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Abstract: A study on Listonella anguillarum Infection occurred in cultured gilt-head sea bream (Sparus aurata L.). It was
observed an infection with daily 3% mortality in a gilt-head sea bream and European sea bass farm located in around of Bodrum,
Aegean Region of Turkey in November 2003. The seawater salinity was 33%o and the seawater temperature was 18-19 °C during
this term. In the diseased fish, loss of appetite, lethargie, loss of scale, haemorrhagy in the skin, especially at the base of fins,
paleness of the liver, kidney, and spleen, haemorrhagy on the liver, yellowish-bloody fluid in the gut were observed. For diagnosis,
gilt-head sea bream (eight fish) (300-350 g) were taken from cage in the sea and autopsied under sterile conditions. Bacterial
inocula were made from visceral organs and blood and cultured on BHIA added with 1.5 % NaCl. After incubation at 22 °C for 48
hours, colonies grown on medium were examined for morphological, physiological, and biochemical properties. APl 20E system
and Mono-Va agglutination kit were also included in the study. As a result of the bacteriological study, the isolated strain from the
diseased gilt-head sea bream was identified as a Listonella anguillarum strain. The main histological finding in the diseased fish
was noted necrose of haemopoietic elements of spleen and hemosiderin deposits in the melanomacrophage centers of both spleen
and kidney. Treatment was done with oxytetracycline added in feed (75 mg/kg/live weight). Fish losses lasted in the seventh day of
the treatment.
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Ozet: 2003 yilinin Kasim ayinda, Tiirkiye'nin Ege Bolgesi Bodrum civarinda bulunan bir gipura ve Avrupa levrek baligi isletmesinde
giinlik %3 &liim orani ile bir enfeksiyon gdzlendi. Bu ddnem esnasinda deniz suyu tuzlulugu %033 ve deniz suyu sicakligi 18-19 °C
idi. Hasta baliklarda, istah kaybi, durgunluk, pul kaybi, deride 6zellikle yizgeglerin tabaninda kanama, karaciger, bbrek ve dalagin
solgunludu, karacigerde kanama, bagirsakta sarimsi-kanli sivi gézlendi. Teshis igin, denizdeki kafesten dlmek Uzere olan gipura
baliklari (sekiz adet) (300-350 g) alindi ve aseptik teknikle otopsi yapildi. Bakteriyel ekimler i¢ organlar ile kandan hazirlandi ve
%1.5 NaCl eklenen BHIA da kiiltlirii yapildi. 22 °C de 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, besiyerinde gelisen koloniler morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal &zellikler igin incelendi. APl 20E sistemi ile Mono-Va aglitinasyon kiti de galismaya dahil edildi.
Bakteriyolojik galismanin sonucu olarak, hasta gipura baliklarindan izole edilen sus Listonella anguillarum’'um bir susu olarak
identifiye edildi. Hasta baliklarda dikkati ¢eken baslica histolojik bulgu; dalagin hemopoietik elementlerinde nekroz, hem dalak hem
de bobregin melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin birikimi oldu. Tedavi, yem igine katilan oksitetrasiklin (75 mg/kg/canli
agirlik) ile yapildi. Balik kayiplari tedavinin yedinci gliniinde durdu.

Anahtar Kelimeler: Cipura, Sparus aurata, vibriosis, Listonella anguillarum, oksitetrasiklin tedavisi..

*Bu galisma Akdeniz Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Yonetim Birimi'nce 2005.05.0111.014 no’lu proje ile desteklenmistir.

Girig

Cipura (Sparus aurata L.) baliklari Ulkemizde Bodrum
civarindaki ¢iftliklerde ag kafeslerde kiltirli yapilan tirler
arasinda yer almaktadir. Tirkiye de kltir gipura baliklarini
etkileyen bakteriyel enfeksiyonlardan Gram-negatif ve Gram-
pozitif bakteri tiirlerinin identifiye edildigi farkli arastiricilar
tarafindan  bildirimistir  (Candan, 1993; Cadirgan ve
Yreklitlrk, 1996; Kubilay ve Ulukdy, 2004). Bu g¢alismanin
amaci; 2003 yilinin Kasim ayinda kiltir gipura baliklarinda
gorlen ve gunlik %3 mortalite ile seyreden enfeksiyonun
etkenini ortaya ¢ikarmaktir.

