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Oz: Bu calismada, Dogu Karadeniz Bélgesi’nde kiiltiirii yapilan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) ciftliklerinde hastalikl baliklardan izole
edilen Yersinia ruckeri’nin varligi arastirinugstir. Hastaltk semptomlar: gosteren baliklarin dalak ve bébreklerinden saglanan drneklerin ¢ogaltim besi yerlerine
ekimleri yapilmistir. Bu besiyerleri sogutmali inkiibatérde 20+1°C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibe edilen bakteri izolatlarinda hareket
muayenesi, katalaz, oksidaz ve OF besi yerinde oksidatif/fermentasyon testleri yapilmistir. Bu test sonuglarina gore API 20E test kiti kullanilarak suslar
biyokimyasal olarak tanimlanmustir. Kaynatma DNA 6rnekleri kullamilarak Y. ruckeri izolatlart polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile dogrulanmistir. Ayrica, Y.
ruckeri Tip 1 antikoru ile yapilan agliitinasyon testine gore serotip Ol oldugu belirlenmistir. Antibiyotik hassasiyet testleri yapilmigtir. Y. ruckeri izolatlarin
%97.5"i ampisilin’e ve %62.8 i oksitetrasiklin’e karsi direngli oldugu gésterilmistir. Bu ¢alismayla bolgemizdeki kontamine balik ¢iftlikleri tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Gokkusagi alabaligi, Yersinia ruckeri, API 20E, PZR, Serotip 1, Antimikrobiyel direng

The Antimicrobial resistance and investigation of Yersinia ruckeri from rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) farms in the
Eastern Black Sea Region

Abstract: In this study, the presence of Yersinia ruckeri isolated from diseased rainbow trout in aquaculture in Eastern Black Sea region was
investigated. Specimens from spleens and kidneys obtained from the fishes representing symptoms were inoculated in growth media. This media were incubated in
the cooled incubator at 20£1°C for 48 hours. Motility, catalase, oxidase and oxidative/fermentative tests were performed to the bacterial isolates incubated.
According to these test results, strains were biochemically identified by using API 20E Kit. Y. ruckeri strains were confirmed by polymerase chain reaction (PCR)
applied to boiled DNA preparations. Moreover, Serotype 1 isolates were identified by agglutination test in which Y. ruckeri type O1 antiserum was used.
Antibiotic sensitivity test was performed. Y. ruckeri isolates were showed high level resistance 97.5% to ampicillin and 62.8% to oxyteracycline. This study
detected the contaminated fish farms in this region.

Keywords: Rainbow trout, Yersinia ruckeri, API 20E, PCR, Serotype 1, Antimicrobial resistance

GIiRiS gibi bir ¢ok iilkeye yayildigi ve biiyik ekonomik kayiplara neden
olmasindan dolay1 6nemli bir sorun haline geldigi bildirilmistir.

