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Gokkusagi Alabahg Kokenli Listonella anguillarum izolatlarimin Fenotipik ve
Genotipik Karakterizasyonu
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Ozet: Bu ¢alismada, gokkusag alabaliklarindan izole edilen alt1 L. anguillarum izolati ve bir referans sus fenotipik ve
genotipik dzellikler agisindan incelendi. izolatlarin fenotipik 6zelliklerinin belirlenmesinde klasik mikrobiyolojik testler
ve API 20 E strip testi kullanildi. izolatlarin molekiiler identifikasyonu amiB genine dayanan L. anguillarum tiir spesifik
PCR uygulamasi ve sonrasinda ayn1 bolgenin sekans analizinin yapilmastyla gerceklestirildi. Izolatlarin dokuz farkl
antibiyotige kars1 antimikrobiyel aktiviteleri disk difiizyon yontemiyle belirlendi. Ayrica izolatlar arasindaki olas1 klonal
iliskiler Rastgele Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA (RAPD) metodu ile ortaya konuldu. API 20 E testlerinde izolatlar
arasinda -Galaktosidaz, arginin dihidrolaz, sitrat, sorbitol, amygdalin ve arabinoz testlerinde farkliklar goriilmistiir.
Tim izolatlarin L. anguillarum spesifik 429 bp’lik bant verdigi saptanmis ve bu sonug sekans analizi ile dogrulanmis-
tir. L. anguillarum izolatlarinin ¢alismada kullanilan dokuz farkli antibiyotige karst degisik diizeyde antimikrobiyal
aktiviteye sahip olduklari belirlendi. En yiiksek diren¢ orani neomisin ve linkomisin’e (% 100), en diisiik direng orani
ise doksisklin’e (% 14,2) kars1 gozlendi. RAPD analizi sonucunda L. anguillarum izolatlar1 % 60 benzerlik katsayisina
gbre bir unique tip ve bes alt tiirden olusan bir kiime (cluster) igerisinde gruplanmistir. Bu ¢alismanin balik kdkenli L.
anguillarum izolatlarmin fenotipik ve genotipik 6zelliklerinin belirlenmesi ile ilgili ileride yapilacak ¢aligmalara temel
olusturabilecegi diisiniilmektedir. Ayrica elde edilen sonuglar, balik hastaliklarinin tedavisinde uygun antimikrobiyal
ajanlarin secilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik, Genotiplendirme, Gokkusagi alabaligi, Listonella anguillarum

Phenotypic and Genotypic Characterization of Listonella anguillarum Isolates from
Rainbow Trout

Abstract: In this study, six L. anguillarum isolates obtained from rainbow trout and one reference strains were exam-
ined in terms of phenotypic and genotypic characteristics. Conventional microbiological and API 20E tests were used
to determine phenotypic characteristics of isolates. Molecular identification of isolates was carried out by applying the
L. anguillarum specific PCR method based on the amiB gene followed by sequence analysis of the analysis of amplified
product with the same primer pairs. Antimicrobial activity of isolates was determined by disk diffusion method against
the nine different antibiotics. Additionally, possible clonal relationships between isolates were demonstrated by the
RAPD-PCR method. There were differences between strains in terms of 3-galactosidase, arginine dihydrolase, citrate,
sorbitol, amygdalin and arabinose tests in API 20E system. In L .anguillarum specific PCR assay all of isolates gave
the final PCR product of 429 bp and this result was confirmed by sequence analysis. L. anguillarum isolates were found
to have different levels of antimicrobial activity against nine different antibiotics used in the study. There was a high
incidence of resistance to neomycine and lincomycine (84%), and a low incidence of resistance to doxycycline (14.2%).
In RAPD method, L. anguillarum isolates were grouped into one unique type and one cluster including five subtypes
according to 60% similarity coefficient index. The present study was considered to may provide a basis for further stud-
ies on phenotypic and genotypic characterization of L. anguillarum isolates from fishes. Moreover the present results
showed the importance of choosing appropriate antimicrobial agents for treatment of fish diseases.
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Giris kiiltiirde hem de larvikiiltirde énemli ekonomik
kayiplara neden olan bir hastaliktir [11]. Hastaligin
etkeni olan Vibrio anguillarum baslangigta Biyotip
1 ve 2 olarak iki biyotipe ayrilmistir [15]. Ancak, V.
anguillarum biyotip 2 DNA teknolojisindeki gelis-

