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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ESEN CAYI KULTUR GOKKUSAGI ALABALIKLARINDAN (Oncorhynchus
mykiss, Walbaum) Lactococcus garvieae IZZOLASYONU, IDENTIFIKASYONU
VE ANTIiBAKTERIYEL DUYARLILIGININ TESPITi

Sabahat Selmin CETINKAYA

Isparta Uygulamal Bilimler Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Su Uriinleri Yetistiriciligi Anabilim Dah

Damsman: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

II. Damisman: Aras. Gor. Dr. Mesut YILMAZ

Lactococcus garvieae, farkli cografik bolgelerde tatli ve deniz balig: tiirlerinde yaygin olarak
bildirilen en 6nemli patojen tiirlerinden biridir. Bu ¢alisma da; Esen ¢ayinda faaliyet gosteren
gokkusagi alabaligi isletmelerinden Lactococcus garvieae balik patojeni izole edilmesi,
fenotipik ve genotipik yontemler kullamlarak identifiye edilmesi ve antibakteriyel
duyarliliklarinin ticari antibiyotik diskleri kullanilarak belirlenmesi amaglanmistir. Esen Cay1
bolgesindeki 3 ayr isletmeden izole edilen 16 sus geleneksel mikrobiyolojik, API 20 STREP
testleri ve molekiller yontemlerle identifiye edilmistir. Suglarmin antibakteriyel
duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla Muller Hinton Agar iizerinde toplam 32 farkh
antibiyotik diski kullanilmigtir. Suslarin; ampisilin, trimetoprim / siilfometoksazol,
eritromisin, lincomisin, enrofloksasin, gentamisin, oksolinik asit, siprofloksasin, kanamisin,
kolistin, ofloksasin, streptomisin, klindamisin, oksitetrasiklin, sefoperazon, flumekuin,
tilosin, seftriakson, spektinomisin, norfloksasin, sefalotin, oksasilin, apramisine Kkarsi
direngli, vankomisin, tetrasiklin, nitrofurantoin, kloramfenikol, doksisiklin, penisilin,
efuroksim, pristinamisin, amoksilin'e duyarli oldugu goriilmiistiir. Antibiyotik gruplari
arasinda Ornegin; siilfanomidlere, makrolitlere, aminoglikozidlere %100 direngli,
kinolonlardan nitrofurantoin disindaki antibiyotiklere direngli, B-lactam grubundan;
penisilin, sefuroksim, amoksilin digindaki antibiyotiklere direngli, tetrasiklinlerden;
oksitetrasikline direngli, diger grubundan kolistine direngli bulunurken amfenikollere karsi
tim suslar duyarli bulunmustur. Calisma sonuglar1 gokkusagi alabaligi isletmelerinde,
bakteriyel patojenlerin ve antimikrobiyal direncin yayilimmi onlemek igin biyogiivenlik
onlemlerin alinmasi gerektigini, mikrobiyolojik izlemelerin yapilmasinin son derece énemli
oldugunu ortaya koymustur. Ayrica su iiriinleri yetistiriciliginde balik hastaliklarina karsi
antibiyogram sonuglarina gore tedaviye baslanmasi gerektigini ve antibiyotiklerin kontrollii
kullaniminin énemini bir kez daha vurgulamustir.

Anahtar Kelimeler: Lactococcus garvieae, Fenotipik oOzellikler, Molekiiler
identifikasyon, PCR, Antibakteriyel duyarlilik

2019, 47 sayfa



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

Lactococcus garvieae ISOLATION, IDENTIFICATION AND
DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL SENSITIVITY FROM
CULTURED RAINBOW TROUT (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) IN ESEN
STREAM

Sabahat Selmin CETINKAYA

Isparta University of Applied Sciences
The Institute of Graduate Education
Department of Aquaculture

Supervisor: Prof. Dr. Aysegiil KUBILAY

Co-Supervisor: Res. Ass. Dr. Mesut YILMAZ

Lactococcus garvieae is one of the most important pathogen species commonly reported in
freshwater and marine fish species from different geographical regions. In this study;
Lactococcus garvieae fish pathogens were isolated from rainbow trouts in farms which
located on Esen Stream. They were identified by using phenotypic and genotypic methods
and determined their antibacterial susceptibility using commercial antibiotic discs. For this
purpose; the total 16 strains were isolated from 3 farms and identified by using conventional
microbiological methods, APl 20 STREP tests and molecular methods. To obtain the
antibacterial susceptibility of the strains in total 32 antibiotic discs were used on the Muller
Hilton Agar. The strains showed resistance against ampicillin, trimethoprim/
sulfomethoxazole, erythromycin, lincomycin, enrofloxacin, gentamicin, oxolinic acid,
ciprofloxacin, kanamycin, colistin, ofloxacin, streptomycin, clindamycin, oxytetracycline,
cefoperazone, flumecuin, tylosin, ceftriaxone, spectinomycin, cefoperazone, norfloxacin,
cephalothin, oxacillin and apramycin, but sensitive to vancomycin, tetracycline,
nitrofurantoin, chloramphenicol, doxycycline, penicillin, efuroxime, pristinamycin,
amoxicillin.  Among the antibiotic groups such as sulfanomides, macrolides,
aminoglycosides were showed 100% resistance, in quinolone groups other than
nitrofurantoin displayed resistant, in f-lactam group antibiotics obtained as resistance except
penicillin, cefuroxime, amoxicillin, also in tetracycline groups; oxytetracycline showed
resistance and in other groups; while colistin was presented resistance, amphenicols was
showed sensitivity on the all strains. The results of the study revealed that the biosecurity
measurements should be taken to prevent the spread of bacterial pathogens and antimicrobial
resistance and also microbiological monitoring is very important issues in rainbow trout
farms. Also this study emphasized that the antibiogram tests should be applied onto isolated
fish pathogens before the treatment and the importance of using of antibiotics under control
one more time.

Key Words: Lactococcus garvieae, Phenotypic characterisation, Molecular
identification, PCR, Antibacterial susceptibility
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1. GIRIS

Su triinleri yetistiriciligi hizla gelisen bir sektoérdiir. Bu hizli biiylime ile birlikte
cevresel etkilesim sonucu viral, bakteriyel, paraziter ve fungal hastaliklarda artis
ortaya ¢ikmigtir. Kiiltiir balik¢iligi yapilan isletmelerde en onemli problemlerin
basinda infeksiy6z hastaliklar ile bunlarin yol agtig1 saglik sorunlari ve ekonomik
zararlar yer almaktadir. Koruyucu 6nlemlerin tam, ciddi ve devamli uygulanamadigi
yerlerde hastalik sorunu her zaman bulunmaktadir. Bazi 6zel durumlarda da konakgi,
patojen, ¢evre dengesinin korunmasina karsin yine de infeksiyonlara
rastlanilabilmektedir. Kiiltiir kosullarinda birgok baligin birlikte ve temas halinde
bulunmasi ile dogada serbest yasayanlara oranla daha fazla hastalanma riski
yaratmaktadir. Baliklar bulunduklar1 ortamdaki optimal yasam kosullarinin olumsuz
yonde degismesi ile bagisiklik sistemi zayiflatmakta ve bdoylece infeksiyoz
hastaliklara yakalanmasi kolaylasmaktadir. Yiiksek oranda oliimlere sebep olabilen

infeksiyonlar nedeniyle balik isletmeleri agir ekonomik kayiplara ugramaktadir.

Lactococcus garvieae 1974 yilinda Japonya’da sarikuyruk baliklarinda epizootikler
olusturarak yiiksek oranda dliimlere sebep olmustur (Ksuda vd., 1991; Ksuda ve
Salati, 1999; Austin ve Austin, 1999). Daha sonralari L. garviae (Synonime
Enterecoccus seriolicida)’nin etken oldugu enfeksiyonlar (Streptokokkozis veya
Lactokokkosis) diinyanin farkli cografik bolgelerindeki tathh su ve deniz baligi
tirlerinde yaygin olarak bildirilmistir (Ksuda ve Salati, 1999; Chen vd., 2001; Eldar
ve Ghittino, 1999; Toranzo vd., 1994; Nieto vd., 1995; Salati vd., 1996; Muzkuiz
vd., 1999; Austin ve Austin, 1999).

Gokkusagr alabaliklarmnda L. garvieae enfeksiyonlari; Ispanya, italya, Portekiz,
Ingiltere, Giiney Afrika, Avustralya, Fransa ve Asya iilkelerinde rapor edilmistir
(Bragg ve Brroero, 1986; Ceschia, 1992; Carson vd., 1993; Eldar ve Ghittino, 1999;
Chang vd., 2002; Ravelo vd., 2003). Ulkemizde ilk kez 2001 yilinda Ege
bolgesindeki gokkusagi alabaligi isletmelerinde goriilmiis ve yiiksek 6liimlere sebep
olmustur (Diler vd., 2002). Ciddi ekonomik kayiplara ve karakteristik olarak
hemorojik septisemiye neden olan hastalik sistemik bir enfeksiyondur ve hizli bir
yayilim gostermektedir. (Cagirgan ve Tanrikul, 1997; Ksuda ve Salati, 1999; Austin
ve Austin, 1999). Hastaligin kontroliinde profilaktif tedbirlerin alinmasi oldukca

1



Oonem tasimaktadir. Ancak hastaligin ortaya ¢iktigi isletmelerde hastaligin sagiltimi
amactyla antimikrobiyal maddelerin kullanilmas1 gereklidir. Ozellikle porsiyonluk
baliklarda bu enfeksiyonun goriilmesi halinde enfeksiyona karsi zamaninda uygun
dozda antibiyotik kullanimi 6nem tasimaktadir. Ciinkii balik etinde olusacak kalinti
ve bakterinin direng gelistirebilecegi unutulmamalidir. Bu hastaliga kars1 koruyucu
amagcla kullanilacak antimikrobiyal ilaglarin spesifik hastalik etmenine karsi olan
etkisinin c¢ok iyi belirlenmesi ve uygun antibiyotigin segilerek yeterli zaman ve
miktarda bir sistem dahilinde kullanilmas1 gereklidir. Bu sebeple iilkemizde siklikla
ortaya ¢ikan L. garvieaenin sebep oldugu Streptokokkozis vakalarma karsi
antimikrobiyal duyarliligin belirlenmesi ve uygun tedavinin uygulanmasi ¢ok
onemlidir. L. garvieae’ nin iilkemizden izole edilen degisik suslarmna karsi etkili
antibiyotigin belirlenmesi tizerine daha Once arastirmalar yapilmistir. Fakat bolgesel
farkliliklar ve antimikrobiyal direng¢ gelisiminin siirekliligi hastaligin basari bir
sekilde sagiltimi i¢in uygun tedaviyi (antibiyotik tiri ve dozunu)
degistirebildiginden, antibiyogram ¢alismalarinin devamliligi yiiksek Onem arz
etmektedir (Kum vd., 2004).

Balik yetistiriciliginde, hastaligin antibiyotik ile tedavisi sonrasi olusan stres
kosullart infeksiyonlarin yeniden tekrarlamas: ile beklenen etkinin sinirli kalmasina
ve antibiyotiklere kars1 direng gelisimine sebep olamaktadir.isletmelerde hastaliklara
kars1 profilaktif tedbirler alinmasi gittikce onem kazanmustir. Ayrica hastaliklarin
tedavisi amaciyla asir1 antibiyotik ve kemoterapotik madde kullanimi, bu
kimyasallarin balikta ve ¢evre de yiiksek diizeylerde birikmesine sebep olmakta ve
baligin bagisiklik sistemini baskilayarak patojene karsi direncini zayiflatmaktadir
(Lunden vd., 2002).

Enfeksiyon hastaliklarinda antibiyotiklerin yaygin ve bilingsiz bir sekilde kullanimi
bakterilerde bu antibiyotiklere karsi direng gelisimine neden olmaktadir (Karayakar

ve Ay, 2006).

