iZMiR KATiP CELEBI UNiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EGE BOLGESINDEKI ALABALIK CIFTLIKLERINDEN Yersinia ruckeri
iZOLASYONU VE E- TEST YONTEMI iLE DUYARLILIKLARININ
BELIiRLENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI
Merve Renci

(Y150107005)

Su Uriinleri Anabilim Dah

Prof.Dr. Tevfik Tansel TANRIKUL

EYLUL 2018



IKCU, Fen Bilimleri Enstitiisiiniin Y150107005 numarali Yiiksek Lisans Ogrencisi
Merve RENCI, ilgili ydnetmeliklerin belirledigi gerekli tiim sartlar1 yerine getirdikten
sonra hazidadiyn “EGE BOLGESINDEKI ALABALIK CIFTLIKLERINDEN Yersinia
ruckeri IZZOLASYONU VE E-TEST YONTEMI ILE DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESI” baslikli tezini asagida imzalar1 olan jiiri &niinde basar1 ile
sunmustur.

Tez Danismani:

Prof. Dr. T. Tansel TANRIKUL
Izmir Katip Celebi Universitesi ..................ccooceveienn...

Jiiri Uyeleri:
Prof. Dr. Ramazan SEREZLI
Izmir Katip Celebi Universitesi ..............cc.coeeviiniineinn.n..
Dr. Ogr. Uyesi Edis KORU
Ege Universitesi ..o
Teslim Tarihi : 04.09.2018

Savunma Tarihi :04.09.2018



Anneme,

viii



ONSOZ

Yiiksek lisans egitimim ve ‘EGE BOLGESINDEKI ALABALIK CIFTLIKLERINDEN
Yersinia ruckeri IZOLASYONU VE E-TEST YONTEMI ILE DUYARLILIKLARININ
BELIRLENMESI’ konulu tez c¢aliyjmam boyunca yardim ve desteklerini
esirgemeyen, laboratuvar denemelerinde her zaman yanimda olan ve sabirla eksik
oldugum noktalar1 6grenmemi saglayan danigman hocam Sayin Prof. Dr. T. Tansel
TANRIKULa, tez calismami gerceklestirebilmem icin gerekli olan tiim materyalin
ve calisma alaninm temin edildigi T.C. Izmir Katip Celebi Universitesi, Su Uriinleri
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Laboratuvarin daki herkese tesekkiirlerimi
sunarim.

Ayrica, yasamim boyunca hep yanimda olan ve egitim hayatim boyunca beni
destekleyen babam Ozkan RENCI, sevgili kardesim Ceren RENCI ve 2014 yilinda
kaybettigim ve tezimi kendisine ithaf ettigim camm annem Nalan RENCi’ye
tesekkiir ederim.

Eyliil 2018 Merve RENCI



ICINDEKILER

Sayfa

(000110 Y /2T iX
ICINDEKILER ....cccouiiniiniiniinireieieeeenernenenerennens Xi
KISALTIMALAR 1ettuienieneeneeneeneeneeneeneeneeneeneeneeneeneensensensensensensenes Xiii
TABLO LISTEST «.euiunitiinitiititiieiieenetceeeeaeseessssssenses e eee e XV
SEKIL LISTEST...uiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiericereeeiereenerneernerneennesnnenen. XVii
(0774 O} KRR XiX
AB ST RAC T cetttttttteetttueeneeneenetneeneeseeseensensensensensensensensensensensensnnes XXi
1. GIRS ettt eeeeerteeteeseesnerseesnessnssnessnessnssmmerenesssesssssrensnssesssas L
2. YERSINIOSIS .vnitniitiiniiniiiiiieieieeceeeneeneenceneenes A
2. L B YOLOJT weeee e 4

2. 2. Klinik Semptomlar Ve Otopsi Bulgulari .....................ccoiiiiiiiiiend
2.3. Korunma Ve Tedavi .........coeuiiniiiiiiiiiiiiie e D

3. ANTIBAKTERIYEL DIRENC ...uovuiiuniiniiniennirnnerneennerneeneeneerneennenns 8
4. ANTIBIiYOTIK DUYARLILIK TESTLERI

(ANTIBIYOGRAMLAR) ...etvunirteitneertieeeeesneernersneesneessneesneessnessne 11

4.1 TUp DIlUSYON .. 11

4.2 AQar DIUSYON ...uviinttii e 12

4.3 DISK DIfUZYON. ... utitiiit i e 12

O e ] PR 13

5. MATERYAL VE METOD.....ccciiitiieiiiiiiiiniiiecarercesassssscnsssscnsesssnns 15

5. L BaAKLEIT vttt 15

5.2 E-test Ve Disk Diflizyon Diskleri.............coooiiiiiiiiiiiiiinnn 16

5.3 Mueller HInton Agar.............ccooiiiiiiiiiiiiiii e, 17

5.4 TrYPtIC SOY Aar.....orieii i 17

55 Tryptic SOy Broth .......ooniiiiiii i 18

RO 01115 1 D PSP RTPRP 18

O. 7 E-TeSt Yap1lI§1 . ouveneie i 21

5.8 Disk Diflizyon Yapilist .......cooviniiniiiiiiiii e 23

B. BULGULAR.....citiiiiiniiieiniitietnttiesnsssssasnssssnssssssnsnsssssssssssnsnssnn. 24

7. TARTISMA VE SONUC .....ciuiiiiiiuiniiiieiniieiariiiesassisesasssesssassssasnnn, 27

KAYNAKLAR . tiiiiiiiiiiiiitiiiitttititstiotesstosssssosssstosssssssssssssssnssssssens 35

(0Y/.€) 0l | 1S ST 38

xi



KISALTMALAR

AMC, XL
AML,AC
AMP,AM
CFU
DO,DC
E.EM
ENR, EF
ERM

E test
FDA
FOS,FM
FTS
ICAAC
MHA
mg/kg
MiK
MLK
SW

SXT, TS
TSA
TSB

pm

: Amoksisilin/ Klavulanik asit

: Amoksisilin

- Ampisilin

: Colony Forming Unit (Koloni Olusturan Birim)
: Doksisiklin

: Eritromisin

: Enrofloksasin

: Enteric Redmouth Disesases

: Epsilometer test

: Gida ve Ilag Dairesi

: Fosfomisin

: Fizyolojik Tuzlu Su

. Antimikrobiyal Ajanlar ve Kemoterapi
: Mueller- Hinton Agar

: Miligram/ Kilogram
: Minimal Inhibitér Konsantrasyonu
:Minimal Letal Konsantrasyonu
: Shoots- Waltmann

- Trimetoprim/ Siilfametoksazol

: Tryptic Soy Agar

: Tryptone Soy Broth

: Mikro Metre

Xiii



TABLO

Sayfa

Tablo 6.1: izole edilen Y.ruckeri suslarmin lokasyonlart............................... 24
Tablo 6.2: Y.ruckeri izolatlarinin disk difiizyon yontemine gére duyarlilik

4 (105§ 1<) o 25
Tablo 6.3: Y.ruckeri izolatlarinin E-teste gore duyarliliklar: ve MIK

4 (5100 1S o P 26
Tablo 7.1: Y1 izolatinin E-teste gore duyarliliklar1 ve MIK degerleri.................30
Tablo 7.2: Y2 izolatinin E-teste gore duyarliliklar: ve MIK degerleri................ 31
Tablo 7.3: Y3 izolatinin E-teste gore duyarliliklar: ve MIK degerleri.................32
Tablo 7.4: Y4 izolatinin E-teste gore duyarliliklar: ve MIK degerleri. ............... 32
Tablo 7.5: Y5 izolatinin E-teste gore duyarliliklar: ve MIK degerleri............... 33

LISTESI

XV



SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 2.1: Y. ruckeri’nin Gram boyama sonras1 mikroskopta 1000x goriintiisii ..5
Sekil 4.1: E-test Stripinin gorintisti ........c.oovvviiriiiiiiiii e, 14
Sekil 5.1: Koloni olusturan Y. FUCKEIT.........ooiiiiii e 15
Sekil 5.2: E-1eSt StrpIeri ....vvveeitii e e 16
Sekil 5.3: Disk difiizyon diskleri...........oooeiiiiiiiiiiii e 17
Sekil 5.4: MHA N pH de8eri.....oovviniiiiiiiiiiie e 19
Sekil 5.5: TSB siv1 besi yerinin pH Slglimii...............coooiiiiiiiiiiiii, 20
Sekil 5.6: TSB icerisindeki bakteri kolonisinin

Mc Farland 0.5 standardina gére ayarlanmasi............................ 21
Sekil 5.7: E-test striplerinin yerlestirilmesi............c.cooevviiiiiiiiiiiiiinann... 22
Sekil 5.8: Striplerin etrafinda olusan zonlara

gore MIK degerlerinin belitlenmesi .................ccceveeuiiveinnnnn. 22
Sekil 5.9:Inkiibasyondan sonra disk etrafinda olusan zonlar....................... 23
Sekil 5.10:Diskler etrafinda olusan zon ¢aplarinin dlglimii......................... 23