Materyal ve Yontem

2003 yilinin Kasim ayinda Ege Bdlgesi Bodrum civarindaki bir
cipura-levrek baligi Uretim isletmesinde glinlik %3 mortalite

ile seyreden bir enfeksiyon gortldd. Deniz suyu sicakliginin
18-19°C; tuzlulugunun %033 oldudu tespit edildi. Hastaligin
teshisini yapabilmek amaci ile gipura baliklarina (sekiz adet)
(300-350 g) ventral ve lateral insizyonlar uygulandiktan sonra
aseptik teknikle i¢ organlari ortaya ¢ikarildi. Karaciger, dalak ,
bébrek ve kandan % 1.5 NaCl iceren Beyin Kalp infiizyon
Agar (BHIA; Merck; Germany) besiyerlerine ekimler yapildi.
Ekim yapilan besiyerleri 22 °C de 48 saat siire ile inkiibe
edildi. Bu slre sonunda besiyerlerinde gelisen bakteri
kolonilerinin - morfolojisi ve rengi tespit edilerek, alt kiilttrleri
yapildi. izole edilen bakteri sugunun hareketli olup olmadiginin
tespiti igin asili damla yontemi; hlicre morfolojisinin tespiti igin
Gram boyama yontemi uygulandi. Susun fenotipik
ozelliklerinin  belilenmesi  amaci ile sitokrom oksidaz
(Tetramethyl-p-phenylenediamine  dihydrochloride;  Sigma)
reaksiyonu, katalaz dretimi (%3 H20z), $-hemoliz (% 0.5 NaCl
iceren %5 koyun kani ilave edilmis TSA da), 0/129 (10 pg ve
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150 pg; Oxoid) vibriostat ajani ile hassasiyet velveya
direnglilik, Metil red ve Voges-Proskauer testleri (Mr-VP
buyyonu; Merck), Oksidasyon/Fermentasyon (O/F) testi (O/F
temel besiyerine (Merck) %1 oraninda gliikoz (Merck) ilave
edilerek hazirlandi), lizin  (Merck) ve ornitin (Merck)
dekarboksilaz tretimi  (Moeller yontemi), arjinin  (Merck)
dihidrolaz (iretimi  (Moeller ve Thornley ydntemleri ile
hazirlanan besiyerlerinde), TSI da reaksiyon, Simmon’s citrate
agar da sitrati kullanma, nitrat reduksiyon testi, tuzsuz Nutrient
buyyonunda (igeriginde tuz bulunmayan hazir besiyeri
kullanilarak) tuzluluk tolerans testleri (%0 ve %7 NaCl), ireaz,
jelatinaz ve amilaz dretimi, karbonhidratlardan asit Gretimi ve
swarming (bir merkezden gogalarak yayilma) testleri yapildi
(Thornley, 1960; Schneider ve Rheinheimer, 1988; Austin ve
Austin, 1993; Baron ve di§., 1994; Stavric ve Buchanan,
1995). APl 20 E hizli identifikasyon sistemi (BioMerieux,
France) ile Mono-Va aglitinasyon kiti de (BIONOR, Skien,
Norway, Prod. Cod.: DE 020) galismaya dahil edildi. APl 20E
test kitini uygulamak amaci ile bakteriyel sispansiyon %1.5
NaCl igeren steril saf su kullanilarak hazirlandi. Daha sonra
homojenligi saglanan bakteriyel sispansiyon, APl 20E test
stripte bulunan mikrotliplere dagitildi, Uzeri plastik inkibasyon
kapag! ile ortiildi ve 25 °C de 72 saat siire ile inkiibe edildi.
inkiibasyon sonrasi, ayiraglar damlatildi ve APl 20E test
kitinin sonuglari degerlendirildi (Grisez ve dig., 1991; Tanrikul
ve di§., 2004). izole edilen bakteri susunun antibiyotik
duyarlilik testleri Mueller-Hinton Agar (Oxoid; England) da disk
diffizyon test yontemi ile gerceklestirildi (Bauer ve dig., 1966;
Barry ve Thornsberry, 1985; NCCLS, 2003). Ampicillin (10
Mg), compound sulphonamides (300 g), erythromycin (15
Mg), flumequine (30 pg), kanamycin (30 pg), oxolinic acid (2
Mg), novobiocin (15 pg), oxytetracycline (30 ug) ve
trimethoprim (5 ug) olmak lizere dokuz antimikrobiyal madde
denendi. Calismada materyal olarak kullanilan cipura
baliklarinin i¢ organlarindaki histolojik bulgularin tespiti i¢in
karaciger, dalak, bdbrek, mide, bagirsak gibi i¢ organlara ait
dokular ile solungag ve kas dokularindan numuneler alinarak,
% 10’luk tamponlanmis formalin sollisyonunda tespit edildi.
Dokular daha sonra rutin doku isleme yontemi ile boyanarak
mikroskopta incelendi (Culling, 1963; Bullock, 1989). Deri,
kas, solungag, karaciger, dalak, bébrek, mide ve bagirsak ile
hava kesesinden ornekler alinarak parazitolojk ydnden
incelendi (Collins, 1993).