Antibiyotikler bilinglisizce kullanildiginda; zararl yan etkiler (karsinojenik, allerjik),
bakteriyel direng gelisimi, kalint1 sorunu, ¢evre kirliligi, maliyet artisi, is ve zaman
kaybi gibi ¢esitli olumsuzluklara yol agar (Tiirk, 2008). Ayrica antibiyotik kullanimu,

bagisiklik sisteminin baskilanmasina sebep olur. Bu nedenle isletmelerde
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hastaliklardan korunmak i¢in en etkili yol; optimum yetistiricilik sartlarin1 saglamak,
gerekli hijyenik ve proflaktik tedbirler almaktir. Hastalik ortaya ¢iktiktan sonra ise
yapilacak tek sey baliklarin antibiyogram sonuglarina gore etkin antibiyotikler ile
tedavi edilmesidir. Fakat antibiyotiklerin bilingsiz kullaniminin antimikrobiyal direng
gelisimine, balik etinde kalinti olusumuna ve sucul mikroflora tizerinde etkilere yol
acacaktir. Bu nedenle antibiyotikler izole ve identifiye edilen bakteriye yapilan

antibiyogram test sonucuna gore kullanilmalidir.

Antibiyotiklerin kesfinden 6nce stoklanan bakterilerde direng bulunmadigi ve suan
mevcut biitin antibiyotiklere karsi bu bakterilerin duyarli olduklar1 goriilmiistiir
(Doganci, 2001). Bakteriler ¢evresel degisikliklere hemen yanit verebildikleri igin,
bu yetenekleri su ekosisteminde ciddi degisikliklere sebep olabilmektedir (Giuliano,
2003). Ayrica bu yetenekleri sayesinde bakteriler yeni antibiyotiklere karsi direng
gelistirebilmekte ve antibiyotik direnci infeksiyonal hastaliklar ile miicadelede en
onemli engel sorun olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Vahaboglu, 2004). Son
zamanlarda antibiyotiklere kars1 giderek artan direng sorunu tiim diinya igin tehdit
olusturmaktadir (Akgam vd., 2004). Ote yandan antibiyotik direnci yayilabilir bir
ozelliktir. ilk defa olustuktan sonra, hizla plazmid ve transpozonlar gibi aktarilabilir
genetik elementler ile ayn1 veya farkli tiir ve cinslere ait diger bakterilere de

gecebilmektedir (Doganci, 2001).

L. garvieae nin neden oldugu Laktokokkozis enfeksiyonlar1 gokkusagi alabaliginda
her boyda (porsiyonluk ve anag¢ boylar dahil) yiiksek oliimlere sebep oldugundan
isletmelerin biiyiik ekonomik kayiplar yasamasina yol ag¢maktadir. Hastalik
basladiktan sonra en etkin tedavi yontemi ise hastalik etmeni L. garvieae susuna
kars1 antibiyogram yaparak en etkili antibiyotigi tespit etmek ve kullanmaktadir.
Fakat hastaligin sagaltimi amaciyla antimikrobiyal maddelerin asir1 kullaniminin
balik etinde kalint1 problemleri yaratacagi ve bakteri susunun kullanilan antibiyotige

kars1 direng gelistirmesine sebep olacagi her zaman g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Bu ¢alismada, Esen Cay’indaki 3 isletmeden L. garveiae suslarmin izole edilerek
geleneksel mikrobiyolojik yontemler ve molekiiler yontemlerle identifikasyonunun
yapilarak antimikrobiyal duyarliligmin disk difiizyon teknigi ile belirlenmesi,

suslarin duyarli ve direngli oldugu antibiyotiklerin saptanmasi amaglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Laktokokkozis

Baliklarda Laktokokkozis enfeksiyonu etmeni olan Lactacoccus garvieae ilk kez
Japonya’da izole edilmistir (Ksuda vd., 1991). Tirkiye’de ise ilk kez 2001 de
goriilen L. garvieae, Diler ve arkadaslar tarafindan 2002 yilinda rapor edilmistir.
Etmenin o6zellikle uzak doguda yasanan birka¢g vakada insanlardan da izole
edilmesiyle potansiyel zoonoz olabilecegi gorisiinii gliglenmistir.  Nitekim
Amerika’da yapilan bir ¢alismada bu patojen insan kanindan, iiriner kanalindan,

solunum sisteminden ve derisinden izole edilmistir (Elliot vd., 1991).

2.1.1. Lactacoccus garvieae’nin izolasyonu ve identifikasyonu

2.1.1.1. Lactacoccus garvieae’nin izolasyonu

L. garvieae, Gram pozitif, hareketsiz, ¢ift ya da kisa zincirler olusturabilen, oval kok,
oksidaz ve katalaz negatif, endospor iiretmeyen, kanli agarda alfa hemolitik,
fakiiltatif anaerobiktir. Hasta baliklarin 6n bobrek, dalak, karaciger, kan, beyin ve
gozlerinden L. garvieae izole edilebilir (Austin, 2019). L. garvieae’yi izole etmek
icin NA, BHIA, TSA gibi besi yerleri kullanilmaktadir (Kusuda vd., 1991; Austin,
2019). Optimum iireme sicakligi 30-37°C olan ve pH 7-8 oldugu durumlarda 4 ile
45°C araliginda tireyebilmektedir (Ksuda vd., 1991; Austin, 2019). Hastalik 6zellikle
su sicakliginin 16°C iizerine ¢iktig1 aylarda goriilmekte ve ¢ogu balik tiiriinde ciddi

ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Austin ve Austin, 1999).

2.1.1.2. identifikasyon

2.1.1.2.1. Konvansiyonel yontemlerle identifikasyon

Baliklarda goriillen ve karakteristik hastalik semptomlart ve lezyonlar diger
hastaliklarda da goriilebildigi i¢in kesin teshiste yeterli olmamaktadir. Bu sebep ile

bakteriyel etmenin laboratuar metotlar1 ile tanimlanmasi gerekmektedir (Vendrell
vd., 2006).



Bakterinin fenotipik karakterizasyonununda genelde konvansiyonel mikrobiyolojik
metotlar ile APl 20 STREP, APl 32 STREP ve APl 50 CH sistemleri
kullanilmaktadir (Austin, 2019).

37°C’lik sicaklikta 24 saat L. garvieae’nin gelisimi igin optimum sartlar1 saglarken
baliklarda hastalik yapan diger bakterilerin tiremesi engelledigi i¢in L. garvieae’nin
de 6nemlidir (Prieta vd., 1993).

Fenotipik identifikasyon; geleneksel biyokimyasal testlerden, hareketlilik,
Sitokromoksidaz, Gram boyama, katalaz ve O/F testleriyle yapilmaktadir. (Austin,
2019).

2.1.1.2.2. Molekiiler yontemlerle identifikasyon

Son zamanlarda gelistirilen PCR protokolii ile spesifik primerler yardimiyla
cogaltilan 16S rDNA diziliminin analizi sayesinde L. garvieae’nin tiir bazinda tayini
kolayca yapilabilmektedir (Zlotkin vd., 1998; Altinok, 2011). Yine son yillarda
baliklarda bulunan birden fazla patojeni ayni anda tespit i¢in ¢oklu PCR metodu
gelistirilmistir. Bu teknik ile saf kiiltiirlerden ve dogal infekte balik dokusundan L.
garvieae yaninda farkli etmenlerinde es zamanli olarak ve kisa siirede tespitini
saglamaktadir (Mata vd., 2004; Altinok, 2011).

2.1.2. Tedavi

Gokkusagi alabaliginda ortaya ¢ikan Laktokokkozis enfeksiyonlarmin tedavisinde
antibiyotikler kullanilmaktadir. Laktokokkozis tedavisi i¢in ¢ogunlukla eritromisin,
oksitetrasiklin, amoksisilin ve doksasiklin gibi antibiyotiklerin kullanildig1
bildirilmistir (Munday vd., 1994). Fakat su iiriinleri yetistiriciliginde bilingsiz ve asir1
antimikrobiyal madde kullanimina bagli olarak bu antibiyotiklere karsi direng
gelisimi rapor edilmistir (Katao, 1982). Bununla birlikte, bazi antimikrobiyal
ajanlarin in vitro ¢alismalarda L. garvieae’ye karsi etkili sonuglar vermesine ragmen
sahada ayn1 basarty1 gostermedigi bildirilmektedir (Bercovier vd., 1997). Yapilan bir
arastirmada cografik orijinleri farkli olan L. garvieae izolatlarmin enrofloksasin ve

nitrofurantoin’e  duyarli, oksalinik asit ve sulfamethoksazol-trimetoprim
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kombinasyonlarina ise direngli olduklari bildirilmistir (Ravelove vd., 2001).
Sarikuyruk baliklarindan (Seriola dumerili) izole edilen L. garvieae {izerine yapilan
diger bir arastirmada ise izolatlarin %44’tintin eritromisin, linkomisin ve
oksitetrasikline direng gelistirmis tespit edilmistir (Kawanishi vd., 2005). Ulkemizde
bu konuda yapilan arastirmalarda L. garvieae izolatlarinin eritromisin, ofloksasin,
ampisillin ve kloramfenikol’e duyarli, penisilin ve klindamisin’e ise direngli oldugu

bildirilmistir (Ture vd., 2015).

Farkli cografyalardan izole edilen L. garvieae ile yapilan c¢aligmalarda, suslarin
hepsinin nitrofurantoin’e ve enrofloksasin’e karsi duyarli oldugu, sulfametoksazol-
trimetoprim ve oksolinik asit’e ise direngli oldugu bildirilirken eritromisin,
kloramfenikol, ampisilin’e ve oksitetrasiklin’e kars1 duyarliliklarin suslarin orijine

gore degiskenlik gosterdigi bildirilmistir (Ravelo vd., 2001).

Son yillarda Tirkiye’de ki salginlarda L. garvieae izolatlarmin ofloksasin
eritromisin, kloramfenikol ve ampisilin kars1 duyarl, penisilin ve klindamisine karsi
ise direngli olduklar1 saptanmistir (Diler vd., 2002). L. garvieae ile miicadelede
bakteriyofajlar denenmis ve fajlarin oral yolla alindiklarinda mortaliteyi diisiirmeye

yardimci olduklart saptanmistir (Nakai vd., 1999).

2.1.3. Koruma ve kontrol

Bakteriyel hastalik etmenlerinin, kara ekosistemine ve insanlara yayilmamasini
onlemek i¢in su driinleri yetistiricilik isletmelerinde biyogiivenlik sistemlerinin
kurulmasi, c¢alistirilmas1t ve isletmelerden belirli periyotlarda mikrobiyolojik

orneklemelerin yapilmasi gerekmektedir.

Laktokokkozis’i kontrol altina almak igin inaktif asilar kullanilmaktadir (Eldar vd.,
1995). Asilamanin Laktokokkozis ile miicadelede etkin bir yol oldugu diisiiniilse de
astlamanin basaris1 uygulama dozuna ve yoluna, konakg¢imnin tiirtine ve adjuvantin
tipine gore degismektedir. Genel olarak alabaliklarda Laktokokkozis hastaligina kars1
yapilan agilamalarda, asilarin koruyucu etkisinin diisiik oldugu ve koruma siirelerinin
kisitlt (3-6 ay) oldugu bildirilmistir (Afonso vd., 2003). Diisiik koruyucu etki ve



kisitl koruma siireleri yaninda, as1 uygulamalarinin pahali uygulamalar olmasi bu

korunma yolunun isletmeler tarafindan etkin bir sekilde kullanimini engellemektedir.

Son yillarda yapilan g¢alismalar probiyotiklerin de Laktokokkozis enfeksiyonlarini
engelledigini ortaya koymustur (Brunt vd., 2005). Giiniimiizde Laktokokkozis ile
miicadele de cesitli yollar denense de antibiyotik kullanimi en tercih edilen

yontemlerden biridir.

