BiR LEPISTES URETIM UNITESINDEKI BALIKLARDA (Poecillia reticulata)
Pseudomonas fluorescens iLE BIRLIKTE GORULEN
FLAVOBAKTERIOSIS OLGUSU
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A Case of Flavobacteriosis in Association with Pseudomonas fluorescens in a

Guppy (Poecillia reticulata) Breeding Unite

Summary : This study was carried out to determine the aethiological agent of
an infectious fish disease that induced high mortality in a guppy production unite.

Affected fish (2-4 g in weight) showed pale gills, darkening of the skin, fin rot,
aimless swimming, loss of uqilibrium, convulsions, paralysis, and death. Internally pale
liver and kidney, enlarged cherry red spleen and swollen bile duct were noticed.
Bacteriological inoculations were made from the infected fish kidney, liver and spleen
to Tryptic Soy Agar (TSA) and Anacker and Ordal Agar (AOA). The isolated bacteria
were identified according to cellular morphological, physical, and biochemical
characteristics. From this epizootic, 4 isolates were identified as Flavobacterium spp.
and 2 isolates as Pseudomonas fluorescens, were recovered. Oxytetracycline was found
most sensitive to both bacteria isolate. Sick fish treated with this antibiotic in food was
found effective with seven days application.
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Ozet: Bu calisma 6zel sektore ait bir lepistes iiretim iinitesindeki baliklarda
goriilen ve yliksek mortaliteye neden olan enfeksiyoz bir hastaligin etkenini saptamak
amaci ile yiiriitiildii.

Hasta baliklarda (2-4 gr. agirliginda) dis bakida solungaclarda solgunluk,
anormal yiizme davranislari, denge kaybi, renkte koyulagma, ylizgeclerde erime,
cirpinma, durgunluk ve olim gozlendi. I¢c bakida karaciger ve bobreklerinin
solgunlastifi, dalaklarinin koyulastigi ve safra keselerinin ise siskin oldugu dikkati
cekmigstir. Hasta lepistes baligi oOrneklerinin bobrek, karaciger ve dalak gibi ic
organlardan Tryptic Soy Agar (TSA) ve  Anacker and Ordal Agar’a (AOA)
bakteriyolojik ekimleri yapildi. izole edilen bakteriler morfolojik, fiziksel ve
biyokimyasal 6zelliklerine gore identifiye edildi. Bu calismadan elde edilen dort izolat
Flavobakterium spp. iki izolat ise Pseudomonas fluorescens olarak identifiye edildi.
Oxytetracycline her iki bakteri tiirline de duyarli bulundugu icin hasta baliklara yem

icinde verilerek oliimler durduruldu.

Anahtar kelimeler: Lepistes (Poecillia reticulata) Flavobakterium spp.,

Pseudomonas fluorescens, Flavobakteriosis

Giris
Tiirkiye’de akvaryum ve akvaryum baliklarina olan ilgi 30-40 yillik bir gecmise
sahiptir (23). Bugiin diinyada ve yurdumuzda akvaryum balig1 yetistiriciligi karli bir
sektor halini almistir (23,25). Tiirkiye’de iiretimi yapilan baglica akvaryum balig tiirleri

ise lepistes (Poecillia reticulata), melek (Pterophylum scalarae) ve japon baligi



(Carassius auratus)’dir (23). Yurdumuzda akvaryum baliklarinin toplam iiretiminin
aylik  300-400 bin adet civarinda oldugu tahmin edilmektedir (25). Akvaryum balig1
endiistrisinde bakteriyel enfeksiyonlarin yetistiriciligin her asamasinda agir kayiplara

neden oldugu bildirilmistir (2,3,15,19,20,21).

Kiiltiir ve akvaryum baliklar1 arasinda yaygin olarak enfeksiyona neden olan
Gram-negatif bakterilerden Flavobakterium ve Pseudomonas cinslerine ait bakteri
tiirleri; toprakta, denizde ve tatli sularda yaygin olarak bulunmaktadir (20). Bu
bakteriler saglikli baliklarin derisinde normal olarak bulunmakla birlikte balik
yaralandiginda ve baligin viicut direncini diistirecek diger ¢evresel sartlar olustugunda
firsatg1 patojen olarak rol oynarlar (3,20,21). Pseudomonas tiirlerinin baliklarda

sekonder hastalik etkeni oldugu da bildirilmistir (17) .