Enterobacteriaceae familyasina bir iiyesi olan, Gram negatif bir Yersiniozis vakasina tilkemizde ilk kez 1991 yilinda gokkusagi
bakteri olan Yersinia ruckeri, 6zellikle salmonid baliklarda subakut, akut alabaliklarinda rastlandig: rapor edilmistir. Ege Bolgesindeki (Cagirgan ve
veya kronik septisemi ile seyreden bulasici bir hastaligi olarak ilk kez 1955 Yireklitirk, 1991) ve Marmara Bolgesindeki (Timur ve Timur, 1991)
bildirilmistir. Y. ruckeri kiiltirii yapilan gokkusagi alabaliklarinda gokkusagi alabaligi ciftliklerinden etkenin hastalikli baliklardan izole
(Oncorhynchus mykiss) ve Atlantik salmonlarda (Salmo salar L.) yiiksek edildigi bildirilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesinde karasal havuzlarda ve
oranda mortaliteye ve dnemli ekonomik kayiplara neden olan firsatg1 bir kis aylarinda ise denizde yiizer ag kafeslerde kiiltiirii yapilan gokkusag
patojen oldugu rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987; Petrie ve ark., alabaliklarinda hastalik ilk kez 1996-2004 yillar1 arasinda yapilan
1996). Hastaliga, ilk goriildiigii vadinin ismi olan “Hagerman Redmouth” caligmalarda tespit edildigi bildirilmistir (Balta ve ark., 2005). Son yillarda
ad1 verilmis ise de 1975’te Amerikan Balik¢ilar Birligi’nin Balik Saglig: balik hastaliklarinin hizli tanisinda geleneksel klasik yontemler yerine lam
Bolimii tarafindan hastaligin adi “Enteric Redmouth” (ERM) veya agliitinasyon, geleneksel testler API 20E ve PZR gibi testler bircok
Yersiniozis olarak degistirilmistir. Yersiniozis etkeni olan Y. ruckeri, hem aragtirmact tarafindan kullanilmigtir (Maugeri ve ark., 1983; Balta ve ark.,
tatli suda hem de tuzlu suda yetistirilen yapilan alabaliklardan izole edildigi 2005; Popovic ve ark., 2007; Altun ve ark., 2010; Balta ve ark., 2010;
bildirilmistir (Austin ve Austin, 1987; Furones ve ark., 1993; Austin ve Balta, 2016; Balta ve Dengiz Balta, 2016).
Austin, 1999). Yersiniozis genelde alabaliklarin bir hastaligi olarak kabul
edilmesine ragmen kanal yayin baligi (Ictalurus punctatus), mersin balig Bu c¢aligmada, 2004-2010 yillar1 arasinda Dogu Karadeniz
(Acipencer baeri) ve sazan baliklar (Carassius auratus)’inda da hastalik Bolgesindeki 7 farkli il, Erzurum, Gurcistan ve Ermenistan’dan tath ve aci
meydana getirdigi bildirilmistir (McArdle ve Dooley-Martin, 1985; suda kiiltiiri yapilan gokkusagi alabaliklarinda goriilen yersiniozis
Vuillaume ve ark., 1987; Danley ve ark., 1999). Hastalik ilk kez 1950’li vakalarindan getirilen balik Orneklerinden izole edilen bakteriler
yilarda Amerika Bilesik Devletlerinin Idaho eyaletinin Hagerman aragtirllmigtir. Hastaligin teshisinde, hastalik baliklarin goriilen klinik ve
Vadisinden rapor edilmistir (Austin ve Austin, 1987; Austin ve Austin, otopsi bulgularin belirlenmesi, hastalik etkeninin adi besiyerinde tiretilmesi
1999). Hastalik etkeni bu giine kadar Avustralya (Bullock ve ark., 1978), ve differensiyel besi yerinde saflastirilmasi, API 20E test kitleri ile
Kanada (Stevenson ve Daly, 1982), ingiltere (Roberts, 1983), Fransa (Lesel identifikasyonu gerceklestirilmesi, PZR testiyle dogrulanmasi, ve lam
ve ark., 1983), Danimarka (Dalsgaard ve ark., 1984), italya (Giorgetti ve agliitinasyon testi ile serotip 1 olan suslarin belirlenmesi ile hastaligin tanisi
ark., 1985), Yunanistan (Savvidis, 1990) ve iran (Roozbahani ve ark., 2009) konulmus ve portor olan ciftliklerin belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica,
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izole edilen etkenlere karsi antibiyogram testleri yapilarak hastalhigin
tedavisinde etkili antimikrobiyel ajanlarda belirlenmistir.

METERYAL ve METOT

Balik Materyali: Recep Tayyip Erdogan Universitesi, Su
Uriinleri Fakiiltesi, Hastaliklar Anabilim Dali Laboratuvarma 2009-2012
tarihleri arasinda Rize, Trabzon, Artvin, Gilimiishane, Giresun, Ordu
illerindeki, Dogu Karadeniz’e komsu illerden (Erzurum 4 ve Erzincan 1) ve
komsu iilkelerden (Giircistan 2 ve Ermenistan’dan 1) beton havuzlarda,
baraj gélleri ve Dogu Karadeniz’deki yiizer ag kafeslerde kiiltiirii yapilan
toplam 57 adet gokkusagi alabalik ¢iftliklerinden getirilen ve saha
calismalarinda her boy hastalikli alabaliklardan yaklagik 570 adet balik
numunesi incelenmistir.

Klinik Bulgular: Hastalikli baliklarin muayenesinde agizda ve
agiz gevresinde, bogazin alt kisminda kanama, 6zellikle pektoral ve pelvik
yiizgeclerin kaidesinde kanama, renkte kararma, gozlerde bilateral
ekzoftalmus, bazen gozde kanama, aniiste prolapsus ve karinda asitese bagl
sislik tespit edilmistir. Hastalikli baliklarda goriilen tipik dis semptomlar
Sekil 1°de verilmistir. Dogu Karadeniz Bolgesindeki ¢iftliklerde goriilen
hastalik vakalarinin saha calismalarinda hastaliga yakalanmis baliklarin
istahsizlik nedeni ile yem aliminda giigliik ¢ektigi, havuzun kenarlarinda, su
¢ikisina yakin yerlerde, suyun durgun oldugu yerlerde ve su yiizeyinde
halsiz bir sekilde yizdiikleri goriilmiistiir. Bazi treticilerin asemptomatik
olarak seyreden subakut veya akut vakalarda siddetli oliimlerden dolay1
baliklarmin  zehirlenmis oldugu kamisi ile yapilan miiracaatlarda ve
8°C’deki su sicakhigin dl¢iildiigii bir gokkusagr alabaligi ciftligindeki 100-
120 gr’lik baliklarda %30’luk bir mortalite ile seyreden bir hastalik
vakasinda herhangi bir dis belirti gdstermeksizin 6ldiigii belirlenmistir. Bu
baliklarin yapilan otopsilerinde agiz iginde kanamalar, karacigerin solgun
oldugu ve ozellikle pilorik seka iizerinde petesiyal (noktavari) kanamalarin
varlig1 tespit edilmis ve i¢ organlara ait otopsi bulgulart Sekil 2’de
gosterilmistir. Baliklarin midesinin odun, tas gibi yabanci maddeler
¢ikmasina karsin genelde bos oldugu, bagirsak sari-sulu bir igerikle dolu
oldugu ve aniise yakin olan son kismmin kizarik oldugu tespit edilmistir.