Laktokokkozis ile miicadelede antibiyogramlar yapilarak, etkin antibiyotik tespit

edilerek, kontrollii bir sekilde isletmeler de uygulamak gerekmektedir

2.2. Antibiyotik Kullanimi

Antibiyotikler, ¢esitli mikroorganizmalar tarafindan salgilanan ve Cizelge 2.1°de
verildigi gibi diger mikroorganizmalarin gelismesini durduran(bakteriyostatik) ya da

oldiiren(bakterisit) maddelerdir (Tras vd., 2018).

Cizelge 2.1. Bakteriyostatik ve bakterisit antibiyotikler (Tras vd., 2018)

Bakterisitler Bakteriyostatik
Betalaktamlar Tetrasiklinler
(Penisilinler, sefalosporinler) (Oksitetrasiklin, minosiklin,

doksisiklin, tetrasiklin, klortetrasiklin)

Florokinolonlar Amfenikoller
(Enrofloksasin, danofloksasin, (Florfenikol, tiamfenikol, kloramfenikol)
siprofloksasin, marbofloksasin,

difloksasin, pradofloksasin, ibafloksasin

Sulfonamid+diaminopirimidin Makrolidler
kombinasyonlari (Eritromisin, tilozin, tilmikosin,
tulatromisin

Tilvalosin, spiramisin,

gamitromisin, tildipirosin)

Aminoglikozitler Linkozamidler
(Amikasin, gentamisin, kanamisin, (Linkomisin, klindamisin, pirlimisin)
neomisin, spektinomisin, Sulfonamidler

dihidrodtreptomisin, streptomisin)




Su iirlinleri yetistiriciligi sektoriinde bakteriyel hastaliklar yaygin olarak goriilmekte
ve sektoriin 6nemli problemlerinden birini olusturmaktadir. Akuakiiltiirde bakteriyel
infeksiyonlarin tedavisi i¢in antibakteriyel maddelerin kullanimi 1930’lu yillarin
sonunda ABD’de sulfamerazin’in kullanimiyla baglamistir. 1950’li yillarda
oksitetrasiklin ABD’de ve Avrupa’da, 1970’lerde oksolinik asit Japonya’da balik
yetistiriciligi endistrisine girmistir. ABD’de yapilan arastirmalar gili¢lendirilmis
sulfonamidlere yogunlasmis, ancak baliklarda kullanimi i¢in yasal izni 1985’de
verilmistir. Giiglendirilmis sulfonamidlerin kullanimi frunkulosis’in tedavisi i¢in
yarar saglamistir. Sulfonamidlerin girmesini takiben, sulfonamidlere karsi direngli
bakterilerin goriilmesinden dolayr akuakiiltirde diger antimikrobiyal bilesikler
(kloramfenikol, oksitetrasiklin, kanamisin, nifurprazine, oksolinik asit, sodyum
nifurstyrenata ve flumekuin) hizli bir sekilde yayginlagsmistir (Austin ve Austin,

2007).

2.2.1. Antibiyotik gruplar:

Gliniimiizde sahada siklikla kullanilan antibiyotik gruplari Cizelge 2.2’de, balik
yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ilag gruplar1 Sekil 2.1°de verilmistir
(Treves-Brown, 2000). Bu antibiyotiklerden; furazolidon, furaldaton, nitro-furazon,
kloramfenikol, tiamfenikol, ronidazol ve dapson 2377/90 Sayili AB Y6netmeliginin
EK-2’sinde kiiltiir balik¢iliginda kullanimi yasaklanmustir.

Cizelge 2.2. Sahada siklikla kullanilan antibiyotik gruplari (Tras vd., 2018)

Benzil penisilin tuzlar Sodyum veya Potasyum penisilin G

Benzil penisilin Esterleri | Klemizol, prokalin, benzatin,
penethamat veya benethamin penisilin
G

Fenoksipenisilinler Fenoksimetilpenisilin,
fenoksietilpenisilin,
fenoksipropilpenisilin

Penisilin Penisilinaza dayanikli Nafsilin, metisilin, oksasilin,
1-Betalaktamlar enis penisilinler dikloksasilin, kloksasilin, flukoksasilin
ler Aminopenisilinler Ampisilin, amoksisilin
Etkisi gliglendirilmis Ampisilin+sulbaktam,
penisilinler amoksisili+klavulanik asit,
tikarsilin+klavulanik asit
Karbenisilinler Tikarsilin, karbenisilin, karfenisilin
Asiliireidopenisilinler Azlosilin, mezlosilin, piperasilin
Diger penisilinler Mesilinam, temosilin




Cizelge 2.2. Sahada siklikla kullanilan antibiyotik gruplari (Tras vd., 2018) (Devam)

1-Betalaktamlar

Birinci Kugak Sefaleksin, sefasetril, sefapirin,
sfelonium, sefazolin, vs

Ikinci Kusak Sefalor, sefuroksim oksetil vs

Sefalosp | — i _
) Uglincii Kusak Sefaperazon, seftiofur, sefovesin,

orinler seftriakson, vs

Dordiincii Kusak Sefkuinom
Digerleri | Aztreonam, imipenem-+silastatin

2-Florokinolonlar

Enrofloksasin, danofloksasin, siprofloksasin, makrbofloksasin, pradofloksasin,
difloksasin, ibafloksasin, flumekuin

3-Aminoglikozitler

Amikasin, gentamisin, kanamisin, neomisin, strepromisin, dihidrostrepromisin,
spektinomisin, paromomisin, framisetin, viomisin, apramisin, sissomisin,
netilmisin

4-Sulfonamid Siilfadoksin+trimetoprim, siilfadiazin+trimetoprim,
+diaminopirimidin | siilfametaksazol+trimetoprim, sulfokloropridazin+ trimetoprim,
kombinasyonlari stilfadimetoksin+ormetoprim, sulfadimidin+baquiloprim

5-Tetrasiklinler

Oksitetrasiklin, tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin, klortetrasiklin

6-Amfenikoller

Florfenikol, kloramfenikol, tiamfenikol

7-Makrolidler

Eritromisin, tilozin, tilmikosin, tulatromisin, spiramisin, tilvalosin,
gamitromisin, tildipirosin, jasomisin, azitromisin, Klaritromisin

8-Linkozamidler

Linkomisin, klindamisin, pirlimisin

Tetrasiklinler

Oksitetrasiklin
Klorotetrasiklin
Tetrasiklin
Doksiklin

Penisilinler

Ampicillin
Amoksillin

Makrolidler

Eritromisin

Sulfonamidler

Sulfamerazin
Sulfadimidin
Sulfadimethoksin
Sulfamonomethoksin

Giiglendirilmis sulfonamidler

Tribrissen (Trimethoprin: Sulfadiazine (1/5))
Romet-30 (Ormetoprim: Sulfadimethoksine (1/5))

Nalidiksik asit

Kinolonlar ve Fluorkinolonlar

Nitrofuranlar

Oksolinik asit
Furazolidone
Nitrofurantoin

Sekil 2.1. Balik yetistiriciliginde kullanilan antibakteriyel ilag gruplar1 (Treves-
Brown, 2000)

2.2.2. Antibiyotik kullaniminin olumsuz etkileri

Intensif balik yetistiriciliginde yiiksek kalitede iiriin elde edilmesi canli i¢in optimum

sartlarin saglanmasi ve canlinin saglhiginin korunmasiyla miimkiindiir.

Balik yetistiriciliginde artan {retimle birlikte hastalik problemleri siklikla

yasanmaktadir. Asirt stok, su kalitesindeki degisimler vd. bakteriyel hastaliklarin

oldukga sik ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir. Eger tedavi yapilmazsa, bitylimenin
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yavaglamas1 ve balik dliimlerinin goriilmesi gibi biiyiilk ekonomik kayiplara neden

olabilmektedir.

Ulkemizde yetistiricilik endiistrisinde ekonomik olarak degerli bir tiir olan gékkusag
alabaliginda (Anonim, 2009) epizootilere neden olan bakteriyel hastalik etmenleri
siklikla izole edilmistir (Diler vd., 2002). Ulkemizde gokkusag: alabalig1 iiretiminde
en sik goriilen hastaliklar; Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri ve Vibrio
anguillarum gibi patojenlerin neden oldugu bakteriyel hastaliklardir (Cagirgan ve
Yireklitirk, 1991; Diler vd., 2002) ve isletme agisindan ¢ok biiylik ekonomik
kayiplara neden olabilmektedirler. Bu baglamda ozellikle yaz aylarinda her boy
balikta goriilen Lactococcus enfeksiyonlari yetistiriciligi sekteye ugratmaktadir. L.
garvieae'nin iilkemizde 2001 yilinda ilk izolasyonundan sonra bu patojenle ilgili ¢ok
sayida bildiris ve c¢alisma yapilmistir (Diler vd., 2002; Altun vd., 2004; Kubilay
vd.,2005; Altun vd., 2013). Bu hastalik etmenine karsi as1 uygulamalar: yapilmasina
ragmen, hastalik isletmelerde hala goriilmekte ve ¢ok fazla antibiyotik

kullanilmaktadir.

Balik hastaliklarinin tedavisinde kullanilan bazi antimikrobiyal maddeler hem su
hem de baliketinde kalinti olusmasina neden olabilmektedir. Ayrica bazi balik
patojenlerinde bulunan direng genlerinin insanlarda patojeniteye yol agan bakterilere
aktarilabildikleri ve bu yiizden bazi antibiyotiklerin insan patojenlerine karst oldukg¢a
etkisiz oldugu tespit edilmis ve kullanimlar1 sinirlandirilmistir (Schnick vd., 1997;
Daly vd., 1999; Dos Santos, 2000). Bu nedenle bu patojenin varligi ve bu suslarda

antimikrobiyal maddelere kars1 direng gelisiminin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.

2.2.3. Antibakteriyel tedavide basarisizhik nedenleri

Teshis yanlis konulmustur.

Canlida ikinci bir enfeksiyon vardir.

[lacin canlida biyo-yararlanim diisiiktiir.

Canlinin bagisiklik sistemi yetersizdir.

Ilag enfeksiyon bélgesine yeterli oranda ulagsmiyordur.

Enfeksiyonun bulundugu bolgede ilag etkisizdir.

V V V V V V VY

Yanlis kombinasyonlar yapilmistir.
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Etmen antibiyotige diranclidir.
Iag etkili dozda, uygulama seklinde, uygun siirede kullanilmamistir.
Isletme regeteyi tam uygulamamistir.

[lacin hazirlanmasi ve formulasyonuyla ilgili problemler olabilir.

YV V. V V V

Destekleyici tedavi yeterli oranda yapilmamistir (Tras vd., 2018).

2.2.4. Antibiyotiklere direng

Klinik direng, bir antibiyotigin kullanildig1 tedavi dozlarinda olusturdugu plazma
konsantrasyonunda duyarli oldugu bilinen bakterilerin yasama ve c¢ogalma
kabiliyetlerini devam ettirebilmeleridir. Bu durumda hastaligin tedavisi igin
antibiyotigin dozunun artirilmasi gerekebilir. Bir antibiyotige diren¢ kazanan
bakterinin kimyasal yapist (penisilin-sefalosporin gibi) veya etki sekli (tetrasiklin-
kloramfenikol gibi) benzer bagka bir antibiyotige diren¢ kazanmasina, ¢apraz direng
ad1 verilir. Birden fazla antibiyotige direngli bakteriler ise ¢ogul direngli bakteriler
olarak adlandirlir (Tras vd., 2018).

2.2.4.1. Dogal (yapisal) direnc

Antibiyotigin bakteriye girememesi ya da etkileyebilecegi nokta olmamasindan
kaynaklanir. Duragan donemdeki bakteriler, betalaktamlara dogal direng gosterirler
(Tras vd., 2018).