Vibriozis gesitli deniz ve tatli su baliklarinda, ¢ift
kabuklu ve eklem bacaklilarda &liimciil hemorajik
septisemi ile seyreden ve tiim diinyada hem akua-
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meler sonucunda V. ordalii adiyla yeni bir tiir ola-
rak yeniden siniflandirtlmistir [28]. V. anguillarum
biyotip 1 ise 5S ribozomal RNA (rRNA) gen dizisi
analizine dayanarak Listonella anguillarum olarak
yeniden siiflandirilmistir [21]. Ancak bazi arastir-
macilar halen V. anguillarum ismini kullanmay1 ter-
cih etmektedirler [11, 35].

Vibriozis hastaligin neden oldugu ekonomik
kayiplarin etkili bir sekilde en aza indirilmesi ve
uygun kontrol Onlemlerinin alinmasi i¢in L. an-
guillarum’un hizli, dogru ve giivenilir bir sekilde
saptanmasi 6nem arz etmektedir. Geleneksel olarak
etkenin tantimlanmasi klinik ve histolojik bulgularin
yorumlanmasi, patojenin segici bir ortamda kiiltii-
re edilmesi, morfolojik veya biyokimyasal 6zel-
liklerinin ortaya konulmasi ile yapilmaktadir [11].
Ancak karisik kiiltiirlerden morfolojik ve biyokim-
yasal olarak L. anguillarum’un identifikasyonunda
yanlis sonuglarin elde edildigi bildirilmistir [3, 14,
20]. Bunun yaninda bakteriyel balik patojenlerinin
identifikasyonunda API 20E minyatiirize test sis-
temlerinin kullaniminin giderek arttig1 goriilmek-
tedir. Fakat API Web tabaninda V. anguillarum’un
bulunmamasi bu sistemin kullanimini sinirlamakta-
dir [5, 25]. Klasik kiiltiir ve minyatiriize sistemlere
dayanan saptama ve tanimlama tekniklerinde yasa-
nilan bu sinirlamalar, bu yontemlerin yerine kiiltiir-
den bagimsiz tekniklerin ge¢cmesine veya onlar ile
desteklenmelerine neden olmaktadir [5, 9]. Giinii-
miizde L. anguillarum izolatlarinin genetik olarak
identifikasyonunda rpoN geni, amiB geni ve empA
genini hedef alan spesifik PCR metotlar1 gelistiril-
mistir [13, 17, 35].

Molekiiler tiplendirme metotlar1 gevresel ve
klinik 6rneklerden elde edilen izolatlar arasindaki
iliskiyi belirleyen giiclii araglardir ve etkenlerin or-
tak bulas yollar1 hakkinda kanitlar saglarlar. Bak-
teriyel izolatlarin genetik olarak tiplendirilmesinde
restriction fragment length polymorphism, pul-
sed-field gel electrophoresis (PFGE), RAPD PCR
ve repetitive-sequence-based polymerase chain
reaction gibi ¢esitli molekiiler yontemler kullanil-
mistir. Bu metotlardan PFGE’nin bakterilerin tip-
lendirilmesinde en iyi metot oldugu diisiiniilmekte-
dir, ancak bu metodun prosesinin zahmetli olmasi,
zaman gerektirmesi ve teknik olarak zor olmasi ¢ok
sayida ornegin islenmesinde rutin kullanimda sinir-
lamaktadir. PCR tabanli yontemlerden RAPD PCR

yontemi PFGE ile karsilastirildiginda hizli ve uy-
gulamasi basit olan yontemlerdir [6]. RAPD PCR
metodu son yillarda bakteriyel balik patojenleri ara-
sindaki klonal yakinliklarin belirlenmesinde yaygin
bir kullanim alan1 bulmustur [18, 23, 26].

Bu ¢alisma ile {ilkemiz su triinleri sektoriinde,
ozellikle, alabalik isletmelerinde dnemli ekonomik
kayiplara neden olan L. anguillarum izolatlarmin
fenotipik ve genotipik karakterizasyonunun yapil-
masl, izolatlarin antimikrobiyal profillerinin ortaya
konulmasi ve izolatlar arasi klonal iligkilerin belir-
lenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Bakteriyel izolatlar: Calismada Tiirkiye nin degi-
sik illerinden izole edilen alt1 L. anguillarum izolat
ve 1 referans sus (ATCC 14181) kullanildi (Tablo

1.

