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RESEARCHING ANTIBIOTIC SUSCEPTIBILITY OF Lactococcus garvieae
ISOLATED FROM RAINBOW TROUT FARMS IN SOUTH AEGEAN
REGION WITH E TEST

ABSTRACT

Lactococcus garvieae is caused to important economic losses for rainbow trout farms
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) especially in summer, in South Aegean
Region which is a zoonotic bacteria. Lactococcosis have a high mortality that is caused
to hemorrhagic lesions and anorexia. For treatment of the disease, using various
antibiotics frequently is caused to become resistant to these chemicals of the bacteria
and then reduce the achievement rates of treatments and get under control the disease.
For this reason, need to rapid diagnostic and clinical tests is occurring.

This research have target to determine MIC (minimum inhibition concentration) values
and antimicrobial susceptibilities of 20 L. garvieae strains, which isolated from
different 5 location in South Aegean Region, against to amoxicillin/clavulanic acid
(2/1), amoxicillin, ampicillin, clindamycin, doxycycline, enrofloxacin, erythromycin,
fosfomycin, streptomycin, trimethoprim/sulfamethoxazole (1/19) with E Test
(bioMérieux®SA, France). Rapid ID 32 STREP (bioMérieux®SA, France) was used
for identification of strains from diseased rainbow trout and then investigated on
APIWEB™,

Although the research recorded that specific MIC results; amoxicillin between 0,25 -
6 ng/ml, amoxicillin/clavulanic acid (2/1) between 0,25 - 8 pg/ml, ampicillin between
0,19 - 3 pg/ml, clindamycin between 16 - 192 ug/ml, doxycycline between 0,75 - 32
ug/ml, enrofloxacin between 0,25 - 3 pg/ml, erythromycin between 0,023 - 1 pg/ml,
fosfomycin between 192 - 1024 pg/ml, streptomycin between 16 - 512 pg/ml, and
trimethoprim/sulfamethoxazole (1/19) MIC > 32 pg/ml. In this research have a target
to determine the resistance of bacteria against and quantitative MIC rates for the
antibiotics, that is used for the treatment of Lactococcosis, via E test.
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GUNEY EGE BOLGESINDEKI ALABALIK ISLETMELERINDEN iZOLE
EDILEN Lactococcus garvieae SUSLARININ E TEST KULLANILARAK
ANTIBIYOTIK DUYARLILIKLARININ ARASTIRILMASI

OZET

Lactococcus garvieae, gokkusagr alabaligi (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792)
ciftliklerinde biiyiik ekonomik kayiplara neden olan, siddetli hemorojik lezyonlar ve
istahsizlik gibi semptomlara neden olarak yiiksek mortaliteye sebebiyet veren, zoonoz
karakterli bir bakteridir. Ozellikle alabalik yetistiriciliginin yogun olarak yapildig
Giliney Ege Bolgesi'nde de birgok isletmede sularin 1sindigi yaz aylarinda
goriilmektedir. Hastaligin tedavisinde antibiyotiklerin yogun olarak kullanilmasi,
antibakteriyel direncin sekillenmesine sebep olarak yapilacak olan tedavilerde basari
oranini diisiirmekte ve ayni1 zamanda hastaligin kontroliinii olduk¢a zorlagtirmaktadir.
Bu sebeple hizli tani1 ve klinik testlere olan ihtiyag ortaya ¢ikmaktadir.

Bu ¢alismada Giiney Ege Bolgesi’ndeki alabalik isletmelerinden izole edilen L.
garvieae’nin antibiyotik duyarliliklarinin ve MiK (minimum inhibitér konsantrasyon)
degerleri arastirilmistir. Bu amagla 5 farkli lokasyondan toplamda 20 adet sus izole
edilmistir. Bu suslarin identifikasyonu i¢in morfolojik ve biyokimyasal ozellikleri
incelenerek Rapid ID 32 STREP (bioMérieux®SA, France) test kiti kullanilarak
sonuglar APIWEB™ ile degerlendirilmistir. Identifiye edilen L. garvieae suslarinda
amoksisilin/klavulanik asid (2/1), amoksisilin, ampisilin, klindamisin, doksisiklin,
enrofloksasin, eritromisin, fosfomisin, streptomisin, trimetoprim/siilfametoksazol
(1/19) antibiyotiklerine kars1 E Test kiti (bioMérieux®SA, France) kullanilarak MIK
degerleri belirlenmistir.