2.2.4.2. Kazanilms diren¢

Bakteriler ilaca kars1 ilk temasta duyarhidirlar, ancak ilerleyen zaman iginde
duyarliliklar1 azalmaktadir. Kazanilmis diren¢ mutasyonel ve aktarilabilir direng;
genlerin ayni veya farkli tiirdeki bakterilere transformasyon, transdiiksiyon veya
konjugasyon araciligr ile aktarilmasiyla gergeklesen direng, olmak iizere iki sekilde
gelismektedir (Tras vd., 2018). Bakteriler; antibiyotigi parcalayan enzimleri
(betalaktamaz vb.) sentezleyerek, antibiyotigin bakteri icine girisini engelleyerek,
bakteri igine giren antibiyotigi yeniden hiicre disina atarak, ilag molekiiliiniin bakteri

de etki noktasina baglanmasini azaltarak veya etki noktasini degistirerek ve sentezi
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engellenmis bir maddeyi (folik asit gibi) baska yollardan sentezleyerek ya da
ortamdan alarak direng gosterir (Tras vd., 2018).

Sonug olarak her antibiyotige direng gelisecegi, gelisen direncin ilag kullanim sikligi
ile artabilecegi, antibiyotik kullanilmamasi kaydi ile zaman iginde gelisen direncin
kaybolma ihtimalinin olabilecegi ve aktarilabilir direncin klinik olarak daha 6nemli
oldugu unutulmamalidir. Ayrica her iilkede satisa sunulan antibiyotiklerin farklilig:
ve kullanim siklig1 degistigi igin antibiyotik duyarlilik-direnglerinin tilkeden iilkeye,
bolgeden bolgeye bazen isletmeden isletmeye de degisebilecegi akilda tutulmalidir.
Direng olusumunu engellemek icin antibiyotikler etkili dozda ve siirede
kullanilmalidir. Bu amagla antibiyogram testi yapilip uygun antibiyotikler
kullanilmali ve kontrolsiiz sekilde antibiyotik kullanimindan kag¢milmalidir.
Antibiyogram yapilamadigi durumlarda ise kombine antibiyotikler kullanilmalidir
(Tras vd., 2018).

2.3. L. garvieae izolasyonu, identifikasyonu ve Antimikrobiyal Duyarhligmnin

Tespiti ile Tlgili Yapilan Calismalar

Elliott ve Facklam (1996), insandan izole edilen L. garvieae patojeninin klindamisin

antibiyotigine direngli oldugunu bildirmislerdir (Elliot vd., 1996).

Diler vd. (2002), L. garvieae suslar1 i¢in yaptiklar1 antibiyogram testi sonucunda,
suslarin penisilin, klindamisin, sefriakon antibiyotiklerine direngli ve eritromisin,
tetrasiklin, oflokasin, ampisilin ve kloromfenikol antibiyotiklerine duyarli oldugunu
saptamuiglardir (Diler vd., 2002).

Mazzolini vd. (2003), Kuzey Italya’daki klinik izolatlardan elde edilen L. garvieae
suslarinin  ampisilin, amoksilin, oksitetrasiklin ve eritromisin’e kars1 duyarl
oldugunu, flumekuin, oksolonik asit, steptomisin, trimetoprim ve sulfadiazin’e

direngli oldugunu saptamistir (Mazzolini vd., 2003).

Kubilay vd. (2005), 9 farkli L. garveiae susunun antimikrobiyal duyarliligini
Mueller-Hinton agar ve disk diffiizyon teknigi ATB VET (Biomerieux 14 289) strip
sistemi kullanarak incelemistir. Ayrica E testi (AB BIODISK) ile de Eritromisin
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antibiyotiginin MiK (Minimal Inhibitér Konsantrasyon) degerlerini belirlemistir. L.
garvieae suslart disk diffiizyon testi ve ATB VET sistemine gore
Amokisilin+klavulanikasit, ampisilin, enrofloksasin, vankomisin, tetrasiklin,
doksisiklin, Kkloramfenikol, eritromisin, nitrofurantoin, sephalotin, amokisisillin,
sefoperazon, spektinomisin, pristinamisin, kotrimokazol antibiyotiklerine duyarl: ve
kanamisin, sefuroksime, lincomisin, penisilin, oflokasin, norflokasin, siproflokasin,
seftriazone, klindamisin, oksasilin, streptomisin, trimetoprim / siilfometoksazol,
gentamisin, apramisin, tilosin, kolistin, sulfamethizol, flumekuin, oksolinik asit
antibiyotiklerine kars1 direngli bulunmustur (Kubilay vd., 2005). MIK degerleride
(0,032-0,125 pg/mL) L. garvieae suslarinin eritromisine duyarl oldugu gostermistir
(Kubilay vd., 2005).

Kav vd. (2008)’nin Konya bolgesindeki gokkusagi alabaligi isletmelerinde Haziran
2002 ve Agustos 2004 yillar1 arasinda yaptigi bir arastirmada, izole edilen L.
garvieae suslari  penisilin-G, ampisilin, amoksilin, ampisilin+sulbaktam,
amokisilin/klavulanikasit, vankomisin, siproflokasin, marbofloksin, kloramfenikol,
florfenikol, eritromisin, oksitetrasiklin, sefoperazon, sulbaktam/sefoperazon ve
novobiosin’e duyarli bulunmustur. Gokkusagi alabalik ¢iftliklerinde L. garvieae
enfeksiyonunun tedavisi i¢in f-lactam grubu antibiyotiklerinin tercih edilmelisi

sonucuna ulasmisiltir (Kav vd., 2008).

Altun vd. (2013), iilkemiz gokkusagi alabaligi isletmelerinden izole edilen 10 farkl
L. garvieae susunun fenotipik ve genotipik ozelliklerini 3 farkli referans sus ile
(Ispanya, Ingiltere ve ATCC 43921) Kkarsilastirmistir. Suslarmin  fenotipik
ozelliklerinin belirlenmesinde, geleneksel mikrobiyolojik ve Rapid 32 STREP tani
testleri kullanmistir. Rapid 32 STREP tani testi Suslar arasinda B-Glucuronidaz, D-
riboz, sorbitol, laktoz, alanyl-phenylalanyl-proline, raffinose, pyrrolidonyl
arylamidase, arylamidase, hippurate hidrolizi, iireaz agisindan farkliliklar olmasina
ragmen tiim suslari L. garvieae olarak tanimlanmistir (Altun vd., 2013). ERIC2
primerinin kullanildigi RAPD-PCR analizinde L. garveae izolatlar1 %70 benzerlik
katsayisina gore 3 farkli genotipe ayrilmis ve Tiirkiye kdkenli izolatlarin biiylik bir
bolimiiniin (8 izolatin) predominant tip olan LG1 genotipine dahil oldugu
belirlenmistir (Altun vd., 2013). Ayrica incelenen L. garvieae suslarinin iilkemizde

alabalik yetistiricilik  sektoriinde siklikla kullanilan neomisin, linkomisin,
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gentamisin,sulphamethokazol, etrimetoprim, oksitetrasiklin, eritromisin, amoksillin,
doksisiklin ve florfenikol’e karst direng gelistirmis oldugu belirlenmistir (Altun vd.,
2013).

Raissy vd. (2015), yaptig1 arastirmada; Bat1 fran'da kiiltiir gokkusag1 alabaligindan
izole edilen L. garvieae'deki tetrasiklin direng genlerinin varligini degerlendirilmistir.
Izolatlar, disk difiizyon yéntemi kullanilarak antimikrobiyal diren¢ acisindan
incelenmis, test edilen 49 susun 19'unun tetrasikline (%38,7), 32’sinin enrofloksasine
(%65,3), 21’inin eritromisine (%42.8), 20’si kloramfenikole (%40,8) ve trimetoprim-
stilfametoksazole (%40,8) direngli oldugu bulunmustur. Suslar daha sonra genotipik
direng profilleri i¢in karakterize edilmis ve 49 izolatin hepsinin de tetrasiklin direng
genlerinden en az birini igerdigi ortaya konulmustur (Raissy vd., 2015). Direng geni
izolatlarin %89.4'ltinde rapor edilmistir (Raissy vd., 2015). Sonugta, alabalik kiiltiirti
ve insan saglig1 agilarindan potansiyel bir tehlike olan L. garvieae suslarinda yiiksek
diizeyde antibiyotik direncinin oldugu ortaya konulmustur ( Raissy vd., 2015).

Duman (2017), L. garvieae izolatlarinin fenotipik tanisinda, klasik biyokimyasal
testler ve hizli teshis kitleri (API 32 STREP) kullanmigtir. L. garvieae izolatlarinin
genetik tanisi i¢in ise pLG/ITS primerleri ile RAPD-PCR analizi yapmustir. Ayrica
incelenen tiim izolatlarin sulfanomid, tetrasiklin, florfenikol ile sulfametoksazol-
trimetoprim i¢in MIK degerlerini belirlemis ve bu antibiyotiklere karsi gelistirilen
direng¢ genlerinin dizilerini analiz etmistir (Duman, 2017). Dizi analiz sonuglar1 5
farkli L. garvieae genotipi oldugunu, tiim izolatlarin sulfonamid ve florfenikol’e
direng gelistirdigini, ermA ve tetS diren¢ genlerinin yaygin oldugunu gostermistir
(Duman, 2017).

Hanci (2018), Tiirkiye’nin degisik bolgelerinden izole edilmis 25 farkli L. garvieae
izolatinin 14 farkli antibiyotige karst duyarligini disk difiizyon yoOntemiyle
belirlemistir. Izolatlarin sahip oldugu direng genlerini spesifik primerler ve PCR
metodu kullanarak g¢ogaltmis ve izolatlar arasindaki olasi klonal iligkileri RAPD-
PCR metodu ile ortaya koymustur (Hanci, 2018). Calisilan izolatlarin tamaminin en
az 4 farkli antibiyotige karst direngli oldugu belirlenmis, izolatlardan birinin (%4)
sull direng genine, altisinin (%24) sulll direng genine ve bir izolatin (%4) tetD direng

genine sahip oldugunu belirlemistir. Izolatlarin ERIC2 primeri ile 3 farkli genotipe
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ayrildigin1 ve izolatlarin biiyiik bir boliimiiniin (16 izolatin) baskin tip olan LG2

genotipine dahil oldugunu belirlemistir (Hanci, 2018).

Korun vd. (2018), Fethiye bolgesinde tiiretim yapan bazi gokkusagi alabaligi
isletmelerindeki hasta yavrulardan L. garvieae suslari izole edilerek identifikasyonu
yapilmistir.Suslarin  eritromisin,  siilfametoksazol, ampisilin  oksitetrasiklin,
tetrasiklin, kloramfenikol ve trimetoprim’e duyarli, flumekuin, basitrasin,
furazolidon, nalidiksik asit, oksalinik asit, kanamisin ve streptomisin’e direncli
oldugu tespit edilmistir. Plazmit analizi suslarin farkli boyutlarda plazmitleri
icerdigini ortaya koymustur (Korun vd., 2018).

Balta vd. (2019), dokuz farkli gokkusagi alabaligi isletmesinden 24 bakteri izole
etmistir. Tiim izolatlarin identifikasyonlarini geleneksel biyokimyasal testler ve API
20 STREP test kiti ve PCR testi kullanarak yapmislardir. L. garvieae tiirleri i¢in 16S
rDNA’ya spesifik pLG-1 ve pLG-2 referans genleri kullanmislardir. Calisma
sonucunda, hastalikli gokkusag1 alabalig1 gozlerinden izole edilen 22 farkli izolatin
tamaminin L. garvieae oldugu PCR ile dogrulanmistir. Antibiyotik duyarlilik testi
sonuglarina gore, tim L. garvieae izolatlarinin streptomisin, sulfametoksazol ve
sulfametoksazol/trimetoprim'e direngli oldugu tespit edilmistir (Balta vd., 2019).
Ayni izolatlarin ampisiline %94.2, oksitetrasikline %72.5, eritromisine %55.07,
oksolinik asite %43.5, enrofloksasine %26.09, doksisiklin %20.3, amoksisilin ve
florfenikole %8.7 oraninda direngli oldugunu belirlemislerdir (Balta vd., 2019). L.
garvieae suslari icin en etkili antibiyotiklerin florfenikol, amoksisilin, doksisiklin ve

enrofloksasin oldugu bulunmustur (Balta vd., 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. L. garvieae izolasyonu

Bakteri izolasyonu Mugla ili, Seydikemer ilgesi, Esen Cay1 Havzasinda {iretim yapan
3 farkli gokkusagi alabaligi isletmesinden, su sicakliginin 12,6-13,6 °C oldugu Ekim,
Kasim ve Aralik aylarinda yapilmistir (Sekil 3.1). MS222 kullanilarak anestezi altina
alian baliklar dis parazit muayenesi yapildiktan sonra tiim viicut yiizeyleri %70 etil
alkol ile dezenfekte edilip otopsi yapilmustir. I¢ ve dis baki muayeneleri yapilarak
hastalik bulgular1 kaydedilmistir. Her bir isletmeden alinan ortalama 165-216 gr
agirliginda 16 balik anestezi altinda Gtenazisi yapildiktan sonra bakteriyel izolasyon
icin aseptik kosullarda baliklarin steril organlarindan; 6n bobrek, karaciger, dalaktan
TSA’ya ekimler yapilmistir. Ekim yapilan petriler 22°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Izole edilen bakterileri suslar1 saflastirildiktan sonra geleneksel ve molekiiler
yontemler ile identifikasyonlari yapilmustir. Bakteriyolojik incelemeler Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi, Egirdir Su Uriinleri Fakiiltesi, Mikrobiyoloji
Laboratuvarinda, molekiiler ¢alismalar ise Akdeniz Universitesi, Su Uriinleri

Fakiiltesi Laboratuvarinda yiiriitiilmuistiir.