Sekil 1. Deride kararma, gozde ve agizda kanama, gozde ekzoftalmus (A),
bogazda kanama (B) Bogaz altinda ve pelvik yiizge¢ kaidesinde kanama
(C), aniiste prolapsus (D) (Orijinal).

Figure 1. Darkening on the skin, exophthalmos and bleeding in the eye,
bleeding in the mouth (A), bleeding in the throat (B), bleeding at the base of
pelvic fin and under the throat (C), prolapsed anus (D) (Original).

A v
Sekil 2. Asemptomatik (A), karaciger solgun
petesiyal kanama (A,B) (Orijinal)

Figure 2. Asymptomatic (A), pale liver (B), petechial hemorrhage in the
pyloric caecae (A,B) (Original).

(B), pilorik sekalarda

Etkenin Izolasyonu: Tipik hastalik semptomlart gdsteren
baliklarin bobrek ve dalaklarindan Tryptone Soy Agar (TSA, Merck) ve
Broth (TSB, Merck) ekimler yapilarak 20+1°C’deki sogutmali inkiibatorde
24-48 saatlik inkiibasyondan sonra bakteri kolonilerin olustugu tespit
edilmistir. Ayrica saglikli baliklarin 6zellikle bagirsak iceriginden SWA’a
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ekimler yapilmistir. izole edilen bakteriler daha sonraki caligmalarda
kullanilmak iizere steril % 20 gliserol igeren 1,5’lik ependorf tiiplerde -
20°C’de derin dondurucuda stoklanmigtir.

Etkenin identifikasyonu: Derin dondurucuda stoklanan 250 sus
¢ikartlip normal TSA ve TSB’ye steril kosullar altinda ekilmis ve
20+1°C’de sogutmali inkiibatorde 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Bazi
suslarin kontamine oldugu da tespit edilmistir. Kontamine olan suslari
saflagtirmak i¢in Shotss-Waltman Agar (SWA) kullanilmistir. Kisaca,
SWA; % 0.2 tripton, % 0.2 yeast ekstrakt, % 1 tween 80, % 0.5 sodyum
kloriir, % 0.01 kalsiyum kloriir hidrat, % 0.0003 brom timol mavisi, % 1.5
agar, pH 7.4 ayarlayip 121°C’de otoklavda 15 dakika steril edilen ve
50°C’ye kadar sogutulan besiyerine 0.5 g/ml sukroz igeren 10 ml soliisyon
0,22 pm membran filter ile steril edilerek ilave edilmistir (Austin ve Austin,
1987; Austin ve Austin, 1989; Altun ve ark., 2010). Kontaminasyon
kontrolii igin besiyerleri 37°C’de 2 gin etiivde bekletilmistir.

Kontaminasyon riskine karst her seferinde 100 ml SWA besiyeri
hazirlanmigtir. SWA’da iireyen, 5 mm ¢apinda ve buzlu cam manzarasi
goriiniimiindeki tipik Y. ruckeri kolonileri segilerek tekrar TSB’ye
ekilmistir. Kontamine suslardan tamamen saf kiiltiirler elde edilmistir. Saf
kiltiirler % 20 gliserol igeren 1,5’lik ependorf tiiplere ilave edilip -
20°C’deki derin dondurucuda stoklanmustir. Y. ruckeri’nin SWA’daki
olusturdugu buz manzaral goriintimii Sekil 3°de verilmistir.

A | =z
Sekil 3. SWA’da Y. ruckeri kolonileri (A) ve buzlu cam manzaras: (B)
(Orijinal).
Figure 3. Colonies (A) and surrounded by a zone of hydrolysis (B) of Y.
ruckeri in SWA (Original).