XVii



EGE BOLGESINDEKI ALABALIK CIFTLIKLERINDEN Yersinia ruckeri
iZOLASYONU VE E-TEST YONTEMI iLE DUYARLILIKLARININ
BELIiRLENMESI

OZET

Yerainia ruckeri’ nin neden oldugu yersiniosis, ERM (Enterik Kizil Agiz Hastalig1)
tilkemizde yaygin olarak goriilen, Salmonidae familyasinda akut ve kronik olarak
seyir gosteren bir enfeksiyondur. Ozellikle gokkusagi alabaliginin (Oncorhynchus
mykiss) duyarlilik gosterdigi bu hastalik yavru alabaliklarda yiiksek oranda
mortaliteye sebep olmaktadir. Enfeksiyonun tedavisinde, antibiyotiklerin bilingsiz ve
fazla miktarda kullanilmasi sonucu antibakteriyel diren¢ gelisir. Bunun sonucunda
hastaligin tedavisi ve kontrolii zorlagir. Hastalikla miicadelenin ger¢eklesmesi igin;
dogru antibiyotigin, gerekli miktarda ve hizli bir sekilde verilmesi gerekir. Bu
nedenle uygulamasi kolay ve dogru olan test kitlerine ihtiya¢ duyulur.

Bu ¢alismada Ege Bolgesindeki alabalik ciftliklerinden izole edilen Yersinia ruckeri
‘nin E-test ve disk difiizyon ile antibiyotik duyarliliklar1 ve MiK (Minimum Inhibitér
Konsantrasyon) degerleri arastirilmistir. Bu amagla Ege Bolgesinde bulunan, bes
farkli alabalik isletmesindeki hasta baliklardan izole edilen Y.ruckeri suslari
incelenmistir. Api 20E test kitleri ile identifiye edilen Y. ruckeri suslari; trimetoprim/
siilfametoksazol, doksisiklin, ampisilin, amoksisilin/ klavulanik asit, amoksisilin,
eritromisin, enrofloksasin, fosfomisin antibiyotiklerine karg1 duyarliliklar1 E-test ve
disk difiizyon yontemi kullanilarak belirlenmistir.

Arastirmanin  sonucunda E-test ve disk diflizyon yonteminde; trimetoprim/
siilfametoksazol, ampisilin, amoksisilin/ klavulanik asit, amoksisilin, fosfomisine
karsi tim suslarin duyarli oldugu tespit edilmekle beraber E-test ile duyarliligin
dereceleri belirlenmistir. E-test ile MIK degerlerinin tespiti, tedavide kullanilacak
antibiyotik dozunun diisiik tutulmasi ve direng gelisiminin engellenmesi avantajini
sunmaktadir.
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ISOLATION OF Yersinia ruckeri FROM RAINBOW TROUT FARMS IN
AEGEAN REGION AND DETERMINATION OF SUSCEPTIBILITY WITH
E-TEST METHOD

ABSTRACT

Yersiniosis caused by Yersinia ruckeri, ERM (Enteric Red Mouth Disease) is an
infectious disease which is common in our country. Y.ruckeri is primarily a disease
of Salmonids and observed with acute and chronic cases. Rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss) is particularly susceptible to this pathogen and it causes high
mortality, especially in fingerling size. Antibiotic resistance develops in order to
careless and excessive use of antibiotics in the treatment of infection. As a result, it is
more difficult to treat and control the disease. The effective antibiotic treatment
should be practiced for prevention and control of the disease. For this reason, the test
Kits are necessary for easy and fast decision.

In this study, antimicrobial susceptibilities and MIC (Minimum Inhibitor
Concentration) values of Y. ruckeri isolated from trout farms in Aegean Region were
investigated. The isolated Y. ruckeri strains identified by Api 20E test Kits. The
sensitivities of Y.ruckeri to trimethoprim/ sulfamethoxazole, doxycycline, ampicillin,
amoxicillin/ clavulanic acid, amoxicillin, erythromycin, enrofloxacin and fosfomycin
antibiotics were determined using E test and disc diffusion method.

As a result of the study, all isolated strains were determined susceptible to
trimethoprim/ sulfamethoxazole, ampicillin, amoxicillin/ clavulanic acid, amoxicillin
and fosfomycin with both E test and disc diffusion method. Determination of MIC
values by E-test offers the advantage of lowering the antibiotic dose to be used in
treatment and inhibiting resistance development.
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1. GIRIS

Yersiniosis ‘Enterik Kizil Agiz Hastaligi (Enteric Redmouth Disesases- ERM),
Salmonidae familyasinda akut ve kronik olarak seyreden, tilkemizde yaygin olarak
goriilen bakteriyel bir enfeksiyondur. Hastaligin etkeni Enterobacteriaceae

familyasina ait bir bakteri olan Yersinia ruckeri (Y.ruckeri) dir.

Hastalik ilk kez 1950 yilinda ABD’de alabalik ciftliklerinde tespit edilmistir.
Alabalik yetistiriciligi yapilan pek c¢ok iilkede (Kanada, Fransa, Almanya,
Macaristan, Yunanistan, Sili, Veneziiella vb.) goriildiigii bildirilmistir. Yayildig: iilke
sayis1 giin gectikge artan hastalik Tiirkiye’de ilk defa 1990 yilinda Ege Bolgesi’ndeki
bir alabalik ¢iftliginden izole edilmistir [1].

Hastalik enfekte veya tasiyici olan baliklar ile temasla, direk su araciligi ile ya da
ordek, kaz, sigan, sucul omurgasizlar ve kerevit gibi canlilardan bulasabilir. Stres,
hastaligin ortaya ¢ikmasinda onemli bir etkendir. Bu sebeple g¢evresel faktorlerin
etkisi Dbiyiiktiir. Su sicakligi, stoklamadaki yogunluk, su kirliligi, oksijen
miktarindaki yetersizlik veya baliklara fiziksel temas gibi faktorler stresin
olusmasina sebep olurlar. Stres faktorlerinin varligi ayn1 zamanda hastaligin siddetini
de etkiler. Hastaligin siddetine etki eden bir diger etken de baligin yasidir. Yavru ve
geng baliklarda hastaligin siddeti, biiylik baliklara gore daha yiiksektir. Hasta
baliklarda egzoftalmus, solungaclarda solgunluk, dil mukozasi, gézlerde petesi ve
hemoraji, deride kararma, karinda sislik ve uyusukluk belirgin semptomlardir [2].
Ozellikle ag1z gevresindeki yaralar hastalik igin ayirt edici bir bulgudur. Yersiniosis
ozellikle yavru baliklarda ¢ok sik ortaya ¢ikan mortalitesi yiiksek bir enfeksiyondur.
Sicaklik artisiyla birlikte mortalite oranin da artig goriiliir. Yersinia ruckeri’nin
camurda 2-4 ay canli kalabildigi ve yil igerisinde birka¢ defa niiks ettigi

bilinmektedir.



Y.ruckeri suslarinin 5 farkli serotipi oldugu bildirilmekle birlikte 6zellikle serotip 1
(Hagerman tiirii)) ve serotip 2 (Big creek) epizootilerden sorumludurlar.
Enfeksiyonun periyodik olarak ortaya ¢ikisi asilama ve antibiyotik tedavisi ile

kontrol edilebilmektedir [3].

Hastaligin tedavisi igin c¢esitli antibiyotikler kullanilir. Bu antibiyotiklerin fazla
miktarlarda kullanilmalar1 sebebiyle bakteriler antibiyotige karsi direng gelistirir.
Bakterilerin diren¢ kazanmasi sebebiyle hastaligin tedavisi de antibiyotik kullanim1
da basarisizlik ile sonuglanir. Hastaligin tedavi edilememesi fazla miktarda balik
Olimiine neden olmakta ve isletmeler de maddi kayiplara yol agmaktadir. Bu da
sektorde onemli ekonomik kayiplara neden olur. Ayrica asirt miktarda kullanilan
antibiyotikler akuatik sistemde antibakteriyel direngle ilgili ¢evresel sorunlara neden

olacaktir.

Bu nedenle hastalik etkenlerinin, kullanilan antibiyotiklere karsi direng kazanip
kazanmadig1 duyarlilik testleri ile tespit edilir. Duyarlilik tespiti i¢in genel olarak
‘Disk difiizyon’ yontemi kullanilmaktadir. Ancak son zamanlarda ortaya ¢ikan ve
yeni bir yontem olarak kullanilmaya baslanan E-test (BioMerieux, Fransa), gerek
pratikligi, gerek uygulama kolayligi ile duyarlilik tespiti ¢aligmalarinda tercih

edilmeye baslanmstir.