‘\/_V_.

L2

Sekil 3.1. Esen Cay1 Havzasinin konumu

Caligma siiresince kullanilan tiim besiyerleri ve soliisyonlar saf su kullanilarak

hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir.
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Antibiyotik hassasiyet testleri icin MHA kullanilmistir. Bu besiyeri talimatina uygun
olarak hazirlanmig ve 121°C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir. Daha sonra
steril edilen besiyeri petrilere dokiilmiistiir. Sonra oda sicakliginda katilagsmasi igin
beklenmistir. Kontaminasyon kontrolii i¢in, i¢inde besiyeri bulunan petri kaplar1 bir
gece oda sicakliginda bekletilmistir. Hi¢ bakteri liremesi olmayan petriler hassasiyet

testleri igin kullanilmgtir.

Testlerde kullanilacak suslar i¢in TSA kullanilmistir. Daha sonra besiyeri
otoklavlanmis ve uygun sicakliktayken petri kaplarina dokiilmiistiir. Oda sicakliginda
katilasmast beklenmistir. Katilagan besi yerlerine, test edilecek mikroorganizma
suslarinin ¢izgi ekimleri yapilmistir. Ekim yapilan petri kaplart 25°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi sonucunda, petri kaplarinda iireyen suslar
kullanilincaya kadar 4°C’de muhafaza edilmistir. Calisma sirasinda kullanilan kati ve

stv1 besiyeri soliisyonlarinin konsantrasyonlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calisma sirasinda kullanilan kati ve sivi besiyeri soliisyonlarinin

konsantrasyonlari
Besiyeri Konsantrasyon (gram/I)
MHA 34 g
TSB 309
TSA 40 g

Bakteriyel izolatlar TSB (Merck)’ye %20 oraninda steril gliserin (Sigma) eklenerek
—80°C’de stoklanmustir.

Arastirmada kullanilan L. garvieae izolatlar1 TSB kullanilarak 25°C’de 24 saatte
inkiibe edilerek {iretilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda ortama %1 Gliserin
eklenmistir. Kiltiir ortam1 2 ml olacak sekilde steril tiiplere dagitilmis ve uzun siireli

(6 ay) saklama amaciyla -80°C’de derin dondurucuya alinmstir.
Depolanan bakterilerin testlerde kullanimi i¢in -80°C’den alinan stok oda

sicakliginda bekletildikten sonra TSA besiyerlerine ekilerek 25°C’de 24-48 saat

stireyle inkiibeedilmistir. Daha sonra L. garvieae suslar1 yatik TSA tiiplerine ekilmis
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ve 25°C’de 24-48 saat siireyle iiretim amaciyla inkiibasyona almmistir. +4°C’de

giinliik kullanim amaciyla saklanmistir

3.2. L. garvieae’nin Geleneksel Yontemlerle Identifikasyonu

Izole edilen bakteriler saflastirildiktan sonra geleneksel ydntemler ile
identifikasyonlar1 yapilmistir. Baliklardan izole edilen bakterilerin 6nce koloni
morfolojileri, renkleri ve diger karakteristik 6zellikleri kaydedilmis, sonra fenotipik
Ozellikleri belirlemek amaci ile Gram boyama, hareket testi, sitokrom oksidaz,
katalaz, oksidasyon/fermentasyon (O/F) testleri yapilmistir. Diger biyokimyasal
testler ise API 20 STREP (Biomerieux, France ) ile yapilmistir. Bu test Kiti firmanin

Onerisi dogrultusunda uygun sartlarda yapilmaistir.

3.3. L. garvieae 'min Molekiiler Yontemlerle identifikasyonu

3.3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in NA igindeki bir gece inkiibe edilen kiiltiirler 5 ml olarak
hazirlanmistir.  Oncelikle uygulanacak DNA izolasyon protokoliinii belirlemek
amactyla bakteri izolatlart Gram boyama ile tanimlanmigtir. Daha sonra total
genomik DNA izolasyon kiti (ThermoScientific) protokoliinde belirtilen sayida
(McFarland 0.5 bulanikligina denk olacak sekilde yaklasik 1,5x10° hiicre) hiicre
kiiltirden alinmigtir. Kiti tireten firmanin 6nerdigi gibi gram + bakterilere 6zel
protokol kullamlarak DNA izolasyonu yapilmistir. izole edilen total genomik DNA
10 mM Tris-EDTA tamponuyla 200 pl hacime kadar seyreltilmis ve kullanilana
kadar -20°C’de saklanmustir.

3.3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Bakterilerin tiir bazinda tanisi igin 16S rDNA niikleotid dizileri kullanilmistir. Total
genomik DNA’dan hedeflenen dizinin ¢ogaltilmasi igin PCR reaksiyonunda B27F
(€N AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3%) ve U1492R (5°
GGTTACCTTGTTACGACTT 3’) primerleri kullanilmigtir. PCR reaksiyon karigimi
12,5 pl 2X master PCR karisimina (Qiagen) kitin protokoliinde onerildigi iizere 2 ng
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total genomik DNA (5 pl Tris-EDTA tamponu ile seyreltilmis), her bir primerden 1
ul (10 nmol/pl) ve toplam reaksiyon hacmini 25 pl’ye tamamlayacak miktarda steril
su eklenerek hazirlanmistir. 16S rDNA genlerinin ¢ogaltiminda uygulanan PCR

kosullar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.2. 16S rDNA dizisinin ¢ogaltimi i¢in uygulanacak PCR protokolii

Sicaklik (°C) Stire

95 (Baslangig¢ denatiirasyonu) 10 dk

95 (Denatiirasyon) 45 sn

60 (Primerlerin baglanmasi) 45 sn 35 dongii
72 (DNA sentezi) 2,5 dk

72 (son uzatma) 10 dk

DNA izolatlarinin PCR’de kullanilabilecek kadar saf olup olmadig
spektrofotometrede analiz edilerek degerlendirilmistir. Bu degerlendirmede tiim
DNA izolatlariin 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbans degeri (A) oranlarina
bakilmistir. DNA 260 nm, proteinler ise 280 nm dalga boylarinda maksimum
absorbans vermektedir. Temiz bir DNA’da 260 /280 A orani 1.80 ile 2.00 arasinda
olmalidir. 1.8’in altinda elde edilen 260 /280 A orami protein kontaminasyonunu,
2.00’nin iizerinde elde edilen A orani ise RNA kontaminasyonunu isaret etmektedir
(Kennedy ve Oswald, 2011). Her iki durumda PCR performansini olumsuz
etkilediginden iyi kalitede PCR iiriinii elde edebilmek i¢in mutlaka kontaminasyonu

miimkiin oldugunca az kalip DNA kullanilmas1 gerekmektedir.

DNA izolasyonu ve PCR reaksiyonun gergeklesip gergeklesmediginin tespiti i¢in
agaroz jel elektroforezinden yararlanilmistir. Bu amag¢ i¢in TAE tampon
¢ozeltisinden (50X) yararlanilmistir. Bu ¢ozelti saf su ile 1X’e seyreltilerek
kullanilmistir.  Jel hazirlanirken %0.8 ve %2 konsantrasyonlarinda agaroz
kullanilarak jeller hazirlanmistir (Brody ve Kern, 2004). Agaroz jele 6X yiikleme
tamponu 1/6 oraninda Ornek ile karigtirillarak 6 pl toplam hacimde yiiklenmistir.
Total genomik DNA izolatlari igin %0,8’1lik, PCR f{irlinleri i¢in %2’lik agaroz jeller
kullamlmistir. Her iki jel de 8 volt/cm? elektrik alanda yiiriitiilmiistiir (Brody ve
Kern, 2004). Molekiiler biiyiikliiklerinin tespitinde 1kb DNA biiyiikliikk belirteci
(Ladder) kullanilmistir.
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3.3.3. Dizi analizi

Molekiiler identifikasyonda 16S rDNA bolgesinden yararlanilmistir. Bu DNA dizisi
tiirlere gore degisiklik gostermekle birlikte yaklasik 1400 bp biiyiikliige sahiptir ve
molekiiler tanilamada yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR reaksiyonu ile ¢ogaltilan
16S rDNA dizisinin saflagtirilmasi ve niikleotid dizi analizi hizmet alimi yoluyla
ticari bir fimaya (BM Labosis) yaptirilmistir. Analizler ileri ve geri yonde ¢ift yonlii
olarak gergeklestirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen niikleotid dizileri BioEdit
V7.2.5. program ile birlestirilerek biitiin diziye ulagilmistir. Dizi analizi sonuglar
degerlendirildikten sonra GenBank veri tabaninda yer alan 16S rDNA dizileriyle
BlastN algoritmasindan yararlanarak kiyaslama yapilmis ve tiir tanilamasi
gergeklestirilmistir (Chu ve Lu, 2005; Liu vd., 2013; Liu vd., 2014). Ayrica bulunan
bakteriyel patojenlerin teshisi amaciyla yapilan biyokimyasal ve morfolojik analiz
sonuclartyla beraber tiim veriler birlikte degerlendirilerek patojen identifikasyonu

giiclendirilmistir.

3.4. Antimikrobiyal Duyarhhik Testi

L. garvieae suslari igin belirli miktarlarda antibiyotik emdirilmis hazir disklerle
uygulanan disk difiizyon metodu kullanilmistir (NCCLS, 2001).

Suslarin antimikrobiyal duyarliliklarini belirlemek i¢in antibiyotik igeren ampisilin
10 mcg (AM10), vankomisin 30 mcg (VA30), trimetoprim / siilfometoksazol
1.25/23.75 mcg (SXT25), eritromisin 15 mcg (E15), linkomisin (L2), enrofloksin 5
mcg (ENR5), gentamisin 10 mcg (CN10), tetrasiklin 30 mcg (TE30), oksolinik asit 2
mcg (OAZ2), siprofloksin (CIP5), kanamsin 30 mcg (K30), nitrofurantoin 300 mcg
(F300), kloramfenikol 300 mcg (C30), kolistin (CT10), doksisiklin 30 mcg (DO30),
oflokasin (OFX5), penisilin G 10 U (P10), streptomisin 10 mcg (S10), klindamisin 2
mcg (DA2), sefuroksim (CXM30), oksitetrasiklin (T30), sefoperazon (CEP75),
pristinamisin (PT15), flumekuin (FLM30), tilosin (TY15), seftriakzon (CRO30),
spektinomisin (SPT100), norfloksasin (NOR10), sephalotin (KF30), amoksisilin
(AX25), oksasilin (OX1), apramisin (APR15) antibiyotik diskleri kullanilmistir.
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Inkiibasyon sonucunda inhibisyonzonlarinin ¢apr milimetrik cetvel ile dlgiilerek ve

NCCLS 2001 kriterlerine gore suslar duyarli (S) ve direngli (R) olarak ayrilmistir.