Flavobakteriler; Gram-negatif,cogunlukla hareketsiz, sari-turuncu renkli
pigment iireten ve O/F glukoz testinde oksidatif reaksiyon veren bakteri tiirleridir
(4,5,6,20). Bu bakteriler baliklarda finrot, bakteriyel solunga¢ hastaligi ve
flavobakteriosis adi verilen hastaliklara neden olurlar (4,5,21). Flavobakterium
balustinum, Flavobakterium johnsoniae, Flavobakterium psycrophilum  (26),
Flavobakterium branchiophilum ve Flavobakterium spp. tiirlerinin baslica balik
patojenleri arasinda yer aldigi bildirilmistir (4,6,20). Baliklarda bu tiirlerin disinda
Flavobakteriosis’e neden olan ancak bugiine kadar tanmimlanamamis Flavobakterium

cinsinde yer alan bakterilerde bildirilmektedir (20). Ayrica Flavobacterium cinsi



bakterilerin {irettikleri endotoksinlerin ise baliklarda norotoksikozise neden oldugu

bildirilmektedir (19,20).

Kiiltiir ve akvaryum baliklar1 arasinda yaygin olarak goriilen ve sporadik veya
epizootikler seklinde olusan pseudomonad septisemilerine etiyolojik ajan olarak
Pseudomonas  fluorescens (1), Pseudomonas anguillaseptica, Pseudomonas
chlororaphis,  Pseudomonas  (Alteromonas)  putrefaciens ve  Pseudomonas
pseudoalcaligenes gibi ¢esitli Pseudomonas tiirleri neden olmaktadir (4,6,14,20).
Pseudomonas fluorescens’in tilapia (Sarotherodon niloticus) baliklarinda dalakta
beyaz nodiiller ve hava kesesinde apseler olusturdugu bildirilmektedir. P. fluorescens’in
tilapia baligindan baska japon balig1 (Carassius auratus), kadife balig1 (Tinca tinca),
gokkusag1 alabaligi (Oncorhyncus mykiss) (1,7,14,16), biiyiikk bas sazan (Aristichthys
nobilis), ot sazan (Ctenopharyngodon idella), kara sazan (Mylopharyngodon piceus) ve
giimiis sazam (Hypophthalmichthys molitrix, Val) baliklarinda da septisemi

olusturmaktadir (1, 6,7).

Bu calisma ile Istanbul’da bulunan bir lepistes iiretim iinitesindeki hasta anag ve
geng baliklarda agir mortaliteye neden olan hastalik etkenlerinin saptanmasi ve hasta
baliklarin tedavisi amaglanmistir.

Materyal ve Metot

Bu calismada; 2-4 gr agirhigindaki 3’er adet hasta ana¢ ve geng lepistes baligi

materyal olarak kullanildi. Hastalik belirtisi gosteren balik 6rneklerine parazitolojik ve



bakteriyolojik muayene yontemleri uygulandi (4,11). Parazitolojik muayene i¢in hasta
baliklarin solungag¢larindan doku ornegi alinarak hazirlanan yas preparatlar ile dorsal
ylizgeclerin dip kistmlarindaki deri bolgesinden kazinti alinarak hazirlanan froti

ornekleri 1s1k mikroskobu altinda incelendi (11).

Hasta akvaryum baliklarinin nekropsisi i¢in baliklar bisturi yardimi ile Medulla
spinalis’ten kesilerek hareketsiz hale getirilmis ve ince uclu bir makas yardim ile
ventral insizyon yapildiktan sonra karin boslugu steril sartlar altinda acgildi (12).
Otopsileri yapilan hasta balik Orneklerinin karaciger, dalak ve bobrek gibi ic
organlarindan Tryptic Soy Agar (TSA) ile Anacker ve Ordal Agar (AOA) igeren
besiyeri ekimleri yapilarak 22°C de 48-72 saat siire ile inkiibe edildi. Bu siire sonunda
besiyerinde gelisen bakteri kiiltiirlerinin koloni morfolojisi ile koloni rengi tespit
edilerek bakteri izolatlarina ait saf kiiltiirlere konvansiyonel morfolojik, biyokimyasal
ve fizyolojik yoOntemler uygulanarak identifiye edildi (6,9,16). TSA’da iireyen
bakterilerin floresan olusturma ozelligi ultraviole (UV) 1s1k altinda tutulmak sureti ile

incelendi (4,5,6,20)

