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EGE BOLGESINDEKI LEVREK (DICENTRARCHUS LABRAX L.) VE CIPURA
(SPARUS AURATA L.) ISLETMELERINDE VIRAL NERVOZ NEKROZIS
HASTALIGININ VARLIGININ ARASTIRILMASI*

THE INVESTIGATION OF THE PRESENCE OF VIRAL NERVOUS NECROSIS DISEASE
IN SEA BASS (DICENTRARCHUS LABRAX L.) AND SEA BREAM (SPARUS AURATA L.)
FARMS IN THE AEGEAN REGION
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OZET

Bu projede Ege bolgesinde yer alan levrek ve gipura isletmelerinde viral nervoz nekrozis (VNN) hastaliginin varlig: arasti-
rilmistir. Bu amagla levrek ve cipura igletmelerinden temin edilen larva ve/veya yavru baliklar kullanilmistir. Hastaligin teshisi
amaciyla hiicre kiiltiirlinde virus izolasyonunu takiben identifikasyon i¢in immun floresan antikor testi (IFAT) ve reverse
transcriptase/polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) teknikleri uygulanmistir. Caligmanin sonunda, Ege Bolgesinde yer alan
levrek ve ¢ipura isletmelerinde VNN hastaliginin varligi tespit edilmemistir.

Anahtar Kkelimeler: Cipura, levrek, IFAT, RT-PCR, SSN-1, teshis, VNN.

SUMMARY

In this project, the presence of viral nervous necrosis (VNN) disease was investigated in sea bass and sea bream farms in
the Aegean Region. For this purpose, larvae and/or juvenil fish which was obtained from sea bass and sea bream farms were
used. For diagnosis of disease, virus isolation was performed on cell culture followed by identification using immuno fluores-
cence antibody test (IFAT) and reverse transcriptase/polymerase chain reaction (RT-PCR). At the end of study, the presence of
VNN disease was not determined in sea bass and sea bream farms in the Aegean Region.

Key words: Diagnosis, IFAT, sea bass, sea bream, RT-PCR, SSN-1,VNN.

GIRIS

Viral nervoz nekrozis (VNN) veya viral
ensefalopati ve retinopati (VER) 6zellikle larva ve
yavru deniz baliklarinda, bazen de yetiskinlerde
bildirilen 6nemli bir hastaliktir. Hastalik diinyada
genis bir dagilima sahip olup giiniimiize kadar en
az 40 balik tiiriinden rapor edilmistir (14,18). Has-
taligin en fazla etkiledigi balik tiirleri arasinda

" TAGEM/HS/09/02/07/124 no’lu projeden 6zetlenmistir.

Dicentrarcus labrax, Lates calcarifer, Epinephelus
sp., Cromileptes altivelis, Pseudocaranx dentex,
Oplegnathus fasciatus, Takifugu rubripes, Verasper
moseri, Hippoglossus hippoglossus, Paralichthys
olivaceus, Scophthalmus maximus yer almaktadir
(3, 8,10, 12, 13, 17). Virus ayrica akvaryum balik-
larindan, ¢ift kabuklu yumusakgalardan, karides-
lerden ve kabuklulardan da izole edilmistir (6).

" Dr. Vet. Hekim, Viroloji Béliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, ZMIR
2Dr. Uzm. Vet. Hekim, Viroloji Béliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, IZMIR

* Dr.Biyolog, Viroloji Béliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, ZMIR
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Hastaligin  etkeni Nodaviridae familyasi
Betanodavirus genusunda yer almaktadir. Etken
25-30 nm biiyiikligiinde, zarfsiz ve ikozahedral
morfoloji ile karakterizedir (3, 17).

Genomik smiflandirma T4 degisken bolgenin
(kapsid proteinini kodlar) filogenetik analizine
gore yapilmis ve 4 genotip tanimlanmistir. Bu
genotipler striped jack nervéz nekrozis (SINNV),
tiger puffer nervéz nekrozis (TPNNV), red spotted
grouper nervoz nekrozis (RGNNV) ve barfin
flounder nervdz nekrozis (BFNNV)’dir. Serolojik
olarak 3 serotip tanimlanmustir. Serotip A ve B’ nin
sirast ile genotip SINNV ve TPNNV ile ilgili,
Serotip C’nin ise genotip RGNNV ve BFNNV ile
iligkili oldugu diistiniilmektedir (16, 21, 24).

Klinik semptomlar, retina ve merkezi sinir sis-
teminde meydana gelen lezyonlar sonucunda gelis-
mektedir. Tiir ve yasa gore degiskenlik gdstermekle
birlikte baslica belirti ylizeye yakin ve dairesel se-
kilde olan yiizme bozuklugudur. Istahsizlik ve
pigmentasyon bozukluklart da  goriilmektedir.
Semptomlar ve mortalite, etkilenen balik tiiriine ve
enfeksiyon yoluna gore degismektedir. Mortalite
oraninin larva ve yavrularda yiiksek olmasina rag-
men dentex, Epinephelus
septemfaciatus ve levreklerin ticari boyutlarinda da
mortaliteler bildirilmistir (12, 17). Klinik semptom-
larin goriintimii su sicakligi ile iligkilidir. Levrekler-
de tipik klinik belirtiler 23-25°C’nin {izerinde go-
rilmektedir. Nadir olarak VNN salginlar1 az veya
klinik belirti gbstermeksizin goriilebilmektedir (6).

Pseudocaranx

Patolojik olarak hava kesesi hiperinflamas-
yonu, levrek, Lates calcarifer ve Pseudocaranx
dentex’ lerde ozellikle larva agsamalarinda bildiril-
mistir. Bazi1 vakalarda beyin iizerinde kafatasi deri-
sinde depigmentasyon, genislemis operkula, ¢ene
lezyonlar1 ve kafa bolgesinde kizariklik bildirilmig-
tir. Histopatolojik olarak tipik bulgu o6zellikle kli-
nik semptom gosteren baliklarda sinir hiicrelerinde
nekroz ve vakuolizasyondur. Lezyonlar beynin
farkli boliimlerinde (mezensefalon, metensefalon,
telensefalon, medulla oblangata), spinal kordta ve
retinanin graniiler tabakasinda tespit edilebilmek-
tedir. (8, 12, 15, 19, 20, 23). Vakuollerin sayis1 ve
biiytikliigli etkilenen balik tiiri ve yasina gore
onemli derecede degisebilmektedir. Ciddi lezyon-
lar 6zellikle larval ve yavru donemlerinde gozlen-

mektedir. Genellikle hem intra hemde extra
vakuoller retinanin graniiler tabakasinda ve meten-
sefalonda ¢ok sayidadir (15).

Yetigkin levreklerde histopatolojik lezyonlar
ve semptomlar olduk¢a azdir. Bagirsak mukozasi-
nin vakuolizasyonu ve epitel dokiilmeleri (hyalin
droplet formasyonu) bildirilmistir. Histopatolojik
degisiklikler bazen karaciger, bobrek, kalp, barsak
ve iskelet kaslarinda da goriilebilir (10, 13, 23).

Enfeksiyonun baglica kaynagi asemptomatik
tastyict baliklardir. Akdeniz bolgesinde Onemli
hedef konake¢1 olan levrekler i¢in ¢ipuralarin sag-
likl1 tagiyict olarak rol alan tiirler oldugu diisiiniil-
mektedir (2, 4). Hastaligin yayiliminda diger bir
risk faktorii de gevrede bulunan dogal tiirlerdir (7).

Betanodavirus enfeksiyonlart ndrotropisme
sahiptir. Pseudocaranx dentex larvalarinda viral
replikasyonun spinal kordta bagladigi buradan
beyin daha sonra optik sinir aracili1 ile retinaya
ulastirildigt bildirilmektedir. Aynu tiiriin yetigkinle-
rinde immun floresan antikor teknigi (IFAT) ile
viral antijenin gonadlar, bagirsaklar, mide, bobrek-
ler ve karacigerde varlig1 tespit edilmis fakat mer-
kezi sinir sistemi ve retinada gdsterilememistir. Bu
da tasiyici ve klinik olarak enfekte baliklar arasin-
da fark oldugunu gostermektedir (11, 22).

Solunga¢ ve lateral line, virus penetrasyonu
icin ilk bolgedir. Virusun primer replikasyonunun
on bagirsak epitelyumunda oldugu diistiniilmekte-
dir. Olfaktor lobda viral antijenin tespit edilmis
olmasi nasal kavitenin de virusun giris bdolgesi
oldugunu diisiindiirmektedir. Virusun sagilmasi
diski ve cinsel sivilarla olmaktadir (17). Deneysel
olarak hastalik kohabitasyon, oral, banyo,
intraperitoneal ve intramuskuler inokulasyon yolla-
r1 ile olusturulabilmistir (23).

Enfeksiyonun yiiksek prevalansinin oldukcga
erken larval asamada ve yavrularda goriilmesi
vertikal bulagma ihtimalinin yiiksek oldugunu dii-
stindiirmesine ragmen tam olarak net degildir.
Ozellikle larvalarda canli yem olarak kullanilan
artemia ve rotiferlerin mekanik vektor olarak rol
aldig1 diistiniilmektedir. Anaglarin beslenmesinde
kullanilan ¢ig baliklar da hastalik bulasmasinda bir
ihtimaldir (14, 17).
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Viral nervoz nekrozis hastaligimin tanisi Diin-
ya Hayvan Saglig1 Orgiitii (OIE)’niin su hayvanlari
icin diagnostik testler el kitabina goére asempto-
matik baliklarda striped snakehead fish fry (SSN-
1) veya E-11 hiicre kiiltiirlerinde izolasyon ve taki-
ben IFAT veya reverse transcriptase/polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile identifikasyon
yapilmaktadir. Klinik vakalarda teshis ise virus
izolasyon metoduna ek olarak direkt dokudan
IFAT, immunohistokimya (IHC) veya RT-PCR
kullanilarak yapilabilmektedir (1).

Virus izolasyonunda SSN-1 hiicre hatt1 kulla-
nilmaktadir (5, 9). SSN-1 hiicrelerinde sitopatik
etki (CPE) 3. giinde goriilmeye baslamaktadir. Bu
etki hiicre monolayeri boyunca diizensiz yayilmis
intraselliiler vakuoller ile karakterizedir. Vakuol-
lerin sayis1 ve sekli, 72 saat sonra 6nemli dlglide
artar ve tamamen yikimlanmaya kadar hiicresel
lizis devam eder. Virusun identifikasyonu amaciyla
ELISA testi uygulanmis ve olduk¢a da duyarh
bulunmustur. IFAT hem hiicre kiiltiiriinden hem de
semptom gosteren baliklarin beyin kesitlerinden
identifikasyonda Onerilen bir testtir (1, 9). Molekii-
ler tekniklerden ise RT-PCR testi Onerilen standart
teshis metotlarindan birisidir (1, 21, 22).

Hastaligin kontroliinde epidemiyolojik verile-
rin ve hastaligin patojenik mekanizmasinda ki bil-
gilerin yetersizligi nedeniyle oldukc¢a zorluklar
vardir. Siki hijyenik tedbirlerin alinmasi (alet
ekipmanin dezenfeksiyonu, araclarin dezenfeksi-
yonu, ziyaret¢ilerin giris ¢ikiginin kontrolii gibi),
anag baliklarda tagiyiciligin belirlenmesi ve tasiyici
anaglarin popiilasyondan ¢ikarilmasi, ¢iftlige yeni
aliman baliklarda karantinanin uygulanip kontrol
testlerinin yapilmasi1 énemlidir (7). Hastaligin po-
tansiyel tasiyicist olan yabani hayvanlara dikkat
edilmelidir. Resmi survey programlarmin uygulan-
masi da hastaligin kontroliinde olduk¢a 6nemlidir.

Ulkemizde yapilan kiiltiir balikgiligi toplam
iiretiminin % 30’unu levrek, % 24’iinii ¢ipura olus-
turmaktadir. Ayrica levrek ve ¢ipura yetistiriciligi,
Ulkemiz hayvancilik sektdriinde ozellikle Avrupa
Birligi iilkelerine (Yunanistan, Italya, Ispanya,
Fransa) yapilan ihracatta da ekonomik &neme sa-
hiptir.

Bu aragtirma ile ciddi ekonomik kayiplara ne-
den olan ve iilkemizde bugiine kadar tespit edilme-

yen VNN enfeksiyonunun veya tasiyiciliginin lev-
rek ve c¢ipura kulugkahanelerinin biiylik oOlgiide
bulundugu ve yetistiriciligin de ¢ok yogun olarak
yapildig1 Ege Bolgesinde varliginin arastirilmast
amagclanmustir.

MATERYAL VE METOT
Materyal

Referans Betanodavirus susu: OIE’nin VNN
Referans Laboratuvarindan (Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie, Dipartimento di
Ittiopatologia, Italy) temin edilen virus, izolasyon ve
identifikasyonda pozitif kontrol olarak kullanildi.

Hiicre Kiiltiirii: OIE’nin VNN Referans
Laboratuvarindan (italya) temin edilen SSN-1
hiicre hatti, virus izolasyonu ve IFAT uygulama-
sinda kullanild.

Vasat: L-15 (HyClone), hiicre hatti devami ve
virus izolasyon ve tiretiminde kullanildi.

Fotal Bovine Serum: Hiicre hatlarinin deva-
minda ve virus Uretme vasatina katilmak tizere
kullanildi (Biochrome).

Saha Materyalleri: Virus izolasyonunda kul-
lanilmak iizere Ege Bolgesinde yer alan 310 levrek
ve c¢ipura isletmesinden % 95 giiven seviyesinde,
% 10 kesinlik sinirinda, en az bir pozitif ornek
bulmak {izere basit rastgele 6rnekleme yapildi. Bu
amagla ruhsath kuluckahanelerin tamamindan (15
isletme) ve yliksek kapasiteli isletmelerden tesadii-
fii 6rnekleme ile segilen Izmir (Dikili, Cesme, Ut-
la, Karaburun, Bergama, Seferihisar), Mugla (Mi-
las, Bodrum) ve Aydm (Didim, Soke)’daki islet-
melerden 6rnek alinmasi hedeflendi. Ancak kulug-
kahanelerde veya secilen isletmelerde 6rnekleme
donemlerinde balik bulunmamasina bagli olarak 1.
yil 8 kulugkahane 16 igletme, 2. y1l 12 kulugkahane
17 isletmeden 6rnekleme yapildi. Ornekler olasi
virusun tespit edilebilme olasiligini arttirmak i¢in
su 1sisinin 25°C ve iizerine ¢iktigr temmuz-eyliil
aylar1 arasinda alindu.

Hiperimmun Serum: Ticari monoklonal anti-
nodavirus antikoru (Anti-Nodavirus monoclonal
antibody, Aquatic Diagnostics Ltd.) identifikasyon
amaciyla uygulanan IFAT ta kullanild1.
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Konjugat: Ticari FITC ile isaratli antimouse
immunoglobulin serum (Sigma) IFAT ta kullanildi.

RNA Ekstraksiyon Kiti: Ticari olarak sagla-
nan kit (RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen) kullanim
protokoliine gére uygulandi.

Primerler: SINN virusunun RNA2 geninin
(kapsid protein geni) 427 bp’lik bdliimiinii
amplifiye eden R3 (5-CGA-GTC-AAC-ACG-
GGT-GAA-GA-3") ve F2 (5-CGT-GTC-AGT-
CAT-GTG-TCG-CT-3") primerleri kullanildi.

Metot

SSN-1 Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi:
Sivi azot tankinda muhafaza edilen SSN-1 hiicre
kiiltiirtic 24°C’de ¢ozdiriiliip % 10 FBS, % 1
HEPES igeren L-15 wvasati ile sulandirilarak
flasklarda 24°C’de monolayer hiicre kiiltiirii olus-
masi i¢in 48-72 saat inkiibe edildi. Bunlardan ayni
sekilde caligma hiicre stogu hazirlandi. Caligma
hiicre stogundan virus izolasyon c¢aligmasinda kul-
lanilmak tizere 24 saatte monolayer olacak sekilde
24 gozli doku kiiltiirii pleytleri hazirlandi.

Virus izolasyonu I¢in Saha Materyalinin
Hazirlanmasi: Sahadan toplanan balik numuneleri-
ne Otanazi (Tricaine methane sulfonate (TMS, MS
222) 500 mg/L, Benzokain hydrklorit 250 mg/L )
uygulandiktan sonra larva veya 4 cm den kiiciik
baliklar biitlin olarak, 4-6 cm boyundaki baliklarda
g0z, beyin ve bobregi de iceren tiim i¢ organlar, 6
cm’den biiyiik baliklarda beyin, spinal kord ve goz
ile ayr bir grup olarak ta karaciger, dalak, anterior
bobrek ve kalp alinarak 5 baliktan bir 6rnek olustu-
racak sekilde 1/10 oraninda materyal hazirlama
vasatt (EMEM, % 5 FBS, % 1 antibiyotik-
antimikotik) ile homojenize edildi ve 0,2 pm filtre-
den gegirildi. Olasi tagiyiciligi saptamak igin ayrica
biiyiik baliklardan i¢ organ 6rnekleri de ayni sekilde
almip hazirlandi. Daha sonra 24 saatlik monolayer
olan 24 gozlii pleytlerde iiretilen SSN-1 hiicre kiiltii-
riine her bir gruptan 1/10 ve 1/100 diliisyonda ekim
yapildi ve 1 saat oda sicakliginda adsorbsiyona bi-
rakildi. Sonra virus iiretme vasati (L-15 , % 5 FCS,
% 1 antibiyotik-antimikotik) ilave edilerek 25°C’de
inkube edildi. Sitopatik etki yoniinden 10 giin goz-
lendi ve siire sonunda doku kiiltiirii pleytleri dondu-
rulup ¢ozdiiriilerek yine 24 gozlii pleytlerde iiretilen
hiicre kiiltiiriine 2 pasaj daha yapildi. Her doku kiil-
tiir pleytinde 2 goz hiicre kontrol birakildi. Her izo-

lasyon c¢alismasinda bir doku kiiltiiri pleytine de
referans virus aym sekilde inokiile edilerek pozitif
kontrol olarak kullanildi (1).

indirek Floresan Antikor Testi: Standart
betanodavirus susundan ekim yapildi ve 25°C’de
48-72 saat inkiibe edildi. PBS ile yikama yapilip
metanol ile hiicreler tespit edildi. Daha sonra ticari
monoklonal antibetanodavirus antikor (Anti-Noda-
virus monoclonal antibody, Aquatic Diagnostics
Ltd.) ile 37°C’de inkiibe edildi. Sonra PBS-T ile
yikama isleminden sonra ticari FITC ile isaretli
konjugat (Sigma) ilave edilip 37°C’de beklendi.
PBST ile yikama islemi yapilip floresan mikroskop-
ta incelendi (1).