TSB hazirlanarak yatik tiiplerden alinan suslardan ekim yapilmistir. Sonra 24 saat
25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ticari McFarland (Biomerieuxsa 70
900) 0.5 bulanikligina denk olacak sekilde, bakteri siispansiyonunun bulanikligi

serum fizyolojik (%0.9) ile ayarlanmistir.

Daha sonra hazirlanan bakteri siispansiyonundan MHA besiyerine 0,1 ml miktarinda
konularak yayilmistir. Siispansiyonun tiim besiyeri iizerini kaplayacak sekilde steril
ekiivyon ile dagilmasi saglanmustir. Petrilerin kurumasi ig¢in 5-10 dk laminar flowda
birakilmistir. Daha sonra agarin yiizeyine cesitli konsantrasyonlarda degisik
antibiyotikleri igeren diskler steril pens ile yerlestirilerek 25°C’de 24-48 saat inkiibe

edilmistir.

21



4. BULGULAR

4.1. L. garvieae Suslar

Tez calismasinda toplamda 16 adet L. garvieae susu kullanilmustir.

4.2. L. garvieae Suslarinin Fenotipik Ozellikleri

L. garvieae suslar1 Gram pozitif, hareketsiz, katalaz ve sitokromoksidaz negatif, O/F

testine fermantatif 6zellik gostermektedir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2).

Cizelge 4.1. L. garvieae suslarinin (LG-1-LG16) fenotipik 6zellikleri

Biyokimyasal karekterler LG-1--LG16

Biyokimyasal karekterler LG-1--LG16

Gram +
Koloni biiyiikliigii <lmm
Hareketlilik -
Pigment iiretimi -
Katalaz -
Sitokrom Oksidaz -

O-F F
Hemoliz A
Sitrat
Nitrat Uretimi -

Methyl Red
Voges-Proskauer
Indol

H2S

0/129

Brain heart insusion agar
Bile esculin azide agar
Triple sugar iron agar
Mac Conkey agar
Tripticase soy agar
Nutriend agar

pH 9.6

pH 6

pH5

0% NacCl

3% NaCl

6 % NacCl

6,5 % NacCl

8 % NaCl

+ +

+ + 4+ + + + + + + + + + + o

Dekarboksilasyon

Lisin -
Ornitin -
Arjinin +
Nisasta -
Jelatin -
Eskulin +

Biiyiime

4°C

10°C
22°C
30°C
37°C
45°C

+ + + + + +

Asit olusumu

Laktoz
Glukoz
Fruktoz
Galaktoz
Mannitol
Sakkaroz
Sorbitol
Ramnoz -
Inositol -

+ + + + +
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Cizelge 4.2. L. garvieae'nin tanimlanmasi i¢in API 20 STREP sonuglari
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VP: Piruvat, HIP: Hipurat hidrolizi, ESC: Esculin, PYRA: Pirolidonilarilamidaz, aGAL: a-galaktosidaz, BGUR: B-
glukuronidaz, BGAL: Galaktoz, PAL: Alkalin, FeulaselamilLeli, Dilail: Riboz, ARA: L-Arabinoz MAN: Mannitol, SOR:
Sorbito, LAC: Laktoz, TRE: Trehaloz, INU: Iniilin, RAF: Raffinoz, AMD: Nisasta, GLYG: Glikojen,

4.3. L. garvieae Suslarinin Molekiiler Yontemle Karakterizasyonu
4.3.1. DNA izolatlari ve PCR iiriinlerinin molekiiler karakterizasyonu

Tek hiicre kolonileri elde edilen suslara ait, tek bir koloni TSB besi yerine ekilerek
bir gecelik kiiltirler elde edilmistir. DNA izolasyonu igin kullanilan kitte
(ThermoScientific) belirtilen miktarda hiicre alinmis ve iiretici firmanmn Onerdigi
gram — bakteriler i¢in uygun izolasyon protokolii uygulanmistir. Izolatlar %0.8’lik
agaroj jel elektroforezinde 8V/cm? elektrik alanda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen

izolatlara ait agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de sunulmustur.

91011 -12- 13 14 15 16
 —— g —— ——

Sekil 4.1. L. garvieae suslarina ait DNA izolatlarininagaroz jel goriintiisii
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16S rDNA dizisini hedefleyen B27F ve UI1492R {iniversal primerleri ile
gerceklestirilen PCR reaksiyon iiriinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii Sekil 4.2°de

sunulmustur.

* M: DNA biyiikliik belirteci, Oklar 1500 baz giini géstermekteir.
Sekil 4.2. 16S rDNA dizisine ait PCR iirlinlerinin agaroz jel goriintiisii

4.3.2. PCR iiriinlerinin dizi analizi
Elde dilen PCR iiriinlerinde 16S rDNA dizisine ait bir kromatogram ornegi Sekil

4.3°de sunulmustur. Grafikte sinyallerin temiz, diizenli ve degerlendirmede

kullanilabilir oldugu goriilmektedir.
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|2, 67+Mv2-27F.a01 (981 bases) = 0 E'
File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help Eapat

[E3 [+ 981 bases
CAGTGGCTCAACCATTGTGTGCATTGGAAACT GG GAGACT TGAGTGCAGG AGAGGAGAGTGGAAT TCCATG TG TAGCGG TGAAATGCG TAGAT ATATGGAGGAACACCG G AGG CGAAAGCGGCTCTCTGGCCTGTAACTGACACTG AGGCT CGAA]

580 530 60 610 62 630 640 65 660 670 680 65| 700 710 720 73 1.0x

sandard Al Raw | Data (7] Show quaity values | 0.6x

Sekil 4.3. 16S rDNA dizisine ait bir kromatogram 6rnegi
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4.3.3. Bakterilerin molekiiler tanilamalari

Bakteri suslarma ait 16S rDNA baz dizisi, BLASTN algoritmasi kullanilarak

GenBank veri tabaninda karsilastirilmistir. GenBank veri tabaninda en ¢ok eslesen

ilk 3 diziye ait ekran goriintiisii Seki 4.4’te sunulmustur.

& blastncbinim.nihgov

GraphicSummary ~ Alignments  Taxonomy

2586
2586

2580

2586 100% 00 100.00%
2586 100% 00  100.00%

2580 100% 00 99 93%

Sequences producing significant alignments Download Manage Columns ~  Show M (2]
selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
Max Total Query E Per
Bt Score Score Cover value Ident  <oooon
6 Bacterium st

r.

Sekil 4.4. BLASTN eslesme sonucu

Sorgulanan diziye en yakin eslesme L. garvieae GenBank veri tabaninda yer alan

erisim numaras1 LC274603.1 olan L. garvieae ile 100% benzerlik elde edilmistir.

4.4. L. garvieae Suslarmin Antibiyotik Duyarhhklar:

Calismada kullanilan L. garvieae suslarmin disk diffiizyon testine gore antibiyotik

duyarliliklar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. L. garvieae suslarinin disk diffiizyon testine gore antibiyotik duyarliliklar

Suslar
Antibiotikler LG1 LG2 LG3 LG4 LG5 LG6 LG7 LG8 LG9 LG10 LG11 LG12 LG13 LG14 LG15 LG16
AMID0, R(13) R(13) 1(15) R(13) R(14) R(0) S(25) R(14) R(0) R(0) R(0) R(0) S(35) R(0) R(0) S(33)
VA30 S(24) S(20) S(18) S(20) 1(16) R(0) 1(15) S(22) 1(15) R(10) R(0) 1(16) S(25) R(0) R(15) S(25)
SXT25, 1(16) R(13) R(0) R(11) R(13) R(O) R(O) R(13) S5(24) 1(15) R(0) R(0) S(20) R(0) R(0) R(0)
E15 S(28) R(0) R(0) S(24) S(24) S(26) S(26) R(11) R(8) R(0) R(0) R(0) S(30) R(0) 1(15) S(30)
L2 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(8) R(0) R(0) R(0) 1(16) R(0) R(0) R(0)
ENR5 S(23) S(22) 1(16) S(23) S(1) R(13) S(20) R(0) R(12) R(12) R(0) R(8) S(25) R(0) R(0) S(25)
CN10 1(16) R(14) 1(16) 5(22) R(13) R(12) R(13) R(O) 1(15) R(0) R(0) R(0) S(20) R(0) R(11) S7)
TE30 S(25) S(21) S(22) S(22) S(20) R(0) R(0) R(12) S(19) R(14) R(0) S(20) S(23) R(0) R(13) S(25)
OA2 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(7) R(9) R(0) R(0) R(12) R(0) R(0) R(0)
CIP5 R(13) R(12) R(12) R(13) R(14) R(O) R(O) 1(15) R(13) 5(22) R(0) R(18) S(22) R(0) R(0) S(24)
K30 S(17) 1(15) 1(15) R(12) R(13) R(0) R(0) R(12) R(13) R(11) R(0) R(0) 1(15) R(0) R(0) S(20)
F300 S(23) S(20) S@7) 5(20) S(21) 1(15) 1(15) R(13) R(12) 5(22) R(0) R(0) S(21) R(0) R(11) 5(22)
C30 S(30) S(25) 5(20) S@) S@23) S@3) R(0) R(0) R(14) R(13) R(0) S(28) S(30) R(0) S(20) S(34)
CT10 1(16) S7) S(18) 1(16) 1(15) R©O) R(O) R(10) R(0) R(11) R(0) 1(16) R(0) R(0) R(0) R(0)
D030 S(30) S(25) S(19) S(25) S(26) S(25) S(25) R(13) S@2) R(12) R(O) R(O) S@L) R(0) 1(16) S@32)
OFX5 S(23) S(22) R(0) R(13) S(22) R(0) R(0) R(13 R(13) S(22) R(O0) R(0) S(20) R(0) R(0) S(20)
P10 s@7) 5(20) S(22) 5(20) S@2) R©O) S@2) R©O) 1(15) R(12) R(0) R(0) S(30) R(0) R(0) S(28)
510 R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(7) 1(16) R(10) R(14) R(0) R(0) 1(16) R(0) R(0) S(17)
DA2 R(0) R(0) R(0) R(0) R(O) R©O) R(O) R©O) R(12) R(12) R(0) R(13) R(0) R(0) R(0) R(0)
CXM30 S(20) S@L) S(26) S(25) S@23) S(28) S@7) R(12) R(7) R(®) R(0) S(20) S(40 R(0) R(0) S(36)
T30 S(21) S(17) R(0) 1(16) R(0) R(0) S(22) R(0) R(7) 1(16) R(0) 1(16) S(25) R(0) R(0) S(24)
CEP75 R(O) 1(16) R(14) R(14) R(O) S(22) R(O) R(14) R(O) s R(0) R(0) S(32) R(0) S(19) S(30)
PT15 S(23) S(19) 5(20) S(23) S(21) S(20) 520 R(©) R(13) R(0) R(0) R(0) S(23) R(0) R(0) S(23)
FLM30 R(0) S(17) R(12) R(7) R(0) R(0) R(0) R(0) R(7) R(12) R(0) S(7) R(12) R(0) R(0) R(0)
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Cizelge 4.3. L. garvieae suslarinin disk diffiizyon testine gore antibiyotik duyarliliklar1 (Devam)