Arastirma sonucunda E Testlerde; amoksisilin 0,25 - 6 pg/ml, amoksisilin/klavulanik
asid (2/1) 0,25 - 8 pg/ml, ampisilin 0,19 - 3 pg/ml, klindamisin 16 - 192 pg/ml,
doksisiklin 0,75 - 32 pg/ml, enrofloksasin 0,25 - 3 pg/ml, eritromisin 0,023 - 1 pg/ml,
fosfomisin 192 - 1024 ug/ml, streptomisin 16 - 512 pg/ml arahiginda MIK degerleri
kaydedilirken trimetoprim/siilfametoksazol (1/19)’e MIC > 32 pg/ml olarak
kaydedilmistir. Yapilan bu c¢alisma ile Lactococcosis’in tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere karst MIK degerleri kantitatif olarak ol¢iilmiis ve antimikrobiyal
duyarliliklar tespit edilmeye calisilmistir.
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1.GIRIS

Her gegen giin su iirlinleri tiretiminin arttig1 ilkemizde, yetistiriciligi hizla yiikseliste
olan gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) iretimi, kiiltiir
balik¢iliginin en 6nemli kollarindan biri olarak toprak havuzlarda, akarsu ve baraj
gollerinde kurulan bir¢ok isletmede yapilmakta ve ihra¢ edilmektedir. Ancak sektoriin
biiylimesi ile birlikte fiziksel kosullarda karsilagilan problemler, yogun iiretime bagh
sorunlar, enfeksiyoz hastaliklar gibi problemler de siklikla goriilmeye baslanmistir. Bu
sorunlara bagli olarak, alabaliklarin viicut yiizeyi ve i¢ organlarinda siddetli hemorajik
lezyonlara yol acan, mezofilik bakteri Lactococcus sp. bir¢ok isletmeyi ciddi anlamda
tehdit etmektedir. Stres, ¢evre sartlari, manuplasyon ve 6zellikle yaz aylarina girilen
donemde su sicakliginin 16°C’nin {izerine ¢ikmasi gibi belirli parametrelerin hizl
degismesiyle ortaya ¢ikan Lactococcosis enfeksiyonunun tedavisinde, etkenin duyarl
oldugu antibiyotikler kullanilmalidir [42]. Uretimin artt181 su {iriinleri yetistiriciliginde
balik hastaliklarinin teshis ve tedavisinin yapilmasi, ekonomik zararin azaltilmasi i¢in
oldukca 6nemlidir. Bunun i¢in de giliniimiizde daha hizli ve ayn1 zamanda giivenilir
teshis, tan1 ve identifikasyon yoOntemlerinin kullanilabilirligi biiyliik avantaj

saglamaktadir.

Streptococcaceae ailesine dahil olan bakterilerin sebep oldugu Streptococcosis
diinya’da ilk olarak Japonya’daki gokkusagi alabalig1 isletmesinde goriilmistiir [31].
O giinden beri sar1 kuyruklarda (Seriola quinqueradiata) [41, 37], glimiis som
baliklarinda (Oncorhynchus kisutch) [6], ayu (Plecoglossus altivelis) ve tilapia
(Tilapia nilotica) [38] gibi bir¢ok tiirde hastaligin goriilmesi Streptococcosis’in

onemini arttirmustir. “Pop-eye” diye bilinen bu hastalik Avusturalya, Israil, Italya ve



Giiney Afrika’da gokkusagi alabaliklarinda [10, 12, 14, 16] oldukga biiyiik 6nem teskil
etmektedir [7].

Ilk kez 1983 yilinda Ingiltere’de biiyiikbas hayvan mastitisinden izole edilen
Lactococcus garvieae once Streptococcus cinsine dahil olup Streptococcus garvieae
olarak tanimlanmistir [19]. 1988 yilinda Ispanya’daki alabalik ¢iftliklerinde ilk kez
salgin olarak goriilen Lactococcosis etkeni, biyokimyasal ozellikleri bakimindan
Enterecoccus seriolicida’ya ¢ok benzedigi i¢in gokkusagi alabaliklarindan L. garvieae

olarak identifiye edilinceye kadar bagta Enterococcus sp. olarak tanimlanmaistir [47].