Diisiik seviyelerdeki diren¢ degerlerini ve nadir lireyen mikroorganizmalarin direng
seviyelerini belirleyebilmesi, E-test’in Onemli avantajlar1 arasindadir. Ayrica g¢ift
tarafl1 antibiyotik igeren stripler ile ayn1 anda farkli antibiyotikler kullanilarak MIK
degerlerinin tespit edilebilmesi de dnemli bir avantaj saglamaktadir. Bu yontemin

dezavantaji ise pahali olmasidir. [4, 5].

E-test (BioMerieux, Fransa), serit (strip) seklinde plastik ¢ubuklardan olusur. Bu
cubuklarin bir yiiziinde antibiyotik diger yiiziinde ise 15 diliisyonlu konsantrasyon
araligini gosteren rakamlar bulunmaktadir. Antibiyotiklerin, antimikobakteriyel ve
antifungal ajanlarin  MIK (Minimal Inhibitsr Konsantrasyonu) degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan E-Test (BioMerieux, Fransa) nadir ve zor iireyen

organizmalar dahil bir ¢ok tiir i¢in kullanilabilmektedir.



Bakterilerin besiyerine inokiiliimii gerceklestirildikten sonra bu stripler yerlestirilir
ve MIK degerleri tespit edilir. Bu degerlerin karsilastiriimasi ile antibiyotiklere karst

hastalik etkenlerinin direng kazanip kazanmadig tespit edilir.

Balik hastaliklar1 ile ilgili arastirmalarda E-test (BioMerieux, Fransa) metodunun

kullanimi ¢ok yaygin olmasa da, bir¢ok arastirmada kullanildig1 bilinmektedir [3, 6].

Bu c¢alismada Ege Bolgesindeki alabalik isletmelerinden izole edilen Y.ruckeri
suslariin antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirip gelistirmedigi incelendi. E-test ve
antibiyogram yapilarak zon ¢aplar 6l¢iildii ve MIK degerleri hesaplandi. Sonrasinda
Y.ruckeri’nin hangi antibiyotik tiiriine ne seviyede diren¢ gosterdigi tespit edilerek
tilkemizde yaygin olarak goriillen Yersiniosis’in tedavisinde basari oraninin

arttirilmasi amaclandi.



2. YERSINIiOSiS

Yersiniosis Salmonidae familyasinda akut ve kronik olarak goriilebilen yiiksek
mortaliteye sahip bir bakteriyel hastaliktir. Salmonidler arasinda en ¢ok gokkusagi
alabalign (Oncorhynchus mykiss) duyarlilik gostermektedir. Ozellikle fingerling
gokkusagi alabaliklar1 hastaliktan ciddi kayiplar vermektedir. Yersiniosis’in alabalik
disinda sazan ve yilan baliklarinda da goriildiigii bilinmektedir. Bunlarin disinda
deneysel calismalar igin bazi levrek (Dicentrarchus labrax), ¢ipura (Sparus aurata)
ve kalkan (Scophtalmus maximus) baliklarinda da enfeksiyon meydana getirilmistir
[7].

Ik defa 1950 yilinda ABD’ de Hagerman Vadisinde teshis edilen Yersiniosis
giiniimiizde Avrupa’dan Afrika’ya, Amerika’dan Avustralya’ya kadar bir¢ok tilkede

(Kanada, Fransa, Almanya, Macaristan, Yunanistan, Sili, Veneziiella vb.)

goriilmistiir [1, 8].

1966 yilinda Rucker tarafindan tanimlanan etken, Ewing ve arkadaglarinin yaptigi
DNA hibridizasyon g¢alismalar1 ile Y. ruckeri olarak adlandirildi [9, 10]. Hastalik
1975’de American Fisheries Society tarafindan ERM adi verildi [8]. Yersiniosis
tilkemizde ilk defa 1990 yilinda Ege Bolgesindeki bir alabalik ¢iftliginden izole
edilmistir [1].

2. 1. Etiyoloji

Yersiniosis’in etkeni olan Y.ruckeri, Enterobacteriaceae familyasina ait bir
bakteridir. Y. ruckeri, Gram (-), Oksidaz (-), Katalaz (+), 0.5- 0.8 um eninde, 1.0- 1.3
um boyunda kokbasil veya basil formda aktif hareketli bir bakteridir (Sekil 2.1)



Sekil 2.1: Y.ruckeri’nin Gram boyama sonrast mikroskopta 1000x goriintiisii.

37°C’de hareketsiz oldugu hareket muayenelerinde tespit edilmistir. 21-25°C’de
Tryptic Soy Agar (TSA), Shoots- Waltmann (SW) ve Mueller Hinton Agar (MHA)
besi yerlerinde 24- 48 saat araliginda 1- 3 mm gaplarinda beyaz renkte koloniler verir
[1, 11].

Y. ruckeri suslarinin 5 farkli serotipi oldugu bildirilmekle birlikte 6zellikle serotip 1
(Hagerman tiirti)) ve serotip 2 (Big creek) epizootilerden sorumludurlar.
Enfeksiyonun periyodik olarak ortaya c¢ikisi asilama ve antibiyotik tedavisi ile

kontrol edilebilmektedir [3, 11, 12].

2. 2. Klinik Semptomlar Ve Otopsi Bulgular:

Hastaligin en 6nemli belirtisi agiz ¢evresinde, ylizgeglerde, gozlerde, solungaglarda,
aniis ve operkulumda goriilen hemorojilerdir. Ozellikle de ag1z gevresi ve i¢ine dogru
yayilan bu hemorojiler hastaliga kizil agiz adi verilmesine neden olmustur. Bunun
disinda hasta baliklarda; renkte koyulasma, karinda sislik, karaciger ve dalakta
bliylime, bagirsaklarda sar1 renkli sivi birikimi, istahin azalmasi, durgunluk, su
yiizeyine yakin yiizme gibi belirtiler goriliir [11,13, 14,15]. Otopside i¢ organlarda,

dokularda ve hava kesesinde yine kanamalar gozlenir.



Hastaligin bulagmasi tastyici olan baliklar ile temasla direk, su aracilig1 ile veya kaz,
ordek, sican, sucul omurgasizlar ve kerevit gibi canlilar araciligi ile olur. Hastaligin
ortaya ¢ikmasindaki en 6nemli etkenlerden biri de strestir [8]. Stres immiin sistemini
baskiladigi i¢in hastaligin meydana gelmesi kolaylasir. Cevre sartlar1 ayn1 zamanda
birer stres faktoriidiir. Su sicakligi, stok yogunlugu, suda bulunan aski madde miktari
ve kirlilik, pH, oksijen miktarindaki yetersizlik ile usuliine uygun olmayan elleme ve
siiflama baliklarda stresin ortaya ¢ikmasina neden olur [16]. Hastaligin siddeti stres

faktorlerine, baligin yasina ve su sicakligina bagli olarak degisebilir.

Fingerling alabaliklar, eriskin olan alabaliklara gére hastaliga karsi daha duyarlidir
ve mortalite oranlar1 daha yiiksektir [8]. Su sicakligi mortalite oranin1 etkileyen bir
faktordiir. Sicaklik diisiik ise inkiibasyon siiresi uzun olacagi i¢in mortalite miktar1 az

olacaktir. Mortalite en ¢ok 15-18 “C’de goriiliir [8, 11].

Hastalik iiretim periyodu igerisinde birka¢ kez tekrar edebilir. Bunun en onemli
nedenlerinden biri hastalik etkeninin ¢amurda 2 ay kadar canli kalabilmesidir. Bir
diger neden de salgindan kurtulan asemptomatik portor baliklardir [17]. Hasta
baliklarin digkilar1 ile su ortamina yayilan hastalik etkeni saglikli baliklara agiz veya
derideki portantreler araciligi ile bulagmaktadir [18, 19]. Hasta veya portor baliklarin
saglikli baliklar ile ayrilmamasi hastaligin yayilmasina ve tekrarlanmasia neden

olur.

2. 3. Korunma Ve Tedavi

Isletmeler i¢in ciddi ekonomik kayiplara yol agan yersiniosis’ in ortaya ¢ikmasini

engelleye bilmek i¢in bazi korunma tedbirlerinin alinmasi gerekir;

1) Oncelikle isletmede calisan personelin bilingli olmasi ve iyi gdzlem yapmasi
gerekmektedir. Davranislarinda farklilik goriilen baliklarin dnceden tespit edilmesi

hastaliklarin hizli tespiti i¢in dnemli bir adim olacaktir.

2) Hasta oldugundan siiphe duyulan baliklar ya da hasta olan baliklarin saglikli olan

baliklardan ayrilmasi gerekir.



3) Strese yol agan ¢evre kosullari optimum seviyede ayarlanmalidir. (Stok
yogunlugunun yiiksek tutulmamasi, pH degerlerinin ve oksijen seviyesinin

diismemesi gibi).

4) Hastalik goriilmiis ise hasta baliklar tedavi edilmeli ve bu isletmede kullanilan

ekipmanlar dezenfekte edilmelidir.