RNA izolasyonu: SSN-1 hiicre hattindan po-
zitif kontrol olarak kullanilan betanodavirus
susundan ve negatif kontrol olarak kullanilan hiicre
kontrollerinden RNA’nin izolasyonu igin ticari kit
(RNeasy Plus Mini Kit, Qiagen) protokoliine uy-
gun olarak kullanildi.

RT-PCR: RT-PCR analizinde Nishizawa ve
ark. (22) tarafindan bildirilen yontem ile RNA2
(kapsid protein geni)’nin 427 bp’lik bolimi
amplifiye edildi. Analiz i¢in ticari RT-PCR kiti (One
Step RT-PCR Kit, Qiagen) kullanildi. RT iglemi
42°C’de 30 dakikada gergeklestirildi. Reverse
transkriptaz enziminin inaktivasyonu 99°C’de 10 dk
ile saglandi. Daha sonra PCR iglemi i¢in thermal
cycler’da 1 siklus 72°C’de 10 dk ve 95°C’de 2 dk.,
25 siklus 95°C’de 40 sn, 55°C’de 40 sn ve 72°C’de
40 sn ve son olarak 72°C’de 5 dk siirecek sekilde
program uygulandi. Amplifiye edilen cDNA % 2’lik
agaroz jelde elektroforez islemine tabi tutularak
ethidium bromid ile boyanip bantlar gézlendi (1, 22).

BULGULAR

Bu c¢aligsmada 2 yil 6rnekleme yapilmistir. Ca-
lismanin 2010 yilinda yapilan 6rnekleme yerleri ve
sonuglar1 Tablo 1°de, 2011 yilinda yapilan 6rnek-
leme yerleri ve sonuglar1 Tablo 2°de verilmistir.

Calismada iki 6rneklemede toplam 1470 adet
levrek ve 1290 adet ¢ipuradan olusturulan gruplar-
dan SSN-1 hiicre hattina virus izolasyonu amaciyla
inokiilasyonlar yapilmistir. Sekil 1’de negatif kont-
rol ve Sekil 2’de pozitif kontrolin SSN-1 hiicre
hattinda goriiniisii verilmistir.
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SSN-1 hiicre hattinda sitopatik efekt gosteren
referans betanodavirus (pozitif kontrol) ve hiicre
kontrollerden (negatif kontrol) alinan Orneklere
uygulan RT-PCR S$ekil 3’de verilmistir.

Sekil 1. SSN-1 Hiicre hattinda negatif kontrol.

K], 1Y Paaiif Kan il M g1 §F Kandral
[100bp marer)

Sekil 3. RT-PCR ile referans betanodavirusun % 2’lik agaroz
jel goriintiisi.

Sekil 2. SSN-1 Hiicre hattinda referans betanodavirusu
sitopatik efekti (Pozitif kontrol).

Tablo 1. 2010 y1l1 6rnekleme yapilan yerler ve sonuglari.

: . .. ; Orneklenen Balik Tiirii
Isletme No (2010) Isletme Tipi 1l Levrek Cipura Sonug
1. Kulugkahane AYDIN 30 30 Negatif
2. Kulugkahane AYDIN 30 30 Negatif
3. Kulugkahane AYDIN 30 30 Negatif
4, Yetistirme iZMIR 30 - Negatif
S. Yetistirme IZMIR 30 30 Negatif
6. Yetistirme 1ZMIR 30 - Negatif
7. Yetistirme [ZMIR 30 30 Negatif
8. Yetistirme iZMIR - 30 Negatif
9. Kulugkahane iZMIR 30 30 Negatif
10. Yetistirme iZMIR 30 30 Negatif
11. Yetistirme 1ZMIR 30 - Negatif
12. Yetistirme IZMIR 30 30 Negatif
13. Yetistirme IZMIR - 30 Negatif
14. Yetistirme 1ZMIR 30 - Negatif
15. Yetistirme iZMIR 30 30 Negatif
16. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
17. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
18. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
19. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
20. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
21. Kulugkahane MUGLA 30 - Negatif
22. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif
23. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif
24. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif

Toplam 660 570
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Tablo 2. 2011 yili 6rnekleme yapilan yerler ve sonuglart.

Orneklenen Balik Tiirii

Isletme No (2011) Isletme Tipi il Levrek Cipura Sonug
1. Kulugkahane AYDIN 30 30 Negatif
2. Kulugkahane AYDIN - 30 Negatif
3. Yetistirme [ZMIR 30 - Negatif
4. Yetistirme [ZMIR - 30 Negatif
5. Yetistirme IZMIR 30 30 Negatif
6. Yetistirme IZMIR 30 30 Negatif
7. Yetistirme IZMIR 30 - Negatif
8. Yetistirme IZMIR 30 - Negatif
9. Yetistirme IZMIR 30 - Negatif
10. Yetistirme IZMIR 30 30 Negatif
11. Kulugkahane IZMIR - 30 Negatif
12. Kulugkahane IZMIR 30 30 Negatif
13. Kulugkahane IZMIR 30 30 Negatif
14. Kulugkahane IZMIR 30 30 Negatif
15. Kulugkahane IZMIR 30 30 Negatif
16. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
17. Yetistirme MUGLA 30 - Negatif
18. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
19. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
20. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
21. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
22, Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
23. Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
24, Yetistirme MUGLA 30 30 Negatif
25. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif
26. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif
27. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif
28. Kulugkahane MUGLA 30 - Negatif
29. Kulugkahane MUGLA 30 30 Negatif

Toplam 810 720

TARTISMA VE SONUC

Viral nervoz nekrozis 6zellikle larva ve yavru
deniz baliklarinda, bazen de yetiskinlerde bildirilen
onemli bir hastaliktir. VNN 6zellikle larva ve yav-
ru baliklarda yiiksek mortaliteye neden olur.
Mortalite orani levreklerde % 100’¢ kadar ulasa-
bilmektedir. Cipuralarin asemptomatik hastalik
tastyicisi olmalart hastaligin yayiliminda 6nem arz
etmektedir (1, 18). Levreklerde tipik klinik belirti-
ler 23-25°C’nin {izerinde goriilmektedir. Nadir
olarak VNN salginlar1 az veya klinik belirti gos-
termeksizin goriilebilmektedir (6). Bu nedenle
orneklemeler, su 1sisinin 25°C’nin iizerine ¢iktigi

donemlerde yapilmistir. Hastaliga yavru baliklar
daha duyarli oldugu icin tiim kulugkahaneler or-
nekleme kapsamina alinmuistir.

VNN hastaliginin tanisinda hiicre kiiltlirtinde
virus izolasyonunu takiben PCR ve IFAT ile
identifikasyon standart metotlardir (1, 21). Levrek-
lerden betanodavirusun izolasyonu ile ilgili EPC
(epitelioma papullosum cyprini), FHM (fathead
minnow) ve SSN-1 balik hiicre hatlar1 kullanilarak
caligma yapilmistir. Calisma sonucunda EPC ve
FHM hiicre hatlarinda herhangi bir sitopatik efekt
goriilmedigi ancak SSN-1 hiicre hattinda 3. giinde
hiicrelerde intraselliiler vakuoller ile karakterize
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sitopatik efekt goriilmeye baslandigi belirtilmistir
(5). Cipuralarda asemptomatik tasiyiciligin belir-
lenmesi i¢in yapilan ¢aligmada da SSN-1 hiicre
hatt1 kullanilmistir (4). Ayrica farkli sicaklik dere-
celerinde SSN-1 hiicre hattinin inkiibasyonu ile
genotipik ayrimin yapilabildigi caligmalar da bildi-
rilmistir. Bu c¢aligmalarda 15-20°C BFNNV
genotipi, 20°C TPNNV genotipi, 20-25°C SINNV
genotipi  ve 25-30°C RGNNV genotipi i¢in
sitopatik efekt olusturan optimum sicakliklar ola-
rak gosterilmistir (9). RT-PCR metodu ile ilgili
caligmalarda asemptomatik veya diigiik titreli virus
tastyan Orneklerde hiicre kiiltiirii ile kombine yapi-
lan RT-PCR metodunun daha hizli ve kullanigh
oldugu belirtilmistir. Standart olarak hiicre kiiltii-
riinde izolasyonda SSN-1 ve E-11 hiicre hatlari
kullanilmaktadir (1, 9). Bu calismada da bu neden-
lerle SSN-1 hiicre hatti kullanmilmis ve 25°C’de
inkiibe edilmistir. iki y1l boyunca 6rnekleme yapi-
lan ¢iftliklerden toplam 1440 adet levrek ve 1260
adet ¢ipura alinmistir. Bu baliklardan beserli grup-
lar halinde beyin ve gozler ayrica tasiyiciligin be-
lirlenmesi igin de i¢ organ oOrnekleri alinmigtir.
SSN-1 hiicre hattina yapilan ekimler ve takiben
yapilan {i¢ kor pasaj sonucunda herhangi bir
sitopatik efekt tespit edilmemistir. Ancak pozitif
kontrol olarak kullanilan referans betanodavirus
susu ile yapilan ekimler sonucunda sitopatik etki
tespit edilmistir. Referans betanodavirus susu hiic-
re Kkiiltiirinde c¢ogaltilmasindan sonra testlerde
pozitif kontrol olarak kullanilacagindan standart
metot olan RT-PCR ve IFAT uygulanmis ve pozi-
tif sonuglar alinmstir.

VNN hastalig1 ¢ipura baliklarinda Akdeniz
iilkelerinden Fransa ve italya’dan, levreklerde ise
Yunanistan, Italya, Israil, Ispanya, Portekiz, Fransa
ve Malta gibi ilkelerden bildirilmistir (2, 4, 14).
Ulkemizde Balik Hastaliklari Referans Labora-
tuvar1 olan Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii
Viroloji Boliimiinde yapilan rutin muayenelerde ve
proje kapsaminda yapilan oOrneklemelerde Ege
Bolgesinde VNN hastalig1 etkeni olan betanoda-
virus izole edilmemistir. Ancak halen epidemiyolo-
jik taramalar diger levrek ve ¢ipura isletmelerini
kapsayacak sekilde devam etmektedir. Bu arastir-
mada Ornekleme yapilan isletmelerden elde edilen
bilgilerden iilkemizde bulunan g¢iftlikler arasinda

canli levrek ve cipura aligveriginin oldugu tespit
edilmis ve ithalat ile ilgili herhangi bir bilgiye rast-
lanmamustir. Bu da komsu tilkelerde VNN hastali-
ginin goriilmiis olmasina ragmen, iilkemizde dis
iilkeler ile canli levrek ve ¢ipura hareketinin ol-
mamasinin kontamine olma riskini azalttigini dii-
siindiirmektedir.

Calismada Ulkemizde yapilan kiiltiir balikei-
liginin toplam iiretiminin ¢ok biiyiik bolimiinii
olusturan levrek ve ¢ipura isletmelerinin yer aldig
Ege Bolgesi’nde 6zellikle levreklerde % 100 6liim-
lerle ekonomik kayiplara neden olan, ¢ipuralarda
ise tastyiciligin 6nemli oldugu VNN hastaliginin
iki yillik taramasi yapilmistir. Sonug olarak VNN
enfeksiyonu saptanmamustir. Ulkemizde yer alan
diger ciftliklerin ve kuluckahanelerin VNN hasta-
lig1 yoniinden diizenli olarak takip edilmesinin
onemli oldugu diistiniilmektedir.
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PASTEURELLOSIS CASES IN SEA BASS AND SEA BREAM CULTURED
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SUMMARY

Photobacterium damselae subsp. piscicida was isolated from 6 (5.7 %) of 104 sea bass samples and from 10 (12.3 %) of
81 sea bream samples with clinical symptoms of Pasteurellosis presented to the National Reference Laboratory of Fish Diseases
in Bornova Veterinary Control Institute between 2009- 2011. Besides, 2 Pseudomonas anguilliseptica and 2 Aeromonas sobria
isolates were obtained in 4 of the pasteurellosis positive sea bass samples. 2 Vibrio alginolyticus, 1 Vibrio vulnificus, 1
Pseudomonas flourescens, 1 Aeromonas sobria and 3 Aeromonas. hydrophila isolates were obtained from 7 of the pasteurellosis
positive sea bream samples. Bacterial isolation and identification were carried out with conventional microbiological methods.
Identification of Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates were confirmed with polymerase chain reaction (PCR) and
other bacterial isolates with the VITEK-II compact system. Antibiotic susceptibility profiles of the bacterial isolates were eluci-
dated through the Kirby-Bauer disc diffusion method. A great majority of the Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates
(81.25 %) were sensitive to florfenicol (30 pg), whereas all isolates were resistant to amoxycillin (30 pg). There of the other
bacteria (27.27 %) isolated from Pasteurellosis cases were differed from Photobacterium damselae subsp. piscicida in their anti-
biotic susceptibility patterns. These results showed the importance of the other bacterial agents in Pasteurellosis cases.

Key words: Antibiotic susceptibility, phenotypic characterization, Photobacterium damselae subsp. piscicida.

OZET

Bu calismada, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, Balik Hastaliklar1 Ulusal Referans Laboratuvarina 2009-2011 yillar
arasinda hastalik teshisi amaciyla gonderilen, klinik olarak pasteurellozis semptomlari gosteren 104 levrek drneginin 6’sindan (%
5.7) ve 81 cipura 6rneginin 10’undan (% 12.3) Photobacterium damselae subsp. piscicida izole edildi. Ayrica, Pasteurellosis
pozitif levrek 6rneklerinin 4’tinden 2 Pseudomonas anguilliseptica ve 2 Aeromonas sobria izolat1 elde edildi. Pasteurellozis
pozitif ¢ipura drneklerinin 7’sinden ise 2 Vibrio alginolyticus, 1 V. vulnificus, 1 Pseudomonas flourescens, 1 A. sobria ve 3 A.
hydrophila izolat1 elde edildi. Orneklerden bakteri izolasyonu, konvansiyonel mikrobiyolojik metotlar ile yapild. Identifikasyon
sonuglari, Photobacterium damselae subsp. piscicida izolatlar1 i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) metodu ile diger etkenler
icin ise Vitek-2 compact sistemi ile dogrulandi. Elde edilen bakteriyel izolatlarin antibiyotik duyarlilik profilleri Kirby-Bauer
disk difiizyon metodu ile ortaya konuldu. Photobacterium damselae subsp. piscicida izolatlarinin en fazla (% 81.25) florfenikol
(30 pg)’e karst duyarli oldugu, amoksisiline (30 pg)’e karsi ise tiim izolatlarin direngli oldugu gézlendi. Pasteurellozis vakalarin-
dan izole edilen diger bakteriyel etkenlerden {igiiniin (% 27.27) Photobacterium damselae subsp. piscicida’dan farkli antibiyotik-
lere duyarli oldugu belirlendi. Bu sonuglar, Pasteurellozis vakalarinda diger bakteriyel etkenlerin 6nemini de géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik duyarliligi, fenotipik karakterizasyon, Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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INTRODUCTION

Aquaculture is one of the fastest improving
sectors in the food production area in the world
(11). In Turkey as well as in other countries, aqua-
culture and fisheries production has been improved
by the application of scientific and technological
innovations (12). According to data from 2010,
aquaculture production increased by 5.3 % and
167.000 tons of production was achieved. 85.000
tons of trout occupied the first place and was fol-
lowed by 50.500 tons of sea bass and 28.000 tons
of sea bream (37). Infectious diseases are foremost
among the significant problems which stall the
development of this dynamic sector.

Bacterial diseases probably cause the greatest
losses in the aquaculture sector. Pasteurellosis is
one of the most important bacterial diseases in
mariculture (4, 5, 21, 24, 38). Fish Pasteurellosis is
a septicaemic bacterial disease caused by Photo-
bacterium damselae subsp. piscicida (previously
Pasteurella piscicida), a halophillic bacterium. In
chronic cases, the disease is called pseudotubercu-
losis due to the off-white tubercules containing
bacterial clusters in the internal organs of infected
fish (28). Conventional microbiological methods
are frequently used in the isolation and identifica-
tion of Photobacterium damselae subsp. piscicida
(19, 23, 32, 35). Despite this, molecular based
methods such as PCR are reported to be faster with
lower costs and are also less laborious (27).

There are Pasteurellosis cases reported from
our country in grey mullets and sea bass (19, 32).
But, information regarding other bacterial agents
isolated from these Pasteurellosis cases has not
been found. The aim of this work was to research
the phenotypic characteristics and antibiotic sus-
ceptibility profiles of Photobacterium damselae
subsp. piscicida isolates obtained from sea bass
and sea bream cultured in the Aegean Region and
to draw attention to other bacterial agents accom-
panying Pasteurellosis.

MATERIAL and METHODS

The study materials consisted of 185 fish (104
sea bass, 81 sea bream) samples with clinical
symptoms of Pasteurellosis that were presented to

the National Reference Laboratory of Fish Dis-
eases in Bornova Veterinary Control Institute be-
tween 2009-2011. For bacterial isolation, samples
from internal organs (spleen, liver, kidney and
heart) and damaged body surfaces were cultured in
Tryptic Soy Agar (TSA, LABM), Brain Heart In-
fusion Agar (BHIA, LABM), Marine Agar (MA,
DIFCO) and Blood Agar (BA, LABM). All media
were supplemented with 1% NaCl. Afterwards,
petri dishes were incubated for 24-48 hours in 25-
28°C. After incubation, colonies were identified
with conventional microbiological methods (2, 18,
23, 35). Identification tables according to Austin
and Austin (2) were used for this purpose.