Tablo 1. Calismada kullanilan L. anguillarum suslart

No izolasyon Yeri izolasyon Yili

1 [zmir 2012
2 Kiitahya 2012
3 Bilecik 2012
4 Mugla 2012
5 [zmir 2012
6 [stanbul 2012
7 ATCC 14181 -

Izolatlarin  Fenotipik Ozelliklerinin Be-
lirlenmesi: izolatlarn Gram morfoloji, oksidas-
yon-fermentasyon (O/F), jelatin hidrolizi, sitokram
oksidaz, katalaz, % 0 ve % 7, NaCl’de iireme, 37
°C’de tireme, indol, metil kirmizisi, voges proska-
ver (VP) reaksiyonu, arabinoz, inositol, sakkaroz,
laktoz, mannitol ve glukoz’dan asit tiretimi, vibrios-
tatik ajan (O/129) duyarlilik ve Thiosulfate Citrate
Bile Sucrose (TCBS) besiyerindeki koloni morfolo-
jisi konvansiyonel mikrobiyolojik metotlar ile be-
lirlendi. Ek olarak biitiin izolatlarin, API 20E (Bio-
merieux) hizl teshis kiti yonergesine uygun olarak
striplere ekimleri yapildi ve 25°C’de 24 saat inkiibe
edilerek sonuglar degerlendirildi.

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Konvansiyonel olarak identifiye edilen L. an-
guillarum izolatlart molekiiler olarak PCR metodu
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ile dogrulandi. Bu amagla oncelikle izolatlara ait
saf kiiltiirlerden ticari DNA ekstraksiyon kiti (Qi-
agen, GmbH) kullanilarak kromozal DNA’lar elde
edildi. L. anguillarum izolatlarinin PCR ile mole-
kiiler konfirmasyonunda N-acetylmuramoyl-l-ala-
nine amidase enzimini kodlayan amiB genine 6zgii
van-ami 8 (5’-ACATCATCCATTTGTTAC-3) ve
417 (5’-CCTTATCACTATCCAAATTG-3’) oligo-
nukleotid primer seti kullanildi [17]. PCR ampli-
fikasyonunda DEPC-treated water, 1xPCR Buffer,
1.2 mM of MgCl, her bir ANTP’den 0.2 mM, her
bir primerden 2 uM, 1.0 U Taq polymerase ve 5
ul template DNA igeren 25 pl PCR master mix’i
olusturuldu. Olusturulan karisim 95°C*de 10 dk 6n
denatiirasyonu takiben 95°C*de 30 sn denatiirasyon,
56°C‘de 30 sn primer baglanma, 72°C‘de 30 sn
uzama olmak tizere 25 siklus ve 72°C*de 7 dk final
uzama kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tu-
tuldu. Sonugta 429 bp’lik amplifikasyon {irliniiniin
goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

Elde edilen 429 bp’lik amplifikasyon firiinle-
rinin sekans analizi Applied Biosystems 3130 Ge-
netic Analyzer’da aynmi primerler kullanilarak ¢ift
yonlii olarak yapildi. Elde edilen sekanslar Blast
programi kullanilarak GenBank veri tabaninda bu-
lunan mevcut sekanslar ile karsilastirildi. Izolatlara
ait sekans dizileri GenBank’a yiiklenerek kabul nu-
maralar1 alindu.

Izolatlar Aras1 Genetik iliskinin Belirlenme-
si: Izolatlar arasi klonal iliskinin belirlenmesinde
M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") primerinin
kullanildigt RAPD PCR metodu kullanildi [32].
Amplifikasyon asamasi Versalovic ve ark. [33] ta-
rafindan bildirilen metodun modifiye edilmesiyle
gerceklestirildi. Bu asamada DEPC-treated wa-
ter, 1 xPCR Buffer, 2.5 mM MgCl, 200 uM her bir
dNTP, 1.25 U Taq DNA polimeraz, 25 pmol primer
ve 5 ul template DNA iceren 25 ul’lik bir master
karigimi olusturuldu. Bu karisim 94°Cde 5 dk 6n
denatiirasyonu takiben 94°C‘de 1 dk denatiirasyon,
40°C*de 1 dk primer baglanma, 72°C*de 3 dk uzama
olmak iizere 40 siklus ve 72°C‘de 7 dk final uzama
kosullarinda amplifikasyon islemine tabi tutuldu.
Amplifikasyon friinleri etidium bromid (2pg/ml)
iceren %1.5’luk agaroz jel elektroforezi sonrasinda
UV transilluminator ile goriintiilendi.

