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OzZET

Bu calismada, yurdumuzdaki kiltur ¢ipura baliklarindan (Sparus aurata L.) izole
edilen Vibrio damsela, Vibrio alginolyticus ve Vibrio ordalii izolatlari ve yurt digindan
getirtilen Vibrio anguillarum (Syn. Listonella anguillarum) serotip O1 ve O2 referans
suslari ile deneysel olarak cipura baliklarinda (2-20 g) enfeksiyon olusturulmaya
calisiimis ve bu izolatlarin patojenik 6zellikleri arastinimigtir. Bu amagla deneme
baliklarina Vibrio turi bakteriler canh olarak banyo ve karin igi enjeksi1yon yontemleri ile
verilmistir. Banyo yénteminde sudaki bakteri yogunlugu 10’ hicre ml olup, enjeksiyon
metodunda ise mI'de 10’ hiicre ml”" bakteri inokilati 0,1 ml dozunda baliklara
intraperitonal uygulamayla enjekte edilmistir. Baliklarda banyo ydntemi ile hastalik
olusturulamazken, enjeksiyon yontemi ile V.alginolyticus ve V.anguillarum serotip O1
suslarinin enfeksiyon olusturdugu tespit edilmistir. Ancak V.damsela, V.ordali ve
V.anguillarum serotip 02 suslarinin deneme baliklarinda her iki uygulamada dahastalik
olusturmadigi tespit edilmistir. Bu calisma ile V.alginolyticusun ¢ipura baliklarinda
deneysel olarak hastalik olusturan baslica Vibrio turi oldugu ve patojenitesinin
V.anguillarum serotip O1 susuna gbére daha yilksek oldugu enfekte edilen baliklarin
tamamin kisa sirede 6lmesi ile tespit edilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Cipura, Sparus aurata, Vibrio spp., banyo, karin igi
enjeksiyon

ABSTRACT

DETERMINATION OF PATHOGENIC CHARACTERISTICS OF
VIBRIO STRAINS IN GILTHEAD SEABREAM (SPARUS AURATAL.)

In this study, experimental infection was formed in cultured gilthead sea bream
(Sparus aurata L.) (2-20 g) by using Vibrio damsela, Vibrio alginolyticus, Vibrio ordalii
and Vibrio anguillarum (Syn. Listonella anguillarum) serotype O1 and O2 reference
strains and pathogenic characteristics of these isolates were investigated. V. damsela, V.
alginolyticus and V. ordalii isolates were isolated in Turkey, but V. anguillarum serotype

Tel: 02124555700 - 16473 e-mail: takayli@yahoo.com
Istanbul Universitesi Su Urinleri Fak. Su Urinleri Yetistiriciligi Bolima, Balik Hastaliklari
Anabilim Dali

1

20 TULAY AKAYLI-GULSEN TIMUR-R. EDA YARDIMCI

O1 and O2 reference strains were brought from abroad. In this study, alive Vibrio
bacteria were introduced into the fish by using immersion bath and intraperitoneal
injection techniq7ues in two groups. The density of bacteria in the water in immersion bath
method was 107 cell /mI™" whereas 0,1 ml of bacterial inoculate of 10” cell mI™" density
was injected intraperitoneally. V. alginolyticus and V. anguillarum serotype O1 strains
trial applications caused disease by using injection technique whereas any disease could
not be formed by using immersion bath technique. However V. damsela, V. ordaliiand V.
anguillarum serotype O2 strains did not cause any diseases in fish by using either
technique. With this research, it was determined that V. alginolyticus is the major Vibrio
species which causes experimental disease in gilthead sea bream and by observing
immediate deaths of infected fish samples, it was determined that its pathogenicity is
higher than V. anguillarum serotype 01.

Key Words: Gilthead sea bream, Sparus aurata, Vibrio spp., immersion,
intraperitoneal injection

GiRiS

Cipura (Sparus aurata, L. 1758) dlnya Uzerinde Bati Avrupa sahillerinden
baslayarak Akdeniz’'in tim bodlgelerine ve Kuzey Bati Afrika Kiyilar’'na kadar uzanan
alanda yayilim gdsteren bir balik tirlidir. Yunanistan, italya ve Fransa gibi Avrupa
Ulkelerinde ¢ok yaygin olarak yetistiriciligi yapiimakta olan bu baligin Gretimi ile ilgili ilk
bilimsel galismalar Ulkemizde 1986 yilinda baslamistir (Alpbaz, 1996; Celikkale vd.,
1999). Gunumizde o&zellikle Ege kiyilarinda kurulan gipura isletmelerinin sayisi ve
dretilen gipura miktari hizla artmaktadir. Tlrkiye Istatiktik Kurumu’nun 2007 yili verilerine
gére yillik kiiltdr cipura baligi tGretimimiz 33.500 ton/yil'a ulagsmistir (TUIK, 2007).