Isolates identified as Photobacterium damse-
lae subsp. piscicida were confirmed with PCR.
DNA extractions of the isolates were made with a
commercial DNA extraction kit (Fermantas,
K0721) based on spin-colon principle according to
the manufacturer’s instructions. PCR amplification
was carried out according to Rajan et al. (27) with
CPSF  (5°-AGGGGATCCGATTATTACTG-3’)
and CPSR (5’-TCCCATTGAGAAGATTTGAT-
3’) primers. As positive control, Photobacterium
damselae subsp. piscicida ATCC 17911 was used,
while the negative control was distilled water.
Photobacterium damselae subsp. piscicida and
Photobacterium damselae subsp. damselae was
differentiated according to the ability to grow in
thiosulfate-citrate-bile-sucrose agar (TCBS,
LABM). As a result, isolates producing a final
PCR product of 410 bp and not growing on TCBS
were determined to be Photobacterium damselae
subsp. piscicida (27). Other bacterial isolates were
confirmed with the VITEK II Compact system.

Antibiotic susceptibility profiles of all the
bacterial isolates were elucidated through the
Kirby-Bauer disc diffusion method (16). Florfeni-
col (FFC) 30 ug, Enrofloxacin (ENR) 5 pg,
Flumequin (UB) 30 pg, Oxolinic acid (OA) 2 pg,
Oxytetracycline (OT) 30 pg, Sulphamethaxazole-
Trimethoprim (SXT) 25 ug, Erythromycin (E) 15
ug, Amoxicillin (AM) 30 ug and Doxycyclin (DO)
30 pg antibiotic discs (Oxoid, England) were used
for this test. Initially, bacterial suspension of every
isolate was adjusted to 0.5 McFarland (1.5x10
cfu/ml). Then 100 pl aliquots of these suspensions
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were spread on Mueller-Hinton Agar (17). Antibi-
otic discs were placed on the surface and plates
were incubated in 25-28°C for 24-48 hours. After
the incubation period, inhibition zones around the
discs were measured and compared with the refer-
ence values (1, 6, 8, 17, 26).

RESULTS
Macroscopic findings:

During the macroscopic examination of the
fish samples, some samples revealed irregular ul-

cerations on the body surface with a diameter of
0.5-2.0 cm (Figure 1C). On other samples, dis-
seminated zones of haemorrhage were seen on the
operculum, abdomen, and gills (Figure 1A). In the
abdominal cavity, petechial haemorraghes around
the adipose tissue and the liver surface were re-
markable. Liver was found to be yellowish-grey in
color and elastic in texture. In some fish, grey-
white nodules of variable size on the spleen and
kidney were observed (Figure 1D, 1B).

Figure 1. Macroscopic findings in fish. A; disseminated haemorrhage in operculum, abdomen, and gills. B; grey-white granulo-
mas on the kidney surface. C; ulcerative changes on the side line, D; grey-white granulomas on the spleen.

ekil 1. Incelenen baliklarda gdzlenen makroskobik bulgular. A; operculum, abdomen ve solungagta yaygin hemoraji, B; bébre
Sekil 1. Incel baliklard 1 kroskobik bulgular. A 1 bd \ it B; bobrek
ylizeyinde gozlenen boz-beyaz renkte graniilomatdz odaklar, C; yanal ¢izgi lizerinde gozlenen iilseratif degisiklikler, D;

dalak yiizeyinde boz beyaz renkte graniilomatdz odaklar.
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Bacterial Isolation

Photobacterium damselae subsp. piscicida
was isolated from 6 (5.7 %) of the 104 sea bass
samples and from 10 (12.3 %) of the 81 sea bream
samples with clinical symptoms of Pasteurellosis.
and 2
Aeromonas sobria isolates were obtained in 4 of
these pasteurellosis positive sea bass samples.
Vibrio alginolyticus, V. vulnificus, Pseudomonas
flourescens, A. sobria, and A. hydrophila were
obtained from 7 of the pasteurellosis positive sea
bream samples in frequency of 2, 1, 1, 1, and 3
subsp.

Two  Pseudomonas  anguilliseptica

respectively. Photobacterium damselae

piscicida isolates were divided under 3 groups
following phenotypic characterization based on
biochemical tests. These results were provided in
Table 1.

Genetic confirmation of isolates by PCR

PCR was employed for the molecular confir-
mation of Photobacterium damselae subsp. pis-
cicida isolates following phenotypic characteriza-
tion. As a result, all of the 16 isolates produced the
final PCR product of 410 bp (Figure 1). The strains
that did not grow in the TCBS agar were also con-
firmed as Photobacterium damselae subsp. pis-
cicida.

Table 1. Phenotypic characterization of Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates.

Tablo 1. Photobacterium damselae subsp. piscicida izolatlarinin fenotipik karakterizasyonu.

Phenogroup 1

Characters (Including 5 isolates)

Phenogroup 2
(Including 9 isolates)

Phenogroup 3
(Including 2 isolates)

Morphology bipolarity (+)

Motility -
Oxidase +
Catalase +
O/F F
Indole -
H,S -
ADH -
LDH -
ODH -
B-galactosidase -
Haemolysis -
Gelatin -
Urea hydrolysis -
Methyl red
VP
Growth in 37°C -
Growth in %0 NaCI -
Growth in %3 NaCI +
Growth in %7 NaCl -
Growth in TCBS -
Growth in TSA (% 2 NaCl)
Growth in Marine Agar
0/129 (10 ug)

Acid from

Glucose

Galactose -
Fructose

Ribose +
Maltose -
Arabinose -
Sorbitol -
Sucrose -
Inositol -

+ o+ o+

+

Gram negative, coccobacilli

Gram negative, coccobacilli  Gram negative, coccobacilli
bipolarity (+) bipolarity (+)

oo+ o+
oo+ +

+ o+ o+
+ o+ o+

+ 4+ + +
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Figure 1. Photobacterium damselae subsp. piscicida specific
PCR, 410 bp. M; 50-bp DNA ladder, 1; Photobacterium
damselae subsp. piscicida ATCC 17911, 2; Negative

control (distilled water), 3-6; Photobacterium

damselae subsp. piscicida field isolates.

Sekil 1. Photobacterium damselae subsp. piscicida spesifik PZR,
410 bp. M; 50-bp DNA ladder, 1; Photobacterium
damselae subsp. piscicida ATCC 17911, 2; Negatif kont-
rol (distile su), 3-6; Photobacterium damselae subsp.

piscicida saha izolatlar1.

Susceptibility of the isolated strains to vari-
ous antimicrobials:

13 of the Photobacterium damselae subsp.
piscicida isolates were found to be sensitive to
FFC (81.25 %), 11 to ENR (68.75 %), 7 to SXT
(43.75 %) and 6 to OA (37.5 %). Five of the iso-
lates were found to be susceptible to E (31.25 %)
and 4 of them (25 %) were sensitive to DO, OT
and UB. All of the isolates were resistant to AM
(Table 2). Among other bacterial isolates from the
Pasteurellosis cases, two 4. sobria and one A4. hy-
drophila isolates were susceptible to antibiotics
different from Photobacterium damselae subsp.
piscicida. One of these bacterial isolates were sen-
sitive to AM, DO, E, SXT and OT (9.09 %), 2
were susceptible to UB (18.18 %), 5 were sensitive
to ENR (45.45 %) and 7 were sensitive to FFC
(63.63 %). All of these isolates were resistant to
OA.

Table 2. Antibiotic susceptibility test results of Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates.

Tablo 2. Photobacterium damselae subsp. piscicida izolatlarinin antibiyogram duyarlilik sonuglari.

Antimicrobial Disc

Isolate No
9

[
—_

Florfenicol (30 pg)
Enrofloxacin (5 png)
Flumequin (30 pg)
Oxolinic acid (2 pg)
Oxytetracycline (30 pg)
Sulphamethaxazole-
Trimethoprim (25 pg)
Erythromycin (15 pg)
Amoxicillin (30 pg)
Doxycyclin (30 pg)

BB N BB B N|—
MEIE B RIRIAD 0|0
TEE N BN B N|w
DB W RN W N|s
IR W BRI NN

nIwn v nnTn Joa

AAA B AAIA
AAA »nn IE U T
AR B AR ®nR
AP ™M IAIRIRT S
AR A nnFI I
AAMRA ™ ”MAIRI G
BAR R AR AIV NG
BTANn v nnIZnnlQ
nxn v nn IRl
nr™”n nn ™nIZn ng

* S: Sensitive, R: Resistant

DISCUSSION

In the light of the data obtained in this work; it
can be concluded that Photobacterium damselae
subsp. piscicida is an important pathogen in our
country as well as the world, and other pathogenic
bacteria can also be isolated from these cases.

Secondary infections accompanying the dis-
ease worsen the condition and make the treatment
process difficult. In aquatic organisms, infections
with multiple etiology have been previously re-
ported (3, 25, 30, 31, 33). In this work, in 11 out of

16 cases, Gram negative bacterial pathogens such
as A. sobria, A. hydrophila, P. anguilliseptica, P.
Sfluorescens, V. alginolyticus and V. vulnificus were
isolated along with Photobacterium damselae
subsp. piscicida. As these bacterial agents were
isolated from primary infections in various fish
species (10, 13, 14, 29, 36), it is assumed that they
could have direct influence on the prognosis of
Pasteurellosis.

When biochemical properties of the Photo-
bacterium damselae subsp. piscicida isolates were
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taken into consideration, 3 phenotypic groups
emerged. While ADH positive isolates were corre-
lated with data obtained by Tanrikulu and Cagir-
gan (32) from the Aegean Region, ADH negative
isolates were correlated with the work carried out
by Cagirgan (7) in the same region. Austin and
Austin (2) reported that Photobacterium damselae
subsp. piscicida would be negative for ADH,
whereas DeKinkelin et al. (9) declared that some
strains could be ADH positive. In this work, all
Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates
produced acid from ribose; this was found to be
similar to the report made by Tanrikulu and Cagir-
gan (32). But two isolates were differed in produc-
ing acid from galactose and fructose. This aspect
was correlated with findings of Magarinos et al.
(22) in Spain.

When the antibiotic susceptibility patterns of
Photobacterium damselae subsp. piscicida isolates
are taken into consideration, differences between
reports were more prominent. The isolates in this
work were found to be resistant to AM. But Lagana
et al. (20) reported that 4 Pasteurella isolates ob-
tained from in fish farms along the Mediterranean
coast were the most sensitive to AM. Whereas, Kim
and Aoki (15) declared that Pasteurella isolates from
Europe were mostly sensitive to FFC, SXT and
Kanamycin. This report corresponds with the find-
ings of this work. Toranzo et al. (36) also has shown
that FFC is the most common antibiotic used to
combat Pasteurellosis. In another work, Thyssen
and Ollevier (34) reported that Photobacterium
damselae subsp. piscicida isolates were highly sus-
ceptible to erythromycin (93 %). In our work, this
ratio was found to be 68.25 %. The results of tests
with other antibiotics were also similar with previ-
ous reports (15, 20, 34).

As a result of the antibiotic susceptibility tests
of 11 cases in which other bacterial agents were
isolated with Photobacterium damselae subsp.
piscicida, 8 cases (72.8 %) revealed that Photobac-
terium damselae subsp. piscicida and other bacte-
rial pathogens were susceptible to similar antibiot-
ics. Whereas, in 3 cases (27.2 %) they were found
to be sensitive to different antibiotics. This result
clearly shows that other bacterial agents in Pas-

teurellosis cases should also be taken into consid-
eration.

Consequently, phenotypic characteristics of
the Photobacterium damselae subsp. piscicida
isolates were similar to other research from the
region to a great extent. The differences were con-
sidered to be due to mutations and differences in
sample origin. Still, genotyping is necessary to
fully confirm this hypothesis. Antibiotic suscepti-
bility test results were parallel with the reports
from European countries. Besides this, most of the
isolates from this work were found to be suscepti-
ble to FFC (93 %) and resistant to AM (100 %).
Although antibiotic susceptibility patterns of
Photobacterium damselae subsp. piscicida and
other bacterial isolates were generally similar;
27.27% of the samples were found to be different
in this aspect. Therefore, it was concluded that
secondary bacterial pathogens and their antibiotic
susceptibility patterns should be taken into consid-
eration while providing treatment.
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TAVUK ETINDE ANTIBIYOTIiK KALINTILARININ SIVI KROMATOGRAFI SIRALI
KUTLE SPEKTROMETRESI ILE COKLU KALINTI TARAMA ANALIZI iCIiN
METOT GELISTiRILMESI

METHOD DEVELOPMENT FOR THE LIKID CHROMATOGRAPHY TANDEM MASS
SPECTROMETRY MULTI RESIDUE SCREENING ANALYSIS OF RESIDUE
ANTIBIOTICS IN POULTRY MEAT

Yasemin COSKUN' Ahmet Turan ERDOGDU * Giiven OZDEMIR?
Ridvan UYSALER* Ramazan ULUDAG’
Gelis Tarihi (Received): 01.10.2012 Kabul Tarihi (Accepted): 13.11.2012
OZET

Bu ¢alismada tavuk etlerinde 4 tetrasiklin, 4 makrolid, 8 siilfonamid, 1 diaminoprimidin, 9 kinolon, 10 beta laktam ve 3
amfenikol tiirevi toplam 39 bilesigin sivi kromatografi sirali kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) ile belirlenmesi i¢in yontem
gelistirilmesi ve Avrupa Birligi’nin 2002/657 sayili direktifine gére validasyonunun yapilmasi amaglandi. Bilesiklerin belirlen-
mesi i¢in iki Oziitleme islemi ile hazirlanan 6ziitler, LC-MS/MS sistemine iki enjeksiyon ile verildi. Birinci 6ziitlemede tavuk
etinden antibiyotiklerin 6ziitlenmesi, Na,EDTA ve % 70 metanol ile ger¢eklestirildi. Santrifiij ile kaba pargaciklar ¢oktiiriildii, tist
faz alinarak su ilave edildi ve filtreden gegirilerek LC-MS/MS sistemine birinci enjeksiyon yapildi. Birinci 6ziitleme birinci
enjeksiyon ile siilfonamid, tetrasiklin, kinolon, beta laktam, makrolid ve diaminoprimidin tiirevi 36 bilesik 0.7-26.4 ng/kg arali-
ginda tespit edildi. Tkinci 6ziitleme, su ve etil asetat ile gergeklestirildi. Santrifiij ile kaba pargaciklar ¢oktiiriildii ve iist faz alina-
rak kuruyana kadar buharlastirildi. Kurumus olan 6ziit, su ve n-hekzan ile ¢6ziildii, santrifiij edildi ve alt faz, filtreden gegirilerek
LC-MS/MS sistemine ikinci enjeksiyon yapildi. Ikinci éziitleme ikinci enjeksiyon ile amfenikol tiirevi 3 bilesik 0.03-1.4 pg/kg
araliginda tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Amfenikol, antibiyotik, beta laktam, diaminoprimidin, kinolon, makrolid, multi rezid, siilfonamid,
tetrasiklin.

SUMMARY

In this study, it is aimed to develop a method of multi residue screening analysis for detecting total 39 compounds (4 tetra-
cycline, 4 macrolide, 8 sulfonamide, 1 diaminopyrimidine, 9 quinolones, 10 betalactams and 3 amphenicol derivatives) in poultry
meat by likid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) system and to validate that method according to Euro-
pean Union Directive no 2002/657/EC. In order to detect the compounds, the extractions prepared by two extract process are
given into LC-MS/MS system. In the first extraction, extracting the antibiotics from poultry meat was performed by Na,EDTA
and 70 % methanol. Coarse particles were settled down by centrifugation, water was added while taking the upper phase, first
injection was made into LC-MS/MS system after filtering. At the first extraction and first injection, 36 compounds of sulfona-
mide, tetracycline, quinolone, betalactam, macrolide and diaminopyrimidine derivatives were detected in the interval of 0.7-26.4
ng/kg. The second extraction was performed by water and ethyl acetate. Coarse particles were precipitated by centrifugation and
evaporated until being dry while taking supernatant. The dried extraction was dissolved by water and n-hexan, centrifuged and
second injection was made into LC-MS/MS system while filtering through lower phase. Three amphenicol derivative compounds
were detected at the second extraction and second injection in the interval of 0.03—1.4 png/kg.

Key words: Amphenicol, antibiotic, beta lactam, diaminopyrimidine, macrolide, multi residue, quinolone, sulphonamide,
tetracycline.
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Hizla artan diinya niifusunun yeterli ve denge-
li bir sekilde beslenebilmesi i¢in gerekli hayvansal
besin maddelerinin ucuz ve bolca iiretilebilmesi
biitiin iilkelerin giindeminde olan 6nemli konular-
dan biridir (12). Hayvanlarda hastaliklarin sagalti-
m1 ve Onlenmesi, gelismenin hizlandirilmas: ve
yemden yararlanmanin arttirilmasi, paraziter hasta-
liklarin  kontrolii ve beslenmenin desteklenmesi
amaciyla ¢ok sayida ilag, hormon, vitamin ve mi-
neral madde kullanilmaktadir (8). Ulkelere gore az
cok ayrim gdostermekle beraber, biitiin diinyada
hayvancilik sektoriinde kullanilan her ¢esitten ilag
ve yem katki maddesinin ortalama % 30’unu
antibakteriyel ilaglarin olusturdugu ve bunlarin da
en az % 40’min koruyucu ve verim artirici amagla
kullanildig: diistiniilmektedir (12).

Besin degeri olan hayvanlarda, yasaklanmig
veya tliketimine yasal olarak miisaade edilmis
antibakteriyel ilaglarin, bilingsizce ve suistimal
derecesinde kullanimi sonucunda halk saglig1 aci-
sindan ciddi sakincalar olusturabilecegi anlasilmis-
tir. Ozellikle gida degeri olan hayvanlarda ilag
kullanimi s6z konusu oldugu siirece et, siit, yumur-
ta, bal gibi gidalarda ilag kalintilarinin bulunmasi-
nin 6nemi giincelligini koruyacaktir (9).

Besinlerdeki ilag ve kimyasal madde kalintila-
rii ve diizeylerini ortaya koymak i¢in son derece
duyarli, giivenilir ve tekrarlanabilir analiz yontem-
leri gelistirilmistir. Diinya Saglik Orgiitii, Gida ve
Tarmm Orgiitli, Avrupa Birligi, Amerika Besin ve
Ilag Idaresi, iilkemizde de Gida Tarim ve Hayvan-
cilik Bakanlhigi ve Saglik Bakanligi gibi 6nemli
kuruluslar yaptiklari ¢ok yonli ¢calismalar ile, tiike-
tici saglhiginin korunmasi da dabhil ila¢ kalintilarinin
yol agabilecegi ekonomik ve sosyal yonli olum-
suzluklarin 6nlenmesi amaciyla bir yandan veteri-
ner ilaglarin kullanimi alaninda etkin bir kontroliin
saglanmasini hedeflerken, diger yandan da tiim
iilkelerde ayni konularda siirdiiriilen g¢alisma ve
uygulamalar arasinda birlik ve uyumun saglanma-
sin1 diizenlemektedirler (9).