DNA profilleri CHEF-DR® III, Quantity One®
yazilimi (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) ile

analiz edildi. Dendrogramlar1 unweighted-pair grup
metodu (UPGMA) ile olusturuldu.

Antimikrobiyal Duyarhlik Testi: Tiim izolat-
larin antimikrobiyal duyarliliklar1 Mueller-Hinton
agar’da Kirby-Bauer disk difiizyon metodu ile test
edildi [7]. Antimikrobiyal duyarliliklarin belirlen-
mesinde amoksisilin (25 pg), doksisiklin (30 ug),
eritromisin (15 pg), gentamisin (120 pg), florfeni-
kol (30 pg), linkomisin (2 pg,), neomisin (10 pg),
oksiytetrasiklin (30 pg), ve sulfamethoksazoleazo-
le+trimethoprim (25 pg) (Oxoid) diskleri kullanil-
di. 24 - 48 saat inkiibasyon sonrasinda zon caplari
oOlgiilerek kaydedilmistir.

Bulgular

izolatlarimin Fenotipik Karakterizasyonu: L. an-
guillarum izolatlarinin TSA besi yerinde 22 °C’de
48 saat inkiibasyon sonucunda 1-2 mm capinda,
yuvarlak, kenarlar1 diiz, hafif konveks, kabarik go-
riiniimde ve krem renginde, TCBS agarda ise sar1
renkte koloniler olusturdugu belirlendi. API 20E
test sonuglarina gore izolatlar arasinda [3-galaktosi-
daz (ONPG), arginin dihidrolaz (ADH), sitrat, sor-
bitol, amygdalin ve arabinoz testleri yoniinden fark-
liliklar oldugu belirlendi (Tablo 2). Konvansiyonel
mikrobiyolojik testler ile API 20E test sonuglari
karsilagtirildiginda L. anguillarum izolatlarmin bii-
yuk oOl¢lide benzer oldugu ancak lizin dekarboksi-
laz (LDC), VP ve sitrat testlerinde farkli sonuglarin
gorildiigii tespit edildi. Calismada kullanilan saha
izolatlarinin konvansiyonel testler ile belirlenmis
fenotipik 6zellikleri ve bu 6zelliklerin diger arastir-
macilarin bildirmis olduklar1 sonuclar ile karsilas-
tirmas1 Tablo 3’de verildi.

Tablo 2. L. anguillarum izolatlarinin API 20E hizli teshis
kiti test sonuglari

Fenotipik Ozellikler Izolat No

1 3 4 5 6 7
ONGP 4 e
ADH + - + + 4+ 4+ +
LDC - - - - - o -
ODC - - - - - - -
Sitrat Uretimi e
H,S Uretimi - - - - - - -
Ureaz Uretimi - - - -
TDA - - - - - - -
Indol Uretimi + 4+ + + + + +

Etlik Vet Mikrobiyol Derg,

http://vetkontrol.tarim.gov.tr/merkez

Cilt 29, Say1 2, 2018, 143-150



Onuk EE ve ark. Listonella anguillarum izolatlarinin Fenotipik ve Genotipik Karakterizasyonu

146
Fenotipik Ozellikler Izolat No

1 2 3 4 5 6 7
VP + + + + + + 4+
Jelatin Hidroliz + =+ F= F
Glukoz* + + 4+ + + +  +
Mannitol* + = = F= F
Inositol* - - - - oo -
Sorbitol* S = -
Rhamnoz* S
Sakkaroz* SRS S S I
Melibioz* S
Amygdalin* = 5 © ©o o o %
Arabinoz* - - -+ - - 4+