Klasik mikrobiyolojik test olarak hareket muayenesi, Gram
boyama, katalaz, oksidaz testi, 20 ve 37°C iireme testleri yapilmistir.
Katalaz testi, TSA’da saf olarak iireyen bakteri kolonilerinden steril bir
Pasteur pipeti ile alimip lam tizerindeki bir damla % 3 H,O, ile
karistirllmasiyla,  oksidaz  testi  ise  para-aminodimethylalanine
monohydrochloride maddesi emdirilen filtre kagid1 tizerine saf kolonilerden
Pasteur pipetiyle siirilmek suretiyle yapilmistir. Hareketli, Gr (-), koko-
basil sekilde, katalaz (+), oksidaz (-) ve OF besi yerinde
oksidatif/fermentatif test sonucu gore fermantatif olan tim suslarin
biyokimyasal testleri API 20E (Biomerieux) test kiti kullanilarak
yapilmustir (Austin ve Austin, 1999; Santos ve ark., 1993; Balta ve ark.,
2005; Altun ve ark., 2010; Balta ve ark., 2010). TSA besiyerinde iireyen 24
saatlik saf 3-5 bakteri kolonilerinden alinan 6rnekler steril % 0,9 NaCl
igeren saf suda vorteks yardimiyla homojenize edilmistir. Bu siispansiyon
steril Pasteur pipeti ile API 20E test kitindeki kuyucuklara prosediire uygun
olarak doldurulmus ve 25+1°C’de 48 saatlik inkiibasyondan sonra teste ait
ayiraglar dokiilerek sonuglar degerlendirilmistir. Y. ruckeri suslarina ait API
20E test sonuglarina ait fenotipik ozelliklerin goriiniimii Sekil 4’de
verilmigtir.

—
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Sekil 4. APl 20E test kiti aywraglari damlatilmadan o6nce (A) ve
damlatildiktan sonra (B) (Orijinal).

Figure 4. Before dropping into the API 20E test kit reagents(A), and after
dropping (B) (Original).

Polimeraz zincir reaksiyonlari i¢in kullanilacak kalpp DNA
izolasyonlar: igin her bir bakteri suglari 3 mL Luria Bertani (LB, % 1
tripton, % 0,5 maya ekstrakt1 % 0,5 NaCl, pH 7,4) siv1 besi yerine inokiile
edilmis ve 24 saat 37°C’de sallayicili inkiibatorde tretilmistir (Balta ve
ark., 2010). Bu kiiltiirden 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplere 1 ml alinmis ve
13.000 rpm’de 5 dakika santrifiijde ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan stvi kisim
dokiilmistiir. Ependorf tiipiin dip kisminda kalan bakteri lizerine steril 500
pL saf su ilave edilip, vorteks yardimiyla homojen dagilim saglandiktan
sonra kaynayan su igerisinde 10-12 dakika kadar tutularak bakteri
DNA’smin ¢ikarmak igin hiicre duvarmi patlatilmistir. Tiipler 5 dakika
sogutulup 13.000 rpm’de 10 dakika santrafiij edildikten sonra iistteki sivi
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kistm (DNA) steril ependorf tiiplere almmustir. Ust kisimlart 1 pL’si
PZR’da kalip DNA kaynagi olarak kullamlmistir. Calisilmak {izere -20°
C’de derin dondurucuda stoklanmustir. Y. ruckeri’lerin tanimlanmasinda
16S rRNA geninden yararlanilmigtir. Bu amagla sadece Y. ruckeri’nin 16S
rRNA geninin 573 baz ¢ift kismmim PZR’da ¢ogaltilmasimi saglayan
primerler (Yer3, F 5>-CGAGGAGGAAGGGTTAAGT-3’ ve Yer4, R 5’-
AAGGCACCAAGGCATCTCT-3") kullanilarak gergeklestirilmistir (Balta
ve ark., 2010). Bu primerler ile daha 6nce derin dondurucuda stoklanan
bakteri suslarina ait DNA’lar1 hizli ve giivenilir bir sekilde taranip Y.
ruckeri olan suslar belirlenmistir. PZR reaksiyon 50 pl hacimde 1X
polimeraz tamponu, 200 pl her bir dNTP, 3 mM MgCl,, 1,5 U Tag DNA
polimeraz, 1 uM her bir primer ve 100 ng bakteriyel genomik DNA
kullanilmigtir. Reaksiyon toplam 35 dongii; 94°C’de 2 dakika ilk
denatiirasyon ve sonrasinda toplam 35 dongii, 94°C 40 saniye, 55°C 1
dakika ve 72°C’de 1 dakika olarak gerceklestirilmistir. Son sentez 72°C’de
5 dakika olarak yapilmistir (Cerro ve ark., 2002). 10 pl PZR iriinii %1,5’lik
agaroz jelde 100 baz ¢iftlik DNA marker ile yiiriitiilerek goriintiilenmis ve
573 baz giftti PZR iirliniiniin gozlendigi bakteri 6rnekleri pozitif olarak
degerlendirilmis ve Y. ruckeri’nin agaroz jelde yiiriitiilen gorintiisi Sekil
5’de verilmistir.

