
involved in carbohydrate metabolism. Although all of the strains to doxycycline; 92.3 % to
gentamicin and spectinomycin; 84.6 % to tetracycline, flumequine, amoxicillin/clavulanic acid and
gentamicin were sensitive, It was observed high rate resist to e rythromycin, nitrofurantoin, oxacillin,
colistin, sulfamethizole and metronidazole.
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GIRIS

Flavobacterium psychrophilum (Cytophaga
psychrophila, Flavobacterium psychrophilus)
oOzellikle salmonid baliklarda ve bazen de diger
balik tlrlerinde gorilen bakteriyel soguksu
hastaligi veya diger bir ismiyle gokkusagi
alabahg fry sendromu’nun etkenidir (Capeda et
al., 2004, Cipriano and Holt, 2005).

Soguk su hastaligi; yetistiriciligi  yapilan
gOkkusagr alabaliklarinin  fry ve fingerling
doneminde agir kayiplara neden olan
hastaliklardan biridir. Hastalik, daha cok 15
°C’nin altindaki su sicaklklarinda gordlir.
Hastaligin  belirtileri, letarji, deri renginde
koyulasma, istah kaybi, ascites, ekzoftalmus,
solungagclarda ve i¢ organlarda anemi, dalakta ve
arka bobrekte hipertrofi, 6n bobrekte atrofi
olarak bildirilmektedir (Cipriano and Holt,
2005).

Bu hastalik, ginimizde pek cok ulkede
enzootiktir.  Son 15 wyildir tim dinyadaki
gbkkusagi alabaligi kulugkahanelerinde ciddi
balik kayiplarina neden olmaktadir (Lorenzen et
al., 1997; Cipriano and Holt, 2005). Ulkemizde,
Ege, Marmara, Akdeniz, Karadeniz, i¢c Anadolu,
ve Dogu Anadolu Bodlge’lerindeki gokkusagi
alabahg isletmelerinden F. psychrophilum izole
edilmistir (Cagirgan ve ark., 1997; Korun ve

Timur, 2001; Diler ve ark., 2003; ispir ve ark.,
2004).
Soguksu hastaligina karsi etkin bir asi

kullanimi olmamasi nedeniyle, ilacla korunma ve
tedavi On plandadir. Bu nedenle bakterinin
hizli  identifikasyonu ve antimikrobiyallere
duyarliliginin ~ belirlenmesi ~ énemlidir.  Bu
arastirma ile tGlkemiz Akdeniz Bolgeleri’nde yer
alan 6 farkli giftlikteki gokkusagi alabahgi fry ve
fingerliglerinden izole edilen Flavobacterium
psychrophilum izolatlarinin APl ZYM testi ile
proteolitik ve lipolitik enzimleri  {retme
Ozelliklerinin ilk kez incelenmesi suretiyle hizh
identifikasyonu ve ATB VET ile antibiyotiklere
duyarliliklarinin belirlenmesi amacglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Bu arastirmada, 2006 yili mart-mayis
aylarinda  Akdeniz  bolgesindeki 6  farkl
gokkusagr alabaligi isletmesinde 0.5-5 gr

blyiklugundeki gokkusagi alabaliklarinda ortaya
cikan epizootilerden yapilan mikrobiyolo jik
incelemeler sonucunda Flavobacterium
psychrophilum izolatlari identifiye edildi.
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izolatlarin  biyokimyasal ve
karakterizasyonu

Hasta baliklarin bébrek ve karacigerlerinden
alinan ornekler Anacker-Ordal Agar’a pasaj
yapildi ve 18 °C’de 4-7 gun inkube edildi.
Genellikle, pasaj edildikten 4-7 gln sonra
Anacker-Ordal Agar’da olusan sari-pigmentli
koloniler izole edildikten sonra subkulturleri
yapilarak saflastirildi. izolatlarin
identifikasyonunda; Gram boyama, sitokrom
oksidaz, katalaz testi, asili damla ile hareket
muayenesi, nisasta hidrolizi, jelatin hidrolizi,
Oksidasyon-Fermentasyon testi (O/F), Flexirubin
pigmentin varhgr tespit edildi. izolatlarin e nzim
tretimi APl ZYM stripleri (bioMerieux, 25 200)
yardimiyla test edildi. APl ZYM testi Uretici
firma talimatlarina goére vyapildi wve stripler
18°C’de 20-24 saat inkiibe edildi (Sarti et al.,
1992; Dalsgard, 1993; Holt et al., 1994;
Madetoja, 2002).