Bulgular

Hasta baliklarin dis yénden muayenesinde istahsizlik,
durgunluk, pul kaybi, solungaglarda solgunluk, agizda,
operkulumda, deride ve &zellikle aniis civarinda kizariklik
goriildii. i¢ organlarin muayenesinde, hasta baliklarda dalakta
genisleme, dalak, karaciger ve bobrekte solgunluk,
karacigerde hemoraji, ascites, bagirsakta sarimsi renkli kanli
sivi ile mukoid kitlenin bulundugu tespit edildi. Mide-
bagirsakta gida maddelerinin bulunmadigi gérildi. 22 °C de
48 saatlik inkiibasyon stiresi sonunda hasta baliklardan izole
edilen bakteri susu; konveks, krem, parlak, opak kolonileri

olusturdu. Sus; Gram-negatif, hareketli, fermentatif, sitokrom
oksidaz ve katalaz pozitif, 0/129 Vibriostat testine hassasti
(Tablo 1). Calismada izole edilen bakteri susu; Listonella
anguillarum'a ait oldugu bildirilen fenotipik 6zelliklere
(Baumann ve Furniss, 1994; Austin ve Austin, 1999)
gosterdigi benzerlikten dolayi L. anguillarum’un bir susu olarak
identifiye edildi. Hasta baliklardan izole edilen bakteri susuna
ait fenotipik test sonuglari yine bu susa ait APl 20E sistemi
sonuglar ile uyum gosterdi. Calismada L. anguillarum
(6nceden V. anguillarum) olarak identifiye edilen sus ile Mono-
Va aglitinasyon Kkiti test ayiraci kuvvetli pozitif aglitinasyon
verirken, kite ait negatif kontrol ayiraci ile sus arasinda
herhangi bir aglitinasyonun meydana gelmedigi gozlendi.
izole edilen susun flumequine, erythromycin, oxytetracycline
ve novobiocine’e hassas; ampicillin ve kanamycin'e ise
direngli oldugu tespit edildi. Hasta baliklara yem icerisinde
oksitetrasiklin (75 mg/kg/canli agirlik) tedavisi uygulandiginda
tedavinin yedinci giiniinde balik kayiplari durdu. Hasta balik

dokularinin  histolojik  yonden incelenmesi  sonucunda
karaciderde henoraji (Sekil 1), dalagin hemopoietik
elementlerinde  nekroz, dalak da  melanomakrofaj

merkezlerinde hemosiderin birikimi (Sekil 2), bagirsak mukoza
epitelinde dokiiime (Sekil 3), kalp kasinda kiigiik inflamasyon
odaklari  (Sekil 4), bobrek tiiblllerinde  hemopoietik
elementlerinde melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin
birikimi, solungag filamentlerinin serbest uclarindaki sekonder
lamellalarinda hemoraji gdzlendi. Hasta baliklarda herhangi
bir ekzo ve/veya endoparazite rastlaniimadi.

Sekil 1. Karacigerde hemoraji (okla gdsterilmistir), hematoksilen-eosin
boyama X 40

Tartigma ve Sonug

Vibriosis deniz baliklarinin en dnemli hastalik sorunlarindan
bir tanesi olup bugine kadar Vibrio ordalii, Photobacterium
damselae subsp. damselae (dnceden V. damsela), V.
carchariae, V. alginolyticus, V. cholerae (non 01), V. fischeri,
V. harveyi ve V. splendidus gibi diger Vibrio tirlerinin
bildiriimesine karsin, Listonella anguillarum baglica patojen
olarak uzun siredir bilinmektedir (Christofilogiannis, 1993;
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Noga, 2000). Ulkemizde kiiltiir gipura baliklarinda Listonella
anguillarum’'un  géruldigine dair calismalar  mevcuttur

(Candan, 1993; Cagirgan ve Yireklitlirk, 1996).

Sekil 2. Dalagin hemopoietik elementlerinde bosalma ve melanomakrofaj
merkezlerinde yodun hemosiderin birikimi (okla gdsterilmistir), hematoksilen-
eosin boyama X 40.

Sekil 3. Bagirsak mukoza epitelinde dokiilme, hematoksilen-eosin boyama X
10.

Sekil 4. Kalp kasinda kiiglk inflamasyon odaklari (ok ile gdsterilmistir),
hematoksilen-eosin X 10.

Calismada L. anguillarum ile enfekte gipura baliklarinda
diger arastiricilarin (Candan, 1991; Cagirgan ve Yureklitlrk,
1996) bulgularina benzer klinik bulgular g6zlendi. Bu bulgular;
istahsizlik, durgunluk, pul kaybi, solungaglarda solgunluk,
agizda, operkulumda, ézellikle ylizgeglerin dip kisimlarinda ve
aniste  kizariklik, splenomegali, karacierde hemoraji,
bagirsakta sarimsi renkli kanli sivi ile mukoid kitle idi. Bununla
birlikte, bu galismada hasta gipura baliklarinda Candan (1991)
tarafindan bildirilen agiz kenarinda krem renkli mukus
bulgusuna rastlaniimadi.