Sekil 5. Yersinia ruckeri’nin 16S rRNA’sin1 kodlayan genin amplikonu M,
100bp DNA Ladder (Promega, ABD) 573bp ¢ift.

Figure 5. Coding gene amplification for 16S rRNA of Yersinia ruckeri
(573bp), lambda DNA 100-bp molecular size marker (Promega, USA).

Ayrica PZR testi sonucu pozitif olan suslar, Y. ruckeri Tip |
antikoru ile lam agliitinasyon testine tabi tutulmustur (Cagirgan ve
Tanrikul, 1998; Balta ve ark., 2010). Kisaca, temiz bir lam iizerine 6ze
yardimiyla bir damla FTS (% 0,85 NaCl) konulup bakteri ile homojen hale
getirildikten sonra kenarina bir damla tavsanda elde edilmis Y. ruckeri Tip |

antikoru ilave edilerek karigtirilmigtir.  Antijen-antikor reaksiyonu
sonucunda kar taneleri gibi ¢oOkeltinin olugmasi pozitif olarak
degerlendirilmis ve lam agliitinasyon pozitif test sonucu 151k

mikroskobunun 151k kaynagi tizerine konularak dijital fotograf makinesi
(Nikon E5000) ile gortintiilenmistir ( Sekil 6).

Sekil 6. Y. ruckeri Tip I antikoru kullanarak suslarin lam agliitinasyon testi
pozitif sonucu (Orijinal).

Figure 6. Y. ruckeri strains of type | antibody-positive result using the slide
agglutination test (Original)

Antimikrobiyel Hassasiyet Testi: Antimikrobiyel hassasiyet
deneyleri Clinical and Laboratory Standards Institute olgiitlerine uygun
olarak standart disk difiizyon yontemine gore yapilmistir (CLSI, 2003). Y.
ruckeri suglarinin 22°C’de TSA’da iretilen 24 saatlik kiiltiirleri steril
izotonik tuzlu suda McFarland No: 0,5 bulanikligina ayarlanmistir. Etiivde
37°C’de nemi alinmis Mueller Hinton Agar (MHA) {izerine vorteks yardimi
ile homojenize edilen 6rnekler dokiilmiistiir. Antibiyotik diskleri (Oxoid,
UK) sirasiyla, oksitetrasiklin, oksalinik asit, sulfametoksazol, ampisilin,
florfenikol, streptomisin, enrofloksasin, trimetoprim+sulfametoksazol disk
dagitict yardimu ile besiyeri tizerine yerlestirilmisti. MHA 20°C’de bir
gece inkiibasyona birakilmistir. Antimikrobiyel hassasiyet testi igin
Escherichia coli ATCC 25922 referans sus olarak kullanilmistir.
Antibiyotik disklerin etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplari dijital kompas
yardimiyla Olgiilmiis ve sonuglar Clinical and Laboratory Standards
Institute tarafindan tarif edilen Gram negatif ve Enterobacteriaceae
familyas1 i¢in akuakiiltirde kullanilan veteriner ilag rehberindeki
antibiyotik standart inhibisyon zon ¢aplari ile olusturulan verilere gore
(Tablol) degerlendirilip yorumlanmistir (CLSI, 2003; CLSI, 2004).
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Tablo 1. Bu c¢aligmada kullanilan  antimikrobiyellerin  disk
konsantrasyonlar1 ve inhibisyon zon ¢aplara gore duyarlilik araliklari.
Table 1. Antimicrobial susceptibility test disc content of antimicrobials and
breakpoints used in the study.
Antimikrobiyel ajanlar ve

inhibisyon zon ¢api (mm)

disk konsantrasyonlari D o) H

T (30 ng) <14 15-18 >19
OA (2 pg) <10 11-12 >13
SMZ (100 png) <12 13-16 >17
AM (10 pg) <13 14-16 >17
FFC (30 pg) <14 15-18 >19
S (10 ng) <11 12-14 =15
ENR (5 ng) <16 17-20 >21
E (15 ng) <1 14-22 >23
SXT (25 pg) <10 11-15 =16

AM: Ampisilin, E: Eritromisin, ENR: Enrofloksasin, FFC: Florfenikol, , OA: Oksolinik asit, S:
Streptomisin, SMZ: Sulfametoksazol, STX: Trimetoprim+ Sulfametoksazol, T: Oksitetrasiklin.D:
Direngli (Resistance), O: Orta hassas (Intermediate), H: Hassas (Susceptible)

BULGULAR

Bu arastirmada hastalikli baliklardan izole edilen bakteri
suslarmm SWA’da iireyen kolonileri etrafinda buzlu cam gériiniimiiniin
olugsmast tween 80’1 hidrolize ettigini, API 20E ve PZR reaksiyon
sonuglarina gore 75 adet susun Y. ruckeri oldugu belirlenmistir. Lam
agliitinasyon test sonuglarina gore de biitiin izolatlarmm Y. ruckeri Tip O1
oldugu belirlenmistir. Test sonuglarma gore Rize ilindeki 18, Trabzon
ilindeki 16, Giimiishane 8, Artvin 5, Erzurum 4, Giresun, Erzincan ve Ordu
illerindeki 1’er, ayrica Giircistan’daki 2 ve Ermenistan’daki 1 olmak tizere
57 adet gokkusagi alabalik iretim giftliginin kontamine oldugu tespit
edilmistir.