fizyolojik

izolatlarin antibiyotiklere duyarhliklarinin
belirlenmesi

Tespit edilen Flavobacterium psychrophilum
izolatlarinin  antibiyotiklere duyarhhklari 28
farkli antimikrobiyal iceren MINIAPI sistemde
(ATB VET, bio Merieux, 14 289) belirlendi.
Bunun i¢in bakteri Anacker-Ordal Broth’da
slispanse hale getirildi. Elde edilen bakteriyel
stispansiyon, MC Farland 0,5 ’e esit bulaniklikta
hazirlandi ve her birinde farkli bir antimikrobiyal
iceren cukurlara 135ul bakteri slispansiyonu
eklendi. Ekim yapilan MINIAPI sistemi (ATB
VET) 17 °C’de 24-48 saat inkibe -edildi.
inkiibasyon  sonucunda  bulanikltk  olusan
cukurlardaki  antimikrobiyallere  bakterinin
direncli, bulaniklik olmayan kutucuklardaki
antimikrobiyallere bakterinin duyarh oldugu g6z
oninde bulundurularak, her izolatin
antimikrobiyallere  duyarliligi  tespit  edildi
(Madetoja, 2002).

BULGULAR

Isletmelerde kullanilan su sicakhig

isletmelerde kullanilan su sicakhginin 12+2
°C arasinda oldugu kaydedildi.

Enfekte
belirtileri
inceledigimiz baliklarda dis belirti olarak deri
renginde  koyulasma, ekzoftalmus, g06zde
kanama, sirt yuzgecinde erime, ylzgec

baliklarda belirlenen hastalik
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tabanlarinda kanama, anusde kizariklik gézlendi.
ic belirti olarak bagirsakta sari renkli jelatinimsi
bir sivi birikimi, karacigerde solgunluk, dalakta
biyiime ve arka bobrekte siskinlik gibi belirtiler
tespit edildi.

Izolatlarin
reaksiyonlari

Anacker-Ordal Agar’a baliklarin karaciger ve
bobreklerinden yapilan pasajlar sonucu 4-7 giin
sonra gelisen sari- pigmentli koloniler elde
edildi. izolatlarin, gram(-) uzun cubuk seklinde,
kayma hareketi goOsteren, katalaz, sitokrom
oksidaz testleri ve flexirubin pigment ydninden
pozitif oldugu, jelatini hidrolize ettigi; O/F testi
sonucunda glukoz kullanmadi§l ve nisastayi
hidrolize edemedigi belirlendi (Cizelge 1).
izolatlarin, APl ZYM profiline bakildiginda
alkalin fosfataz, 16sin arilamidaz, esteraz, esteraz
lipaz, fosfotaz asit ve naftol -AS-Bl-fosfohidrolaz
yoninden pozitif; lipaz, valin arilamidaz,
sistin  arilamidaz, tripsin,  o-Kymotripsin,

fizyolojik ve biyokimyasal
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o-Galaktosidaz, B-Galaktosidaz, a-Glukuronidaz,
B-Glukuronidaz, N-asetil-B-glukosaminidaz, a-
Mannosidaz,  B-Fukosidaz yoninden negatif
sonug verdigi gorildu (Cizelge 2).

Izolatlarin antibiyotiklere duyarlikliklar

Flavobacterium psychrophilum izolatlarinin
tamaminin doksisikline, % 92,3’(inlin gentamisin
ve spektinomisin’e, % 84,6’sinin tetrasiklin,

flumekuin, amoksisillin/klavulanik asit ve
gentamisin’e, %  76,92’sinin  apramisin,
rifampisin ve enrofloksasin’e, % 69,23’lUnin
kanamisin  ve tiylosin’e, %  61,53’0niUn

pristinamisin, kotrimaksazol ve linkomisin’e, %
53.,”inin amoksisillin, sefoperazon, sephalotin ve
fusidik asit’e, % 46,15’inin penisilin ve oksolinik
asit’e, % 38,46’sinin eritromisin, kloramfenikol,
nitrofurantoin ve oksasillin’e, % 23,07’sinin
kolistin’e, % 15’inin sulfamethizol’e, % 7,6’
sinin metrodinazol’e duyarh oldugu belirlendi

(Cizelge 3).