5) Diger korunma yontemi de saglhikli baliklarin asilanmasidir. Immersiyon, sprey
oral veya enjeksiyon yollar: ile baliklar iiretilen ticari asilar araciligiyla hastaliga

karsi asilanarak korunabilir.

Korunma onlemlerine ragmen ortaya ¢ikan yersiniosis vakalari i¢in antibiyotik ile

oral tedavi yapilir. Tedavi igin gerekli antibiyotik gesitleri ve miktarlari s6yledir [20].

e Sulfamerazin (200 mg/ kg, 3 giin), takiben Oksitetrasiklin (50 mg/ kg, 3 giin)
yeme katilarak.

e Metilen mavisi (1 g/ kg, 5 giin), takiben Oksitetrasiklin (66 mg/ kg,10giin)
takiben tekrar ayni dozda Metilen mavisi yeme katilarak.

e Sulfadimetoksim ve Ormetoprim (50 mg/ kg, 5giin)

e Okzolinik asit (10 mg/ kg, 10 giin)

e Tiamulin (5 mg/ kg, 14 giin)

Kemoterapotik maddelerin  kullanimi ile hastaligin tedavisi saglanir ve balik
Olimlerinin Oniine ge¢ilerek isletmelerin mali acidan zarara ugramasi engellenir.
Hastaligin etkeni izole edildikten sonra antibiyogram yapilarak, kullanilmasi gereken
uygun antibiyotik ¢esitleri ve dozu belirlenir. Ciinkii bilingsiz bir sekilde kullanilan
antibiyotikler hastalik etkeni olan mikroorganizmalarin direng kazanarak,
isletmelerin maddi agidan ekonomik zarara ugramasimna, hastalik ile yapilan

miicadelenin zorlagmasina ve akuatik ortamda kirliligin olusmasina neden olacaktir.



3. ANTIBAKTERIYEL DIRENC

Enfeksiyon kaynakli hastaliklarin tedavisinde antimikrobiyal (kemoterapotik)
maddelerin  kullaniminin  17.yiizyi1la kadar dayandigi bilinmektedir. Bilim
insanlariin yaptigi ¢calismalar ile yeni ilaclar gelistirilmis ve bu maddelerin nasil etki

gosterdikleri hakkinda yeni bilgiler elde edilmistir.

20.yiizy1lin baslarinda Paul Ehrlich’in ortaya koydugu ‘segici toksik etki’ kavrami ile
modern anlamda kemoterapinin temeli atilmis oldu [21]. Segici toksik etki;
kullanilan kemoterapotik maddenin hastalik etkeni mikroorganizmaya zarar verip,

kullanan canliya zarar vermemesi durumudur.

[lk kez Pasteur tarafindan tanimlanan antibiyotik terimi; bakteri, mantar,
aktinomisetler gibi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen veya sentetik olarak
hazirlanan, son derece diisiik yogunluklarda bile, bakterilerin gelismesini engelleyen
veya onlar1 Oldiiren madde olarak tanimlanir [22, 23]. Antibiyotik terimi yaygin
olarak, tedavilerde kullanilan tiim kemoterapdtik maddeleri ifade eden genel bir

kavramdir.

1928’de Alexander Fleming’in penisilini bulmasi ve 1935’te Domogk’un
sillfamidleri bulmasi ile kemoterapotik maddelerin gelisimi ve tedavilerde

kullanilmas1 konusunda biiyiik bir gelisme saglandi [24, 25].

Antibakteriyel ilaglarin kullanimi yayginlastik¢a direng sorunu ortaya ¢ikmis ve yeni
antibakteriyel ilaclarin bulunmasi i¢in caligmalar yapilmaya baslanmistir. Yapilan
calismalar sonucu bulunan her yeni antibakteriyel ilag ile birlikte diren¢ sorunu da

artis gostermistir.

Direng; uygun dozda antibakteriyel ajan kullanilmasina ragmen, ilaglarin 6ldiiriicii
veya iiremeyi durdurucu etkisine bakterilerin karsi koyabilmesi durumudur. Ilagtan

etkilenmeyen bu bakterilere de direngli bakteri denilmektedir.



1940 yillarinda 2. Diinya Savasi sirasinda penisilin enfeksiyonel hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaya bagland1 ve kullanimi yayginlasti.

1967 yilinda penisiline karsi ilk diren¢ vakasi Avustralya’da Streptococcus
pneumoniae bakterisinde goriildii 1980’lerde genis spektrumlu sefalosporinler ve
1990’larda ise florokinolonlar gelistirilmis olsa da giliniimiizde bakteriler bu

antibiyotiklere kars1 da direng gelistirdiler [26].

Tarim ve hayvancilik alanlarinda antibiyotiklerin kullanilmasi ile birlikte direng
gelisimi daha da hiz kazanmaya basladi. Kullanilan ilaglar topraga, suya, yer alti
sularina, nehirlere ve denize karigabilmekte boylece hem c¢evresel kirlilik sorununa

hem de direng sorununa yol agmaktadir.

Hayvan yetistiriciliginde antibiyotik biliylimeyi hizlandirma ve verim arttirma
amactyla da kullanilmaktadir. Antibiyotiklerin gereginden fazla kullanimi sonucunda
bu maddeler hayvanlarin doku ve organlarinda, siit, yumurta gibi hayvansal
tirtinlerde rezidiiye neden olmaktadir. Bu hayvansal {iriinler ile beslenen insanlar da
ayni sekilde rezidilye maruz kalmakta ve diren¢ gelisimi meydana gelmektedir.
Direngli suslarin gelismesi nedeniyle antibiyotikler hastaliklarin tedavisin de ise

yaramaz hale gelir [27].

Balik ciftliklerinde hasta baliklarin tedavisinde kullanilan antibakteriyel ilaglarin
asir1 kullanimi akuatik ortamda kirlilige yol agar. Kirlilik yayilarak deniz canlilarinda
biyoakiimiilasyona neden olur ve antibakteriyel diren¢ ortaya g¢ikar [28]. Bazi
caligmalarda, antibiyotiklerin sucul ortam ve sedimentlerde uzun siireler boyu etkin

kaldig1 belirlenmistir [29, 30].



Direng olusumu 3 yolla meydana gelebilir,

1) Dogal direng; bakterilerin kendi 6zellikleri nedeniyle antibiyotiklere dogal olarak
direng gostermesi durumudur. Ilacin kullanilmasiyla veya bakteri genetigi ile ilgisi
yoktur. Bakterilerin L formlarinda hiicre duvari bulunmadigi i¢in hiicre duvarina

etki eden penisiline dogal direngli olmas1 buna bir 6rnektir.

2) Kazanilmis direng; genetik kaynakli direngtir. Bakterilerin antibiyotik maddeler
ile temasa gegmesi sonucu diren¢ kazanmalaridir. Bakteri kromozomunda meydana
gelen mutasyonlar sonucu veya plazmid ve transpozonlar araciligi ile bakteri DNA

yapisinda meydana gelen degisimler ile direng kazanilir.

3) Capraz direng; Belli bir ilaca direngli olan bakterinin, ayn1 veya benzer
mekanizmaya sahip olan diger ilaglara da direng goéstermesi durumudur [31].
Antibiyotik direnci aslinda evrimin ve bakteri genetiginin dogal bir ifadesidir [32].
Cesitli nedenler ile bakteri genetiginde meydana gelen degisimler direng olusmasina
ve direngli bakterilerin yayilmasina neden olur. Seleksiyon sonucu direng gelistiren
bakteriler ilaglardan etkilenmeyerek cogalmaya ve genetik materyallerini aktarmaya

devam eder.

Direng olusumunu 6nleyebilmek i¢in enfeksiyonel hastaliklarin tedavisinde;

1) Uygun dozlarda ve tedavide etkili olan antibiyotik kullanilmali

2) Bilingsiz antibiyotik kullaniminin 6niine gecilmeli

3) Direng sorunu ile karsilagilan antibiyotikler tedavide kullanilmamali

4) Genis spektrumlu antibiyotikler gerekmedik¢e kullanilmamali

5)Hayvan yetistiriciliginde verimi arttirmak i¢in yemlerde antibiyotik kullanilmamali

6) Tedaviye baglamadan 6nce antibiyotik duyarlilik testleri yapilarak kullanilacak

antibiyotik tiirti belirlenmelidir.
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4. ANTIBIYOTIK DUYARLILIK TESTLERI (ANTIBIYOGRAMLAR)

Antibiyotiklerin hastaliklarin tedavisinde verimli bir sekilde kullanilabilmesi igin
enfeksiyon kaynagina etki edecek tiirde antibiyotigin uygun dozlarda verilmesi
gerekir. Duyarlilik testleri ile tedavide kullanilan antibiyotigin in-vitro etkinliginin
saptanmasi amaglanir. Antimikrobiyal maddenin mikroorganizma tizerindeki etkisi;
Minimal Inhibitér Konsantrasyonu (MIK) veya Minimal Lethal Konsantrasyonu
(MLK) olarak belirlenerek mikroorganizmanin antimikrobiyal maddeye karsi duyarli

olup olmadigi tespit edilir [33, 34].