L. anguillarum, V. ordalii, V. tubiashii ve Ph. damselae
subsp. damselae tirlerinin bir dizi ortak fenotipik 6zelliklerinin
bulunmasina karsin, bu tiirler bazi biyokimyasal testler ile
birbirlerinden ayirt edilebilir (Toranzo ve Barja, 1990). Bu
calismada izole edilen bakteri susu; diger arastiricilar
(Baumann ve Furniss, 1994; Actis ve dig., 1999; Austin ve
Austin, 1999) tarafindan Listonella anguillarum icin bildirilen
ozelliklere gosterdigi benzerlikten dolayr L. anguillarum bir
susu olarak identifiye edildi.

Mono-Va agliitinasyon test ayiraci, L. anguillarum olarak
identifiye edilen sus ile kuvvetli aglitinasyon meydana
getirirken; kontrol ayiraci ile herhangi bir aglitinasyonun
meydana gelmedigi tespit edildi. Bu bulgu, Romalde ve dig.
(1995) tarafindan L. anguillarum igin bildirilen bulgulara
benzerlik gosterdi.

Bu galismada, L. anguillarum’'un diger balik tlrlerinde
neden oldugu bildirilen histolojik degisikliklere (Frerichs ve
Roberts, 1989; Noga, 2000; Korun, 2004; Timur ve Korun,
2004) enfekte gipura baliklarinda da rastlanildi. Hasta balik
dokularinin histolojik yonden incelenmesi sonucunda dalagin
hemopoietik elementlerinde nekroz ve melanomakrofaj
merkezlerinde hemosiderin birikimi, bdbrekte hemopoietik
dokudaki melanomakrofaj merkezlerinde hemosiderin birikimi
gibi histopatolojik bulgularin  Candan (1991) tarafindan
bildirilen bulgulara benzerlik gosterdigi tespit edildi.

L. anguillarum’'un kontrolinde, antibiyotiklerle tedavi,
asllama ve L. anguillarum’'un gelismesini engelleyen
probiyotikler kullaniimalidir (Actis ve dig., 1999). Vibriosis'in
kontroliinde oksitetrasiklin, potansiye sulphonamidler ve
oxolinic acid gibi antimikrobiyal maddelerin etkili olmasina
karsin, L. anguillarum ve V. salmonicida da bu ilaglara karsi
direng artisi s6z konusudur (Noga, 2000). Bu galismada
yukarida bahsedilenlerden farkli olarak izole edilen susun
oksitetrasiklin’e hassasiyet gosterdigi tespit edildi.

Mevcut ¢alismanin sonucunda; hasta gipura baliklarinda
gdzlenen vibriosis vakasindan Listonella anguillarum bir susu
identifiye edildi. Hasta baliklara yem igerisinde oksitetrasiklin
uygulandiginda, dliimlerin azalarak tedavinin yedinci giiniinde
ise balik kayiplarinin durdugu g6zlendi.
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Tablo 1. Hasta gipura (Sparus aurata L.) baliklarindan izole edilen bakteri susunun fenotipik 6zellikleri ile API 20E test sonuglari.

Test Fenotipik testler
Hareketlilik +

Gram-boyama - *
Sitokrom-oksidaz + +
O/F (Leifson)
(Gliikoz kullanilarak)
Katalaz +
indol +
Metil-Red -
Voges-Proskauer +
Nitrat indirgeme +
Swarming -
ADH +
LDC -
obcC

H2S Gretimi - -
Jelatinaz + +
Ureaz -
Amilaz + *
ONPG +

% 0 NaCl de gelisme -
% 7 NaCl de gelisme

Glilkozdan gaz iretimi -
Asit Uretimi:
Amygdalin
Arabinoz - -
Glikoz + +
inositol

Mannitol

Mellibioz

Ramnoz

Sorbitol

Sukroz

S. sitrat

Koyun hemolizi
TCBS de gelisme
0/129'a hassasiyet:
10 pg/disk

150 pg/disk

-n
*

*

* 4 o+ x4+

+

* * x4

* ok ok 1

+ + + +
*

S

H *
H *

API20 E Baumann ve Furniss (1994) & Austin ve Austin (1999)
* +

+ 4+ ' O+ + !

[ +

+ +

* 1

*

+ O

4+ o+ o+
w

I T

+: pozitif, -: negatif, S: sari, H: hassas, D: degisebilen sonug, F: fermentatif, *: mevcut degil.
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