Izole edilen bakterilerin hareket ozellikleri icin asili damla yontemi ve hiicre
morfolojilerinin tespiti i¢inde Gram boyama yontemi uygulandi (13). Bakterilerin
fenotipik ozeliklerini ortaya koymak amaci ile sitokrom oksidaz ve katalaz testleri,
oksidasyon-fermentasyon gliikoz testi, indol, metil red ve Voges-Proskauer testleri,

nitrat rediiksiyon testi, sekerlerden asit iiretimi, flexirubin tip pigment iiretimi, jelatin



testi, arjinin dihidrolaz ile lizin ve ornitin dekarboksilaz testleri, tuzluluk ve sicaklik

testleri uygulandi (4,5,9,11,13).

Hasta baliklarin tedavisinden Once antibiyogram testi yapilmistir. Bu amagla
disk diffiizyon yontemi saf izolatlara uygulanarak duyarlilik testleri gerceklestirildi (8).
[zolatlar steril suda siispanse edilerek McFarland standart 1’e ayarlanarak uniform bir
sekilde Mueller-Hinton agar igeren besiyerlerine yayilmistir. Flumequine (30 pg),
Erythromycine (15ug), Furazolidone (15ug), Ampicillin (10 pg), Oxytetracycline(30
ug), Sulphamerazine (300 ug), Kanamycine (30 pg), Trimethoprime (5 pg), Cefotaxime
sodium (30ug) ve Chloramphenicol (30ug) ile emdirilmis diskler besiyerlerine
yerlestirilerek 22 °C de 24 saat inkiibe edildi. Gelisme inhibisyon zonlar1 Ol¢iilmiis ve

izolatlar duyarh ya da direncli seklinde degerlendirildi (7,8,17).

Bulgular

Klinik ve Nekropsi Bulgulart:

Istanbul ilindeki akvaryum balig1 iiretimi yapan bir isletmedeki 2-4 gr

agirhigindaki ana¢ ve ergin lepistes baliklarinda 2003 yilinin Nisan ayinda yiiksek

Oliimler (%40) gozlendi.

Hasta lepistes baliklarinda dis bakida solungaclarda solgunluk, anormal yiizme

davranislari, denge kaybi, ¢cirpinma, durgunluk, yiizgeclerde erime ve renkte koyulagsma



dikkati ¢ekti (Sekil 1). I¢ bakida; hasta baliklarin karaciger ve bobreklerinin
solgunlastigi, dalaklarinin koyulastigi ve safra keselerinin ise siskin oldugu dikkati
cekti. Parazitolojik muayene i¢in hazirlanan yas preparatlarda yapilan incelemelerde de

herhangi bir dis parazite de rastlanilmadi.

Sekil 1. Hasta baliklarda renkte koyulasma ve yiizgeclerde erime.

Figure 1. Affected fish showing darkening of the skin and fin rot.



Bakteriyolojik Bulgular:

Hasta lepistes baliklarinin karaciger, dalak ve bobreklerinden TSA ve AOA
besiyerlerine yapilan ekimler sonucu sar1 ve krem renkli koloni olusturan toplam 6
izolat elde edildi. Sar1 renkli koloni olusturan 4 adet izolatin Gram-negatif hareketli
basil olmalari, O/F gliikoz testinde reaksiyon olusturmamalar1 ve karbon kaynagi olarak
gliikozu kullanmamalar1 sebebi ile Flavobakterium spp. olarak identifiye edildi. Bu
izolatlarin flexirubin tip pigment iirettikleri, sitokrom oksidaz ve katalaz pozitif olup
jelatin hidrolizi ile arginin dihidrolaz testlerine pozitif reaksiyon verdikleri ancak H,S ,
indol, lizin ve ornitin dekarboksilaz iiretiminin negatif oldugu tespit edilirken gliikoz ve

laktozdan asit iiretmedikleri de gozlendi (Tablol.).

Krem renkli koloni olusturan iki izolat ise Gram-negatif, hareketli, ultraviole
15181 altinda pigment iireten ve O/F gliikoz testinde oksidatif (alkali) reaksiyon

olusturmalar1 nedeni ile bu bakteriler P. fluorescens olarak izole ve identifiye edildi.

Hasta lepistes baliklarindan izole edilen Flavobakterium ve Pseudomonas cinsi

bakterilerin morfolojik, fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri Tablo1.’de verilmistir.