Daha sonra yapilan fenotipik ve molokiiler taksonomik caligmalar sonucunda L.
garvieae ve E. seriolicida’nin ayni tiirler oldugu dogrulanmustir [24]. Genotipik
karakterlere bagli olarak yeni tekniklerin gelistirilmesiyle Streptococcus cinsi
Enterococcus, Lactococcus, Vagococcus ve Carnobacterium olarak yeniden
siiflandirilmistir [62]. Bu yeni siniflandirmaya gore Lactococcus cinsine dahil olan
L. garvieae’nin sebep oldugu Lactococcosis de Streptococcosis’e benzer sekilde tatl
suda kiiltiirii yapilan salmonidlerde tahribat yaratmaktadir. Tablo 1.1 ‘de L.

garvieae’nin sistematigi verilmistir.

Tablo 1.1 : L. garvieae’nin sistematigi

Alem Bacteria

Sube Firmicutes
Simif Bacili

Cins Lactococcus
Tiir Lactococcus garvieae

Tiirkiye’de alabaliklarda ilk Streptococcus enfeksiyonu 1995 yilinda Aydin’in Nazilli
ilcesinde yer alan bir karasal alabalik isletmesinden Enterococcus sp. olarak izole
edilmistir [21]. Izole edilen etken alabaliklarda Avrupada da Enterococcus sp. olarak
izole edilmis olup daha sonra L. garvieae olarak beyan edilmistir [24, 27]. Bu tarihten
sonra iilkemizde degisik cografyalarda bir¢ok izolasyon gerceklestirilmistir. 2001
yilinin Mayis — Haziran aylar1 arasinda 100-150 gr aralifindaki gokkusagi
alabaliklardan L. garvieae izole edilmistir [22]. 2004 yilinda ise ilk kez alabaliklardan



izole edilen 20 adet L. garvieae susu fenotipik, serolojik ve kapsiil olusumu yoniinden
incelenmis, birbirleriyle ve Ispanya izolatlari ile biyokimyasal benzerlikleri ortaya
konmustur [20]. 2007 yilinda Konya Bolgesindeki Gokkusagi alabalik tesislerinde
goriilen Streptococcosis etkeni olan L. garvieae’nin izolasyon, identifikasyon ve

fenotipik 6zellikleri lizerine ¢aligsmalar yapilmistir [33].

Ekonomik olarak biiylik kayiplara neden olan ve %50 mortaliteye yol agan
Lactococcosis akut ve hemorajik septisemi olarak tanimlanmistir [66]. Enfeksiyonun
ortaya ¢ikmasi, suyun sicakligi ve suyun mikrobiyolojik kalitesi gibi ¢evresel sartlara
bagli olarak degismektedir. Hastalik semptomlar1 diizensiz yiizme, deride kararma,
uyusukluk, istahsiz, ekzoftalmus olarak disaridan gozlemlenebilir sekilde baslayip
kanama, karin boslugunda kanli ya da irinli s1v1 birikimi ve buna bagli karinda sislik,
i¢ organlarin yiizeyinde kanama, hava kesesi, karaciger, beyin, bobrek, bagirsak, kalp
ve periton gibi dokularda degisen yiizeysel kanamalar, aniiste prolapsus olarak
goriilmektedir [47, 26, 46, 61, 23]. Deri, operkulum, yiizge¢ kaideleri ve aniis
cevresinde hemoraji goriiliir. Gozlemlenen lezyonlar ise tipik ozelliktedir [26, 62].
Bir¢ok arastirmaci tarafindan ise karacigerin solgun bir renk aldig1, abdominal bosluk
ve bagirsak limeninde hemorajik sivi gorildiigii, splenomegali ve bagirsaklarda
hemoraji goriildiigii rapor edilmistir [40, 15, 27, 46, 26, 54]. Histopatolojik bulgulara
gbre gbziin 6n ve arka bdliimlerinde irinli bolgeler, meningitis, kalp, karin zar1 ve
karacigerde bol fibroblast makrofaj ve lenfosit infiltrasyonu bildirilmistir [26, 17].
Hasta baliklarda gozlenen semptomlar benzer olarak diger hastaliklarda da
goriilebildiginden kesin teshis icin laboratuvar metotlar1 kullanilarak tanimlanma

gergeklestirilmelidir [62].