Y. ruckeri suglarmin 48 saat inkiibasyondan sonra TSA besi
yerinde meydana getirdigi saf kolonilerden yapilan hareket muayenesinde
etkenin hareketli, Gram negatif ve koko-basil seklinde oldugu, oksidaz
negatif olmasina karsin katalaz pozitif oldugu ve OF besi yerinde yapilan
oksitatif/fermantatif test sonucuna gore etkenin fermantatif oldugu tespit
edilmistir. API 20E test kitine inokiile edilen suslarin 48 saatlik sonunda
biyokimyasal test sonuglari referans testlere gore degerlendirilmistir (Petrie
ve ark., 1996; Austin ve Austin, 1999). Hastalikli gokkusagi alabaliklarinin
bobrek ve dalaklarindan izole edilen Y. ruckeri suslarinin biyokimyasal,
morfolojik ozellikleri ve API 20E testine ait sonuglar Tablo 2’de
verilmisgtir.

Tablo 2: Gokkusagi alabaliklarindan izole edilen Yersinia ruckeri
izolatlarinin biyokimyasal, morfolojik 6zellikleri ve APl 20E test sonuglari.
Table 2: Biochemical, morphological characteristics and API 20E results of
Yersinia ruckeri isolated from rainbow trout.

Testler Y. ruckeri suglann ~ Testler Y. ruckeri suglart
H (20°C) )75 URE )75
H (37°C) )75 TDA )75
Gr ()75 IND ()75
0 (-)75 VP (+)75
K (75 GEL ()75
TSI (+)75 GLU* ()75
O/F (F)75 MAN* (+)75
SWA ()75 INO* ()75
ONPG (+)75 SOR* ()75
ADH ()75 RHA* ()75
LDC ()75 SAC* ()75
opC (+)75 MEL* ()75
cIT (+)75 AYM* ()75
H.S ()75 ARA* ()75

H: Hareket, Gr: Gram boyama, O: oksidaz, K: Katalaz, TSI: Triple sugar iron agarda iireme, O/F:
Oksidasyon/Fermantatif, SWA: Shotts-Waltman agarda iireme, ONPG: B-Galaktosidaz, ADH:
Arjinin dehidrolaz, LDC: Lizin dekarboksilaz, ODC: Ornitin dekarboksidaz, CIT: Sitrat kullanim,
H:S: Hidrojen siilfir, URE: Ureaz, TDA: Triptofan deamilaz, IND: indol, VP: Voges-Proskauer,
*Karbonhidratlardan asit olusum Testleri; GLU: Glukoz, MAN: Manitol, INO: Inositol, SOR:
Sorbitol, RHA: Ramnoz, SAC: Siikroz, MEL: Melibiyoz, AYM: Amigdalin, ARA: Arabinoz.

Disk diflizyon yontemiyle yapilan antimikrobiyel test
sonuglarina goére Y. ruckeri suglarma ait en yiiksek direng %97.5 ile
ampisiline kars1 tespit edilmistir. Bunu sirasiyla, oksitetrasiklin %62.8,
daha az oranda streptomisin %22.3, trimetoprim+sulfametoksazol %14.9,
sulfametoksazol %212.4, oksolinik asit 9%10.7, florfenikol %8.3 ve
enrofloksasin %35 olarak tespit edilmistir. Y. ruckeri izolatlarma ait
antibiyotiklere karst olusan toplam diren¢ miktar1 Sekil 8’de grafik olarak
gosterilmistir.
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Sekil 8. Yersinia ruckeri izolatlarinin antibiyotik diren¢ sikligi.
OTC: Oksitetrasiklin, OA: Oksolinik asit, RL: Sulfametoksazol, AM: Ampisilin, FFC:
Florfenikol, ~S:  Streptomisin, STX  Trimetoprim+Sulfametoksazol, ENR:
Enrofloksasin.

Figure 8. The frequency of antibiotic resistance in isolates of Y. ruckeri.
OTC: Oxytetracycline, OA: Oxolinic acid, RL: Sulfamethoxazole, AM: Ampicillin,
FFC: Florfenicol, S: Streptomycin, STX: Trimethoprim+Sulfamethoxazole, ENR:
Enrofloxacine.