Tablo 1. Hasta lepistes baliklarindan izole edilen Flavobakterium spp. ve
P. fluorescens suslarma ait fiziksel ve biyokimyasal 6zellikler.
Table 1. The physical and biochemical features of Flavobacterium spp. and

P.fluorescens were isolated from sick guppy.

Karakterler Flavobakterium Pseudomonas
spp. fluorescens

Hareket + +

Gram - -

Flexirubin pigment +

O/F - Oksidatif

Katalaz +

+
Sitokrom oksidaz +
Arjinin dihidrolaz iiretimi +

+ [+

Lizin dekarboksilaz -

Ornitrin dekarboksilaz -

+ [+ [

Indol iiretimi -

H,S -

Jelatin hidrolizi +

+ ||

Nisasta hidrolizi -

Metil kirmizisi reaksiyonu | -

Nitrate rediiksiyonu

+

Floresans pigment - +

Voges-Proskauer + -
reaksiyonu

0/129 testine hassasiyet -

4 °C’ de ireme -

+ |

22 °C’de iireme +

37°C’de iireme -

% 0 NaCI’de ireme + +

% 7 NaCI’de iireme - -

Sitrat +

+

Ksiloz -

TCBS -

Kann (hemoliz) -

+ [+

Gliikoz -

Inositol d

Sakkoroz -

+

Laktoz - -

+: pozitif -: negatif d : degisken sonug



Antibiyogram Sonuclari:

Hasta lepistes baliklarindan izole edilen iki bakteri tiiriiniin; Mueller- Hinton
besiyeri icinde ¢esitli antibiyotik disklerine kars1 olusturdugu gelisme inhibisyon

zonlari Olgiilerek izolatlar duyarli ya da direngli seklinde degerlendirildi.

Flavobakterium spp. olarak izole edilen antibiyogram test sonuclarina gore
dokuz adet antimikrobiyal maddeye kars1 farkli duyarlilik gosterdikleri tespit edildi.
Tablo 2’de goriildiigii sekilde Flavobakterium spp. izolatinin Oxytetracycline ve
Flumequine duyarh olduklar1 gozlendi. Enfekte baliklardan izole edilen Pseudomonas
fluorescens i1zolatmin ise Flumequine, Oxytetracycline ve Sulphamerazin’e yiiksek

oranda duyarli olduklar1 saptand: (Tablo 2.).

Antibiyogram test sonuclarina gore lepistes baliklarinda izole edilen iki cinse ait
bakterilerin ortak olarak Oxytetracycline duyarl olduklar1 saptandi. Oxtetracycline yem
icinde (500 g. ila¢/100 kg. yem dozunda) baliklara bir hafta siire ile verildiginde

Oliimlerin durdugu gézlendi.
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Tablo 2. Hasta lepistes baliklarindan izole edilen Flavobakterium spp. ve
Pseudomonas fluorescens suslarimin antibiyogram sonugclari.

Table 2. Antibiyogram results of Flavobacterium spp. and Pseudomonas
fluorescens strains were isolated from sick guppy.

Antimikrobiyal Flavobakterium spp. | P. fluorescens
maddeler

Flumequine hassas™"" hassas™""
Erythromycine hassas™ hassas™
Furazolidone hassas” hassas”
Ampicillin hassas” direncli
Oxytetracycline hassas™" hassas™"
Sulphamerazine hassas™ hassas™""
Kanamycin hassas™ hassas™
Trimetroprim hassas” direncli
Cefatoksime sodium |hassas™" hassas™™"

Tartisma ve Sonug¢

Bakteriyel balik hastaliklar1 dogal ve kiiltiir baliklarinda yaygin oldugu gibi
akvaryum baliklarinda da yiiksek oliimlere neden olmaktadir. Bununla birlikte, baliklar
etkileyen bakterilerin ¢ogunlugu uygun olmayan c¢evre sartlarinin yaratmis oldugu strese
bagl olarak ortaya cikan firsat¢i patojenlerdir (3,21).

Gram-negatif bakterilerden olan Flavobakterium  ve Pseudomonas cinsi
bakteriler tiim diinyada yaygin olup stres sartlar1 altinda tek baslarina ya da diger

patojenler ile beraber baliklarda hastaliklara neden olurlar (19,21,24). Flavobakterium
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spp.’nin baliklarda yiizgec ciirtimesi, flavobakteriosis ve bakteriyel solunga¢ hastaligina
neden oldugu (4,5,21) ve bu bakterinin Pseudomonas cinsine ¢ok yakin bir tiir oldugu

ifade edilmektedir (4,5,21,24).