L. garvieae gram pozitif, sporsuz, hareketsiz, fakiiltatif anaerobik, kisa zincirli, 0. 7 -
1. 4 um capinda ovoid bir koktur. Katalaz, H2S, indol ve oksidaz negatiftir. a hemoliz
gosterir. Eskulin ve arjinin hidrolize olurken kasein, jelatin ve sodyum hipurat
hidrolize olmaz. Eskulin, sellobiyoz, D-fruktoz, galaktoz, D-glukoz, maltoz, mannitol,
D-manoz, salisin, sorbitol, trehaloz igin asit liretimi pozitifken adonitol, D-arabinoz,
gliserol, glikojen, inositol, laktoz, melezitoz, melibioz, rafinoz, L-rammoz, nisasta,
sucroz, D-ksiloz i¢in asit iiretimi negatiftir. Metil-red, tetrazoliyum ve Voges

Proskauer pozitif, nitrat rediiksiyonu negatiftir. Ureme 10 - 45°C araliginda, % 0 - 6,5



(w/v) NaCl, pH 4,5 — 9,6 araliginda gergeklesirken 50°C de lireme olmaz [7]. TSA
(tryptic-soy agar) ve BHIA (brain heart infusion agar) da 20-25 °C arasinda 48-72
saatte inkiibasyon sonucunda gri-beyaz renkli yuvarlak koloniler meydana
getirmektedir [30, 13]. Blood agar (BA), tryptic-soy broth (TSB) ve bile-esculin agar
(BEA) gibi besiyerlerinde de iireme gdstermektedir [7]. Identifikasyonda kullanilan
fizyolojik, biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler asagidaki tabloda ayrintili olarak
sunulmustur (Tablo 1.2).

Tablo 1.2 : L. garvieae’nin fiziksel, biyokimyasal ve morfolojik 6zellikleri [7].

Ozellikler L. garvieae Ozellikler L. garvieae
Hiicre morfolojisi Kok DekI:rglorE:i lazi +
Gram boyama + Om't“r.' -
Dekarboksilazi
Lizin

AEECE ) Dekarboksilazi i
4 °C’ de lireme + Gliserol -
20 °C’ de iireme + Rafinoz -
37 °C’ de iireme + Arabinoz -
45 °C’ de iireme + Sorbitol +
pH 9.6’da iireme + Mannitol +
% 6.5 NaCl iireme + Sellobiyoz +
Hemoliz o Galaktoz +
Sltokr‘?:r]h(()g:(mdaz ) Maltoz N

Katalaz Varh@ - Trehaloz

0/F F Laktoz

Nitrat Uretimi - Riboz

Sltraiti :j;::mda i Siikroz v
Ure - Nisasta -

Indol Uretimi - Tagatoz
Eskulin Hidrolizi + Salisin +
Voges-Proskauer + Inositol -
H,S Uretimi ) Metil Kll‘l:anISI N

Testi




(+): Pozitif reaksiyon, (-): Negatif reaksiyon, (F): Fermentatif, (V): Degisken reaksiyon, (a): o-
hemolitik [50].

Lactococcosis tedavisinde genellikle gram (+) koklarin duyarli oldugu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit,
sefalotin, novobiosin, spektinomisin, kloramfenikol, tetrasiklin, doksisiklin,
eritromisin, tilosin, kolistin, pristinamisin, basitrasin, linkomisin, kotrimoksazol,
enrofloksasin, nitrofurantoin, penisilin, oksasilin, streptomisin, kanamisin,
gentamisin, apramisin, sefoperazon, siilfametizol, flumequin, oksolinik asit gibi bir
¢ok antibiyotigin L. garvieae suslarina karsi antimikrobiyal duyarliliklarina bakilmus,
farkli sonuglar elde edilmistir [28, 22, 42, 34, 48].