TY15 R(0) R(0) R(0) R(13) R(0) R(0) R(0) R(0) R(13) R(11) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0) R(0)
CRO30 S(21) S(20) R(14) R(13) R(0) R(23) R(28) R(13) R(14) R(11) R(0) R(0) S(35) R(0) R(0) S(30)
SPT100 R(14) R(0) R(14) R(12) R(0) R(0) R(14) R(12) R(8) R(14) R(0) S(32) S(21) R(0) R(0) S(20)
NOR10 R(12) R(10) R(0) R(8) R(0) R(0) R(0) R(12) R(0) R(10) R(0) R(0) R(12) R(0) R(0) I(15)
KF30 1(16) 1(15) R(0) R(12) S(18) R(0) R(0) S(18) R(0) R(0) R(0) R(0) S(30) R(0) R(0) S(27)
AX25 S(19) S(20) S(17) s(21) S(20) R(0) S(23) S(23) R(0) s(17) R(0) R(0) S(35) R(0) R(0) S(35)
oX1 1(16) R(0) R(12) R(0) R(0) R(0) R(0) R(14) R(0) R(12) R(0) 1(16) R(10) R(0) R(0) R(0)
APR15 R(12) R(0) R(0) R(0) RI10 R(13) R(11) R(13) R(0) R(0) R(0) 1(16) R(14) R(0) R(0) 1(16)

R: resistant; direngli, S: sensitive; duyarly, I: intermediate: orta duyarl

AM10: ampisilin, VA30: vankomisin, SXT25: trimetoprim / siilfometoksazol, E15: eritromisin, L2: lincomisin, ENR5:
enrofloksasin, CN10: gentamisin, TE30: tetrasiklin,OA2: oksolinik asit, CIP5: siprofloksasin, K30: kanamisin, F300: nitrofurantoin, C30: kloramfenikol, CT10: kolistin,

DO30: doksisiklin, OFX5: ofloksasin, P10: penisilin, S10: streptomisin, DA2: klindamisin, CXM30: efuroksim, T30: oksitetrasiklin, CEP75: sefoperazon, PT15:
pristinamisin, FLM30: flumekuin, TY15: tilosin, CRO30: seftriakson, SPT100: spektinomisin, NOR10: norfloksasin, KF30: sefalotin, AX25: amoksisilin, OX1: oksasilin ,

APR15: apramisin
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Calismada kullanilan L. garvieae suslarmin disk diffiizyon testine gore antibiyotik
duyarhilik yiizdeleri Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7°de verilmistir.
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AM10: ampisilin, VA30: vankomisin, SXT25: trimetoprim / siilfometoksazol, E15: eritromisin, L2:
lincomisin, ENR5: enrofloksasin, CN10: gentamisin, TE30: tetrasiklin, OA2: oksolinik asit, CIP5:
siprofloksasin

Sekil 4.5. L. garvieae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri
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K30: kanamisin, F300: nitrofurantoin, C30: kloramfenikol, CT10: kolistin, DO30: doksisiklin, OFX5:
ofloksasin, P10: penisilin, S10: streptomisin, DA2: klindamisin, CXM30: efuroksim

Sekil 4.6. L. garvieae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri
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T30: oksitetrasiklin, CEP75: sefoperazon, PT15: pristinamisin, FLM30: flumekuin, TY15: tilosin,
CRO30: seftriakson, SPT100: spektinomisin, NORZ10: norfloksasin, KF30: sefalotin, AX25:
amoksisilin, OX1: oksasilin, APR15: apramisin

Sekil 4.7. L. garvieae izolatlarinin antibiyotik duyarlilik profilleri

Ozetle ¢alisma sonucunda antibiyotik duyarlilik yiizdeleri Cizelge 4.4°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Antibiyotik duyarlilik yiizdeleri

ANTIBIiYOTIK DIRENCLILIK ORTA DUYARLILIK
(%) DUYARLILIK (%) (%)

oksolinik asit %100 %0 %0
tilosin %100 %0 %0
klindamisin %100 %0 %0
linkomisin %93.75 %6.25 %0
norflokasin %93.75 %6.25 %0
flumekuin %87.5 %0 %12.5
oksasilin %87.5 %12.5 %0
apramisin %87.5 %12.5 %0
spectinomisin %81.25 %0 %18.75
streptomisin %81.25 %12.5 %6.25
siproflokasin %75 %6.25 %18.75
ampisilin %75 %6.25 %18.75
seftriakon %75 %0 %25
trimetoprim /| %75 %12.5 %12.5
siilffometoksazol
kanamisin %68.75 %18.75 %12.25
sefoperazon %62.5 %6.25 %31.25
kolistin %62.5 %25 %12.5
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Cizelge 4.4. Antibiyotik duyarhilik yiizdeleri

ANTIBIYOTIK DIRENCLILIK ORTA DUYARLILIK
(%) DUYARLILIK (%) (%)

gentamisin %62.5 %18.75 %18.75
oflokasin %62.5 %0 %37.5
sephalothin %62.5 %12.5 %25
enroflokasin %50 %6.25 %43.75
eritromisin %50 %12.5 %37.5
oksitetrasiklin %50 %18.75 %31.25
penisilin %43.75 %6.25 %50
tetrasiklin %43.75 %0 %56.25
pristinamisin %43.75 %0 %56.25
kloramfenikol %37.5 %0 %62.5
amoksilin %37.5 %0 %62.5
nitrofurantoin %37.5 %12.25 %50
efuroksim %37.5 %0 %62.5
doksisiklin 9%31.25 %6.25 %62.5
vankomisin %31.25 %25 %43.75

Kullanilan antibiyotik diskleri gruplarina gore Sekil 4.8°de ki gibi siniflandirilarak

degerlendirilmis ve Sekil 4.9°da gruplarina gore direnglilik yiizdeleri verilmistir.

ANTIBIYOTIK GRUPLARI
e | e
SKT25 ENRS AM10
el
P10
=
0OX1

AM10: ampisilin, VA30: vankomisin, SXT25: trimetoprim / siilfometoksazol, E15: eritromisin, L2:
lincomisin, ENR5: enrofloksasin, CN10: gentamisin, TE30: tetrasiklin, OA2: oksolinik asit, CIP5:
siprofloksasin, K30: kanamisin, F300: nitrofurantoin, C30: kloramfenikol, CT10: kolistin, DO3O0:
doksisiklin, OFX5: ofloksasin, P10: penisilin, S10: streptomisin, DA2: klindamisin, CXM30:
efuroksim, T30: oksitetrasiklin, CEP75: sefoperazon, PT15: pristinamisin, FLM30: flumekuin, TY15:
tilosin, CRO30: seftriakson, SPT100: spektinomisin, NOR10: norfloksasin, KF30: sefalotin, AX25:
amoksisilin, OX1: oksasilin, APR15: apramisin

Sekil 4.8. Kullanilan antibiyotiklerin siniflandiriimasi
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Antibiyotik Gruplar
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m Antibiyotik Gruplari

Sekil 4.9. Antibiyotik gruplarinin direng yiizdeleri

Suglar; antibiyotik gruplarindan siilfanomidler’e, makrolitler’e, aminoglikozidler’e
%100 direngli, kinolonlar’a %85.7, B-lactam grubuna %62.5, tetrasiklinlere %33.3 ve
diger antibiyotik gruplarina kars1 %50 direncli, amfenikoller’e kars1 %100 duyarlidir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yetistiricilikte bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in iyi yonetim ve g¢evresel sartlar
onemlidir. Bununla birlikte koruyucu 6nlemlere de ihtiya¢ vardir. Bunlardan birisi de
hastaliklara kars1 asilamadir fakat bazi hastaliklara karsi etkili as1 mevcut degildir.
Bu nedenle balik hastaliklariin kontroliinde hala antimikrobiyal bilesenler dnemli
bir yer tutmaktadir. Su iriinleri yetistiriciliginde ilaglarin yogun kullanimi ise balik

patojenlerinde antibiyotik diren¢ yogunlugunun artmasina neden olmaktadir.

L. garvieae tatlisu ve deniz baliklarinda meningocephalitis ve septisemiye neden olan
ayn1 zaman da zoonotik, Gram pozitif 6zellikte bir patojendir (Eldar vd., 1996;
Barnes vd., 2002) ve sebep oldugu Streptokokkozis gokkusag alabaligi giftliklerinde
onemli bir problemdir. Su sicakliginin 16°C ve iizerinde oldugu alabalik
isletmelerinde L. garvieae’nin yaygin oldugu c¢ok sayida arastirmaci tarafindan
bildirilmistir (Yesiltas vd., 2019). Bu hastalik isletmelerde biiyilk ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir.

Laktokokkozisten korunma igin enjeksiyon asilar kullanilmasina ragmen dort aydan
daha uzun sureli bir koruma elde edilemedigi bildirilmektedir (Vendrell vd., 2006).
Laktokokkozis enfeksiyonunun goriilmesi halinde antibiyotik tedavisi gerekmektedir.
Ancak sucul ortamda direngli bakterilerin su ile ¢cevreye ve nihai olarak insanlara
yayilma potansiyeli yiiksek olmasindan dolay1 akuatik ortama yonelik antimikrobiyal

direng ¢alismalarinin 6nemi artmustir (Carvalho vd., 2012).

Bu enfeksiyon etmeninin isletmelerde durumunu belirlemek agisindan bu calisma

Onem arz etmektedir.

Calismada, gokkusagi alabaligindan izole edilen 16 L. garvieae susu geleneksel
bakteriyolojik yontemler, APl 20 STREP Kkitleri ile molekiiler yontemler kullanilarak
L. garvieae olarak tanimlanmistir. Calismada enfekte gokkusagi alabaliginin dalak,
karaciger ve On bobreginden izole edilen L. garvieae'nin suslarmin kiiltiirel,
biyokimyasal ve fizyolojik karakterleri 6nceki ¢alismalara (Austin ve Austin, 1999;
Eldar vd., 1999; Ravelo vd., 2001; Diler vd., 2002; Vendrell vd., 2006; Korun vd.,
2018) benzerlik gostermistir.
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PCR ¢esitli balik patojenlerinin tanisinda yaygin olarak kullanilan bir tespit
yontemidir. L. garvieae’nin PCR bazli tanisinda 16S rDNA gen dizisi
kullanilmaktadir (Zlotkin vd., 1998). Bu c¢alismada, gokkusagi alabaligi dalak,
karaciger ve on bobreginden izole edilen 16 adet L. garvieae susu 6nce geleneksel
bakteriyolojik yontemler, APl 20 STREP Kkiti ve 16S rDNA gen dizisi kullanilarak

tanilanmistir.

Simdiye kadar farkli iilkelerde yapilan ¢alismalar L. garvieae izolatlarinda
antimikrobiyal direncin yayginlastigini rapor etmislerdir (Schmidt vd., 2000; Soltani
vd., 2008; Nawaz vd., 2011; Raissy ve Ansari, 2011; Altun vd., 2013; Raissy vd.,
2015; Tiire ve Alp, 2016). Yapilan bir arastirmada; su tiriinleri yetistiriciliginde son
on vyildir yaygin olarak kullanilan florfenikoliin, Tiirkiye'de L. garvieae
enfeksiyonlarina karsi etkili bir sekilde kullanilabilecegini ifade etmislerdir (Kayis
vd., 2009). Ancak izole edilen L. garvieae suslarinin ¢ogu, gokkusagi alabalik
yetistiriciliginde en yaygin kullanilan streptomisin, sulfametoksazol, trimetoprim /
sulfametoksazol, ampisilin ve oksitetrasiklin gibi antibiyotiklere karsi direng
kazanmigtir. L. garvieae izolatlarinin enrofloksasin ve nitrofurantoin’e duyarli,
oksalinik asit ve sulfamethoksazol-trimetoprim kombinasyonuna ise direngli oldugu
bildirilmistir (Ravelo vd., 2001). Laktokokkozis’in tedavisinde yaygin kullanildig:
bilinen eritromisin, kloramfenikol, oksitetrasiklin ve ampisillin antimikrobiyallerine
duyarliliginin ise farklilik gosterdigi rapor edilmistir (Ravelo vd., 2001). Gerek
tilkemizde gerekse farkli iilkelerde yapilan aragtirmalarda L. garvieae izolatlarinin
eritromisin, ofloksasin, ampisilin, kloramfenikol’e duyarli, penisilin ve klindamisin’e
ise direngli oldugu bildirilmistir (Soltani vd., 2008; Raissy ve Ansari, 2011; Altun
vd., 2013; Raissy vd., 2015).