ONPG: B-Galaktosidaz, ADH: Arginin dihidrolaz, LDC: Lizin dekar-
boksilaz, ODC: Ornitin dekarboksilaz, TDA: Triptofan deaminaz, VP:
Voges proskauer Reaksiyonu, *: *den Asit Uretimi

L. anguillarum Spesifik PCR ve Sekans Ana-
lizi: Calismada fenotipik olarak identifiye edilen
izolatlar genotipik olarak bakteriyel tiirlere 6zgi
spesifik primerlerin kullanildigi PCR yontemi ile
dogrulandi. Tiim izolatlar ve ATCC 14181 susu L.
anguillarum spesifik olan 429 bp bant verdigi sap-
tand1 (Sekil 1). Sekans analizi sonucu izolatlara ait
amiB gen bolgesi dizgileri Genbank’a MK091482,
MKO091483, MK091484, MK091485, MK091486,
MKO091487 ve MKO091488 kabul numaralan ile
kaydedildi. Elde edilen sekanslarim GenBank veri
tabaninda yer alan DQ431190 erisim numarali L.
anguillarum AmiB (amiB) gene, complete cds se-
kansiyla karsilastirilmasi sonucu, izolatlarin en dii-
stk %96.1 en yiiksek %99.4 oraninda benzer olduk-
lar1 belirlendi.

Tablo 3. Calismada kullanilan L. anguillarum izolatlariin fenotipik 6zelliklerinin diger arastirmacilarin izolatlariyla

karsilastirilmast

Fenotipik Ozellikler L. anguillarum 6 izolat Colorni ve ark., [8] Austin ve Austin, [4]  Akayli ve Durna, [1]
Gr boyama - (6/6) - - -
Morfoloji Cubuk egri Cubuk egri Cubuk egri Basil
Haraket + (6/6) 4 4 +
Stokrom oksidaz + (6/6) + + +
Katalaz + (6/6) . 4 +
Oksidasyon/Fermentasyon F (6/6) F F F
0/129 +(6/6) 4 4 +
Lizin dekarboksilaz - (5/6) + - -
Arginin dihidrolaz + (6/6) - 4 +
Indol +(6/6) +/- + +
Ure - (6/6) +/- - -
Jelatin + (6/6) + + +
H,S - (6/6) +/- - .
Metil Red + (4/6) + - .
Voges proskouer + (4/6) - s s
Sitrat +(6/6) - + +
%0 NaCl’de lireme + (6/6) - - -
%7 NaCl’de lireme + (6/6) + - .
37°C iireme + (6/6) . + +
Glukoz + (6/6) + . .
Arabinoz - (5/6) +/- + -
Inositol - (6/6) - - -
Sakkaroz + (6/6) . . +
Laktoz - (6/6) +/- - -
Mannitol + (6/6) +/- + +

(+): Pozitif, (-): Negatif, (=): Yapilmad:
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Sekil 1. L. anguillarum spesifik PCR, 429 bp. M; Mar-
ker (25, 50, 75, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 700), 1-6;
L. anguillarum saha izolatlar1, 7; L. anguillarum ATCC
14181.

izolatlar Aras1 Genetik iliskinin Belirlenme-
si: RAPD PCR analizi sonucunda L. anguillarum
izolatlarimin 6 farklt RAPD bant profili verdigi,
izolatlarin % 60 benzerlik katsayisima gore 1 tekli
(unique) tip ve 1 kiime (cluster) igerisinde gruplan-
dig1 belirlendi. Buna gore ilk grupta sadece 4 nu-
maral1 izolatin yer aldigi, ikinci grupta ise 1, 2, 3,
5, 6 ve 7 numarali izolatlarin yer aldigi, ayrica 2
ve 3 numarali izolatlarin ayn1 RAPD bant paternine
sahip oldugu belirlendi (Sekil 2).

100 lsolate
No

02 050 060 070 080

022

051 081

083

Sekil 2. L. anguillarum izolatlarmim RAPD bant profille-
11 ve genotiplerinin filogenetik agacta gdsterilmesi

Izolatlarin Antimikrobiyal Duyarhlik Profil-
leri: L. anguillarum izolatlarinin ¢alismada kullani-
lan dokuz farkli antibiyotige kars1 degisik diizeyde
antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari belirlendi

(Tablo 4). En yiiksek direng¢ orani neomisin ve lin-
komisin’e (% 100), en diisiik direng oran1 ise doksi-
siklin’e (% 14.2) kars1 gézlendi.