Duyarlilik testleri sunlardir;

1) Kantitatif / Diliisyon Yontemi
- Tiip Diliisyon (Makro veya Mikro Diliisyon)
- Agar Diliisyon

2) Kalitatif / Diflizyon Y 6ntemi
- Disk Difiizyon

- E test

4.1 Tiip Diliisyon

Tiip diliisyon yontemi ‘mikro’ ve ‘makro’ olarak ikiye ayrilir. Her iki yontemde
temelde ayni olmakla birlikte makro diliisyonda tiipler kullanilirken, mikro
diliisyonda mikro plaklar kullanilir. Besi yeri olarak katyon (kalsiyum ve

magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton s1v1 besi yeri kullanilmaktadir.

Makro diliisyon; kullanilacak her bir tiipiin i¢ine 1ml siv1 besi yeri konulur. Sonra ilk
tipten baslayarak kullanilacak antibiyotigin iki katli veya on katli diliisyonlar
yapilir. Yani kademeli bir oranda seyreltilir [35]. Besi yeri igeren bir tiipe ise
antibiyotik eklenmez, kontrol grubu olarak kullanilir. Duyarlilig1 belirlenecek olan
mikroorganizmanin bulanikligi 0,5 McFarland standardina uygun olacak sekilde
inokiilumu hazirlanir. Daha sonra bu tiiplere duyarlihigi tespit edilecek bakteri

siispansiyonundan esit miktarlarda (5x10° CFU/ ml) konulur.
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35 °C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri {iremesi bulaniklik yoniinden
incelenir [17]. Bulamkhigin olmadig: tiipte bakteri {iremesi olmamistir. Uremenin
gerceklesmedigi bu tiipteki antibiyotigin konsantrasyonu MIK degeri olarak

belirlenir.

Mikro diliisyonda temelde ayni sekilde yapilir. Bu yontemde kiigiik kuyucuklardan
olusan mikroplaklar kullanilir. Stvi besi yeri 0,1 ml olacak sekilde her kuyucuga

eklenir ve ayn1 makro diliisyon testindeki gibi devam edilir [17].

4.2 Agar Diliisyon

Tiip diliisyon ile benzer sekilde gergeklestirilir. Bu yontemde sulandirilmig
antibiyotikler once agar igine dokiiliir daha sonra petri plaklara aktarilir. Her plak
antibiyotigin farkli konsantrasyonlarini igerir. Test i¢in kullanilacak bakteriler 1:10
oraninda sulandirilarak 0,5 Mc Farland bulanikligina gére yogunluklar1 ayarlanir
(10" CFU/ ml). Bu siispansiyon daha sonra pipet aracilig1 ile antimikrobiyal madde

iceren agara 1-2 ml olacak sekilde inokiile edilir.

Inokiilasyonun yapildig1 plaklar 35+ 2°C’de 24 saat inkiibe edilir. Uremenin
goriilmedigi en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK degeri olacaktir [36].

4.3 Disk Difiizyon

Antibiyotik duyarliliginin tespit edilmesinde ucuz olmasi ve uygulama kolayligindan
dolay1 disk difizyon kullanimi yaygindir. Bu yontem Kirby-Bauer tarafindan
gelistirildigi icin bu isimle de anilmaktadir. Bu testin prensibi kagit disklere
yedirilmis olan antibiyotigin, mikroorganizmanin inokiile edilmis oldugu besi yerine
difiize olmas1 seklindedir. Antibiyotik iceren diskler mikroorganizmanin bulundugu
besi yerine yerlestirilir. Disklerdeki antibiyotigin ¢Ozilinerek agara ge¢mesi ve
mikroorganizmanin iiremesi i¢in inkiibasyon siiresinin tamamlanmasi beklenir.
Inkiibasyon siiresi gectikten sonra diskin ¢evresinde iireme olup olmadigina bakilir.
Mikroorganizma eger ilaca kars1 duyarl ise, disk etrafinda inhibisyon zonu olusur.
Inhibisyon zonunun ¢api mm seklinde Slgiiliir ve uluslar aras1 duyarlilik tablolar:

yardimiyla degerlendirilmeleri yapilir.
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Bu yontemde hastalik etkeni mikroorganizma kolonisinden ekiivyon yardimiyla
alimarak Tryptone Soy Broth (TSB) besi yeri bulunan tiipe eklenir. 18- 24 saat
boyunca 37°C’de inkiibe edilir. Daha sonra Mc Farland 0,5 (1x 108 CFU/ ml)’ye gore
bulaniklik ayarlanir. Hazirlanan siispansiyondan alinan 6rnek Mueller- Hinton agar
yiizeyine inokiile edilir. Sonra farkli antibiyotikler iceren diskler steril bir pens
yardimiyla agar yiizeyine yerlestirilir. Zonlarin tist iiste olusmamasi i¢in diskler
arasinda en az 25-30 mm, petri kenarindan ise 15 mm uzaklikta konulmasina dikkat
edilmelidir. Besi yerleri daha sonra 18- 24 saat 35°C’de inkiibe edilir ve daha sonra

inhibisyon zonlari cetvel yardimiyla mm olarak belirlenir [35].

4.4 E-Test

E-test (Epsilometer test), son yillarda kullanimi yayginlasan bir duyarlilik testi
yontemidir. 1950°li yillarda AB Biodisk’in bilimsel kurucusu mikrobiyoloji
profesorii Hans Ericsson tarafindan, disk diflizyon yontemini standartlastirmak,
tekrarlanabilirlik ve giivenilirligi arttirmak amaciyla gelistirildi. Disk diflizyon
sonucu olusan zon boyutlar: ile agar diliisyon yéntemine dayanarak bulunan MiK
degerleri  karsilastirilmis, zon ¢aplarmin  alanlann  ve MIK  degerleri
degerlendirilmistir. Korelasyon ve regresyon analizleri ile yapilan degerlendirmelerin
sonucunda, duyarli, orta duyarli ve direngli olarak degerlendirilen sonuclara karsilik
gelen MIK smir degerleri icin regresyon ¢izgileri kullanilmistir. 1988 yilinda Los
Angeles’ ta Antimikrobiyal Ajanlar ve Kemoterapi (ICAAC) konulu Interscience
konferansinda yeni bir MIK tayini yontemi olarak sunulmustur. Ve Eyliil 1991°de
ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA)’dan izin alinarak piyasaya siiriilmiistiir. Ticari
olarak iiretimi ilk olarak Isvecli firma AB Biodisk tarafindan 1991 yilinda
gerceklestirilmistir. 2008 yilinda BioMerieux’un AB Biodiski satin almasiyla E- test
tiretimini yapmaya baglamistir [37, 38]. Bu yontem disk difiizyon ve agar diliisyon
yontemlerinin bir araya getirilmis halidir. Plastik ¢ubuklardan (strip) olusan bu testin
bir yiizeyinde artan konsantrasyon araligina sahip antibiyotik icerigi, diger tarafinda
ise bu konsantrasyon araliklarini gosteren rakamsal degerler bulunur [39]. Stripin
tamami tek bir antibiyotigi igerebilecegi gibi iki ucunda da farkli antibiyotikleri

igeren ¢ift tarafli versiyonlari da bulunur.
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Stripin iizerinde E harfinin altinda her antibiyotigi simgeleyen harflerden olusan
antibiyotik kodlari bulunmaktadir. Kullanim1 kolay olan bu yontem ile hizli bir

sekilde MIK degerleri tespit edilebilmektedir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: E-test stripinin goriintiisii.

Uygulama igin 6ncelikle -20°C’de saklanilan E-test stripleri uygulamadan yarim saat
once muhafaza edildikleri sogutucudan ¢ikarilarak oda sicakligina ulagmasi saglanir.
Ardindan 0,5 Mc Farland standardina uygun sekilde hazirlanan bakteri
stispansiyonlart Mueller Hinton Agar’a ekilir. Daha sonra ekim yapilan plaklara E-
test stripleri yerlestirilir ve 35°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilir. Inkiibasyon igin
gecen siirenin sonunda serit etrafinda elips seklinde bir inhibisyon zonu olusur.
Olusan bu zonun stribi kestigi noktanin degeri antibiyotigin MIK degeri olarak kabul
edilir. E-test yontemi, uygulamasinin kolay olmasi, iiremesi yavas ya da zor olan
mikroorganizmalar ic¢in kullanigli bir metod olmasi gibi nedenler ile kullanimi
yayginlasmaya baslamistir. Ancak maliyetinin yiiksek olmas1 dezavantajidir. Siklikla
tip alaninda Brucella spp., Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa,
Helicobacter pylori ve Candidda spp. tiirlerinin duyarliliklarinin tespitinde E-test
kullanimi yaygindir [40, 41, 42, 43, 44].
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5. MATERYAL VE METOD

5.1 Bakteri

Arastirmada kullanilan Y.ruckeri suslart alabalik ¢iftliklerinde ortaya ¢ikan
yersiniosis vakalarindan izole edilmistir. Klinik semptom gosteren hasta baliklarin,
karaciger, bobrek ve dalaklarindan TSA (Tryptic Soy Agar) ve SW (Shoots-
Waltmann) kat1 besi yerine ekimler yapilarak, 21°C’de 48 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Besi yerinde iireyen bakteriler Api 20E test kitleri kullanilarak identifiye
edilmistir. Antibiyogram testleri Y. ruckeri olarak identifiye edilen suslardan elde
edilmistir (Sekil 5.1).