Yapilan c¢alismalarda L. garvieae’nin amokisillin+clavulanic acid, ampisillin,
enroflokasin  vankomisin, tetrasiklin, doksisiklin, kloramfenikol, eritromisin,
nitrofurantoin, cephalotin, amoksilin, sefoperazon, spectinomisin, pristinamisin,
kotrimokazol antibiyotiklerine duyarli, kanamisin, sefuroksime, lincomicin,
penicillin, enroflokasin, ofloxacin, norflokasin, siproflokasin seftriakon, klindamisin,
oksasillin streptomycin, trimethoprim+ sulfamethoxazole, gentamicin, apramisin,
tilosin, colistin, sulfamethizol, oksolinik asit ve flumekuin antibiyotiklerine kars1

direngli oldugunu gostermistir. (Kubilay vd., 2005; Oztiirk vd., 2013; Didinen vd.,

34



2014, Tire ve Cimagil, 2018) Ampisilin L. garvieae suslarina karsi en aktif
antimikrobiyal ajan olarak bildirilmistir (Tiire ve Boran, 2015). Baska bir ¢alismada,
tim izolatlarin gentamisin, linkomisin, neomisin, siilfametoksazol-trimetoprim'e
kars1 direngli oldugu, bazi suslarin ise amoksisilin, doksisiklin ve florfenikole kars1
direngli oldugu bildirilmistir (Altun vd., 2013). Sonug¢ olarak, antibiyotiklerin
rastgele uygulanmasi L. garvieae'nin direngli suslarinin olusmasina neden olmustur.
Son yirmi yildir, farkli antibiyotikler baliklarda Laktokokkozis enfeksiyonlarini
kontrol etmede etkili bir yontem olarak kullanilmistir (Balta vd., 2019). Bu
maddelerin bazilarmin L. garvieae'ye karsi in vitro aktivite gdstermis olmasina
ragmen, baliklarda asir1 zayiflik ve direngli suslarin ortaya ¢ikmasi nedeniyle saha
kosullarinda kullanildiginda genellikle etkisiz olduklari bildirilmistir (Vendrell vd.,
2006).

Austin ve Austin (1999)’de L. garvieae’nin ampisilin, sefuroksim, sefalotin,
kloromfenikol, siprofloksasin, eritromisin, fusidik asit, metisilin, mezlosilin,
nitrofurantoin, penisilin, gli¢lendirilmis siilfanamit, tetrasiklin ve wvankomisine
duyarli, amikasin, kolistin, gentamisin nalidiksik aside karsi direngli oldugunu
bildirmistir.

Diler vd. (2002)’nin ¢aligmada, L. garvieae suslarmin penisilin, klindamisin,
sefriakson gibi antibiyotiklere karsi direngli, eritromisin, tetrasiklin, ofloksasin,

ampisilin ve kloramfenikol gibi antibiyotiklerine duyarli oldugu saptanmistir.

Kum vd. (2004), deneysel olarak yaptiklari L. garvieae sagiltiminda, ampisilin’in

eritromisin, oksitetrasiklin ve amaksisilinden daha etkili oldugunu bildirmislerdir.

Bu c¢alismada, disk diffiizyon testleri L. garvieae suslarmin ampisilin (%75),
trimetoprim / siilfometoksazol (%75), eritromisin (%50), lincomisin (%93.75),
enrofloksasin (%50), gentamisin (%62.5), oksolinik asit (%100), siprofloksasin
(%75), kanamisin (%68.75), kolistin (%62.5), ofloksasin (%62.5), streptomisin
(%81.25), klindamisin (%100), oksitetrasiklin (%50), sefoperazon (%62.5),
flumekuin (%87.5), tilosin (%100), seftriakson (%75), spektinomisin (%81.25),
norfloksasin (%93.75), sefalotin (%62.5) oksasilin (%87.5), apramisin (%87.5)’e

kars1 direngli olduklar1 gostermistir. L. garvieae suslarinin vankomisin (%43.75),
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tetrasiklin  (%56.25), nitrofurantoin (%50), kloramfenikol (%62.5), doksisiklin
(%62.5), penisilin (%50), efuroksim (%62.5), pristinamisin (%56.25), amoksisilin
(%62.25)’e duyarli olduklari bulunmustur.

Sonug olarak bu calismada; 16 L. garvieae izolatinin 32 farkli antibiyotik
kullanilarak yapilan antimikrobiyal duyarliliklari test sonuclart incelendiginde,
suslarin antibiyotik duyarliliklarinin farkli oldugu tespit edilmistir. L. garvieae
suslarinin; uygulanilan 32 antibiyotigin, 9 tanesine duyarli oldugu bulunurken 23
tanesine kars1 direng gelistirdigi ve suslar antibiyotik gruplarindan; siilfanomidler’e,
makrolitler’e, aminoglikozidler’e %100 direngli, kinolonlardan (F300) nitrofurantoin
disindaki antibiyotiklere direngli, B-lactam grubundan; (P10) penisilin, (CXM30)
sefuroksim, (AX25) amoksilin disindaki antibiyotiklere direngli, tetrasiklinlerden;
(T30) oksitetrasiklin’e direngli, diger grubundan (CT10) kolistin’e direngli

bulunurken, amfenikollere karsi tiim suslarin duyarli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 5.1°de iilkemizde izole edilen L. garvieae ile ilgili antimikrobiyal duyarlilik

caligmalarinin karsilastirilmasi verilmistir.

Cizelge 5.1. L. garvieae ile ilgili antimikrobiyal duyarlilik ¢alismalarinin

karsilastirilmasi
Antibiotikler Diler vd. (2002) Kav vd. (2008) Korun vd. Balta vd. Mevcut
(2018) (2019) Calisma

AM10, S S S R R
VA30 S
SXT25
E15

L2
ENRS5
CN10
TE30
OA2
CIP5
K30
F300
C30
CT10
DO30
OFX5
P10

| T| | Tl | \W| O | | LW| | TD| | | T
wn
w| Ol | | | | O O Ol \W| O O O O |
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Cizelge 5.1. L. garvieae ile ilgili antimikrobiyal duyarlilik caligmalarinin

karsilastirtlmasi (Devam)
Antibiotikler Diler vd. (2002) Kav vd. (2008) Korun vd. Balta vd. Mevcut
(2018) (2019) Calisma
S10 R R R R

DA2 R
CXM30 R
T30 S S R
CEP75
PT15
FLM30
TY15
CRO30
SPT100
NOR10
KF30
AX25
OX1
APR15 R
R: resistant; direncli, S: sensitive; duyarl

Al | LW O | O| | | | O

| W| \»| W| W| M| O| I| I| | O | »| O

AM10: ampisilin, VA30: vankomisin, SXT25: trimetoprim / siilfometoksazol, E15: eritromisin, L2:
lincomisin, ENR5: enrofloksasin, CN10: gentamisin, TE30: tetrasiklin, OA2: oksolinik asit, CIP5:
siprofloksasin, K30: kanamisin, F300: nitrofurantoin, C30: kloramfenikol, CT10: kolistin, DO30:
doksisiklin, OFX5: ofloksasin, P10: penisilin, S10: streptomisin, DA2: Klindamisin, CXM30:
efuroksim, T30: oksitetrasiklin, CEP75: sefoperazon, PT15: pristinamisin, FLM30: flumekuin, TY15:
tilosin, CRO30: seftriakson, SPT100: spektinomisin, NOR10: norfloksasin, KF30: sefalotin, AX25:
amoksisilin, OX1: oksasilin, APR15: apramisin

Cizelge 5.1°de gorildiigi gibi 2002 yilindan beri ampisilin ve eritromisin’e karsi
diren¢ gézlenmezken, yapilan bu tez ¢alismasinda L. garvieae suslarinin %50’si
eritromisine karsi direng gostermistir. Balta vd. (2019)’de ampisilin ve eritromisine
kars1 direng bildirmislerdir. Diler vd. (2002), Kav vd. (2008) ve Korun vd. (2018)’in
de sefoperazon, spektinomisin, sefalotin antibiyotiklerine kars1 direng gozlemezken,
mevcut ¢alismada bu antibiyotiklere karsi direng gelisimi gézlenmistir. Balta vd.,
(2019) yaptiklart ¢alisma ve mevcut ¢alismamiz da tamamen benzer veriler elde
edilmis sadece direng yiizdeleri arasinda bazi farkliliklar gériilmiistiir. Bu durumun
caligtlan L. garvieae suslarinin  bolgesel  orjinlerindeki  farkliliklardan
kaynaklanabilecegi disiiniilmektedir. Ayrica c¢alismadaki farkli ya da ayni
isletmelerden aymi tiir olarak identifiye edilen suslar arasinda bile antibiyotik direng
yilizde oranlarinin farkli olabilecegi gozlenmistir. Bunun nedeninin isletmeye farkli
tesislerden gelen baliklar, isletme de kullanilan antibiyotik grubu, antibiyotigin
miktari, kullanildig1 zaman, kullanim siiresi, isletmeye giris ve ¢ikis sulart etkili

olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Elde edilen sonuclarla daha once yapilan calismalar karsilastirildiginda, direng
gelisiminde son yillarda ciddi bir artis gozlenirken, Laktokokkozis tedavisinde
yaygin kullanildigi bilinen antimikrobiyallerin direng profillerinin bir¢ok faktore

bagli olarak da farklilik gosterebilecegi ortaya ¢ikmaistir.

Sonug olarak;

» Lactococcus garvieae suslarmin (n:16) teshisinde biyokimyasal testler ve 16S

rDNA geni dizisi kullanilarak identifikasyon yapilmistir.

» Calismanin yapildigi Esen Cayr havzasinda iiretim yapan, drnekleme yapilan
isletmelerde EKim, Kasim ve Aralik (2018) déneminde L. garvieae patojeni tespit
edilmistir. Bu baglamda Laktokokkozis 'e karsi koruma-kontrol programlarinin

olusturulmasi 6nem arz etmektedir.

» L. garvieae etmenine bagl enfeksiyon goriilmesi halinde, mutlaka antibiyogram
testi yapilarak uygun tedaviye gecilmelidir. Balik hastaliklarinda antibakteriyel
sagiltimin etkenin izolasyonu ve antimikrobiyal duyarlilik testlerinin hizla
yapilarak tedavinin erken ve etkili antibiyotikle yapilmasi gerekmektedir. ilag
direngliligini  Onlemek icin gelisi glizel antibyotik kullanimma izin

verilmemelidir.

» Gokkusagi alabaligi igletmelerinde bakteriyel hastalik etmenlerin ¢evreye ve
insanlara yayilmasinin dnlenmesi i¢in isletmelerde biyogiivenlik 6nlemleri olarak
hijyen ve profilaktif tedbirlerin alinmasi ve isletmelerden belirli periyotlarda

mikrobiyolojik drneklemelerin yapilmasi gerekmektedir.

Bu arastirma ile gokkusagi alabaligi L. garvieae'nin izolasyonu, klasik
mikrobiyolojik ve biyokimyasal testlerle fenotipik tanimlanmasi ve 16S rDNA gen
dizilimi tizerinde molekiiler genetik tanimlama yapilmis ve Esen Cay1 Havzasi'nda
iretim yapan birbirinden uzak 3 isletmede de Laktokokkozis varlig tespit edilmistir.
Calisma sonuglari, L. garvieae'nin bazi suslarinda antibiyotiklere karsi direncin
artigin1 gostermistir. Laktokokkozis enfeksiyonuna karsi gerekli koruma ve kontrol

onlemlerinin alinmasi gerekmektedir. Antibiyotik kullanilirken hastalik etmeni
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patojenin duyarli oldugu antibiyotik belirlenerek etkili bir tedavi i¢in uygun zaman
ve siirede uygulanmasi saglanmalidir. Direng gelisiminin 6nlenmesi igin isletmelerde
direng tarama ¢alismalarinin rutin olarak yapilmasi, tedaviye uygun doz ve siirede
antibiyotik kullanilmast ve kullanilan antibiyotiklerin kayit altina alinmasi

gerekmektedir.
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