Flavobakterium cinsinde yer alan baz1 bakterilerin neden oldugu
enfeksiyonlarda patojenler genelde hasta baliklarin solunga¢ dokusundan ve mukus
ylizeyinden izole edilmistir (4,6,19,20). Enfekte baliklarda gozlenen hastalik bulgular;
baliklarda goriilen diger septisemilerdeki bulgularla benzer olup yiizgeclerde, agiz
bolgesinde alt cenede ve operkulumda erimelere neden olur. internal olarak da hasta
baliklarin i¢ organlarinda erime ve petesiler bildirilmistir. Bununla beraber
Flavobakterium tiirii bakterilerin salgiladiklar1 endotoksinler sonucu olusan hastalikta
ise enfekte baliklarda amagsiz yiizme, denge kaybi, cirpinma, felg ve 6liim baslica

bulgulardir (20).

Bu calismada da hasta anag¢ ve geng lepistes baliklarinda gozlenen solungaglarda
solgunluk, ylizgeclerde erime ve renkte koyulasma Flavobakterium spp.’nin neden
oldugu enfeksiyonlarda goriilen baslica klinik bulgulara benzer olmakla birlikte,
anormal yiizme davraniglari, denge kaybi, durgunluk ve yogun 6liimlerin goriilmesi gibi
bulgularin Flavobakterium spp.’nin endotoksinlerinden kaynaklanan flavobakteriosis’in
bulgularina benzerlik gosterdigi dikkati cekmistir (20,24). Ayrica Pseudomonas
septisemilerinde gozlenen deride, yiizge¢ diplerinde ve solungaclarda hemoraji ve
deride {iilseratif lezyonlara da rastlanilmamistir (4,5,17,24). Bununla birlikte kuyruk

ylizgecinde erimenin goriilmesi diger arastiricilarin bulgularina benzerlik gostermistir

12



(6,17,22,24). Enfekte baliklarin  karacigerleri ile bdobreklerinin solgun olmast,
dalaklarinin renklerinin koyulasmasi ve safra keselerinin sigkin olmasi gibi bulgularda
Flavobakterium ve Pseudomonas cinslerinde yer alan bazi bakterilerin birlikte izole ve

identifiye edildigi enfeksiyonlarda goriilen bulgulara benzerlik gostermistir (4,5,6,20).

Hasta baliklardan izole edilen sar1 renkli koloni olusturan bakterilerin Gram-
negatif, hareketli olmalarimin yami sira O/F gliikoz testinde reaksiyon vermemeleri
nedeni ile Flavobakterium cinsine ait bakterilerin genel Ozelliklerinden farklilik
gosterdikleri dikkati ¢ekmistir (4,5,6,20) . izole edilen bakterilerin bu o6zellikleri
yanisira diger fizyolojik, biyokimyasal ozellikleri de farkli arastiricilarin bulgularina

(5,9,20) benzerlik gosterdigi i¢in Flavobakterium spp. olarak identifiye edilmistir.

Diger arastiricilarin (4,6,9,21) bildirdigi gibi bu c¢alismada da hasta lepistes
baliklarindan izole edilen P. fluorescens bakterileri hareketli, Gram-negatif basiller olup

OJF gliikoz testinde ise oksidatif (alkali) reaksiyon vermistir.

Sonug olarak, bu calismada lepistes baliklarinin iiretildigi bir isletmede; iiretim
initesindeki yogun balik populasyonu ve hijyenik tedbirlerin yetersiz olmasi nedeni ile
lepistes baliklarinda Flavobakterium spp. ve Pseudomonas spp. tiirii bakterilerin
yiiksek Oliimlere neden oldugu anlasilmistir. Flavobakterium spp’in Pseudomonas
cinsinde bulunan bazi tiirlerin ¢cok yakin bir tiir olmas1 yam sira Pseudomonas tiirlerinin

de baliklarda sekonder hastalik etkeni oldugu bu calisma ile bir kez daha ortaya
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cikartilmistir. Antibiyogram test sonuglarina gore de lepistes baliklarindan izole edilen
bu iki cinse ait bakterilerin Oxytetracycline duyarli olduklar: tespit edilmis ve baliklar

bu antibiyotik ile tedavi edilmistir.
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