Sekil 5.1: Koloni olusturan Y. Ruckeri.
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5.2 E-test Ve Disk Difiizyon Diskleri

Antibiyotik duyarlilik testlerinde,

Trimetoprim/siilfametoksazol (0,002-32 pg/ml), doksisiklin (0,016-256 pg/ml),
ampisilin  (0,016-256 ug/ml), amoksisilin/klavulanik asit (0,016-256 upg/ml),
amoksisilin (0,016— 256 pg/ml), eritromisin (0,016—256 pg/ml), enrofloksasin (0,02—
32 pug/ml) ve fosfomisin (0,64-1024 pg/ml) antibiyotiklerini igeren E-test
(BioMerieux, Fransa) striptleri kullanildi (Sekil 5.2).

Sekil 5.2: E-test stripleri.

Disk difiizyon yonteminde trimetoprim/ siilfametoksazol (25 pg) doksisiklin (30 pg),
ampisilin (10 pg), amoksisilin/ klavulanik asit (30pg), amoksisilin(10ug), eritromisin
(15 ng), enrofloksasin (5ug) ve fosfomisin (50ug) antibiyotik disketleri kullanildi. E-
test ve diskler besi yerine konuluncaya kadar -20°C’de muhafaza edildi (Sekil 5.3).
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Sekil 5.3: Disk diflizyon diskleri.

5.3 Mueller Hinton Agar

Antibakteriyel duyarliligin tespitinde Mueller Hinton Agar (Merc) (MHA) kullanildi.
MHA 100 ml distile suya 3,4 gr katilarak 1s1 ile eritilerek pH 7.4 (+ 2) ayarlandiktan
sonra 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Daha sonra 14 cm o6lgiilii cam petri
kutularma her birine 50 ml hacminde dokiilerek besi yeri hazirlandi. Hazirlanan
MHA besi yerleri antibiyogram testi yapilana kadar buzdolabinda +4°C’de muhafaza
edildi.

5.4 Tryptic Soy Agar

Antibakteriyel duyarliligin tespiti i¢in Tryptic Soy Agar (Merc) kullanildi. TSA 200
ml distile suya 8 gr katilip 1s1 ile eritilerek pH 7.3 (£ 2) olacak sekilde ayarlandi.
121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Daha sonra 14 cm olgiilerindeki cam petri
kutularma TSA besi yerleri antibiyogram testi yapilincaya kadar buzdolabinda +4°C’

de muhafaza edildi.
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5.5 Tryptic Soy Broth

MHA besi yerine bakteri inokiilasyonunu gergeklestirmek i¢in Tryptic Soy Broth
(TSB) siv1 besi yeri kullanildi. TSB 100 ml distile suya 3 gr katilarak 1sitiimadan
hazirlanildi. pH degeri 7.3 (+ 2) olacak sekilde ayarlanildi ve daha sonra 121°C’de 15
dakika sterilize edildi. Sterilize edilen TSB 5 ml’lik hacimli tiiplere konuldu.

5.6 Yontem

Ege Bolgesindeki alabalik ¢iftliklerinden izole edilen Y.ruckeri o&rneklerinin
antibakteriyel duyarhiliklarinin incelenmesi i¢in yaptigimiz c¢alismada Oncelikle
laboratuvarimizda bulunan bakteri stoklarinin agilmasi igin TSA Dbesi yeri

hazirlanildi.

Bunun igin 40 gr toz maddeye 200 ml distile su ilave edildi ve karistirilarak
kaynatildi. Kaynatilip berrak bir hale gelen besi yeri sogutularak pH metre ile
Olgiilerek pH’1 7.3 olarak ayarlandi. Otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize

edildikten sonra tekrar sogutularak petri kaplarina dokiildii ve donmasi beklenildi.

Duyarlilik tespiti icin MHA hazirlanildi. 100 ml besi yeri hazirlayabilmek i¢in hassas
terazide 3.4 gr toz besi yeri tartildi.

Olgiim yapildiktan sonra toz halindeki besi yeri erlene dékiiliip 100 ml distile su
ilave edilerek alevde kaynatildi. Rengi berrak bir hale gelmesinin ardindan kaynamis
olan besi yeri sogumaya birakildi. Soguma gergeklestikten sonra pH metre ile pH
Olgtimii gerceklestirildi. Gerekli pH degeri 7.4 olarak ayarlanmasindan sonra erlen’in
agz1 pamuk veya aliiminyum folyo yardimiyla kapatilarak otoklavda sterilize edildi
(Sekil 5.4).
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Sekil 5.4: MHA’1n pH degeri.

Sterilizasyonu yapilmis olan siv1 halindeki karisim petri kaplarina dokiilerek donmast
sagland1 ve ardindan buzdolabina konularak kullanilincaya kadar muhafaza edildi.
Onceden hazirlamis oldugumuz TSA besi yerine laboratuvarimizdaki stoklardan
ekim yaparak tiremeleri saglandi. 24 saat igerisinde ilireme goOsteren bakterileri
kolonilerinden 6ze ile alarak tiip icerisindeki %, 8’lik Fizyolojik Tuzlu Su (FTS)
igerisine daldirdik. Karigmas: i¢in tiip vortex ile veya el ile karistirilarak bulaniklig
ayarlanildi. Koloni alimi FTS bulanikliginin Mc Farland standardina uygun 0.5
(1x10® CFU/ml) hale gelene kadar devam etti. Bulaniklig1 ayarlanilan bakteri
slispansiyonu cam petri igerisinde hazirlanmis MHA iizerine dokiilerek
slispansiyonun besi yerine yayilmasi saglandi. Yayma isleminden sonra petri kaplari
kurumalar i¢in 10-15 dk agz1 acik bir sekilde bekletildi. Kuruma iglemi siirerken E-
test ve disk difiizyon diskleri dondurucudan ¢ikarildi. Kuruma gergeklestikten sonra
disk ve stripler pens yardimi ile cam petrilerdeki MHA iizerine yerlestirildi ve

inkiibasyon siiresi beklenildi.
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Yaptigimiz ¢alisgmada FTS ile hazirladigimiz bakteri siispansiyonunun MHA
homojen yayilimi iyi ger¢ceklesmedigi i¢in ¢caligmamiza TSB siv1 besi yeri ile devam
edildi. 100 ml distile suya 3 gr toz besi yeri ilave edip homojen bir sekilde,
kaynatmadan karistirildi. pH 7.3 olarak ayarlandi (Sekil 5.5).

Sekil 5.5: TSB s1v1 besi yerinin pH dlglimii.

Daha sonra Sml’lik cam pipet ile kiigiik cam tiiplere TSB konulup tiiplerin agizlarin
pamuk ile tikayarak otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyon isleminden sonra TSA
besi yerinde iiremis olan bakteri kolonisinden 6ze yardimiyla alinip 5 ml’lik tiip
icindeki TSB’a ekildi. Bulamklik bakteri siispansiyonu Mc Farland 0.5 (1x10®
CFU/ml) standardina ayarland1 (Sekil 5.6) ve 1 saat siire ile inkiibe edildi.
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Sekil 5.6: TSB igerisindeki bakteri kolonisinin Mc Farland 0.5 standartina gore
ayarlanmasi.

1 saat sonra bakteri siispansiyonu cam petri igerisinde hazirlanmis MHA {izerine
dokiilerek siispansiyonun besi yerine yayilmasi saglandi ve kuruduktan sonra E-test

stripleri ve diskler pens ile yerlestirildi.

5.7. E-Test Yapihisi

Dondurucuda -20°C’de saklanilan E-test stripleri ¢ikarilarak oda sicakliginda
bekletildi. Isian stripler, 10 ml methanol i¢ine batirilip sonra alevden gecirilen pens
araciligi ile MHA bulunan cam petrilere simetrik bir sekilde yerlestirildi. Stripler

yerlestirildikten sonra 35°C’de 18 — 24 saat inkiibe edildi (Sekil 5.7).
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Sekil 5.7: E-test striplerinin yerlestirilmesi.

Inkiibe edilen stripler etrafinda olusan simetrik inhibisyon zonlarina gére MIK

degerleri belirlendi (Sekil 5.8).