S1vi kromatografi sirali kiitle spektrometresi
(LC-MS/MS) ozgiillik ve duyarliligt nedeniyle
diinya ¢apinda ¢ok giiclii bir analitik cihazdir. Ve-
teriner ilag kalint1 analizlerinde bu teknigin uygu-

lanabilirligi ile ilgili kanitlanmig bir¢ok bilimsel
makale bulunmaktadir (11). Hayvan kokenli gida-
larda antibiyotik kalintilarinin izlenmesinde siklik-
la yiiksek verimli bir tarama, tarama sonrasi ve
dogrulama yontemi sirasi izlenmektedir. Genellikle
kullanilan tarama metotlar1 mikrobiyolojik, resep-
tor veya immiinolojik tekniklerdir. Antibiyotik
kalintilariin izlenmesinde en yaygin kullanilan
yontem mikrobiyolojik pleyt test yontemidir. Bu
metotlart gerceklestirmek kolay ve ucuz ancak
ozgiilliigh eksiktir. Herhangi bir antibiyotik olmasa
bile inhibisyon olusabilir. Tarama metotlarinin
diger bir olumsuzlugu ise kullanilan antikor, bakte-
ri veya reseptoriin bir veya ¢ok az bir antibiyotik
grubunu algilayabilmesidir. Bu durum tiim antibi-
yotik gruplarinin izlenebilmesi igin bir pleytte fark-
I1 pleyt testlerin kullanilmasin1 ya da farkli tarama
testlerinin bir arada kullanilmasimi gerektirmekte-
dir. Ayrica tarama testinden elde edilen pozitif
sonu¢ hangi antibiyotik grubu oldugunu belirtme-
mektedir. Birgok durumda tarama sonrasi yontem-
lerinin kullanilmas1 gerekmektedir (6).

Genel olarak caligmalarda tek bir antibiyotik
grubunu hedef alarak gelistirilmis metotlar bulun-
maktadir. Test materyalinde tek o6ziitleme islemi ile
cok sayida antibakteriyel maddenin tespit edilmesi
maliyet agisindan 6nemlidir. Bu nedenle farkli gida
maddelerinde genis bir yelpazede antibakteriyel
ilag kalintilarina ait tarama analizleri i¢in genel
numune hazirlama islemleri, azami kalint1 seviyesi
(MRL) ya da izin verilen azami performans sevi-
yesi (MRPL) altinda bir seviyede yapilmalidir. Ote
yandan, materyalden gelen etkiler nedeniyle deger-
lendirme bazen ¢ok zorlasir ve sorunlar yasanir.
Sivi kromatografi kiitle spektrometresi yontemle-
rinde materyalden gelen etkileri ortadan kaldirmak
i¢in ayn1 materyal tiiriinden negatif oldugu bilinen
materyal ilizerine standart eklemesi yapilarak olus-
turulan kalibrasyon egrisi kullanilarak ya da ayni
antibiyotik grubunda bulunan ancak ila¢ olarak
kullanilmayan bir tiirevi i¢ standart olarak kullani-
larak degerlendirme yapilir (10).

Bu calismada birinci Oziitlemede tavuklarda
kullanimina sinirli olarak izin verilen ya da kulla-
nimina izin verilmeyen 36 antibiyotik etkin mad-
desinin, ikinci Oziitlemede kullanimi yasaklanmig
olan kloramfenikol ile kullanimina smirli olarak
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izin verilen florfenikol ve tiyamfenikol olmak tize-
re yedi antibiyotik grubundan toplam 39 antibiyo-
tik etkin maddesinin iki 6ziitleme islemi yapilarak
elde edilen oziitlerin LC-MS/MS sistemine iki ayr1
enjeksiyon ile verilerek kalitatif analizlerinin ya-
pilmasi ve Avrupa Birligi’nin 2002/657 sayili di-
rektifine ve Avrupa Birligi Referans Laboratuvari’nin
20.01.2010 tarihli kurallarina gore validasyonunun
yapilmast amaglanmistir (1, 2).

MATERYAL VE METOT
Materyal

Materyal olarak izmir Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii’ne 6nceden gelen ve LC-MS/MS
sisteminde analiz edilerek sonucu negatif olarak
degerlendirilen tavuk etleri kullanildu.

Metot
Kullamlan Ekipman

Sirali kiitle spektrometresi 6460 serisi (Agilent),
1200 serisi s1vi kromatografi (Agilent), 1200 serisi
pompa (Agilent), 1200 serisi degazer (Agilent), 1200
serisi otomatik 6rnekleyici (Agilent), 3,51, 100 mm x
4,6 mm ebadinda kolon (Zorbax SB-C18).

Kullamlan Kimyasal Maddeler ve Hazir-
lanmalar:

Referans Standartlar ve Kimyasal Maddeler

Oksitetrasiklin hidrokloriir, (Riedel De Haen,
46598, % 98.1 saflikta), tetrasiklin hidrokloriir
(Fluka, 31741, % 97.7), klortetrasiklin hidrokloriir
(Riedel De Haen, 46133, % 90.0 saflikta),
doksisiklin hiklat (Fluka, 33429, % 98.2 saflikta),
demeklosiklin hidrokloriir (Sigma Aldrich, D6140,
% 98.0 saflikta), eritromisin A dihidrat (Fluka
46256, % 95.5 saflikta), spiramisin (Fluka 46745,
% 88.9 saflikta), tilmikosin (Fluka, 33864, % 86.5
saflikta), tilosin tartarat (Fluka, 33847, % 84.6
saflikta), roksitromisin (Sigma-Aldrich,
100926109, % 98.3 saflikta), siilfadiazin (Fluka,
35033, % 99.7 saflikta), siilfatiazol (Fluka, 46902,
% 99.9 saflikta), siilfamerazin (Fluka, 46826, % 99.9
saflikta),  siilfamethazin-fenil-13C6  hemihidrat
(Fluka, 32519, % 99.9 saflikta), siilfametaksazol
(Fluka, 31737, % 99.9 saflikta), stilfadimetoksin
(Fluka, 46794, % 99.8 saflikta), siilfakloropridazin

(Fluka, 46778, % 99.4 saflikta), siilfakinoksalin
(Fluka, 45662, % 96 saflikta), trimetoprim (Fluka,
46984, % 99.5 saflikta), stilfapiridin (Fluka,31738,
% 99.7 saflikta), enrofloksasin (Riedel De Haen,
33699, % 99.6 saflikta), siprofloksasin (Fluka,
33434, % 99.6 saflikta), danofloksasin (Fluka,
33700, % 99.8 saflikta), sarafloksasin (Fluka,
33497, % 97.3 saflikta), marbofloksasin (Fluka,
34039, % 98.9 saflikta), difloksasin (Fluka, 33984,
% 98.4 saflikta), flumekuin (Fluka, 45735, % 99.4
saflikta), norfloksasin (Fluka, 33899, % 99.8 saf-
likta), oksolinik asit (Sigma, 0877, % 99 saflikta),
nalidiksik asit (Bio chemika, 70126, % 95 saflikta),
amoksisilin trihidrat (Riedel de Haen 46060
% 98.7 saflikta), ampisilin sodyum (Applichem A
0839,0025 % 99 saflikta), penisilin G potasyum
(Riedel de Haen, 46609, % 99.4 saflikta), oksasilin
sodyum hidrat (Riedel de Haen, 46589, % 99.5
saflikta), kloksasilin sodyum hidrat (Riedel de
Haen, 46140, % 98.6 saflikta), dikloksasilin sod-
yum hidrat (Riedel de Haen, 46182, % 97.1 saflik-
ta), nafsilin sodyum monohidrat (Sigma, N3269-
5G, 921mg/g), sefaleksin (Riedel de Haen, 33989,
% 99.9 saflikta), seftiofur (Riedel-de Haen, 34001,
% 99 saflikta), sefapirin (Fluka, 43989, % 98 saf-
likta), kloramfenikol (Riedel de Haen, 46110
% 99.8 saflikta), tiamfenikol (Sigma, T0261, % 98
saflikta), florfenikol (Sigma, F1427, % 100 saflik-
ta), kloramfenikol -d5 (Fluka, 41724, % 97 saflik-
ta), penisilin-V (Dr. Ehrenstorfer, C15935010),
analitik saflikta metanol, formik asit, asetonitril,
okzalik dihidrat, tritripleks Na,EDTA,
etilasetat, n-hekzan, su.

asit

Cozeltilerin Hazirlanmasi
Oziitleme-1 Cozeltileri:

Mobil Faz A: Hacmi 1 litre olan balon jojeye
0.126 g okzalik asit konularak yaklagik 500 ml su
ile ¢oziildii. Igerisine 2 ml formik asit ilave edile-
rek hacmi 1 litreye tamamlandi. Ultrasonik su ban-
yosunda 15 dakika bekletildi.

Mobil Faz B: Hacmi 1 litre olan balon joje
icerisine 900 ml asetonitril konuldu, 1 ml formik
asit ilave edilerek hacmi 1 litreye tamamlandi.

Na,EDTA, 0.1 M: Hacmi 100 ml olan balon
joje igerisine 3.72 g Na,EDTA konularak bir mik-
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tar saf suda ¢6ziildii ve saf su ile hacmi 100 ml’ye
tamamlandi.

Antibiyotik Standartlarinin Ana Stok Cozel-
tileri (500 mg/L): Toz standartlardan 10 mg saf
standarda karsilik gelecek miktarda tartim yapildi ve
her biri 20 ml wuygun ¢oziici ile ¢ozildi.
Tetrasiklinler ve makrolitler igin metanol; siilfona-
midlerden siilfadiazin i¢in aseton, siilfakloropridazin
icin metanol, diger siilfonamid bilesikleri igin
asetonitril; kinolonlar i¢in 40mM NaOH igeren
metanol, beta laktamlardan amoksisilin ve seftiofur
icin % 50 asetonitril, digerleri igin ise su uygun
¢Oziiciidiir.

Antibiyotik Standart Cahsma Cozeltisi:
Hacmi 50 ml olan amber renkli balon jojeye Tablo
1°de belirtilen miktarlarda ana stok ¢ozeltilerinden
alind1 ve % 25’lik asetonitril ile hacmi 50 ml’ye
tamamlandi.

Ic Standart Ana Stok Cozeltileri (500
mg/L): Toz standartlardan 10 mg saf standarda
karsilik gelecek miktarda tartim yapildi ve 20 ml
uygun ¢oziiciide ¢oziildii. Demeklosiklin  ve
roksitromisin i¢in metanol; siilfapridin igin
asetonitril; norfloksasin i¢in 40mM NaOH igeren
metanol, penicilin-V i¢in su uygun ¢oziiclidiir.

I¢ Standart Calisma Cozeltileri: Hacmi 50
ml olan amber renkli balon jojeye 0.2 ml (2 mg/L)
demeklosiklin, 0.1 ml (1 mg/L) roksitromisin, 0.2
ml (2 mg/L) silfapridin, 1 ml (10 mg/L)
norfloksasin, 1 ml (10 mg/L) penisilin-V ana stok
¢ozeltilerinden alindi ve % 25 asetonitril ile 50
ml’ye tamamlandi.

Oziitleme-2 Cozeltileri:
Mobil Faz A: Ultra saf su
Mobil Faz B: Metanol

Antibiyotik Standartlarinin Ana Stok Co-
zeltileri (1000 mg/L): Kloramfenikol, tiyamfenikol
ve florfenikol toz standartlarindan 10 mg saf stan-
darda karsilik gelecek miktarda tartim yapildi ve
10 ml metanol ile ¢oziildii.

Antibiyotik Standart Cahsma Cozeltisi:
Kloramfenikol ana stok standard: su ile seyreltile-
rek 10 pg/L, tiyamfenikol ve florfenikol ana stok
standartlar1 su ile seyreltilerek 1 mg/L. ¢alisma

¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltiler karigim
halinde kullanildi.

I¢ Standart Cézeltisi: D5 kloramfenikol toz
standardindan 10 mg saf standarda karsilik gelecek
miktarda tartim yapildi ve 10 ml metanol ile ¢oziil-
dii. Su ile seyreltilerek 50 ug/L calisma ¢ozeltileri
hazirlandu.

Tablo 1. Antibiyotik Standart Caligma Cozeltisi Hazirlanmasinda Ana Stok Cozeltilerinden Alinacak Miktarlar ve Hazirlanacak

Cozeltideki Yogunluklari.

Standart Alinacak Son Yogunluk Standart Alinacak Son Yogunluk
Miktar (ul) (mg/L) Miktar (ul) (mg/L)
Oksitetrasiklin 200 2 Eritromisin 100 1
Tetrasiklin 200 2 Spiramisin 400 4
Klortetrasiklin 200 2 Tilosin 100 1
Doksisiklin 200 2 Tilmikosin 150 1.5
Siilfadiyazin 100 1 Enrofloksasin 100 1
Siilfatiyazol 100 1 Ciprofloksasin 100 1
Siilfamerazin 100 1 Oksolinik asit 100 1
Siilfametazin 100 1 Flumekuin 100 1
Stilfametoksazol 100 1 Danofloksasin 200 2
Siilfadimetoksin 100 1 Difloksasin 100 1
Siilfakloropridazin 100 1 Sarafloksasin 200 2
Sulfakinoksalin 100 1 Marbofloksasin 100 1
Amoksisilin 100 1 Nalidiksik asit 100 1
Ampisilin 100 1 Trimetoprim 100 1
Penisilin-G 100 1 Nafsilin 200 2
Oksasilin 600 6 Seftiofur 200 2
Kloksasilin 600 6 Sefaprin 100 1
Dikloksasilin 600 6 Sefaleksin 200 2
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Oziitleme Islemleri

Oziitleme—1 islemi: Tetrasiklin, siilfonamid,
makrolid, kinolon, diaminoprimidin ve beta laktam
tirevi antibiyotiklerin tespiti i¢in kullanilan
oziitleme yontemidir. Homojen hale getirilen ma-
teryal 50 ml’lik polipropilen santrifiij tiipiine
2.0£0.01 g tartildi. I¢ standart calisma ¢ozeltisin-
den 100’er pl yiikleme yapildi ve birkag saniye
vorteks ile kargtirildi. Uzerine 200 pl 0.1 M
Na,EDTA ve 10 ml % 70'lik metanol eklendi.
Vorteks ile 15 dakika karistirilarak, 18 dakika
3°C’de 4000 devirde santrifiij edildi. Ust fazdan
0.5 ml alinarak temiz bir cam tiipe aktarildi. Uzeri-
ne 2 ml su eklenerek 2 dakika vorteks ile karistiril-
di. Oziit 0.45 pm filtreden gegirilerek otomatik
ornekleyici sigsesine alindi ve LC-MS/MS sistemi-
ne 20 ul enjekte edildi.

Kalibrasyon Egrisi Olusturmak i¢in Hazir-
lanan Standart ilave Edilmis Kas Doku Mater-
yalinin Oziitlenmesi: Hacmi 50 ml olan 2 ayn
polipropilen santrifiij tiipiine 2 £ 0.02 g tavuk eti
tartildi. Tiiplere sirast ile 50 ve 100 ul galisma
standart ¢ozeltisi eklendi. Bir kag saniye vorteks ile
karistirildi. Oziitleme islemlerine ayni sekilde de-
vam edildi.

Oziitleme—2 islemi: Amfenikol tiirevi antibi-
yotiklerin tespiti i¢in kullanilan 6ziitleme yontemi-
dir. Homojen hale getirilen tavuk eti 50 ml’lik
polipropilen santrifiij tiipiine 3.0+0.01 g tartild.
Uzerine 3 ml su ve 6 ml etilasetat eklendi. 15 daki-
ka vorteks ile karistirildi, 15 dakika 4°C’de 4000
devirde santrifiij edildi. Ust fazdan 3 ml cam tiipe
almarak, 50°C’de azot gazi ile kuruyana kadar
buharlagtirildi. Kurumus olan 6ziitiin tlizerine 1.5
ml su ve 3 ml n-hekzan eklenerek 15 dakika

vorteks ile ¢oziildii. Santrifiij islemi 4°C’de 4000
devirde 15 dakika uygulandi. Alt fazdan 1 ml ali-
narak 0.45 pm filtreden gegirildi. Otomatik 6rnek-
leyici sisesine alinarak LC-MS/MS sistemine 25 pl
enjekte edildi.

Kalibrasyon Egrisi Olusturmak Icin Hazir-
lanan Standart Yiiklenmis Kas Doku Materya-
linin Oziitlenmesi: Hacmi 50 ml olan 2 ayri
polipropilen santrifiij tiipiine 2 + 0.02 g tavuk eti
tartildi. Tiplere sirast ile 50 ve 100 pl galisma
standart ¢ozeltisi eklendi. Birka¢ saniye vorteks ile
karistirildi. Oziitleme islemlerine ayn1 sekilde de-
vam edildi.

Cihaz Kosullan

Oziitleme—1 / Enjeksiyon—1

Pompa Kosullar

Akis Hizi: 0.8 ml/dakika

Azami Basing: 300 bar

Kolon Firin1 Sicakligi: 35°C

Pompa Oranlama Programi: Tablo 2’de gosteril-
mistir.

Iyon Kaynag1

Gaz ve Tastyic1 Gaz: Azot

Gaz Sicakligi: 350°C

Gaz Akis Hizi: 10 L/dakika

Nebuliser Basinci: 45 psi

Tastyic1 Gaz Sicakligi: 400°C

Tastyic1 Gaz Akis Hizi: 12 L/dakika

Capillary: 4000 volt

Polarite: Pozitif

MS/MS Kosullari: Tablo 3-1’de LC-MS/MS za-
man basamaklar1 ve Tablo 3-2’de bilesiklere ait
LC-MS/MS kosullar1 verilmistir.

Tablo 2. Oziitleme —1/Enjeksiyon—1’in Pompa Oranlama Program.