Bakteriyel balik hastaliklar kultir balik¢iliginin  baslangicindan beri  biyuk
ekonomik kayiplara neden olmustur. Bu bakteriyel enfeksiyonlar arasinda Vibriosis yilan
baligi, ¢ipura ve levrek baligi gibi birgok deniz ve tathi su bal@ tirinde yaygin
epizootikler olusturur. Bitin diinyaya yayilmis ve bu hastaliga neden olan pek ¢ok Vibrio
tir0 bulunmaktadir. Yapilan galismalar sonucunda yenileri de eklenmektedir. Vibriosis
terimi patojenik Vibrio tirlerinin neden oldugu primer sistemik enfeksiyonlarin timuand
icermektedir (Bruno vd., 1997, Austin ve Austin, 1999).

V. anguillarum (Listonella anguillarum) 48'den fazla balik tlriinde hastaliga neden
olur. Bu bakteri hastaligin dominant tiri olmasina ragmen diger Vibrio tirleri de bu
hastalikta rol oynar (Hjeltnes ve Roberts, 1993, Austin vd. 1997, Bruno vd., 1997).
V.ordalii'nin Kuzey Amerika’nin Pasifik sahillerinde ve Japonya'da kiltlri yapilan salmon
baliklarinda blyUk kayiplara neden oldugu rapor edilmektedir (Hijeltnes ve Roberts,
1993, Austin ve Austin, 1999). Deniz ve aci sularda yasayan diger balik tlrlerinde de
oldugu gibi cipura baliklarinin da en énemli bakteriyel hastaliklarindan birisi vibriosistir
(Bruno vd., 1997, Austin ve Austin, 1999). Yurdumuzda Kkiltiri yapilan g¢ipura
baliklarinda ¢ikan Vibrio epizootiklerinde V.anguillarum ve V.ordalii tirlerinin izole edildigi
bildirilmektedir (Candan, 1991, 1993; Cagirgan, 1993; Akayli, 2001,2004).

V.alginolyticus tiri de c¢ipura baliklarinin baslica patojeni olarak rapor
edilmektedir (Bruno vd., 1997; Paperna vd., 1977, 1981; Balebona vd., 1998). Paperna
ve ark. (1981) Israil'de ki gipura baliklarinda V.alginolyticus ile beraber V.anguillarum ve
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V. parahaemolyticus tirlerini izole etmislerdir (Paperna vd., 1977, 1981).
Athanassopoulo ve digerleri (1999) Yunanistan'da kultlri yapilan gizgili levrek ve gipura
baliklarinda parazitik enfeksiyonlarla beraber V. Alginolyticus'un bu baliklarda vibriosise
neden oldugu bildirilmektedir. Balebona ve digerleri (1998)’de ispanya’daki kiltiir gipura
baliklarinda hastaliga neden olan farkh Vibrio tiurleri izole etmisler fakat hastaligin primer
etkenlerini  V.anguillarum ve V.alginolyticus olarak rapor etmiglerdir. Kirmizi benek
hastaligini gbsteren deniz kefallerinde sekonder etken olarak V. alginolyticus' un izole
edildigi bildirilmektedir (Austin ve Austin, 1993). Ulkemizde de hasta ¢gipura baliklarindan
farkli donemlerde bu patojenin izolasyonu yapilmistir (Cagirgan, 1993; Akayli, 2001).

Vibriosise neden olan diger bir patojen tir olan V.damsela’ nin ilk izolasyonu
Glney Kaliforniya'daki sahil sularinda bulunan ve bir demarsel balik olan Chromis
punctipinnisdan yapilmistir. Ancak etken daha sonra, dogadaki kalkan gibi demarsal
baliklarin yanisira (Austin ve Austin, 1999), kopek balklarinda ve akvaryum
baliklarindan diskus baliklarinda da hastaliga neden oldugu rapor edilmistir. Kizil
Deniz’de ki cipura baliklarindan da V. alginolyticus'un izolasyonu yapilmistir (Austin ve
Austin, 1999). Bodrum ve c¢evresindeki hasta ¢ipura baliklarindan da bu patojen izole
edilmistir (Akayl, 2004).