TARTISMA ve SONUC

ERM hastaligi yaklasik 7,5 cm uzunlugundaki gokkusagi
alabaliklarini en ¢ok etkiledigi, 15-18°C’deki su sicakliginda pik yaptig1 ve
10°C’ye diistigiinde ise enfeksiyonun siddetinin azaldigi bildirilmistir
(Austin ve Austin, 1987). Bu calismada olgiilen su sicakligi diger
caligmalarla paralellik gostermesine kargin birkag vakada 10°C’nin altinda
(8°C) higbir semptom gostermeksizin baliklarda %30 ve hatta 3-4 giin
icinde %90’lara varan Oliimler tespit edilmistir. Klinik olarak saglikli
goriinen baliklar Y. ruckeri tastyicisi olabilecegi, sonradan stres durumunda
¢ok sayida bakteriyi dis ortama birakitigi ve bdylece diger baliklara
enfeksiyonun bulastiridigi bildirilmistir (LeJeune ve Rurangirwa, 2000).

API 20E test sonuglarma gore Y. ruckeri suslarinin; -
galaktosidaz, lizin dekarboksilaz, ornitin dekarboksidaz, sitrat kullanimi,
H,S, iireaz, triptofan deamilaz, indol, voges-proskauer, jelatinaz, glukoz,
manitol, inositol, sorbitol, ramnoz, siikkroz, melibiyoz, amigdalin, arabinoz
test sonuglar1 Petrie ve ark., (1996) API 20E test sonuglari ile arjinin
hidroliz testi hari¢ ile benzerlik gosterirken, Austin ve Austin (1999),
tarafindan bildirilen test sonuglari voges-proskauer testinin negatif olmasi
hari¢ diger API 20E test sonuglarmin ayni olmasi paralellik gosterdigi
belirlenmistir.

Y. ruckeri antiserumunun baliklardan izole edilen diger
bakteriler ile iliskili antijenik capraz reaksiyon gosterebilecegi rapor
edilmistir (LeJeune ve Rurangirwa, 2000). Bu calismada izole edilen
bakterilerle yapilan lam agliitinasyon test sonuglarina gére suslarin hepsinin
serotip O1 oldugu tespit edilmistir.

Balik patojenlerinin identifikasyonunda kullanilan API 20E
kitleri hatali sonuglar verebildigi ve Y. ruckeri ile Hafnia alvei’nin
karistirildigr bir ¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Austin ve Austin,
1987; Popovic ve ark., 2007; Altun ve ark., 2010). Y. ruckeri suslarinin
37°C’de iiretildiginde hareketsiz, 3-galaktosidaz ve jelatin hidroliz testleri
pozitif, ramnoz ve arabinoz testleri negatif sonug¢ vermesine karsin, H. alvei
suslarinin ise 37°C’de iiretildiginde hareketli, B-galaktosidaz ve jelatin
hidroliz testi negatif, ramnoz ve arabinoz testi pozitif sonu¢ vermesi ile
birbirinden ayrildig1 bildirilmektedir (Santos ve ark., 1993; Austin ve
Austin, 1999; Altun ve ark., 2010). Y. ruckeri selektif besi yerleri olan
SWA olusturduklart 6zel buzlu cam koloni morfolojisi ile diger
bakterilerden kolayca ayirt edilebilmektedir (Altun ve ark. 2010). Bu
calismada kullanilan biitiin izolatlarimin  20°C’de hareketli, 37°C’de
hareketsiz olmas1 ve SWA’da buzlu cam koloni morfolojisine sahip olmas1
ile Y. ruckeri oldugu tespit edilmis, fakat farkli arastirmacilar bazi Y.
ruckeri suglarinin tween 80 hidrolize etmedigi bildirilmistir (Bullock ve
ark., 1978; Cagirgan ve Yireklitirk, 1991; Austin ve Austin, 1999; Altun
ve ark., 2010. Ayrica, Lam agliitinasyon test sonuglarina gore izolatlarin
hepsi serotip O1 oldugu belirlenmistir. PZR iirlinlerinin %1,5’lik agaroz
jelde 100 baz c¢iftik DNA marker ile yiritilerek sonuglar
karsilagtinildiginda 573 baz ¢iftti PZR driniiniin  gozlendigi bakteri
ornekleri Yersinia ruckeri olarak kabul edilmistir.