Basamak Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
1 00.00 90 10
2 01.00 90 10
3 08.00 10 90
4 10.00 10 90
Tablo 3-1. Oziitleme —1/Enjeksiyon—1’in LC-MS/MS Zaman Basamaklari.
- - Serinin
Zaman' Zaman Tarama Tipi lyonizasyon Valf Déniis Yonii Delta Elektronmilivolt Kaydetme Tarandi81
Basamagi Modu ) Siire
1 1.9 uncu dakikada ESI+Agilent Jet MS 400 milivolt 4 400

Dinamik MRM Stream

milisaniye
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Tablo 3-2. Oziitleme —1/Enjeksiyon—1’in Bilesiklere Ait LC-MS/MS Kosullari.

Birinci Kiitle Ikinci Kiitle Alikonulma
g B PNy SISO g G ko Zaman
lyon Kiitle Aralig1 lyonu Kiitle Aralig1 (Volt) (Volt) (dakika) (dakika)
(0.3 m/z) (+0.3 m/z)
Klortetrasiklin 479 Wide 444 Wide 70 20 6.46 1.4
Klortetrasiklin 479 Wide 154 Wide 70 25 6.46 1.4
Oksitetrasiklin 461 Wide 444 Wide 70 10 4.92 1.4
Oksitetrasiklin 461 Wide 426 Wide 70 15 4.92 1.4
Doksisiklin 445 Wide 428 Wide 70 15 6.75 1.4
Doksisiklin 445 Wide 410 Wide 70 25 6.75 1.4
Tetrasiklin 445 Wide 410 Wide 80 15 532 1.4
Tetrasiklin 445 Wide 154 Wide 80 25 5.32 1.4
Demeklosiklin* 465 Wide 448 Wide 70 10 5.86 1.4
Eritromisin 734.4 Wide 576.4 Wide 100 15 7.85 1.4
Eritromisin 734.4 Wide 158.1 Wide 100 30 7.85 1.4
Spiramisin 843.5 Wide 540.4 Wide 60 30 6 1.4
Spiramisin 843.5 Wide 174.1 Wide 60 35 6 1.4
Tilmikosin 869.5 Wide 174 Wide 100 50 6.93 1.4
Tilmikosin 869.5 Wide 156 Wide 100 50 6.93 1.4
Tilosin 916.5 Wide 772.2 Wide 100 30 8.19 1.4
Tilosin 916.5 Wide 174.1 Wide 100 40 8.19 1.4
Roksitromisin* 837.5 Wide 158.1 Wide 140 35 9.32 1.4
Siilfadimetoksin 311 Wide 156 Wide 80 15 7.98 1.4
Siilfadimetoksin 311 Wide 92 Wide 80 30 7.98 1.4
Siilfametazin 279 Wide 186 Wide 80 10 5.47 1.4
Siilfametazin 279 Wide 156 Wide 80 15 5.47 1.4
Siilfamerazin 265 Wide 156 Wide 80 10 4.93 1.4
Siilfamerazin 265 Wide 92 Wide 80 25 4.93 1.4
Siilfatiyazol 256 Wide 156 Wide 80 10 4.45 1.4
Siilfatiyazol 256 Wide 92 Wide 80 25 4.45 1.4
Siilfametoksazol 254 Wide 156 Wide 80 10 7 1.4
Siilfametoksazol 254 Wide 92 Wide 80 25 7 1.4
Siilfadiyazin 251 Wide 156 Wide 80 10 4.18 1.4
Siilfadiyazin 251 Wide 92 Wide 80 25 4.18 1.4
Siilfakloropridazin 285 Wide 156 Wide 100 10 6.7 1.4
Siilfakloropridazin 285 Wide 108 Wide 100 25 6.7 1.4
Sulfakinoksalin 301 Wide 156 Wide 100 10 8.05 1.4
Sulfakinoksalin 301 Wide 108 Wide 100 10 8.05 1.4
Siilfapridin* 250 Wide 108 Wide 80 20 4.57 1.4
Trimetoprim 291.1 Wide 230 Wide 100 20 4.8 1.4
Trimetoprim 291.1 Wide 123 Wide 100 25 4.8 1.4
Marbofloksasin 363 Wide 320 Wide 70 10 4.74 1.4
Marbofloksasin 363 Wide 72 Wide 70 20 4.74 1.4
Norfloksasin* 320 Wide 276 Wide 60 10 4.89 1.4
Enrofloksasin 360 Wide 316 Wide 70 15 5.41 1.4
Enrofloksasin 360 Wide 245 Wide 70 25 5.41 1.4
Danofloksasin 358 Wide 314 Wide 60 15 5.23 1.4
Danofloksasin 358 Wide 96 Wide 60 20 5.23 1.4
Siprofloksasin 332 Wide 314 Wide 60 15 5.05 1.4
Siprofloksasin 332 Wide 288 Wide 60 15 5.05 1.4
Flumekuin 262 Wide 244 Wide 80 15 9.24 1.4
Flumekuin 262 Wide 202 Wide 80 30 9.24 1.4
Oksolinik asit 262 Wide 244 Wide 80 10 7.57 1.4
Oksolinik asit 262 Wide 216 Wide 80 25 7.57 1.4
Nalidiksik asit 233 Wide 215 Wide 80 10 9.05 1.4
Nalidiksik asit 233 Wide 187 Wide 80 20 9.05 1.4
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Tablo 3-2. Devami

Birinci Kiitle Ikinci Kiitle Alikonulma
... Spektrometre- Spektrometre- Carpisma  Alikonulma
Bilesik Birinci sinde Tyon Pargalanma sinde Iyon Fragment Enerjisi Siiresi Zama_n
Iyon Kiitle Aralig1 Iyonu Kiitle Aralig (Volt) (Volt) (dakika) (?;liﬁil)
(0.3 m/z) (0.3 m/z)
Difloksasin 400 Wide 356 Wide 70 15 6.08 1.4
Difloksasin 400 Wide 299 Wide 70 35 6.08 1.4
Sarafloksasin 386 Wide 342 Wide 80 10 5.98 1.4
Sarafloksasin 386 Wide 299 Wide 80 25 5.98 1.4
Amoksisilin 366 Wide 349 Wide 80 3 2.57 1.4
Amoksisilin 366 Wide 114 Wide 80 15 2.57 1.4
Ampisilin 350 Wide 160 Wide 100 5 4.64 1.4
Ampisilin 350 Wide 106 Wide 100 15 4.64 1.4
Penisilin-G 335 Wide 176 Wide 80 10 8.51 1.4
Penisilin-G 335 Wide 160 Wide 80 5 8.51 1.4
Oksasilin 402 Wide 243 Wide 80 10 9.65 1.4
Oksasilin 402 Wide 160 Wide 80 5 9.65 1.4
Kloksasilin 436 Wide 277 Wide 100 10 10.19 1.4
Kloksasilin 436 Wide 160 Wide 100 10 10.19 1.4
Dikloksasilin 470 Wide 160 Wide 100 10 10.97 1.4
Dikloksasilin 470 Wide 311 Wide 100 10 10.97 1.4
Nafsilin 415 Wide 256 Wide 100 10 10.47 1.4
Nafsilin 415 Wide 199 Wide 100 10 10.47 1.4
Sefaleksin 348 Wide 174 Wide 80 10 471 1.4
Sefaleksin 348 Wide 158 Wide 80 3 471 1.4
Seftiofur 524 Wide 241 Wide 120 15 7.25 1.4
Seftiofur 524 Wide 210 Wide 120 20 7.25 1.4
Sefapirin 424 Wide 292 Wide 100 10 372 1.4
Sefapirin 424 Wide 152 Wide 100 20 3.72 1.4
Penisilin- V* 351 Wide 160 Wide 80 5 9.25 1.4
Penisilin- V* 351 Wide 114 Wide 80 30 9.25 1.4
* I¢ standart olarak kullanilmustir.
Cihaz Yikama Kosullari: Her seri islem biti- Gaz Akis Hizi: 9 L/dakika
minden sonra sistem sira ile 15 dakika metanol, 15 . .
. . . ) Nebuliser Basinct: 45 psi
dakika su, 15 dakika asectonitril, 15 dakika % 65
asetonitril ile yikandi. Tastyic1 Gaz Sicakhigr: 350°C
. L. Tastyic1 Gaz Akis Hizi: 11 L/dakika
Oziitleme -2 / Enjeksiyon—2
Capillary: 3500 volt
Pompa Kosullar
i Polarite: Negatif
Akis Hizi: 0.7 ml/dakika
Azami Basing: 250 bar MS/MS KOSUH&H: Tablo 5.1°de LC-MS/MS

zaman basamaklari, Tablo 5.2°de tiyamfenikole ait
LC-MS/MS kosullari, Tablo 5.3°de florfenikole ait

Pompa Oranlama Programi: Tablo 4’te veril- LC-MS/MS  kosullar1 ve  Tablo 54’te
mistir. kloramfenikole ait LC-MS/MS kosullar1 verilmis-
tir.

Kolon Firin1 Sicakligi: 35°C

Iyon Kaynag1
Gaz Sicakligi: 300°C
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Tablo 4. Oziitleme —2/Enjeksiyon—2"nin Pompa Oranlama Programi.

Basamak Zaman (dakika) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%)
1 0.00 75 25
2 7.00 30 70
3 7.10 10 90
4 9.00 10 90
5 9.10 75 25
6 14.00 75 25

Tablo 5.1. Oziitleme —2 / Enjeksiyon—2’in LC-MS/MS Zaman Basamaklari.

Tespit Edilen Baglama Zamani Delta Elektronmilivolt

Sira Bilesik (dakika) Tarama Tipi ~ Valf Déniis Yoni ) Kaydetme
1 - 0.0 MRM Atik 0 -
2 Tiyamfenikol 2.0 MRM MS 200 milivolt +
3 Florfenikol 5.0 MRM MS 100 milivolt +
4 Kloramfenikol 6.2 MRM MS 300 milivolt +
5 - 8.0 MRM Atik 0 -
Tablo 5.2. Oziitleme —2 / Enjeksiyon—2’nin Tiyamfenikole Ait LC-MS/MS Kosullar1.
T Ikinci Kiitle
_ Birinci Kiitle Spekt- Spektrometre- Tarama Carpisma
- Birinci rometresinde Iyon Pargalanma s Fragment .
Bilesik ; . - ; sinde Iyon Zamani Enerjisi
Iyon Kiitle Araligt Iyonu . - e (Volt)
(£0.3 m/2) Kiitle Araligi (milisaniye) (Volt)
’ (0.3 m/z)
Tiyamfenikol 354 Wide 290 Wide 50 100 10
Tiyamfenikol 354 Wide 185 Wide 50 100 15
Tablo 5.3. Oziitleme —2 / Enjeksiyon—2nin Florfenikole Ait LC-MS/MS Kosullar1.
o Birinci KQtle Spekt- Ikinci Kﬁ.tle Spekt- Tarama Carpisma
S Birinci  rometresinde I[yon ~ Pargalanma  rometresinde Iyon Fragment S
Bilesik ; : Zamani Enerjisi
Iyon Kiitle Aralig1 Iyonu Kiitle Aralig . (Volt) 1
(+0.3 m/z) (+0.3 m/z) (milisaniye) (Volt)
Florfenikol 356 Wide 336 Wide 50 100 10
Florfenikol 356 Wide 185 Wide 50 100 10
Tablo 5.4. Oziitleme —2 / Enjeksiyon—2’nin Kloramfenikole Ait LC-MS/MS Kosullari.
Birinci Kiitle Ikinci Kiitle
T:
L Birinci Spektrometresinde Pargalanma  Spektrometresinde arama Fragment Carpl.s.m.a
Bilesik : : . : Zamani Enerjisi
Iyon  Iyon Kiitle Aralig1 Iyonu Iyon Kiitle Aralig1 . (Volt)
(£0.3 m/2) (+0.3 m/z) (milisaniye) (Volt)
Kloramfenikol 321 Wide 257 Wide 50 100 5
Kloramfenikol 321 Wide 152 Wide 50 100 15
D5 325 Wide 157 Wide 50 100 15
Kloramfenikol*

* [¢ standart olarak kullanilmustir.

Cihaz Yikama Kosullari: Her seri islem bi- dakika % 50 asetonitril ile daha sonra 5 dakika %
timinden sonra sistem 2 ml/dakika akis hizinda 5 90 asetonitril ile yikandi.
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Validasyon islemleri

Metot validasyon caligmalarinda Avrupa Birli-
gi’nin 2002/657 sayili direktifi ve Avrupa Birligi
Referans Laboratuvari’nin 20.01.2010 tarihli kural-
lar1 uygulandi (1, 5). Tarama analizi metot validas-
yonu igin 20 farkli negatif materyal ve azami kalintt
seviyesinin yarisi seviyesinde standart ilave edilmis
20 materyal analiz edildi. Ayn kisi farkli 20 negatif
ve 20 standart ilave edilmis numuneyi farkli giinde
analiz etti. Farkli kigi farkli 20 negatif ve 20 stan-
dart ilave edilmis numuneyi farkli giinde analiz etti.

Ozgiilliik / Secicilik

Negatif oldugu bilinen 20 farkli tavuk eti ana-
liz edildi. Yanlig pozitif orani1 Slgiilerek 6zgiilliik
belirlendi. Ayn1 tavuk etleri lizerine metodun tespit
edebilecegi en fazla azami kalint1 seviyesinin 0.5
kat1 seviyesinde standart yiiklenerek analiz edildi
ve segicilik belirlendi.

Tayin Kapasitesi (CCB )

Negatif oldugu bilinen 20 farkli tavuk eti tize-
rine metodun tespit edebilecegi en fazla azami
kalint1 seviyesinin 0.5 kati seviyesinde standart
yuklenerek analiz edildi. Segicilik ve tayin kapasi-
tesi ayni analiz sonuglarindan hesaplandi.

Tespit Limiti (LOD)

Negatif 20 tavuk etinin LC-MS/MS sistemin-
de analizinden elde edilen giiriiltii seviyeleri her
bilesik i¢in ayri hesaplandi. Negatif numunelere
hesaplanan yogunluklarda standart ilave edilerek
kontrol edildi. Bilesiklerin giiriiltii seviyesi stan-
dartlarin alikonulma zamanmin % 5 aralifinda
belirlendi. Her bilesik icin elde edilen 20 giiriiltii
sonucunun ortalamasinin 3 katina karsilik gelen
miktar hesaplandi. Standart ilave edilmis 20 nu-
muneden elde edilen piklerden elde edilen miktar
ve ilave edilen standardin miktar1 tespit limiti he-
saplamasinda kullanildi. Bu miktar hesaplanirken
asagidaki formiil kullanildu.

LOD=3x[C/(S/N)]

S: Standart yiiklemesi yapilan 20 tavuk etin-
den elde edilen pik yiiksekligi ortalamasi

N: Negatif 20 materyalden elde edilen giirtil-
tiiniin ortalamasi

C: Ilave edilen standardin yogunlugu

Tespit limiti hesaplamasinda her bilesigin iki
farkli gecisi i¢in hesaplama yapildi. Bir bilesigin
miktarsal analiz piki cihaz cevabi biiyiik olan gegi-
se ait piktir. Dogrulama piki ise cihaz cevabi kii¢iik
olan gegisin varligmin tespit edilmesi ve bu gegis-
ler arasindaki ylizde oranimin standart enjeksiyonu
ile belirlenmis olan orana uymasidir. Ikinci gegisin
birinci gegisin yiizde kag¢1 oldugunu belirlemek i¢in
cihaza antibiyotik standart ¢alisma ¢ozeltisinden 6
enjeksiyon yapilarak bilesiklerin gecisler arasinda-
ki oran1 belirlendi. Standart ilave edilen tavuk etle-
rinin enjeksiyonlarindan bilesiklere ait oranlar
belirlendi ve standart enjeksiyonu oranlari ile kar-
silastirildi.

Kesme Degeri (Fm) Hesaplamasi: Standart
ilave edilmis tavuk etlerinin pik yiiksekliklerinin
ortalamasindan standart ilave edilmis tavuk etle-
rinden elde edilen pik yiiksekliklerinin 1.64 katinin
¢ikarilmasiyla elde edilen degerdir.

Esik Degeri (T) Hesaplamasi: Negatif tavuk
etlerinin pik yiiksekliklerinin ortalamasindan nega-
tif tavuk etlerinden elde edilen pik yiiksekliklerinin
1.64 katinin toplanmasiyla elde edilen degerlerdir.

Tayin kapasitesinin (ccf) azami kalint1 sevi-
yesine esit veya kiiciik olmasi ancak kesme degeri-
nin (Fm) esik degerinden (T) biiyiikk olmasi ile
saglanir.

BULGULAR

Bu c¢alismada iki 6ziitleme islemi ile elde edi-
len oziitlerin LC-MS/MS cihazina iki enjeksiyon
ile verilmesiyle toplam 39 antibiyotik bilesigi tes-
pit edildi. Birinci o6ziitleme birinci enjeksiyonda
LC-MS/MS cihazinda pozitif iyon modunda cali-
silmis olup 4 tetrasiklin, 4 makrolid, 8 siilfonamid,
1 diaminoprimidin, 9 kinolon ve 10 beta laktam
tirevi toplam 36 bilesik tespit edildi. Ikinci
oziitleme ikinci enjeksiyon ile ise LC-MS/MS ci-
hazinda negatif iyon modunda c¢alisilmis olup
amfenikol grubunda bulunan 3 bilesik tespit edildi.
Tiim bilesiklere ait validasyon sonuglar1 Tablo 6’da
verilmistir.
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Tablo 6. Bilesiklere Ait Azami Kalinti Seviyeleri (AKS), Birinci ve Ikinci Gegiste Tayin Kapasitesi (CCP), Tespit Limiti (LOD),
Ozgiilliik, Segicilik Degerleri ve Kesme Degeri (Fm)/ Esik Degeri Oranlari.