Sekil 5.8: Striplerin etrafinda olusan zonlara gére MIK degerlerinin belirlenmesi.
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5.8 Disk Difiizyon Yapihsi

Dondurucuda -20 °C’de muhafaza edilen antibiyotik iceren diskler oda sicakliginda
bekletilip 1sinmalar1 saglandi. Daha sonra methanole batirilip alevden gegirilen pens
yardimiyla MHA besi yeri bulunan cam petri igerisine yerlestirilip 18-24 saatlik
inkiibasyon siiresi beklenildi (Sekil 5.9). Bu siirenin sonun da disklerin etrafinda
olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 cetvel ile Slgiilerek MIK degerleri belirlendi
(Sekil 5.10).

Sekil 5.10: Diskler etrafinda olusan zon ¢aplarinin dlgiimii.
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6. BULGULAR

Bes farkli alabalik ¢iftligindeki yersiniosis vakalarindan izole edilen Y.ruckeri suslari
saflastirildiktan sonra identifiye edilen bakteriler antibiyogram testine tabi tutulmak

i¢in buzdolabinda stoklandi. (Tablo 6.1).

Tablo 6.1: izole edilen Y.ruckeri suslarinin lokasyonlari.

IZOLE EDILEN SUS BOLGE
Y1l Mugla\Fethiye
Y2 Mugla\Fethiye
Y3 Mugla\Fethiye
Y4 Mugla\Fethiye
Y5 Kiitahya

Bu suslardan daha sonra disk diflizyon yontemi ve E-test yontemi kullanilarak

antibiyotiklere kars1 olan duyarliliklari belirlendi [9].

Disk difiizyon gaplar1, Trimetoprim/ siilfametoksazol (SXT) 31- 36 mm, doksisiklin
(DO) 18-21 mm, ampisilin (AMP) 19- 21 mm, amoksisilin/ klavulanik asit (AMC)
20- 25 mm, amoksisilin (AML) 20-22 mm, eritromisin (E) 18- 21 mm, enrofloksasin
(ENR) 30-34 mm, fosfomisin (FOS) 33-45 mm araliginda belirlendi.

E-test MIK degerleri, Trimetoprim/ siilfametoksazol (TS) 0,016-0,094 pg/ml,
doksisiklin (DC) 1,0- 3 ug/ml, ampisilin (AM) 1,5- 3 ug/ml, amoksisilin/ klavulanik
asit (XL) 1,5- 4 pg/ml, amoksisilin (AC) 1,5-4 pg/ml, eritromisin (EM) 1,5- 6 pg/ml,
enrofloksasin (EF) 0,19 - 0,38ug/ml, fosfomisin (FM) 0,50-1,5 pg/ml.

Inhibisyon zonlarimin ¢aplari ve MIK degerleri belirlendikten sonra duyarlilik
durumlariin tespit edilmesi i¢in European Committee On Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) Avrupa Antibiyotik Duyarlilik Komitesi sinir

deger tablosu 2018 siirtimii kullanildu.
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Bu tabloda belirtilen antibiyotik duyarlilik degerlerine gore karsilagtirilarak bes farkli

isletmeden alinmis olan Orneklerin sekiz farkli antibiyotik ile yapilan duyarlilik

testleri su sekilde yorumlandi (Tablo 6.2), (Tablo 6.3).

Tablo 6.2: Y.ruckeri izolatlarinin Disk difiizyon yontemine gore duyarlilik degerleri.

Y.ruckeri | SXT DO AMP | AMC | AML
izolatlary. | 2218 | B0ng) | (10ng) | (0 ng) | (10 pg)
Y1 32 mm 199mm | 20 mm | 20 mm
Y2 32 mm 19mm | 20 mm | 20 mm
Y3 35 mm 20mm | 25 mm | 22 mm
Y4 36 mm 21mm | 25mm | 21 mm
Y5 31 mm 20mm | 21 mm | 21 mm

EUCAST’a gore, [_] Duyarh

(15 pg)

ENR
(5 ng)

FOS
(50 ng)

35 mm

40 mm

33 mm

33 mm

45 mm

B Sinir deger yok. Duyarliligin test edilmesi onerilmemektedir.
B Tabloda bulunmamaktadir.
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Tablo 6.3: Y.ruckeri izolatlarmin E-test’e gore duyarliliklar: ve MIK degerleri.

Y.ruckeri TS AM XL AC FM
- olatl (0,002- (0,016- | (0,016- | (0,016- (0,64-
1zofatian. | = g9 256 256 256 1024
pg/ml) pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) pg/ml)

Y1 0,047 1,5 1,5 3 0,50
Y2 0,047 1,5 2 1,5 0,50
Y3 0,016 15 2 3 1,5
Y4 0,064 3 4 4 1,0
Y5 0,094 3 4 3 0,75

EUCAST’a gore, L_1 Duyarh.
B Smir deger yok. Duyarliliin test edilmesi dnerilmemektedir.
B Tabloda bulunmamaktadir.
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7. TARTISMA VE SONUC

Salmonidae familyasinda akut ve kronik olarak seyir gosteren Yersiniosis, iilkemizde
yaygin olarak goriilen, etkeni Y.ruckeri olan bakteriyel bir enfeksiyondur.
Salmonidler arasinda en ¢ok gokkusagi alabaligi’nin (Oncorhynchus mykiss)
duyarhilik gosterdigi bilinen yersiniosis’in Ozellikle gen¢ gokkusagi alabaliklarinda
ciddi boyutta mortaliteye sebebiyet verdigi bilinmektedir. Hastalik tedavisinde ¢ok
sayida antibiyotik kullanilmaktadir. Kemoterapotiklerin — antibiyogram  testi
yapilmadan tedavide kullanilmasi hastalik ile miicadele de basar1 saglamamakla
birlikte antibakteriyel direnci de olumsuz bir faktor olarak beraberinde getirmektedir.
Direng gelismesi durumunda bakteriye karst etkisiz antibiyotikler ile tedavi
yapilamamakta ve kayiplar devam etmektedir. Mortalitenin isletmelerde artmasi
ekonomik olarak kayiplara neden oldugu gibi hastalifin yayilmasi da devam

etmektedir.

Hastaligin tedavi edilebilmesi, mortalitenin onlenebilmesi, isletmelerin ekonomik
acidan zarara ugramamasi ve su irinleri sektOriiniin zarar gérmemesi agisindan
bilin¢li antibiyotik kullanimi1 ciddi 6nem arz etmektedir. Ayrica gereksiz antibiyotik
kullanimi1 akuatik ¢evrede ve tiim dogada kimyasal kirlilige neden olmaktadir. Bu
nedenle hastaliklarin tedavisinde kullanilan kemoterapotik maddelerin  bilingli
kullanilmast 6nemlidir. Bilingli kullanimin 6nemli oldugu kadar diren¢ durumunun
da takip edilmesi gereklidir. Hastalik ile miicadelede duyarli antibiyotiklerin
belirlenerek tedavide kullanilmasi 6nemlidir. Ciinkii tedavinin basarili olabilmesi igin
uygun kemoterapotik maddenin, uygun dozlarda ve uygun zaman araliginda

verilmesi gerekir.

Kemoterapotiklere karsi duyarliligin belirlenmesinde yaygin olarak disk difiizyon
testi kullanilmaktadir. Ancak son yillarda MIK degerlerini de belirleyen Epsilometer
Test olarak bilinen E-test yontemi de kullanilmaya baglanmistir. Disk difiizyon
yontemi, ucuz olmasi nedeniyle c¢alismalarda ¢ok fazla tercih edilse de, E-test
uygulama kolayligi, hizli sonu¢ vermesi ve iiremesi agir veya zor olan
mikroorganizmalar i¢in daha hassas direng¢ tespiti yapabilmesi nedeniyle tercih
edilmektedir [36].
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Ayrica E-test ile tespit edilen MIK degerleri ile net bir konsantrasyon diizeyi
belirlenmektedir. Bu da tedavi i¢in kullanilacak antibiyotigin tiiriinii belirlememizde
bize yardimci olacaktir. E-test genel olarak insanlardan izole edilen
mikroorganizmalar i¢in yapilan duyarlilik caligmalarinda kullanilmakla beraber

bakteriyel balik patojenleri i¢in nadir olarak kullanilmaktadir.

Lactococcus garvieae suslarinin antimikrobiyal duyarliliklarinin  belirlenmesi
calismasinda gokkusagi alabaligindan izole edilmis olan suslarin duyarliliklari disk
difiizyon ve E-test (BioMerieux, Fransa) kullanilarak belirlenmistir. Yapilan ¢alisma

sonucunda suslarin hepsinin eritromisine duyarli oldugu goriilmiistiir [45].

Gokkusag1 alabaligidan (Oncorhynchus mykiss, Walbaum) izole edilen patojenik
bakterilerin in-vitro antibiyotik duyarliliklar1 ¢alismasinda Yersinia ruckeri,
Enterococcus seriolicida, Aeromonas salmonicida bakterilerine ait olan suslar i¢in E-
test ve agar dilisyon yontemleri kullanilmigtir. Arastirmada siprofloksasin,
trimetoprim-siilfametoksazol, tetrasiklin ve eritromisin’e ait MIK degerleri
incelenmistir. Yapilan ¢alismada kullanilan E-test ve agar diliisyon yontemleri

sonucunda tiim izolatlarin %100°niin siprofloksasine duyarli oldugu saptanmustir [6].