Yurdumuzda kultar( yapilan deniz baliklarinda ciddi enfeksiyonlara neden olan
vibriosis vakalari ile gergeklestirilen ¢calismalar sadece bakteriyolojik diizeydeki tir tespiti
ile sinirh kalmistir. Cipura baliklarindan V. damsela’ nin izole edildigine dair calismalar
bulunmasina ragmen bu tiriin patojenitesi ile ilgili higbir ¢alismaya rastlaniimamigtir.
Dlnyada balik hastaliklari ile udrasan diger arastiricilarinda belirttigi gibi vibriosise
neden olan patojenler balik tiirii ve Ulkelere gbére de degismektedir

Bu calismada yurdumuzda kdiltirG yapilan gipura baliklarinda (Sparus aurata L.)
farkli Vibrio tirG bakteri kullanilarak deneysel olarak enfeksiyon olusturulmaya g¢alisiimig
ve bu bakterilerin patojenik 6zellikleri arastiriimistir.

MATERYAL VE YONTEM

Denemede kullanilan bakteriyolojik materyal

Bu calismada bakteriyolojik materyal olarak; 1999-2001 yillari arasinda Bodrum
gevresinde bulunan c¢ipura isletmelerindeki Vibriosis’le enfekte hasta baliklarin i¢
organlarindan yapilan ekimler sonucudan tarafimdan izole edilen Vibrio ordalii, Vibrio
alginolyticus, Vibrio damsela izolatlar ve yurt digindan getirtilen iki adet referans sus
olmak Uzere toplam 5 adet bakteri kullanilmistir (Tablo 1). Vibrio anguillarum O1 ve
Vibrio anguillarum O2 Norveg’de bulunan Bergen Deniz Arastirmalari Enstitisiinden
temin edilmistir.
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Tablo 1. Calismada kullanilan bakteriler ve kaynagi
Table 1. Bacteria used in this study and their source

No Bakteri adi Kaynak

1 V. anguillarum (O1) Gadus morphua, Norveg*
2 V.anguillarum (02) Gadus morphua, -Norvec*
3 V.ordalii Sparus aurata, Turkey
4 V.alginolyticus Sparus aurata, Turkey
5 V.damsela Sparus aurata, Turkey

* Dr.Sigmund Jensen ve Dr. Oivind Bergh, Institute of Marine Research, Bergen, Norway

Denemede kullanilan tanklar ve deniz suyu

Patojenite testi Fakiltemiz Deneysel Balik Hastaliklari Laboratuari’nda bulunan 1
m ¢apinda 70 cm derinliginde olan fiber tanklarda gergeklestirilmistir. Kumkapi sahilinden
pompa ile gekilen yaklasik bir ton deniz suyu (%0.20) Ultraviole lamba dan gegirilerek bir
su varili igcinde kaba filire edilmis ve tuzluluk orani ticari olarak satilan deniz tuzu
kullanilarak %0.35’e yUkseltilmistir. Bu temiz deniz suyu 6 adet tanka esit hacimde
doldurulmus. Her bir tanka ayri ayri Eheim filtre, hava motoru ve protein toplayici
takilarak sirkdler bir sistem olusturulmus ve tanklar baliklarin yasamasi igin uygun hale
getirilmistir. Denemeler siiresince deniz suyu yenilenmesi her calisma grubu igin bir aylik
dénemde dort kez tekrarlanmistir.

Denemede kullanilan balik materyali

2003 yi Mayis ayinda deneysel enfeksiyon olusturmak amaciyla merkezi
Bodrum’da bulunan ve gipura baligi Gretimi yapan kulugkahane isletmesinden Vibriosis’e
karsi asilanmamis ¢ipura baliklar temin edilmistir. Kulugkahaneden 200 adet yaklasik 2-
3 gr agirhginda saglkl gipura bahdr yavrusu getirtiimistir. Deney siresince baliklar yurt
disindan 6zel olarak getirtilen ve kapali devre sistemlerinde kullanilan yem ile glinde dért
defa yemlenmisgtir.