Tablo 4. L. anguillarum izolatlariin antimikrobiyal du-
yarlilik profilleri

L. anguillarum izolatlar:

Antibiyotikler
3 4 5 6

Gentamisin
Neomisin
Linkomisin
Oksitetrasiklin
Amoksisilin

Florfenikol
Trimetoprim-
sulfametoksazol
Eritromisin

Doksisiklin

®»w v — "I e
— A = " A R

AN R RRAR R A=

XA v ™I XA IT R
— X v »nX® XA X R
— X »n X X n A XX ®Rn
wA ?w wE—~ "I ®

)
-~ =

Tartisma ve Sonug¢

L. anguillarum, en az 28 farkli lilkede, toplamda
90’dan fazla akuatik organizma i¢in patojenik olan
bir bakteridir [16]. Etken Tiirkiye’de genis bir cog-
rafik dagilima sahip olup ¢ipura deniz levregi, kir-
miz1 porgy (Pagrus pagrus) ve Gokkusagi alabalik-
larindan izole edilmistir [24].

Genel olarak Vibriolarin identifikasyonu ve
siniflandirilmasi biyokimyasal testler kullanilarak
yapilmaktadir [22]. Bakteriyel hastalik etkenlerinin
fenotipik o6zelliklerinin belirlenmesinde ve teshisi-
nin yapilmasinda en ¢ok kullanilan yontemlerden
birisi de API 20E test kitleridir [2]. Ancak API test
kitlerinin inkiibasyon sicakliklarinin balik patojen-
lerinin inkiibasyon sicakliklarina uygun olmayist,
bu kitlerin balik patojenleri i¢in kullanildiginda ha-
tal1 sonuglar ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [5,
25]. Vibrio tiirlerinin fenotipik 6zelliklerinin ortaya
konulmasinda API 20E hizli teshis kitlerinin kulla-
nildig1 birgok ¢alismada bulunmaktadir [5, 19, 30,
31]. Ozellikle bu sistemin birbirine ok yakn iki tiir
olan V. anguillarum ile V. ordalii’yi kolaylikla ayirt
edebildigi rapor edilmistir. Ancak sitrat testinde V.
ordaliive V. anguillarum izolatlarinda biiyilik oranda
degiskenlik goriilmiis ve bu nedenle degerlendirme
yapilirken sitrat testinin ¢ikartilmasi gerektigi bildi-
rilmistir. Yine ayni ¢alismada V. anguillarum izolat-
lar1 arasinda bazi seker testlerinde (Amygdalin ve
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Arabinoz) farkli sonuglarin elde edildigi goriilmiis-
tiir [14]. Yine baz1 arastirmacilar ADH, sitrat, indol,
VP ve sorbitol testlerinde izolatlar arasinda fark-
I1 sonuglarin elde edildigini bildirmislerdir [5, 14,
30, 31]. Benzer sekilde ¢alismamizda API 20E test
sonuglaria gore ¢calismada kullanilan izolatlar ara-
sinda ADH, sitrat, amygdalin, arabinoz ve sorbitol
testlerinde izolatlar arasinda farkliliklarin oldugu
gorlilmustiir. Ek olarak Konvansiyonel mikrobiyo-
lojik testler ile API 20E testi arasinda LDC, VP ve
sitrat testlerinde farkli sonuglarin oldugu belirlen-
mistir. Bu calismada konvansiyonel mikrobiyolojik
testler ile elde edilen sonuglar diger arastirmacilarin
bildirdigi sonuglar ile karsilagtirildiginda L. angu-
illarum izolatlarinin fenotipik olarak heterojen bir
yapiya sahip oldugunu belirtilebilir (Tablo 4).