BIRINCI GECIS IKINCI GECIS
N
-9 o < =<
(778 175} e —_ —_ = = e —_ —_ = =
= = X = 22 (82|25 |5 = =2 (82|25 82
o = < S o) C % | B = 3 O Q% | B =S
= E E) -~ 3 N g~ E) ) N e
= = - 7] = = = - r
Siilfadiyazin Fm>T <25 2 100 100 Fm>T <25 24 100 100
A Siilfatiyazol Fm>T <25 1.7 100 100 Fm>T <25 2.4 100 100
E Siilfamerazin Fm>T <25 0.9 100 100 Fm>T <25 1.2 100 100
<ZC Siilfametazin 100 Fm>T <25 0.5 100 100 Fm>T <25 1.2 100 100
8 Stilfametoksazol Fm>T <25 1.6 100 97.6 Fm>T <25 1.9 100 100
:E; Stilfadimetoksin Fm>T <25 0.7 100 100 Fm>T <25 0.9 100 100
17}
Siilfakloropridazin Fm>T <25 3.9 100 100 Fm>T <25 6.6 100 100
Sulfakinoksalin Fm>T <25 2.2 100 100 Fm>T <25 6.9 100 100
o Z
£8
<§t S Trimetoprim 50 Fm>T <25 0.5 100 100 Fm>T <25 1.7 100 100
S E
z Oksitetrasiklin 100 Fm>T <50 0.8 92 100 Fm>T <50 44 100 100
=
I= Tetrasiklin 100 Fm>T <50 0.3 100 100 Fm>T <50 0.8 100 100
7}
é Klortetrasiklin 100 Fm>T <50 1.3 96 100 Fm>T <50 2.4 100 100
m
= Doksisiklin 100 Fm>T <50 8.8 96 97.7 Fm>T <50 12.2 96 97.7
o) Eritromisin 200 Fm>T <25 2.8 100 100 Fm>T <25 2.3 100 100
s
o Spiramisin 200 Fm>T <100 2.7 100 100 Fm>T <100 13.7 100 97.7
;gt Tilosin 100 Fm>T <25 0.9 100 100 Fm>T <25 3 100 100
= Tilmikosin 75 Fm>T <37.5 1.3 96 97.7 Fm>T <37,5 5.6 96 97.7
Enrofloksasin 100 Fm>T <50 3.2 100 100 Fm>T <50 3.6 100 97.7
Siprofloksasin Fm>T <50 0.4 100 100 Fm>T <50 6.6 100 97.7
Oksolinik asit 100 Fm>T <50 1.4 100 100 Fm>T <50 2.3 100 100
% Flumekuin 400 Fm>T <100 0.6 100 100 Fm>T <100 0.7 100 100
8 Danofloksasin 200 Fm>T <100 7.9 100 97.7 Fm>T <100 12 100 100
E Difloksasin 300 Fm>T <200 1.1 100 97.6 Fm>T <200 1.6 100 97.6
Sarafloksasin * Fm>T <50 6.6 100 100 Fm>T <50 5.6 100 100
Marbofloksasin * Fm>T <75 2 100 100 Fm>T <75 1.9 100 100
Nalidiksik asit * Fm>T <50 0.7 100 100 Fm>T <50 0.7 100 100
Amoksisilin 50 Fm>T <25 9.2 100 100 Fm>T <25 4.9 100 100
Ampisilin 50 Fm>T <25 1.1 100 97.7 Fm>T <25 3.7 100 100
= Penisilin-G 50 Fm>T <25 5.8 100 95.5 Fm>T <25 7.6 100 97.7
ﬁ Oksasilin 300 Fm>T <150 3.8 100 97.7 Fm>T <150 7.1 100 100
iﬁ Kloksasilin 300 Fm>T <150 10.7 100 100 Fm>T <150 9 100 100
: Dikloksasilin 300 Fm>T <150 16.7 100 100 Fm>T <150 26.4 100 100
E Nafsilin * Fm>T <25 0.5 100 100 Fm>T <25 4.1 100 100
- Seftiofur * Fm>T <25 7.6 100 100 Fm>T <25 11.9 100 100
Sefapirin * Fm>T <25 0.9 96 100 Fm>T <25 1.1 100 100
Sefaleksin * Fm>T <25 2.6 100 95.5 Fm>T <25 4.7 100 95.5
6] Kloramfenikol *ok Fm>T <5 0.2 100 100 Fm>T <5 1.4 100 100
=
% Florfenikol 100 Fm>T <5 0.03 100 100 Fm>T <5 0.1 95 100
S
=
< Tiyamfenikol 50 Fm>T <0.2 0.04 100 100 Fm>T <0.2 0.03 100 100

*Kanatli kas dokusunda bulunmamasi gereken bilesikler (2).

**Kloramfenikol gida degeri olan hayvanlarda kullanilmasi yasak olan antibiyotiktir (2). MRPL 0.3 olarak belirlenmistir.
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Sekil 1’de negatif numune kromatogrami gosterilmistir.

“ESI TIC MRM Frag=100.0V (** -= *) S1 DOKU.d
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Sekil 1. Negatif numune kromatogramu.

Sekil 2°de negatif oldugu bilinen tavuk eti iizerine dzilitleme-1’e
edilen kromatogram gosterilmistir.

ait standartlarin eklenmesi ile elde
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Counts vs. Acquisition Time (min)

Sekil 2. Negatif oldugu bilinen tavuk eti lizerine 6ziitleme-1’e ait standartlarin eklenmesi ile elde edilen kromatogram.

Sekil 3’de negatif oldugu bilinen tavuk eti {izerine 6zlitleme-2’ye ait standartlarin eklenmesi ile elde

edilen kromatogram gosterilmistir.

o [Fesimic mrm - = ) Buca

Sekil 3. Negatif oldugu bilinen tavuk eti {izerine 6ziitleme-2’ye ait standartlarin eklenmesi ile elde edilen kromatogram.
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Sekil 4’de amoksisiline, Sekil 5’te oksitetrasikline, Sekil 6’da siilfadiazine, Sekil 7°de marboflok-
sasine, Sekil 8’de eritromisine, Sekil 9’da trimetoprime, Sekil 10°da kloramfenikole ait kalibrasyon egrisi
gosterilmistir.

Amox - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs.

210-1] y= 0010676 x - 0005380 Oxytetracycine - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Poins, 2 Poins Used, 0QCs
27| R2=0007maet g 181y=0016507" + S6H1018E 004
g Type:Linear, Origin:Include, Weight:None £ ;] R2=099999501
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3 &
° 5 &' 16
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Relative Concentration Relative Concentration
Sekil 4. Amoksisilin kalibrasyon egrisi. Sekil 5. Oksitetrasiklin kalibrasyon egrisi.

Sulfadiazine - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs

24101 | y=0011269x +0002516 Marbofloxacin - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs
2 R*2=0.99976073 § 3.8 y=0.070679 * x -0.043928
8 5757 TypeiLinear, Origin-include, WeightNone 2 R*2 =099814933
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Sekil 6. Siilfadiazin kalibrasyon egrisi. Sekil 7. Marbofloksasin kalibrasyon egrisi.
Erythromycine - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs
2x10-1]y=0.007295" x - 9.370067E-004 Trimethoprim - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs
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Sekil 8. Eritromisin kalibrasyon egrisi. Sekil 9. Trimetoprim kalibrasyon egrisi.
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CAP - 2 Levels, 2 Levels Used, 2 Points, 2 Points Used, 0 QCs
2101 | y=0.407859" x +0.105157
2 R"2 = 100000000
§ 3.1 Type:Linear, Origin:lgnore, Weight:None
2 305
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Sekil 10. Kloramfenikol kalibrasyon egrisi.

TARTISMA VE SONUC

Antibiyotik  kalintilarinin ~ belirlenmesinde
farkli tarama ve dogrulama analiz metotlar kulla-
nilmaktadir. Kullanilan tarama metotlar1 ile kisa
zamanda ¢ok sayida numune antibiyotik kalintist
yoniinden analiz edilmektedir. Ancak her antibiyo-
tik grubu icin farkl kit kullanildigindan ekonomik
acidan biiyiik yiik getirmekte, zaman kaybi olmak-
ta ve kimyasal madde tiiketimi artmaktadir.

Hurtaud-Pessel ve ark. (7) hayvansal kas do-
kularinda LC-MS/MS sisteminde antibiyotik kalin-
tilarinin belirlenmesi i¢in ¢oklu kalint1 tarama ana-
lizi igin metot gelistirmiglerdir. Gelistirdikleri me-
totta siilfonamid grubundan 9, tetrasiklin grubun-
dan 4, kinolon grubundan 10, beta laktam grubun-
dan 11, makrolid grubundan 6 ve aminoglikozid
grubundan 6 olmak {lizere toplam 42 bilesigi 2
oziitleme islemi yaparak LC-MS/MS sistemine 2
enjeksiyon ile vermigler ve bilesikleri azami kalinti
seviyesinde tespit etmislerdir. Negatif modda ¢a-
lisma yapmamuslar sadece pozitif moddaki bilesik-
leri iki ayr1 oziitleme islemi ile tespit etmislerdir.
Bu galigmada pozitif modda aminoglikozid grubu
bilesik tespit edilememis ancak diaminoprimidin
tiirevi bilesik tespit edilmis, negatif modda bulunan
3 bilesik ikinci Oziitleme ve ikinci enjeksiyon ile
tespit edilmigtir.

Granelli ve ark. (6) domuz ve sigir kas doku-
sunda LC-MS/MS sisteminde antibiyotik kalintila-
rimin belirlenmesi igin ¢oklu kalinti tarama analizi

icin metot gelistirmislerdir. Gelistirdikleri metotta
stilfonamid grubundan 4, tetrasiklin grubundan 4,
kinolon grubundan 4, beta laktam grubundan 3,
makrolid grubundan 4 bilesik olmak iizere toplam
19 bilesigi tek oziitleme islemi uygulayarak LC-
MS/MS sistemine tek enjeksiyon ile vermigler ve <
1/4 azami kalint1 seviyesinde tespit etmisglerdir. Bu
calismada Granelli ve arkadaslarinin tespit ettigi
bilesikten daha fazla bilesik pozitif modda tespit
edilmisgtir.

Yamada ve ark. (13) domuz, sigir ve tavuk
kas dokularinda antibiyotik, hormon, antelmentik
ve diger bazi maddelerin belirlenmesi i¢in LC-
MS/MS sisteminde ¢oklu kalinti tarama analizi i¢in
metot gelistirmislerdir. Metot, tavuk kas dokusun-
da 61 antibiyotik etkin maddesini 0.03-3.0 pg/kg
seviyesinde tespit etmekte olup 6lgiim limitini 0.1-
10 pg/kg araliginda belirtmislerdir. Bu ¢alismada
tespit edilen bilesikten daha fazla bilesigi Yamada
ve arkadaglari her iki modu kullanarak tespit etmis-
lerdir.

Carretero ve ark. (3) domuz ve sigir kas doku-
sunda antibiyotik kalintilarinin belirlenmesi igin
LC-MS/MS sisteminde metot gelistirmislerdir.
Geligtirdikleri dogrulama analiz metodu beta
laktam, siilfonamid, tetrasiklin, linkozamid, makrolid,
kinolon, nitroimidazol ve diaminoprimidin gru-
bundan 31 antibiyotik etkin maddesini 3-15 pg/kg
seviyesinde tespit etmekte olup 6l¢iim limiti 10-50
ug/kg araligindadir. Bu calismada tarama analizi
metodu gelistirilmis ve daha fazla bilesik tespit
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edilmistir. Iki metot tespit edilen bilesik sayis
yoniinden birbiri ile uyum gostermektedir.

Chico ve ark. (4) hayvan kokenli gidalarda
LC-MS/MS sisteminde antibiyotik kalintilarinin
belirlenmesi i¢in metot gelistirmislerdir. Penisilin,
siilfonamid, tetrasiklin, makrolid ve kinolon gru-
bundan 39 antibiyotik etkin maddesini etkili bir
oziitleme islemi ile tek enjeksiyonda tespit etmis-
lerdir. Bu ¢alismada da pozitif modda 36 antibiyo-
tik etkin maddesi tespit edildigi i¢in Chico ve ar-
kadaglarmin ¢aligmasi ile bilesik sayilar1 yoniinden
uyum gostermektedir.

Sonug olarak, ¢aligmada gelistirilen metot ile
yedi grup antibiyotik etkin maddesinin iki
oziitleme islemi ile LC-MS/MS sistemine iki en-
jeksiyonda verilerek tespit edilmesi sayesinde kit-
lere olan ihtiyag ve kullanilan kimyasal madde
miktar1 azaldigindan ekonomiye ve kimyasal mad-
de kullaniminin azalmasi kimyasal atik miktarim
da azalttigindan cevre kirliliginin azalmasina katki
saglanmaktadir.
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OZET

Su iiriinleri sektdriinde Infeksiydz Pankreatik Nekrozis (IPN) ve Viral Hemorajik Septisemi (VHS) hastaliklar1 ekonomik
ve ticari 6neme sahip viral enfeksiyonlardir. Bu enfeksiyonlar: atlatan baliklarin tastyict kalarak viruslarin sirkiilasyonuna ve
yayllmasina neden olmalar1 dnemlerini daha da artirmakta ve miicadele edilmesini de gii¢lestirmektedir. Bu ¢aligmada Balik
Hastaliklart konusunda Ulusal Referans Laboratuvar olan Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii’niin Viroloji Boliimii tarafindan
IPN ve VHS hastaliklar1 yoniinden 2004-2011 yillar1 arasinda yapilan rutin teshis, hastalik kaynagini aragtirma amaclh epidemi-
yolojik tarama, bolge durumlarinin belirlenmesi amagli epidemiyolojik tarama ve hastalik sonrasi hastalik izleme ¢aligmalarinin
sonuglar1 verilmistir.

Anahtar kelimeler: PN, tasyicilik, teshis, Tiirkiye, VHS.

SUMMARY

Infectious pancreatic necrosis (IPN) and viral haemorrhagic septicaemia (VHS) are economically and commercially
important viral diseases in the aquaculture sector. The circulation and spread of infections caused by the fish in population that
remain as carriers after acute phase of the infection increases the importance of these diseases and also makes it difficult to
control and eradication. The results of the routine laboratory diagnosis, the epidemiological screening for the determination of the
origin of the diseases and of the situation of the geographical regions, and disease monitoring studies after the diagnosis of
diseases carried out by Virology Department of Bornova Veterinary Control Institute, National Reference Laboratory of Fish
Diseases in Turkey, for IPN and VHS between 2004 and 2011 are presented in this article.

Key words: Carrier, diagnosis, IPN, Turkey, VHS.

GIRIS

Ulkemizde 70’li yillarda alabalik ve sazan
yetistiriciligi, 80°li yillarda ise levrek ve c¢ipura
yetistiriciligi baglamig ve hizla biiyliyerek 2011
yilinda en fazla biiyiiyen sektdr olmustur. Tiirkiye
Istatistik Kurumu’nun 2007 yili verilerine gore
kiiltiirii yapilan balik tiirlerinin % 41.80’ini alaba-
lik, % 30’unu levrek, % 24’iinii ise ¢ipura olus-
turmaktadir. Ozellikle Avrupa Birligi Ulkelerine
yapilan ihracatta biiylik ekonomik 6neme sahiptir.

Gerek i¢ piyasada gerekse ihracatta hem is-
letmelerin verimliligi ve kazanci hem de tiiketici
sagligi agisindan balik sagligi birinci derecede
onemlidir. Balik sagligi konusunda tedavilerinin
olmamasi, yiiksek ekonomik kayiplara yol agmasi,
kontrol ve miicadelelerinin gii¢liigii nedeniyle viral
balik hastaliklar1 6zel bir konuma sahiptir.

' Dr. Uzm.Vet. Hekim, Viroloji BSliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, ZMiR
2 Dr. Biyolog, Viroloji Boliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, IZMiR
* Dr. Vet. Hekim, Viroloji BSliimii, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, ZMiR

*Veteriner Saglik Teknikeri, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, ZMIR
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Infeksiydz Pankreatik Nekrozis (IPN) bilhassa
geng Salmonidlerin ¢ok bulasict viral bir enfeksi-
yonudur (13, 33). Ozellikle yavru baliklarda (fry
ve fingerling) mortalite oran1 yiiksektir. IPN virusu
(IPNV), cizgili levrek, levrek, ringa, halibut, kal-
kan, sarikuyruk, yilan baligi, pisi balig1 gibi deniz
baliklarinda da mortaliteye neden olabilmektedir
(8, 22, 24). IPN ve IPN benzeri viruslar, tatlisu ve
tuzlu sularda yasayan 60’dan fazla tiirden izole
edilmigtir. Hastalik diinya iizerinde genis bir cogra-
fik alanda goriilmekte olup Kuzey ve Giliney Ame-
rika’da, Avrupa ve Asya’da yaygin seyretmektedir

(6).

Hastaligin etkeni Birnaviridae familyasinda
yer alan ¢ift iplik¢ikli RNA i¢eren IPN virusudur.
Virusun Sp, Ab ve VR299 olmak iizere 3 major
serotipine ilaveten 7 serotipi daha oldugu bildiril-
mektedir (9, 14, 19).

Virus, su yolu ile horizantal, yumurta yolu ile
de vertikal olarak bulasmaktadir ve yumurtalarin
dezenfeksiyonu vertikal bulagsmayi Onlememek-
tedir. Klinik olarak hasta baliklar ve klinik bulgu
gbstermeyen asemptomatik tasiyict baliklarin dis-
kilar1 ile ortama yiiksek oranda virus sagildig1 sap-
tanmistir (1, 2, 18, 33). Virus susu, patojenitesi,
konakg1 ve ¢evre faktorlerine bagl olarak kiimiila-
tif mortalite % 10-90 arasinda degismektedir. Has-
talig1 atlatanlar tasiyict kalmakta ve yagsamlari bo-
yunca digkilari, viicut sivilart ve sekstiel sivilart ile
virus sagmaktadir (12, 20, 33).

Klinik bulgu olarak tirbison seklinde yiizme,
su ¢ikigina toplanma, abdominal siskinlik, bas bol-
gesinde kiiciik sislikler, renkte koyulagsma (viicu-
dun arka 1/3 lik bdlimiinde daha fazla),
ekzoftalmus, uzamis halde diski (pseudofeces)
gortilebilir. Otopside mide ve bagirsaklarin besin-
den yoksun, renksiz-sar1 siitimsii jelatinimsi bir
eksudat ile dolu oldugu goriiliir. Bazen i¢ organlar-
da kanamalar goriilebilir.