Bu aragtirmada antimikrobiyel hassasiyet test sonuglarina gore
izole edilen Y. ruckeri suslarin en yiiksek direng %97.5 ile ampisilin’e,
fakat yersiniozis vakalarinda en stk kullanilan antibiyotiklerden
oksitetrasiklin’e  karst  %62.8 ve  Trimetoprim+Sulfametoksazol
kombinizyon’a karst %14.9 diren¢ sekillendigi tespit edilmistir. Ege
bolgesinde goriilen yersiniozis vakalarindan izole edilen 20 farkli Y. ruckeri
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susunun  %90°1  oksitetrasiklin’e, %80’i  nitrofurantoin’e, %75’
streptomisin’e, %751  eritromisin’e, %70’1 ampisillin’e, %35’1
norfloksasin’e, %30’u kloramfenikol’e direngli bulunmustur (Cagirgan,
1995). Baska bir arastirmada Y. ruckeri suglari ile yapilan antibiyogram test
sonuglarina gore sefalosporin, mezosillin, Trimetoprim+sulfametoksazol ve
gentamisine duyarli, linkomisin, eritromsin, sterptomisin, rifamisin,
nitrofuration’e kars1 direngli olduklar1 bildirilmistir. Oksitetrasiklin’e ise
bazi suslarin duyarli bazi suslarin ise direng gelistirmis olduklari rapor
edilmistir (Diler ve Altun, 1997). Farkli bir arastirmada 12 adet Y. ruckeri
susu {lizerine yapilan antimikrobiyel test sonuglarma gore oksitetrasiklin’e,
eritromisin’e ve ampisillin’e direncli iken, kloramfenikol ve norfloksasin’e
karst duyarli olduklari, trimetoprim+sulfametoksazol’e, nitrofurantoin ve
gentamisin’e karsi ise bazi suslarn diren¢ kazandiklarini bildirmislerdir
(Diler ve ark., 2000). Amerika’da yapilan bir aragtirmada Y. ruckeri
suslarmin oksalinik asit, oksitetrasiklin ve gliglendirilmis sulfonamidlere

karst duyarliligin = azaldigi rapor edilmistir (Rodpers, 2001). R
plazmidlerinin  varligmin Y. ruckeri’de belirlenmis olmasi bazi
antibiyotiklere kars1 zamanla hassasiyetinin azalabilecegini ileri

sirilmektedir (Austin ve Austin, 1999). Baska bir aragtirmada 23
antimikrobiyel ajanin hassasiyet testi sonucuna gore 50 sustan ikisinin
tetrasiklinler ve sulfonamidlere direng belirlenmis ve bu suslarin 36
megadalton plazmid tasidigi, Escherichia coli ve Y. ruckeri alicilarinin her
ikisine de transfer olabildigi gosterilmistir (De Grandis ve Stevenson,
1985).

Yersiniozis’e karsi korumada beslenmenin etkisinin onemli
oldugu, o6zellikle yemlere vitamin C ve E ilave edilmesi immun sistemi
gliclendirdigi, kontamine ciftliklerdeki 2-4 gr tizerindeki baliklarin farkli
yontemler kullanarak asilanmasi 6liimleri biiyiik 6l¢tide diistirdigii yapilan
caligmalarla ortaya konuldugu bildirilmistir (Cagirgan, 1995). Bolgemizde
kontamine ciftliklerde iiretilen 4-5 gr agirhigindaki gokkusag: alabaliklarin
yerli otovaksin agilar ile agilanmasi sonucu elde edilen basari, tireticilerin
her yil periyodik olarak baliklarmi asilatma istegi korumada kullanilan
agilarin etkili oldugunu ve agilamanin 6nemini anlagildiginin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir.

Bu arastirmanin sonucunda Dogu Karadeniz Boélgesindeki
alabalik giftliklerinin Y. ruckeri ile kontamine oldugu ve etkenin
antimikrobiyel maddelere kars1 farkli diizeylerde direng gelistirdigi
gosterilmistir.  Bu durum, hastalik goriilen isletmelerde karantina
tedbirlerinin uygulanmadigini, balik nakilleri esnasinda diizenlenen balik
saglik sartnamesinin baliklarn portorlilkk yoniinden kontrolii yapilmadan
diizenlenmesinden dolay1 portdr baliklarla etkenin tiim bolgeye yayildigt
diistiniilmektedir. Yersiniozis’in sagaltimida antibiyotik kullanimi rezidi
ve bakteriyel diren¢ problemlerine neden oldugundan, insan ve gevre
sagligr acisindan as1 kullanimi faydali olagag diistiniilmektedir.

Sonug olarak, bolgemizdeki 8 farkli ilde gokkusagi alabalik
isletmelerinden izole edilmis olan Y. ruckeri suslarinin fenotipik ve lam
agliitinasyon test sonuglarna gore c¢aligilan 75 adet Y. ruckeri suslarinin
hepsinin benzer oldugu tespit edilmistir. API 20E test kitleriyle yapilan test
sonuglarinin api web sisteminde olmamasi nedeni ile teshiste hatal
sonuglarnin 6niine gegmek igin klasik metotlarla mukayesenin yani sira,
PZR testi ile dogrulanmasinin yararli olacag: tespit edilmistir.
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