Patojenite testi

Cipura baliklarindan izole edilen farkh bakterilerin patojenitelerinin tespiti icin
Knappskog ve ark. (1993) tarafindan kullanilan in-vivo yontem kullanilmistir Faklltemiz
Deneysel Balik Hastaliklari Laboratuari’nda bulunan tanklara (850 It) 20 ser adet olarak
yerlestirilen yavru cipura baliklari; 5 sus ve bir kontrol grubu olmak Uzere 6 deneme
grubu olusturulmustur. Mayis ay1 sonunda deneysel enfeksiyon olusturmak igin her bir
deneme grubu ayri ayri kiiglk bir akvaryuma (5 It) alinmis 10 ml’* (As20 Nnm=0.2) hacimlik
bakteri sollisyonlari banyo yéntemi ile 60 dakika sire ile baliklara uygulanmis ve 3-4
haftalik slre iginde enfeksiyon olusturulmaya ¢alisiimistir. Kontrol grubundaki baliklara
ise banyo yontemi ile herhangi bir bakteri veriimemistir. Agustos ay! sonlarina dogru
yaklasik 15-20 gr agirhda ulasan deneme baliklarina enjeksiyon ydéntemi ile 0,1 ml
dozunda canli bakteri verilerek hastalik olusturulmaya calisilmistir. Kontrol grubuna ise
herhangi bir bakteri veriilmemis sadece ayni dozajda PBS (Phosphate buffered saline)
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karin ici enjeksiyon yéntemi (i.p) olarak uygulanmistir. Hasta baliklarin i¢ organlardan
yapilan bakteriyolojik ekimler sonucu bakterinin yeniden izolasyonu saglanmistir.

BULGULAR

Bu calismada 2 gr agirligindaki yavru gipura baliklarina 5 adet farkh Vibrio tiri
bakteri banyo yontemi ile verilmis ve deneysel enfeksiyon olusturulamamistir. Deneme
sonunda her bir deneme grubundaki baliklarin i¢ organlarindan 1% NacCl iceren Tryptic
Soy Agar (T-TSA)a yapilan ekimler sonucu herhangi bir bakteri Grememistir. Bu
yontemle ile enfeksiyon olusturulamadigi igin baliklar 2 ay daha saglikh bir sekilde
blyumeye birakilmis ve yaklasik 15-20 gr agirliga ulasildiginda bakteriler bu kez karin igi
enjeksiyon yontemi ile baliga verilmis ve 30 giin boyunca hastaligin seyri incelenmistir.

V.alginolyticus ile enfekte baliklarin bir hafta iginde tamaminin 6lddgd
g6zlenmistir. Olen baliklarda dis bakida sadece renkte koyulagsma gozlenirken i¢ bakida
ise dalakta hemoraji dikkati ¢cekmistir. V. anguillarum serotip O1 susunun olusturdugu
enfeksiyonda ise 2-3 haftalik slre iginde her giin 1-2 baligin 6ldigi ve hastaligin daha
kronik seyrettigi dikkati ¢ekmistir. Bu slre zarfinda hasta baliklarda zayiflama,
ylzgeglerde kanama, pullarda dékilme ve sirta yakin kanamali bolgeler dikkati
cekmistir. I¢ bakida karacigerin renginin solgun oldugu ve dalagin renginin koyulastigi
g6zlenmistir. V.alginolyticus ve V.anguillarum serotip O1 ile enfekte edilmis hasta
baliklardan yapilan bakteriyolojik ekimler de bu bakteriler saf olarak yeniden izole
edilmistir.

Buna ragmen V.anguillarum serotip O2, V.damsela ve V.ordalii bakterilerinin
deneme baliklarinda herhangi bir hastaliga neden olmadidi gézlenmistir. Kontrol olarak
bu baliklarin i¢ organlarindan yapilan ekimlerde her hangi bir Vibrio susuna
rastaniimamistir.

TARTISMA VE SONUC

Saglikl cipura baliklarina banyo ve enjeksiyon yéntemi ile bakteri verilerek
gerceklestirilen patojenite testi sonuglarina gére galismada kullanilan Vibrio turleri ile
banyo yontemi ile hastalik olusturulamazken karin ici enjeksiyon ydntemi ile verilen
V.alginolyticus ve V.anguillarum 01 suslarinin enfeksiyon olusturdugu tespit edilmigtir.