Silideki ¢iftlik atlantik somonu Salmo salar’dan izole edilen Y. ruckeri suslari
arasinda serolojik ve molekiiler heterojenite ¢alismasinda trimetoprim-
siifametoksazol, tetrasiklin, oksitetrasiklin, ampisilin ve enrofloksasin i¢in MIK
degerlerinin belirlenmesinde E-test (BioMerieux, Fransa) ve disk difiizyon
yontemleri kullanilmigtir. Calisma sonucunda her iki duyarliik metodu da
trimethoprim-sulfametoksazol, tetrasiklin, oksitetrasiklin, ampisilin ve enrofloksasin

icin yiiksek duyarlilik gosterdigi tespit edilmistir [3].

Bu calismada Ege Bolgesindeki alabalik isletmelerinden alinmis Ornekleri
inceleyerek, Y.ruckeri’nin antibiyotiklere kars1 direng gelistirip gelistirmedigini E-
test ve disk difiizyon testi yaparak tespit ettik. Calismada E-test kullanarak;
uygulama kolayligi, MIK degerlerinin belirlenmesindeki rahatligi ve iiremesi zor
mikroorganizmalarin  tedavisi  i¢in  gereken  konsantrasyon  degerlerinin
belirlenebilmesi gibi 6zellikleri nedeniyle, geleneksel bir yontem olan disk difiizyon

gibi kullanilabilir bir metod oldugunu gdstermeyi amaglanmastir.
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Bu arastirmada bes farkli alabalik igletmesinden izole edilen Y.ruckeri suslarinin
belirlenen antibiyotiklere karsi duyarliliklart tespit edilmistir. Trimetoprim/
stilfametoksazol, doksisiklin, ampisilin, amoksisilin/ klavulanik asit, amoksisilin,
eritromisin, enrofloksasin, fosfomisine karsi duyarliligin belirlenmesinde Disk
difiizyon ve E-test birlikte kullanilmistir. Test sonuclart EUCAST 2018 sinir deger

tablosuna gore yorumlanmustir.

Yapilan arastirma sonucunda, disk difiizyon yonteminde trimetoprim/
stilfametoksazol, ampisilin, amoksisilin/klavulanik asit, amoksisilin ve fosfomisine
kars1 tiim izolatlarin %100 (5/5) duyarli oldugunu belirlenmistir [42]. Doksisiklin ve
eritromisin ise EUCAST tablosunda sinir degerleri olmadigi ve bu nedenle duyarlilik
testi Onerilmedigi igin degerlendirmeye alinmamustir. Enrofloksasin ise EUCAST
tablosunda olmadigi i¢in yorumlanmamis ve degerlendirmeye alinmamustir. E-test
yonteminde de, trimetoprim/ siilfametoksazol, ampisilin, amoksisilin/ klavulanik asit,
amoksisilin, fosfomisin’e kars1 tiim izolatlarin %2100 (5\5) duyarli oldugu
belirlenmistir. Doksisiklin ve eritromisin ise EUCAST tablosunda sinir degerleri
olmadigt ve bu nedenle duyarlilik testi Onerilmedigi icin degerlendirmeye
alinmamustir. Enrofloksasin ise EUCAST tablosunda olmadigi ig¢in yorumlanmamis

ve degerlendirmeye alinmamaistir [42].

Disk difiizyon yontemi ile Y1, Y2 ve Y5 izolatlari, fosfomisine karsi yiiksek
duyarlilik gosterir iken, Y3 ve Y4 izolatlari en ¢ok trimetoprim/siilfametoksazole
kars1 duyarlilik gostermistir. Y1, Y2, Y3 ve Y5 izolatlart antibiyotikler igerisinde en
az duyarliligi ampisiline gosterir iken, Y4 ampisilin ve amoksisiline karsi daha az

duyarhilik gdstermistir.

E-test yonteminde ise Y1 ve Y3 izolatlart en az amoksisiline kars1 duyarlilik
gosterirken, Y2 ve Y5 en az amoksisilin/klavulanik asite karsi duyarlilik
gostermistir. Y4 izolatinda ise hem amoksisiline hem de amoksisilin/klavulanik
asit’e kars1 duyarlilik azdir. Antibiyotiklerin ig¢erisinde trimetoprim/ siilfametoksazol,

tiim izolatlarin en etkin antibiyotik olarak tespit edilmistir [42].
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Y1 disk difiizyonda en fazla fosfomisine duyarlilik gostermistir. E-test yonteminde
ise en fazla trimetoprim/siilfametoksazole Kkarsi duyarlilik gosterirken en az
amoksisiline kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. (Tablo 7.1). Eritromisin EUCAST

tablosunda sinir degeri belirtilmedigi i¢in dikkate alinmamustir.

Tablo 7.1: Y1 izolatmin E-teste gore duyarliliklart ve MIK degerleri.
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Y2 disk difizyonda en fazla fosfomisine karsi duyarli iken, E-testte en fazla
trimetoprim/siilfametoksazole, en az amoksisilin/klavulanik asite karsi duyarh

oldugu tespit edilmistir (Tablo 7.2).
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Tablo 7.2: Y2 izolatinin E-teste gore duyarliliklar ve MiK degerleri.
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Y3 ve Y4 izolatlann hem disk difiizyonda hem de E-testte en ¢ok trimetoprim/
siilfametoksazole karsi duyarlidir. Y3 disk difiizyonda en az ampisiline karsi duyarl
iken, E-testte en az amoksisiline karsi duyarlidir (Tablo 7.3). Y4 ise disk difiizyonda
en az amoksisilin ve ampisiline karsi duyarli iken, E-testte amoksisilin ve

amoksisilin/ klavulanik asite kars1 duyarlilig1 azdir (Tablo 7.4).
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Tablo 7.3: Y3 izolatinin E-teste gore duyarliliklar1 ve MIK degerleri.
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Tablo 7.4: Y4 izolatinin E-teste gore duyarhliklar1 ve MiK degerleri.
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Y5 izolat1 i¢in disk difiizyonda en fazla duyarlilik Fosfomisine kars1 tespit edilmistir.
E-testte ise en ¢ok Trimetoprim/ Siilfametoksazole kars1 duyarli oldugu belirlenmistir
(Tablo 7.5).

Tablo 7.5: Y5 izolatinin E-teste gore duyarliliklar: ve MiK degerleri.
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Ayrica teste tabi tutulan bakteriler disk difiizyon testine gore, zon g¢aplart Y1 (35
mm), Y2 (40 mm) ve Y5 (45 mm) olan izolatlar Fosfomisine, Y3 (35 mm) ve Y4 (36
mm) zon ¢aplari ile Trimetoprim/Siilfametoksazole yiiksek duyarlilik gostermistir. E-
test sonuglarma gore ise, Y1 (0,047 pg/ml), Y2 (0,047 png/ml), Y3 (0,016 pg/ml), Y4
(0,064 pg/ml), Y5 (0,094 pg/ml) izolatlarinin MIiK degerleri ile en cok Trimetoprim/

Siilfametoksazol’ e kars1 duyarli olduklart tespit edilmistir.
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Bu calismada Ege Bolgesindeki bes farkli alabalik isletmesindeki hasta baliklardan
izole edilen Y.ruckeri suslarinin sekiz farkli antibiyotige kars1 duyarliliklar1 E-test ve
disk difiizyon yontemleri ile belirlenmistir. Calismada gokkusagi alabaligindan
(Oncorhynchus mykiss) izole edilen Y.ruckeri suslarmim E-test ile MIiK degerleri
saptanmis ve EUCAST tablosu ile antibiyotiklere karsit duyarliliklart belirlenmistir.
Enterobacteriaceae spp. grubu i¢in belirtilen degerler referans alinarak, Y.ruckeri
suslarinin kullanilan antibiyotiklere duyarli olup olmadig1 saptanmistir. Alabalik
ciftliklerinde yersiniosisden kaynaklanan kayiplarin azaltilmasinda ve antibiyotiklere
karst duyarhiligin tespitinde MIK degerlerinin kolay ve hizli belirlenebilmesi
onemlidir. Ciftliklerdeki hastalik vakalarindan izole edilen Y.ruckeri suslarinin
antibiyotiklere kars1 duyarliliklarinin daha hassas ve dogru tespit edilebilmesi, E-
testlerin kullanilmast ile gergeklestirilmis olur. Bunun sonucunda Y.ruckeri suslarinin
hastalik tedavisinde kullanilacak kemoterapotiklere karsi duyarhiliklari belirlenip
MIK degerleri tespit edilerek antibiyotik dozunun diisiik tutulmas1 ve antibiyotiklere

kars1 direng gelisiminin engellenmesi saglanir.
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