Cizelge 1. izole edilen Flavobacterium psycrophilum izolatlarinin konvansiyonel test sonuglari
izolatlar

Karakter Al A2 B C D

FL F2 F3 F4 G H |

Gram
Reaksiyon
Hareket - - - - -

Koloni

Sarl1 Sari Sar1 Sari

Rengi

Oksidaz - - - - -
Katalaz + + + + +
O/F -/- - - - -
Fleksirubin

Pigment + + + + +
Uretimi

Nisasta

Hidrolizi

Jelatin

Hidrolizi

Sarl

Sart  Sart  Sart  Sart  Sart  Sar1  Sari

"+ Kayma hareketi var
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Cizelge 2. 6 farkli isletmeden iz ole edilen Flavobacterium psycrophilum suslarinin API ZYM test

sonugclari* _
Isletmeler

Enzim 1 2 3 4 5 6
Alkaline fosfatase + + + + + + + +

(Guglu) (Guglu) (Guglu) (Guglu) (Guelu) (Gugli)  (Gugla)  (Gucld)
Esterase + + + + + + + +

(Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif)
Esterase lipase + + + + + + + +

(Zayif) (zZayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif)

Lipase - - - - - - - -
Leucine + + + + + + + +
arylamidase (Gigli) (Guglt) (Guelt) (Guclu) (Gacla) (Gagld) (Gugld)  (Gugla)
Valine arylamidase - - - - - - - -
Cystine
arylamidase ) ) ) ) ) ) ) )
Tyripsin - - - - - - - -
a-Chymotrypsin - - - - - - - -
Phosphatase acid + + + + + + + +
(zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif)
Napthol-AS-BI- + + + + + + + +

phosphohydrolase (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif) (Zayif)
o-Galactosidase - - - - - - - -
B-Galactosidase - - - - - - - -
a-Glucuronidase - - - - - - - -

B -Glucuronidase - - - - - - - -
N-acetyl- -

glucosaminidase

a-Mannosidase - - - - - - - -

B -Fucosidase - - - - - - - -

e Ayni isletmede izole edilen Flavobacterium psycrophilum suslarinin APl ZYM test
sonuglarinda farklilik olmamasi nedeniyle Cizelge *de izolatlar yerine numaralari verilmistir.
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Cizelge 3. izole edilen Flavobacterium psycrophilum suslarinin antimikrobiyallere karsi

duyarliliklar
Konsan izolatlar
Antimikrobiyal ilag t.
(mgiL) A2 B C D E F1 F2 F3 F4 G H 1
Amoksisillin( AMO) 4 S s §$ R S S R R R S S R R
Amoksisillin/klavulanik
asit (AMC) 42 s S S S S S R S S S S S R
Apramisin( APR) 16
Sefoperazon (CFP) 4
Sephalothin (CFT) 8
Kloramfenikol (CMP) 8
Kolistin (COL) 4
Kotrimoksazol (TSU) 2/38
Doksisiklin (DOT) 4
Enrofloksasin (ENR) 0.5

Eritromisin (ERY) 1
Flumekuin (FLU) 4
Fusidik Asit (FUC) 2
Gentamisin (GEN) 4
Kanamisin (KAN) 8
Linkomisin (LYN) 2
Metronidazol (MTR) 4

g »w I v o o I OV O T o 0T O n O I o 0O o n 0D 0 o 0O nu n
w »nw B’V XV IV O w ¥ OV XV OV OV »w OV OV »n WV XV VW »nw XV W WV n »nw O
v unu O OO n oo oo n n 0O nu 0 n no uno no onu o0 o0 no ounue 0 0 nu a0 onm
g T OV o w X OV XV O X O XV OV 0O O 0T O 0D 0 n o nun nuo 0 30 n
w u T nu u unu unu »o o o unu o unun ‘W n;mU nu n no nnu o0 "’ o un Ao onm
w u unu unu uo uno unuo nu 0 n unu nuo n I’ unu no oo nonno oo no nnuom
w nw BV VW O 0o nu nu nu n O 0 uo no nuo n n 0 no n 0 0o 0V O nw DO
w »w I o u nu OV n T n WV VW O 0O O o O O o n 0D 0T O nu nu n
w nw I nu u nu nu nu nu T - VW 0 O o 1V O n v nun BV OV VW OV WV O
g o uo o w » OV OV »w BV WV OV O 0O 0O 0T 0 10D 0O n 0O o o 0O 0O »m
w u o nu u unuo unuo nu 0 nu 10 o unu 0o no nun no no n n o0 "’ nu n nom
g XV OV o w o w U OV XUV OV OV O L O TV »w U WV n o - W O T ”»
w »w IV u w ¥ -V UV OV o TV T O O w VW WV ULV T n WV O O L 0 »w