Hastaligmm tamisinda  klinik enfekte ve
asemptomatik baliklardan Blue gill fry (BF-2),
Rainbow trout gonad (RTG-2), Chinook salmon
embryo (CHSE-214) veya Fat head minnow
(FHM) hiicre kiiltiirlerinde virus izolasyonunu
takiben Enzyme Linked Immunosorbent Assay
(ELISA), indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) ve

serum notralizasyon test ile identifikasyon yapil-
maktadir (6, 25).

Viral Hemorajik Septisemi (VHS) hastaligi
oncelikle alabalik, turna balig1 ve kalkanlarda yiik-
sek oliimle seyreden ekonomik agidan 6nemli viral
bir enfeksiyondur. Hastaligin etkeni Rhabdoviridae
familyasimnin Novirhabdovirus genusunda yer alan
Viral Hemorajik Septisemi virusu (VHSV) olup
dort genotipi bulunmaktadir. Ozellikle alabalik,
turna balig1 ve kalkanlarda yiiksek oliimle seyreden
ancak 45 degisik kiiltiir, dogal tatlisu ve deniz ba-
lig1 tiiriinde izole edilmis olan VHSV’ nun tiirlere
gore duyarliliginda farkliliklar bulunmaktadir (29).
VHSYV, Avrupa, Kuzey Amerika ve Dogu Asya’da
birgok tatlisu denizbalig: tiiriinden izole edilmistir.
Bir ¢ok deniz tiiriiniin de tasiyicit oldugu bildiril-
mistir (11, 21, 23, 31, 32). Virus, su yolu ile
horizantal olarak bulagmaktadir. Klinik olarak
hasta ve klinik bulgu gdstermeyen asemptomatik
tastyict baliklarin digkilari ile ortama yiiksek oran-
da virus sac¢ildig1 saptanmistir. Vertikal bulagsmaya
iligkin kesin kanitlar bulunmamaktadir (6). Klinik
olarak anemi, ekzoftalmus, viicudun yan kisimla-
rinda kanamalar goriilmektedir. Histopatolojik
olarak karaciger, dalak, hematopoetik organlarda
kanamalar ve nekrotik degisiklikler goriilmektedir
(15,33).

Hastaligin  tanisinda  klinik  enfekte ve
asemptomatik baliklardan Epithelioma papulosum
cyprini (EPC), BF-2 veya FHM hiicre kiiltiirlerinde
virus  izolasyonunu takiben IFAT, reverse
transcriptase- polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

PZR) ile identifikasyon yapilmaktadir (6, 10).

MATERYAL-METOT
Materyal

Referans Virus Suslari: Virus izolasyonu ve
identifikasyon testlerinde pozitif kontrol olarak
Danimarka’dan (AB Referans Laboratuvari,
Danish Institute for Food and Veterinary Research)
saglanarak Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii
Viroloji Béliimiinde stoklanan referans IPN ve
VHS virus suglar1 kullanilmgtir.

Hiicre Kiiltiirleri: Virus izolasyonu ve IFAT
testlerinde Almanya’dan (Federal Research Centre
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for Disease of Animals-Insel Riems) saglanarak
Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii Viroloji Bo-
limiinde stoklanan EPC, RTG ve BF-2 hiicre kiil-
tiirleri kullanilmastir.

Balk Ornekleri: Calisma materyalini, Ulusal
Referans Laboratuvar olan Bornova Veteriner
Kontrol Enstitiisii Viroloji boliimiine 2004-2011
yillar1 arasinda teshis igin gelen, Enstitii tarafindan
yiiriitiilen epidemiyolojik tarama ve hastalik sonra-
st hastalik izleme ¢aligmalar1 i¢in saglanan alaba-
lik, kalkan, levrek ve ¢ipura baliklart olugturmus-
tur. Teshis amagli minimum 10 balik 6rnegi, tara-
ma amaglt 30 balik 6rnegi kullanilmistir. 4 cm’den
kiiciik baliklarin bagirsak acikligindan arkada ka-
lan kismi ¢ikarilmis ve diger kisimlarin timii kul-
lanilmigtir. 4-6 cm boyundaki baliklarda bobregi
de iceren tiim i¢ organlar alinmistir. 6 cm’ den
biiyiik baliklarda karaciger, dalak, anterior bobrek
ve ek olarak kalp veya beyin alinmistir. Ovaryum
stvis1 veya sperma Ornekleri (bir tiipte 5-6 baliga
ait) ile gozlenmis yumurta 6rnekleri de transport
vasati i¢inde laboratuvara ulastirilmustir.

5-10 baliga ait i¢ organ Orneklerinden veya
ovaryum sivist/ sperma oOrneklerinden yada goz-
lenmis yumurta drneklerinden bir grup olusturula-
rak homojenize edilmis, % 1-2 antibiyotik-
antimikotik, % 1-2 fetal calf serum (FCS) iceren
minimal essential medium earle (E-MEM) vasat
ilave edilerek doku materyalleri ile E-MEM vasat
arasindaki son oran 1:10 oraninda ayarlanmustir.
Homojenizat, 2-4°C de sogutmali santrifiijde 3500
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant
inokulum olarak kullanilmuistir.

Metot

Virus izolasyonu: Virus izolasyonunda % 10
FCS, % 1 N-2- hydroxyethylpiperazin-N’-2-ethane
sulphonic acid (HEPES) iceren E-MEM vasati
kullanilarak hazirlanan 24 saatlik monolayer olan
24 gozli pleytlerde iiretilen EPC ve BF-2/RTG-2
hiicre kiiltiirii kullanilmigtir. Her bir gruptan 1/10
ve 1/100 diliisyonlarda inokulasyon yapilarak
15°C’de inkiibe edilmistir. Sitopatik etki (CPE)
yoniinden 7 giin gdzlenmis ve siire sonunda doku
kiiltirii pleytleri dondurulup c¢ozdiiriilerek CPE
goriilen orneklere identifikasyon testleri uygulan-
mistir. CPE  goriilmeyen Orneklere 24 gozli

pleytlerde iiretilen hiicre kiiltiirlerinde 2 pasaj daha
yapilmistir. Her doku kiiltiirii pleytinde 2 goz hiicre
kontrol birakilmistir. Her izolasyon c¢alismasinda
bir doku kiiltiirii pleytine de referans virus suslari
ayn1 sekilde inokiile edilerek pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. IPN tespit edilen Ornekler virusun
baskilayict 6zelliginden dolayir IPN hiperimmun
serumu ile notralize edilerek ayn islem basamakla-
r1 tekrarlanmistir (3, 6).

Virus identifikasyonu

Enzyme linked 1mmunosorbent assay
(ELISA): Sitopatik efekt tespit edilen hiicre kiiltiirii
stipernatantlarinin, kit prosediirii uygulanarak kulla-
nilan ticari ELISA kitleri (Bio-X, Belgika, TEST-
LINE, Cek Cumhuriyeti) ile IPN ve VHS viruslar
yoniinden identifikasyonu yapilmustir (5, 6).

Indirek Floresan Antikor Testi (IFAT) :
Sitopatik efekt gosteren drnekler ve pozitif kontrol
olarak kullanilan virus suslarindan 24 gozli
pleytlerde iiretilen EPC ve BF/RTG hiicre kiiltiirle-
rine ekim yapilmig ve 15°C’de 48-72 saat inkiibe
edildikten sonra ticari IFAT kitleri (Bio-X, Belgi-
ka) ile IPN ve VHS viruslar1 yoniinden identifi-
kasyonu yapilmistir (4-6 ).

BULGULAR
Makroskopik Bulgular

IPNV izole edilen alabaliklarin bazilarinda bir
veya iki gozde ekzoftalmus, karinda sisme, renkte
kararma, aniisten uzamis diski ve iskelet bozukluk-
lar1, otopside mide-bagirsaklarda sari jelatindz sivi
goriilmiistiir. Ancak bu bulgular daha ¢ok kiigiik
baliklarda veya yiiksek mortalite ile seyreden olgu-
larda goriilmiistiir. Biiylik baliklarda ve/veya tasi-
yiciligin sekillendigi olgularda ekzoftalmus, renkte
hafif kararma goriilmiis veya hicbir klinik bulgu
tespit edilmemis olup epidemiyolojik taramalar
strasinda virus tespit edilmistir.

IPNV izole edilen levreklerin bazilarinda bir
veya iki gozde ekzoftalmus, karinda sisme ve renk-
te kararma goriilmiis ancak ¢ogunlukla belirgin bir
klinik bulgu goriilmemistir.

VHSYV izole edilen alabalik ve kalkanlarda
gozlerde ekzoftalmus, renkte koyulasma veya nok-
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ta seklinde kanamalar, solungaglarda, karacigerde
ve intestinal bolgede kanama goriilmiistiir.

VHSYV izole edilen levrek ve gipuralarda deri-
de az sayida nokta seklindeki kanamalar disinda
belirgin bir klinik bulgu goriilmemistir.

Virus izolasyon ve identifikasyonu

Kiiciik baliklardan veya yiiksek mortalite ile
seyreden IPN olgularindan virus izolasyonunda
genellikle RTG/ BF-2 hiicre kiiltiirlerindeki birinci
pasajda CPE goriilmiis ve ELISA ve/veya IFAT ile
identifiye edilmistir.

Tasiyicilik olgularinda veya diigilk mortalite
ile seyreden IPN olgularinda ise genellikle ikinci

veya Ugclincli pasajda CPE goriilmiis ve ELISA
ve/veya IFAT ile identifiye edilmistir.

Alabalik ve kalkanlardan izole edilen VHS
olgularinda virus izolasyonunda EPC hiicre kiiltiir-
lerindeki birinci pasajda CPE goriilmiis ve ELISA
ve/veya IFAT ile identifiye edilmistir.

Levrek ve c¢ipuralardan izole edilen VHS ol-
gularinda ise genellikle ikinci veya Ugiincii pasajda
CPE gorilmiis ve ELISA ve/veya IFAT ile
identifiye edilmistir.

2004-2011 yillarinda ¢alisma yapilan isletme
sayilart ve pozitif/negatif isletme oranlar1 Tablo
1’de, IPN tespit edilen alabalik isletmelerinin bu-
lundugu iller, Tablo 2’de verilmektedir.

Tablo 1. 2004-2011 yillarinda ¢alisma yapilan isletme sayilar1 ve pozitif/negatif isletme oranlari

BALIK 2004 2005 2006 2007
TURU IPN VHS IPN VHS IPN VHS IPN VHS
ALABALIK 2/4 0/4 7/13 0/13 14/27 1727 39/105 1/104
KALKAN 0/4 2/4 0/2 0/2 0/2 0/2 0/3 0/3
CIPURA 0/4 1/4 0/8 0/8 0/15 0/15 - -
LEVREK 177 4/7 0/17 0/17 0/16 0/16 4/4 0/4
Toplam 3/19 7/19 9/40 0/40 14/60 1/60 43/112 1/111
BALIK 2008 2009 2010 2011
TURU IPN VHS IPN VHS IPN VHS IPN VHS
ALABALIK 7/11 0/11 14/74 0/74 23/108 0/108 1/53 0/53
KALKAN 0/1 0/1 0/3 3/3 - - - -
CIPURA 0/16 0/16 0/2 0/2 0/10 0/10 0/4 0/4
LEVREK 0/10 0/10 0/10. 0/10 3/23 0/23 0/9 0/9
Toplam 7/38 0/38 14/89 3/89 26/141 0/151 1/66 0/66
Tablo 2. IPN tespit edilen alabalik isletmelerinin bulundugu iller
2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Adana Denizli Antalya Antalya Bolu Ankara Adryaman Elazig
Antalya Hatay Burdur Aydm [zmir Artvin Ankara
Trabzon Usak Denizli Bolu Mugla Bilecik Antalya
Trabzon Hatay Glimiishane Tokat Bolu Artvin
Ordu Kayseri Diizce Aydin
Mugla Zonguldak Bolu
Ordu Diizce
Samsun Eskisehir
Tokat Kahramanmaras
Trabzon Sakarya

Trabzon
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Levreklerden IPN izolasyonu, Antalya, Mugla
ve Ordu illerinden yapilmistir.

2004-2011 yillar1 arasinda izole edilen 112
adet IPN izolatindan 38 adedi Avrupa Birligi Refe-
rans Laboratuvart “Danish Institute for Food and
Veterinary Research’ tarafindan teyit edilmis ve Sp
serotipi olarak serotiplendirilmistir.

Alabaliklardan VHS izolasyonu, ilk kez 2006
yilinda Bolu ilinden yapilmistir. 2007 yilindaki
VHS enfeksiyonu’nun IPN enfeksiyonu ile birlikte
seyrettigi tespit edilmistir.

Kalkanlardan 2004 yilindaki VHS izolasyonu,
Trabzon ve Mugla illerinden yapilmigtir. 2009
yilindaki izolasyon ise Trabzon Su Uriinleri Mer-
kez Arastirma Enstitiisli tarafindan dogal kalkan-
lardan yapilmis olup Enstitiimiiz tarafindan teyidi
yapilmuistir.

Alabalik ve kalkanlardan izole edilen izolatlar,
Avrupa Birligi Referans Laboratuvari “Danish
Institute for Food and Veterinary Research’ tara-
findan teyit edilmis ve Genotip 1 olarak belirlen-
mistir.

Levreklerden VHS izolasyonu, Antalya, Mug-
la, ve Izmir Illerinden, gipuralardan VHS izolasyo-
nu ise Izmir ilinden yapilmistir.

TARTISMA VE SONUC

IPN, VHS, Infeksiydz Hematopoetik Nekrozis
(IHN) hastalign ve Epizootik Hematopoietik
Nekrozis (EHN) hastaliklarinin  etkeni  olan
viruslarin izolasyon ve identifikasyonunda Ulusla-
rarast standartlar geregi Diinya Hayvan Sagligi
Orgiitii’niin Su Hayvanlar1 Teshis Testleri El Kita-
binda verilen ve Avrupa Birligi Referans
Laboratuvari’nin kullandig1 6rnek alma ydntemle-
ri, hiicre kiiltiirleri ve izolasyon yontemleri kulla-
nilmaktadir (4-6).

2004 yilindan itibaren Ulusal Referans
Laboratuvar olan Bornova Veteriner Kontrol Ensti-
tiisti tarafindan viral balik hastaliklarinin teshisine
baslanmasi ile rutin teshis, hastalik kaynagin arag-
tirma amagh epidemiyolojik tarama, bolge durum-
larinin belirlenmesi amagli epidemiyolojik tarama

ve hastalik sonrasi hastalik izleme ¢aligmalar1 da

baslamigtir. Hastalik kaynagini aragtirma amach
epidemiyolojik tarama c¢alismalarinda hastalik
¢ikan igletme ile aym1 su kaynaginda bulunan is-
letmeler, yavru-yumurta-balik satin aldig1 ve sattigi
isletmeler ve yem aligverisi yaptigi isletmelerde
bulunan tiim tiirlerden 6rnekleme yapilarak ince-
lenmektedir. Bolge
amagl epidemiyolojik tarama caligmalarinda bir
bolgede bulunan biitiin isletmelerden 6rnekleme
yapilarak incelenmektedir. Hastalik sonrasi hasta-
lik izleme ¢aligmasinda ise ihbari mecburi hastalik
c¢ikan igletme, tekrar baliklandirildiktan sonra 2 yil
stire ile kapasitesine uygun ornek sayisi ile izlen-
mektedir.

durumlarinin  belirlenmesi

Alabaliklarda IPN, VHS, IHN ve EHN hasta-
liklar1 ekonomik ve ticari 6neme sahip hastaliklar-
dir. Kalkanlarda ise VHS hastalig1 biiyiik ekono-
mik kayiplara neden olabilmektedir (17, 26, 28,
29). VHS, IHN ve EHN, Avrupa Birligi 2006/88/
EEC komisyon kararlarinda ve bu dogrultuda ha-
zirlanan Su Hayvanlarinin Saglhik Kosullar ile
Hastaliklarina Karsi Korunma ve Miicadele Yo-
netmeligi kapsaminda yer alan hastaliklar olup
ihbar1 mecburi hayvan hastaliklar1 arasinda bulun-
maktadir. Bugiine kadar yapilan teshis, tarama ve
arastirma calismalarinda IHN ve EHN hastaliklar
heniiz tilkemizde tespit edilmemistir.

IPN virusu, Tiirkiye’de ilk kez 2002 yilinda
enfekte alabalik dokularindan RT-PZR kullanilarak
teshis edilmistir (7). 2004 yilindan itibaren siirdii-
riillen epidemiyolojik taramalar ve IPN hastaliginin
ihbar1 mecburi oldugu 2004-2007 yillar1 arasinda
yapilan hastalik sonrasi hastalik izleme ¢alismalart
sonucunda hastaligin ayni kaynaktaki isletmelere
su ile yayildig, farkli kaynaktaki veya ildeki islet-
melere ise yavru-yumurta-balik aligverisi ile bulag-
t181 ¢ok agik bir sekilde belirlenmigtir. Alabaliklar-
da epidemiyolojik tarama ve hastalik sonrasi hasta-
lik izleme c¢alismalarinda 6rnekler, IPN, VHS, ITHN
ve EHN viruslar1 yoniinden incelendiginden 6rnek-
leme su 1sisinin 15°C’nin altina diistiigii donemde
yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda ve teshis ¢alismala-
rinda yliksek mortalite ile seyreden olgularin 9-
12°C su 1silarinda goriildiigii, daha yiiksek 1silarda
ise virusun tespit edildigi ancak mortalite oraninin
diistiigii yada goriilmedigi tespit edilmistir. Salgin-
larin ve yiiksek mortalite ile seyreden olgularin
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sicak bolgelerde ilkbahar aylarinda, serin bolgeler-
de ise ilkbahar sonu ve yaz basinda goriildiigi
saptanmustir. Bu durum Ispanya’da yapilan ¢alima
ile paralellik gostermektedir (27). Yiiksek mortalite
genellikle fry ve fingerlinglerde goriilmektedir.
Ancak hastaligin epidemik oldugu yerlerde, bakim
ve beslemenin iyi olmadig1, balik yogunlugunun ve
stresin fazla bulundugu isletmelerde ve bakteriyel
ve paraziter etkenlerin katilimi durumlarinda eris-
kin baliklarda da mortalite oraninin % 30-40’a
ulastig1 olgular goriilmiistiir. Hastaligin endemik
oldugu isletmelerde/yerlerde mortalite oraninin
diistiigli ancak tasiyiciligin arttigi tespit edilmistir.