Apiweb veri tabaninda L. anguillarum bulun-
madig1 i¢in sisteme girilen kodlarin V. fluvialis ve/
veya motil Aeromonas tiirlerinden biri olarak yanlig
tanimlanabilmektedir [S]. Yapilan bir ¢alismada V.
anguillarum izolatlarinin % 66’ya yakin bir oranda
A. hydrophila olarak identifiye edildigi bildirilmis-
tir [27]. Bu baglamda son yillarda L. anguillarum
saptama metotlari, tan1 ve Onleyici tedbirleri hizli
bir sekilde hayata gegirmek igin kiiltiir bazli yon-
temlerden uzaklagsmaya baslamistir [16]. Calisma-
mizda API ve konvansiyonel mikrobiyolojik test
sonuclarinda gorilen farkliliklar ve bu farkliliklara
gore yapilabilecek olasi yanlis degerlendirmelerden
kaginmak i¢in izolatlar genetik olarak 4miB genin
kullanildig1 PCR ile konfirme edilmis ve sonrasinda
PCR iiriinlerinin sekans analizi yapilmasi ile sonug-
lar konfirme edilmistir.

Uzun yillardir, kiiltiir baliklarinda bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ornegin Norveg’te Vibrio
salgmlarmin 6nlenmesinde oksolinik asit ve flor-
fenikol kullamlmaktadir [11]. Ulkemiz su iiriinleri
yetistiriciliginde Gida Kontrol Genel Midiirliigii
verilerine gore baliklarda kullanilabilecek 40 adet
ruhsatl antibakteriyel {iriin bulunmakta ve bu tiriin-
lerin ise 5 farkli etken madde florfenikol, oksitet-
rasiklin HCI, enrofloksasin, siilfadiazin-trimetop-
rim ve amoksisilin trihidrat icerdigi goriilmektedir
[12]. Ulkemizde L. anguillarum’un antibiyotik et-
kinliklerinin belirlendigi ¢aligmalar bulunmaktadir.
Balta ve Balta, [5] Dogu Karadeniz Bolgesi’nden
Gokkusagi alabaliklarindan elde ettikleri L. angu-

illarum izolatlarinin enrofloksasin, oksalinik asit ve
florfenikol’e karsi, Tanrikulu, [29] ise gokkusagi
alabaliklarindan izole ettigi 12 izolatin amoksisilin
ve trimetoprim-sulfadiazine kars1 duyarli oldukla-
rin1 belirlemislerdir. Bu ¢alismada elde edilen test
sonuglarma gore hastaligin tedavisinde florfenikol
veya trimetoprim-sulfametoksazol’den birinin kul-
lanilmasinin uygun olacagi belirlenmistir.

L. anguillarum izolatlar1 arasindaki gene-
tik iliskiler farkli random primerlerin kullanildig:
RAPD PCR metodu ile belirlenmistir. Vasecha-
ran ve ark., [34] OPP6, OPP9, OPAXS, OPAX18
ve OPX1 primerlerini kullandiklar1 ¢aligmalarinda
izolatlarin unique tipte RAPD profili sergiledikleri-
ni dolayistyla genetik olarak heterojen bir yapida ol-
duklarmni ortaya koymuslardir. OPV-12 ve OPN-08
kullanildig1 baska bir caligmada ise L. anguillarum
izolatlar1 5 genotipe ayrilmistir. Gokkusag1 alaba-
liklardan elde edilen izolatlarin levrek baliklar1 ve
sedimentten izole edilen izolatlar ile ayn1 genogrup-
ta yer aldigini belirlemiglerdir [10]. Bu calismada
RAPD PCR metodunda kullanilan M13 primerinin
L. anguillarum izolatlarin genotiplendirmesinde
kullanilabilir oldugu ancak diger arastirmacilardan
farkli olarak izolatlarin genetik olarak homojen bir
yapida oldugu belirlenmistir. Bu farkliligin izolat
sayisina ve cografi dagilima bagli olabilecegi diisii-
nilmiistiir.

Bu calismaile L. anguillarum izolatlarin identi-
fikasyonunda konvansiyonel mikrobiyolojik metot-
lar ile API 20E test kitleri arasinda farkli sonuglarin
goriilebilecegi, dolayisiyla tiir identifikasyonunun
molekiiler ¢aligmalar ile desteklenmesi gerektigi,
izolatlar aras1 klonal iligkilerin belirlenmesinde
M13 primerinin kullanildigi RAPD PCR metodu-
nun hizli ve giivenilir bir sonug verdigi ortaya ko-
nulmustur.

Tesekkiir

Bu calisma, 2’inci Uluslararas1 Veteriner Mikrobi-
yoloji Kongresi’nde sozlii bildiri olarak sunulmusg-
tur.
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