Nitrofurantoin (FUR) 25
Oksasillin (OXA) 2
Oksolinik Asit (OXO) 2
Penisillin (PEN) 0.25
Pristinamisin (PRI) 2
Rifampisin (RFA) 4
Spektinomisin (SPE) 64
Streptomisin (STR) 8
Sulfamethizol (SUL) 100
Tetrasikline (TET) 4
Tiylosn (TYL) 2
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TARTISMA ve SONUC

Flavobacterium psychrophilum izolatlarinin
lipolitik ve proteolitik enzim akvititesine sahip
oldugu, ancak karbonhidrat metabolizmasi ile
ilgili enzimleri (retme yeteneginde olmadigi
farkli arastirmacilar tarafindan bildirmektedir
(Lorenzen et al., 1997; Ostland et al., 1997;
Madetoja et al., 2001). Bu calismada da
Flavobacterium  psychrophilum izolatlarinin
lipolitik ve proteolitik enzimleri Urettikleri fakat
karbonhidrat metabolizmasi ile ilgili enzimleri
Uretmedikleri goralmastar.

Bu calismadaki F. psychrophilum
izolatlarinin APl ZYM profillerinin  homojen
oldugu belirlenmistir. Madetoja et al.,
(2001)’nin  yapmis olduklari calismada farkl
tlkelerden 8 farkli salgin esnasinda izole ettikleri
F  psychrophilum  suslari  ve  referans
F. psychrophilum susunun API ZYM profillerini
karsilastirdiklarinda, suslar arasinda esteraz,
esteraz lipaz, lipaz, sistin arilamidaz ve tripsin
dretimi  yonlinden  farkhihklar  goraldigu
belirtilmistir. Ostland et al., (1997) gokkusagi
alabaliklarinda  enfeksiyonlara neden olan
F. psychrophilum’un esteraz reaksiyonunun
suslar arasinda farkli; esteraz lipaz, lipaz ve diger

tim  testlerin  homojen  oldugunu ifade
etmektedirler. Calismamizda izolatlarin  API
ZYM profillerinin  homojen c¢ikmasl izole
edildikleri isletmelerin ayni bolgede
bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Arastirmada  elde  etti§imiz  izolatlarin
cogunlugunun doksisiklin, gentamisin,
spektinomisin, tetrasiklin, flumekuin,
amoksisillin/klavulanik asit, apramisin,

rifampisin ve enrofloksasin, kanamisin, tiylosin,
pristinamisin, kotrimaksazol, linkomisin,
amoksisillin, sefoperazon, sephalotin ve fusidik
asit’e karsi duyarli oldugu belirlenmistir. Balta,
(1997) F. psychrophilum’un nitrofuranlara
duyarli; flumekuin, sulfanomidler ve oksolinik
asite direncli oldugunu; ispir ve ark., (2004)
Dogu Anadolu Bolgesi’ndeki isletmelerde
gordlen salginlardan izole ettikleri
F.  psychrophilum  suslarinin  gentamisin,
oksitetrasiklin, nitrofuran, amoksisillin
/klavulanik asit ve eritromisine duyarli;
kloramfenikol ve penisile direncli olduklarini
bildirmektedirler.  Arastirmamiz  bulgulariyla
karstlastirildiginda gorilen farkhhklar bakterinin
antimikrobiyal ~maddelere diren¢ kazanma
Ozelligi ve suslar arasindaki farkhiliklardan
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kaynaklanabilecegi dustnulmektedir. Calismada
hem farkli isletmelerdeki baliklarda, hem de ayni
isletmenin farkli havuzlarinda bulunan baliklarda
tespit edilen izolatlar arasinda antimikrobiyallere
duyarlilik bakimindan farkliliklarin
bulunmasinin  sebebi de bakterinin direng
gelistirmesi seklinde aciklanabilir. Bruun et al.,
(2000) bir  salginda  antimikrobiyallere
duyarliliklart farkli bulunan izolatlarin varhg
nedeniyle etkin tedavinin gerceklesemeyebildigi
ve Dbirbirini takip eden salginlarin ortaya
cikabilecegini ifade etmektedir. Bu nedenle, F.
psychrophilum’un neden oldugu salginlarda tek
bir antimikrobiyal madde kullanimi ile etkin

tedavi saglanmayacagl ve salgin siresince
antimikrobiyallere duyarlilik testi ile
incelemelerin  yapilmasi  gerektigi  sonucuna
vartimistir.
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