Trabzon, Denizli ve Aydin illerinde hastali-
gin yavrularda yiiksek mortalite ile seyrettigi is-
letmelerde yapilan ¢alismalarda; ovaryum sivilari,
sperma ve yumurtalardan IPN virusu izole edilmis-
tir. Bu sekilde vertikal bulagma da tespit edilmistir.
Ayrica klinik bulgu géstermeyen ancak tastyicilik
tespit edilen igletmelerde de yillarca virus sirkiilas-
yonunun devam ettigi gorilmiistiir. Bu bulgular,
IPN virusunun horizantal ve vertikal bulasma yol-
lar1 ve tastyict baliklarin enfeksiyonun siireklili-
ginden sorumlu olduguna iligkin literatlir bilgileri
ile paralelik gostermektedir (1, 2, 18, 33 ).

Antalya ve Mugla illerinde levreklerden tespit
edilen IPN olgularmin ise sporadik oldugu ve
virusun muhtemelen dogal baliklardan gectigi dii-
stiniilmektedir. Ciinkii teshis amacl olarak gdnde-
rilen bu oOrneklerde bakteriyel enfeksiyonun
yanisira IPN virusu tespit edilmis ancak 2 yillik
hastalik sonrasi hastalik izleme ¢aligmasi sirasinda
bu igletmelerde tekrar virus tespit edilmemistir.

Ordu ili Persembe Ilgesindeki deniz kafesle-
rinde yetistirilen levreklerde tespit edilen IPN ol-
gularinda ise bulagsmanin alabaliklardan oldugu
tespit edilmistir. Ayni alanda ¢ok sayida kafes
bulundugu ve bu kafeslerin bir kisminda alabalik,
bir kisminda ise levrek yetistiriciligi yapildig1 go-
rilmiistiir. Bu bolgede yapilan tarama calismala-
rinda alabalik kafeslerinin ¢ogundan ve levrek
yetistiriciligi yapilan kafeslerin bazilarindan virus
izole edilmistir.

Tiirkiye’de VHS virusu ilk kez 2004 yilinda
Trabzon Ilinde Su Uriinleri Merkez Arastirma Ens-
titiisii’ne ait tesiste 15 gilinlik kiiltire kalkan

fry’larindan tespit edilmistir. Salgin bahar aylarin-
da sularin dalgalandigi donemde olmus ve 15-20
giinliik fry’larda % 99 oliimle seyretmistir. Tesise
giren suyun filtre edildigi sistemin bakteri girisini
onleyici, ancak virus girisini 6nleyemeyecek 6zel-
likte olmasi, bulagmanin su ile olabilecegi diisiin-
cesini uyandirmustir (17). 2006 yilinda Karade-
niz’de yapilan bir ¢alismada dogal kalkan balikla-
rindan da VHS virusu izole edilmis (16) ve teyiti
yapilmigtir. Bu ¢alismada bulagsmanin su yolu ile
oldugu diislincesini daha da kuvvetlendirmektedir.
Hastalik ¢ikigin1 takiben yapilan epidemiyolojik
calisma sirasinda kalkan baligi gonderilen Mugla
[lindeki isletmede de kalkanlarda VHS virusu tes-
pit edilmistir. 91/67 sayilt Avrupa Birligi Direktifi
hiikiimleri uygulanarak alinan kontrol ve karantina
tedbirleri ve Izleme siiresince iiretim amacl balik
cikislarinin engellenmesi ile hastaligin yayilmasi
Onlenmistir.

Alabaliklardan VHS virusu izolasyonu ilk kez
2006 yilinda Bolu ili Mudurnu Ilgesinden teshis
amagh gelen fry’lardan tespit edilmistir. Salgin,
Haziran ayinda 10-11°C su 1sisinda goriilmiis ve %
90 6liim ile seyretmistir. Dolayisiyla enfeksiyonun
giris yolu belirlenememistir. 91/67 sayili Avrupa
Birligi Direktifi hiikiimleri uygulanarak alinan
kontrol ve karantina tedbirleri ve Izleme siiresince
iiretim amagl balik ¢ikiglarinin engellenmesi ile
hastaligin yayilmasi énlenmistir. 2 yil stireli hasta-
lik sonrasi hastalik izleme g¢aligmasi siiresince tek-
rar virus izole edilmemistir. Ancak hastalik ¢ikisini
takiben Bolu ve g¢evresindeki illerde 2 yil siireli
yapilan epidemiyolojik tarama caligmasi sirasinda
2007 yilinda bu isletme ile yem aligverisi yapan
Bolu ilindeki bir isletmede VHS virusu ve IPN
virusu tespit edilmistir. Bu isletmede de dolayisiyla
enfeksiyonun giris yolu belirlenememistir. 91/67
sayil1 Avrupa Birligi Direktifi hiikiimleri uygulana-
rak alinan kontrol ve karantina tedbirleri ve Izleme
siiresince iiretim amaglh balik ¢ikislarinin engel-
lenmesi ile hastaligin yayilmasi onlenmistir. 2 yil
siireli hastalik sonrasi hastalik izleme c¢alismasi
stiresince tekrar virus izole edilmemistir.

Sonug olarak; su iriinleri sektoriinde ekono-
mik kayiplarin azaltilmasi, karliligin ve verimlili-
gin artirilmasi igin teshis, tarama ve izleme calig-
malarinin yayginlastirilarak siirdiiriilmesi, iiretici-
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lerin yumurta, yavru veya balik alirken kontrol
belgesi istemeleri veya kontrol testlerini yaptirarak
almalarinin saglanmasi ve 6zellikle kulugkahanele-
re sertifikasyon zorunlulugunun getirilmesi gerek-
tigi diistiniilmektedir.
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KECILERDE TiLMiKOSININ SEBEP OLDUGU ZEHIRLENME VAKASI
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OZET

Bu ¢alisma, Tokat ili Resadiye ilgesinde goriilen kegi 6liimlerinin sebebini ortaya koymak amaciyla yapildi. Olen kegilerde
yapilan analizlerde makrolid tiirevi antibiyotiklerden tilmikosin saptandi. Yapilan analizlerde kalp kasinda 22.9 mg/kg, karaci-
gerde 21.8 mg/kg, akcigerde 12.6 mg/kg, bobrekte 12.0 mg/kg tilmikosin tespit edildi. Yapilan analizler sonucunda kegi i¢ or-
ganlarinda tespit edilen tilmikosin diizeyinin ¢ok yiiksek oldugu ve &liim olaylarinin tilmikosinden ileri gelmis oldugu sonucuna
varild.

Anahtar kelimeler: Kegi, tilmikosin, zehirlenme.

SUMMARY

The aim of this study was to find the cause of the goat deaths in Tokat- Resadiye. Tilmicosin, which is one of the macrolid
antibiotics, was found at the analyses of dead goats. Tilmicosin was detected at the analyses with a level of 22.9 mg/kg in cardiac
muscle, 21.8 mg/kg in liver, 12.6 mg/kg in lung, 12.0 mg/kg in kidney. As a result of the analyses, it was concluded that the level
of tilmicosin detected in the tissues of goats was very high and deaths were caused by tilmicosin.

Key words: Goat, poisoning, tilmicosin.

GiRiS kaynaklanmaktadir (10). Gram pozitif bakterileri,
mikoplazmalari, baz1 gram negatif organizmalari
ve klamidyalarin bazi iiyelerini de igine alan genis
bir etki spektrumuna sahiptir (5). Antibakteriyel
spektrumu tilosine benzer
multocida ve Mannheimia haemolytica’ya karsi
etkinligi daha giicliidiir (5). Ila¢ sigir, koyun, do-
kanatlilarda  P.
M. haemolytica nin sebep oldugu solunum yollar1
hastaliklarinda koruyucu sagaltic1 olarak da kulla-

nilir (1, 2, 8, 10).

Tilmikosin, tilosinden hareketle sentez edilen
20-deokso-20-(3,5-dimetilpiperidin-1-yl) desmiko-
sin yapisinda yar1 sentetik makrolid tiirevi bir anti-
biyotiktir (1, 5, 8, 10, 16). Desmikosin, C—20 alde-
hit gruplarinin rediiktif aminasyonu ile elde edilmis
ve bu yapisal degisim ile Gram pozitif mikroorga-
nizmalara yonelik etki spektrumunda genisleme ve
antibakteriyel etkisinde artis saglanmistir. Boylece
memeli ve kanath tiirlerini kapsayacak 6lgiide ge-
nis konakg1 yelpazesine sahip olmustur. Tilmiko-

ancak Pasteurella

muz ve multocida  ve

sinin antibakteriyel etkisi, diger makrolidlere ben-
zer olarak ribozomlarin 50S alt birimine baglana-
rak bakteriyel protein sentezinin engellenmesinden

! Dr. Veteriner Hekim, Bornova Veteriner Kontrol Enstitiisii, IZMIR
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Ilag deri alt1 yolla tek sefer 10 mg/kg dozda
uygulanir, uygulama yerinden hizla emilir. Sigirla-
ra deri alt1 10 mg/kg dozda verildiginde yaklagik 1
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saatte, koyunlara deri alt1 10 mg/kg dozda verildi-
ginde yaklasik 8 saatte plazma doruk yogunluguna
ulasir (1, 2, 9). Tilmikosin 6zellikle akcigerlerde
birikir, yogunlugu plazmadakinin 50-60 katina
kadar cikabilir. Ilag¢ viicutta baslica desmetiltilmi-
kosine ¢evrilir; bu halde ve metabolitleri halinde
viicudu terk eder (8). Sigirlarda uygulanan dozun
yaklasik %68-70’1 digkiyla, % 20-24’1i idrarla atilir
(1, 3). lag 10 mg/kg dozda damar ici ve deri alt:
yolla uygulandiginda damar i¢i yolla uygulamada 5
giin, deri alt1 yolla 28 giin siitte kalintilar1 tespit
edilmistir (5). Tilmikosin siitle uzun siire atildig1
i¢in siit veren hayvanlara, giivenligi kanitlanmadigi
icin gebe hayvanlara uygulanmamalidir (3, 8).

Makrolid tiirevi antibiyotiklerin uygulanma-
sindan sonra sindirim sistemi rahatsizliklari, sarilik
ve  karaciger bildirilmistir.  Diger
makrolidlerden ayr1 olarak tilmikosinin verilme
yoluna ve dozuna bagl olarak kardiyotoksisite yan
etkisi vardir. Ayrica uygulama yapilan bdlgede
gecici sislik, dispne, anafilaksi, kollaps ve 6liime
sebep olabilir (6). ilag ag1z yoluyla genellikle gii-
venlidir; ama parenteral yollarla ¢ogu hayvan tii-
riinde 6ldiiriicii olabilecek 6lgiide tehlikelidir. Etki-
lenen hayvanlarda baslica kalp kasinin kasilma
giicinde zayiflama ve debisinde diigme dikkat
ceker (9). Tilmikosin kardiyotoksisiteye yol agma-
sindan dolay1 biitiin tlirlerde damar i¢i yolla uygu-
lanmamalidir. Si81r, buzagi, koyun, kegi ve atlarda
10 mg/kg’dan daha az dozda damar i¢i uygulama
zehirlenmeye hatta Oliime sebep olabilmektedir.
Kopeklerde vyapilan laboratuar c¢aligmalarinda
parenteral uygulamadan sonra tagikardi ve kalp
kasilmasinda azalma gdzlenmistir. Atlarda ve keci-
lerde kas i¢i ve deri alt1 10 mg/kg’dan yiiksek doz-
da uygulama yapildiginda zehirlenmeye sebep
olmas1 muhtemeldir (3).

hasari

Bu calismada Tokat ili Resadiye ilgesinde
makrolid tlirevi bir antibiyotik olan tilmikosinin
sebep oldugu bir zehirlenme olgusu bildirilmistir.

MATERYAL VE METOT

Calismada materyal olarak Resadiye Ilge Gida
Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii personeli tara-
findan alman 6l bir kegiye ait karaciger, kalp,
akciger ve bobrek numune olarak kullanildi. Yetis-

tiricinin 150 kegisinden yasi1 kii¢iik 50 kecisinin
tilmikosinin derialt1 uygulamasmi takiben bir saat
icinde 61diigii bildirildi.

Numunelerden  tilmikosinin  &ziitlenmesi
disodyum EDTA ve metanolle gergeklestirildi.
Homojen hale getirilen materyalden 2.0+£0.01 gram
tartildi. Uzerine roksitromisin i¢ standardindan
yilikleme yapildi ve birkag saniye vorteks ile karig-
tirildiktan sonra 200 pl 0,1 M Na,EDTA ve 10 ml
% 70'lik metanol eklendi. Vorteks ile 15 dakika
karistirilarak, 18 dakika 3°C’de 4000 devirde sant-
rifiij edildi. Ust fazdan 0.5 ml alinarak temiz bir
cam tiipe aktarildi. Uzerine 2 ml su eklenerek 2
dakika vorteks ile karistirildi. Oziit 0.45 pm filtre-
den gegirilerek otomatik 6rnekleyici vialine alindi
ve LC-MS/MS sistemine 20 pl enjekte edildi.
Standart ilave edilmis materyal kullanilarak hazir-
lanan kalibrasyon egrisine gore degerlendirme
yapildi.
kromatografi sirali kiitle spektrometre cihazinda,
tilmikosinin belirlenmesi Granelli ve ark. (7) tara-
findan bildirilen yonteme gore gerceklestirildi.

BULGULAR

Numunelerin ~ Oziitlenmesi  ve  s1vi

Hayvanlara tilmikosin uygulanmasindan sonra
oliim olaylarmin meydana geldigi bildirildiginden
keci i¢ organ numuneleri, tilmikosin yoOniinden
analiz edildi. Yapilan analizler sonucunda i¢ or-
ganlarda tespit edilen tilmikosin miktarlari Tablo
1°de verilmistir.

Tablo 1. I¢ Organ Numunelerinde Tespit Edilen Tilmikosin

Miktarlart.
Materyal Tilmikosin Miktar1 (mg/kg)
Kalp 22.9
Karaciger 21.8
Akciger 12.6
Bobrek 12.0

TARTISMA VE SONUC

Hayvanlarm ilaglara karsi olan duyarliliklar
genellikle ayrim gosterir. Etki yerlerinde yeterli ilag
yogunlugunun saglanmasiyla ilaca 6zgili farmakolo-
jik etkiler elde edilebilir. Bu durum ise bir hayvan
tiirtinden digerine, ayni tiirden hayvanlar arasinda ve
ayni ilacin farmasotik sekli ile uygulama yollarina
gore onemli derecede degisebilir (14).
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Tilmikosin sigir ve koyunlar i¢in giivenli bir
ila¢ olmasina ragmen keci ve atlarda zehirli oldugu
i¢in kullanilmamasi gereken bir ilagtir (6, 9, 13).
Tiirkiye’de ruhsathi 30°dan fazla tilmikosin igeren
miistahzar bulunmaktadir. Bu ilaglarin higbirinin
prospektiisiinde kegilerde kullanilabilecegine dair
kayit yoktur; kullanilirsa etiket-dis1 kullanim olur
ve tiim sorumluluk uygulayana ve uygulatana aittir
(4). Kegilerde tilmikosinin deri alt1 ve damar igi
uygulanmasi sonucu olusan zehirlenme olaylar
bildirilmistir (3). Ancak bu olgulara ilgili analiz
verileri  bildirilmemis oldugundan ¢aligmadaki
veriler ile karsilagtirma yapilamamuistir.

Olen kegilerin gen¢ olmasi yasli olanlarin
tilmikosin uygulamasi sonucu Olmemesi dozun
keciler igin zehirlenmeye sebep olabilecek doz
olmadigimi ancak gen¢ hayvanlarda bu dozun ze-
hirlenmeye neden oldugunu ya da geng hayvanlara
viicut agirligi dikkate alinmadan doz uygulandigini
gostermektedir.

Keles ve ark.(10) tavuklara 50 mg/kg dozda
agizdan vererek yaptiklar1 farmakokinetik ¢alisma-
da tilmikosinin en yiiksek yogunlugunu 5.34+0.27
mg/kg olarak 12. saatte karacigerde tespit etmis-
lerdir. Caligmada da, bu ¢alisma ile uyumlu olarak
en yiksek yogunluk karacigerde bulunmustur.
Ancak tavuk karacigerinde bildirilen miktar, bizim
keci karacigerinde tespit ettigimiz 21.8 mg/kg’in
cok altindadir.

Arooba (5), koyunlara tilmikosini 10 mg/kg
tek doz deri alt1 ve damar i¢i yolla uygulayarak
dokularda ve siitteki farmakokinetik parametreleri-
ni incelemistir. Damar i¢i uygulamadan 3 giin son-
ra karacigerde 5.89 mg/kg, bobrekte 7.99 mg/kg; 5
giin sonra karacigerde 4.10 mg/kg, bobrekte 3.24
mg/kg; 14 giin sonra karacigerde 1.12 mg/kg, bob-
rekte 1.12 mg/kg olarak kalint1 tespit etmistir. Deri
altt uygulamadan 3 giin sonra karacigerde 9.87
mg/kg, bobrekte 24.18 mg/kg; 7 giin sonra karaci-
gerde 5.90 mg/kg, bobrekte 4.55 mg/kg; 21 giin
sonra karacigerde 4.18 mg/kg, bobrekte 2.12
mg/kg; 28 giin sonra karacigerde 2.45 mg/kg, bob-
rekte 0.45 mg/kg olarak kalinti tespit etmistir. Bu
caligmalarda bulunan sonuglar, calismada keci
karacigerinde tespit edilen 21.8 mg/kg’in c¢ok al-
tindadir. Buna karsin g¢aligmada bobrekte tespit

edilen 12.0 mg/kg, deri alt1 yolla uygulamadan 3
giin sonra tespit edilen 24.18 mg/kg’in ¢ok altinda
olup diger giinlerde tespit edilen yogunlugun iize-
rindedir.

Tokat ili Resadiye ilgesinde meydana gelen
kegi oliimlerinin belirlenmesi i¢in gonderilen kegi
i¢ organ numunelerinde kecilerde zehirli oldugu
icin uygulanmamas1 gereken tilmikosinin yiiksek
yogunlukta tespit edilmesi, keci
tilmikosinden ileri geldigini gostermistir.
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