Balebona ve arkadaslari (1998b) yaptiklari deneysel enfeksiyon galismasi sonucu
banyo ydéntemi ile V.alginolyticus'un gipura baliklarinda hastalik olusturabilmesi igin
balikta herhangi bir hasar veya mukus tabakasinda asinma olmasi gerektigini
bildirmiglerdir. Bu c¢alismanin ilk grubundaki baliklarda da bu yéntemle hastalik
olusturulamamasi bu nedenden kaynaklanmaktadir.

V.anguillarium yilan baligi ve salmonid baliklar gibi pek ¢ok kiltir bahginin primer
patojenidir ve virllensi yiksek oldugu icin deneysel olarak hastalik olusturmaktadir
(Austin ve Austin, 1993). V.alginolyticus ise gipura baliginda vibriosise neden olan primer
patojendir (Paperna vd., 1977, 1981, Austin and Austin, 1999). Yurittigimiz bu ¢alisma
ile diger arastiricilarinda belirtmis oldugu gibi V.alginolyticus (Paperna vd., 1977, 1981,
Balebona vd., 1998a,b) ve V.anguillarum’'un deneysel olarak cipura baliklarinda
hastaliga neden oldugu bir kez daha gbézlenmistir (Balebona vd., 1998a). Calisma
grubundaki baliklarda 6lim orani V.alginolyticus ile enfekte bireylerde ylksek iken
V.anguillarium 01 ile enfekte baliklarda daha dusik seviyede gézlenmistir. Bizim
calismamizda oldugu gibi Balebona ve digerleri (1998a) cipura baliklarinin
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V.anguillarum'a karsi daha direngli oldugunu belirtmistir. Ayrica bu g¢alisma diger
arastiricilarin  bulgularina benzer olarak V.alginolyticus'un ¢ipura baliginin baslca
patojeni oldugunu bir kez daha gdstermistir (Paperna vd., 1977, 1981; Balebona vd.,
1998a;b, Zorilla vd., 2003). Halbuki Colorni ve digerleri, (1981) cipura baliklarinda ve
Austin ve digerleri (1993) de kalkan baliklarinda V.alginolyticusun deneysel olarak
hastaliga neden olmadigini belirtmislerdir.

V.alginolyticus ile enfekte baliklarda sadece renkte koyulasma ile karakteristik
olan akut &limler bu ¢alismada da gézlenmistir (Paperna vd., 1977, 1981; Candan,
1991; Gagirgan, 1993; Akayh, 2001;). V.anguillarum enfeksiyonunda ise sirta yakin
bdlgede hemoraji, pullarda dékilme ve yizgecglerde erime ile seyrettigi bildirilen daha
kronik élimler gézlenmistir. Cesitli Ulkelerdeki diger arastiricilarin bildirdidi gibi Vibriosis’li
cipura baliklarinda derinin renginde koyulasma, viicut ylzeyinde Ulserlerin gelismesi ve
hemoraji, i¢ organlarda hemoraji ve dalakta bliyime bu g¢alismada kullanilan bakterilerin
izole edildigi deney baliklarimiz da gézlenmistir (Paperna vd., 1977, 1981, Hijeltnes ve
Roberts, 1993; Austin ve Austin, 1999).

V.damsela ilk kez Chromis punctipinnisten izole edilmis ve deneysel olarak bu
balikta hastalik yaptigi tespit edilmisdir (Austin and Austin ,1987). Virllenci yUksek olan
bu bakteri ile Fouz ve digerleri (1992) yaptiklari deneysel enfeksiyon galismasi ile V.
damselanin alabalik ve kalkan baliginda patojen oldugunu tespit etmislerdir. V. ordalii
salmonid baliklarda virllensi olduk¢a yiksek olan bir bakteridir (Austin vd. 1997). Farkl
balik tirlerinde hastaliga neden oldugu bildirilen V. ordalii ve V. damsela bakterileri bu
calismada c¢ipura baliklarinda deneysel olarak hastaliga neden olmamistir (Austin ve
Austin, 1997). Bu durum bakteri dozuna ve gesitli izolatlarin hastalik yapma yeteneginin
farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu calisma V. alginolyticusun cipura baliklarinda deneysel olarak hastalk
olusturan baslica Vibrio tirt oldugunu gdésterdigi gibi enfekte edilen baliklarin tamaminin
kisa slirede 6lmesi de bu bakterinin patojenitesinin V. anguillarum 01 susuna gére daha
yUksek oldugunu géstermistir.
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