Ozellikle yaz aylarinda biiyilk kayiplara sebep olan Lactococcosis tedavisinde
bilingsiz antibiyotik kullanimi, patojenin bu kemoterapotiklere karst direng
gelistirmesine sebep olarak tedavinin basarisini diisirmektedir. Gram (+) balik
patojenleri i¢in intraperitonel enjeksiyon yontemi ile as1 uygulamalarin basarili
koruma saglamas1 beklense de 6zellikle sicakligin 16 °C’yi astig1 yaz periyodunda kisa
siireli immiinite sagladigindan (2-3 ay) dolayr basar1 orani diismekte ve salgin
meydana gelmektedir [51]. Bu problemlerin iistesinden gelmek igin Lactococcosis
tedavisinde genellikle gram (+) koklarin duyarli oldugu antibiyotikler
kullanilmaktadir. Ancak enfeksiyonun ortaya ¢iktigi lokasyon ve bakteri
karakterizasyonuna bagli olarak degisimler gézlenmekte, bu sebeple ezbere miidahale
yerine en etkili olan antibiyotige gore hareket etmek 6nem arz etmektedir. Uygun
antibiyotik kullanimi balik etindeki rezidiiniin ve patojenin antibakteriyel direnci
acisindan tedavide asamasinda ¢ok 6nemli bir noktadir. Bu nedenle tedaviden 6nce
mutlaka antimikrobiyal duyarlilik testi yapilarak, hastalik etkeninin duyarli oldugu
antibiyotiklerle tedavi uygulamasi yapilmalidir. Antimikrobiyal duyarlilik testleri,
mikroorganizmalarin olusturdugu enfeksiyonun tedavisinde kullanilabilecek olan
kemoterapotiklerin in-vitro olarak etkinliginin tahmin edilmesi, antibiyotik direncinin
ortaya konarak ampirik tedavi yaklasgimina yon vermek amagli uygulanan bir
yontemdir. Antimikrobiyal duyarlilik testlerini yontem olarak “diliisyon” ve

“diflizyon” olarak iki gruba ayirmak miimkiindiir.



Diliisyon testleri, bir antimikrobiyal ajanin bir mikroorganizmanin {iremesini inhibe
etmek icin gerekli olan minimum konsantrasyonunu (MiK) belirlemek icin uygulanr.
MIK degeri antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢in “altin standart” olarak adlandirilir.
Diliisyon testleri, farkli konsantrasyonlarda diliie edilen bakterilerin {ireme gosterip
gostermedigi incelenerek yapilmaktadir. Prosediir olarak benzer 6zellik gostermekte
yalnizca liremenin kontrol edilecegi besi yerinin sivi veya kat1 olusuna gore, tiip

diliisyon ve agar diliisyon olmak iizere iki sekilde uygulanmaktadir.

Difiizyon testleri, disk diflizyon ve gradiyent testler olarak iki gruba ayrilmaktadir.
Disk diflizyon yonteminde antibiyotik emdirilmis steril diskler, mikroorganizma
inokiile edilmis petriler lizerine yerlestirilerek inkiibasyon siiresi sonunda olusan zon
cap1 Olciilerek degerlendirilir. Béylece antibiyotigin, uygulanan mikroorganizmaya
kars1 duyarli ya da direncli oldugu tespiti yapilir. Genellikle bakterilerin duyarliliklar
Kirby Bauer disk difiizyon yontemi ile tespit edilir [11]. Gradiyent testler ise, disk
difiizyon ve diliisyon testlerinin ortak 6zelliklerini tastyan bir duyarlilik testidir. Ticari
olarak iilkemizde E Test (Bio-Merieux), M.I.C.E. testleri (Oxoid) ve MIK test strip
(Liofilchem) olmak iizere ii¢ iiriin mevcuttur. Bu yontemde ise, disk diflizyon testinden
farkli olarak mikroorganizma inokiile edilmis besi yerleri iizerine, iizerinde MIiK
degerleri yazili olan ve antibiyotik emdirilmis stripler yerlestirilmektedir. Inkiibasyon
stiresi sonunda, stripler etrafinda olusan eliptik zonun stribi kestigi noktadaki sayisal
deger, o mikroorganizma igin MiK degerini verir. Bu yontemle diliisyon testlerindeki
gibi kantitatif degerler elde edilir. Patojenlere kars1 kullanilacak olan antibiyotiklerin
MIK degerlerinin dlgiilmesi ve uygun antibiyotigin uygun konsantrasyonda ve
periyotta kullanilmasi igin en giivenilir yontemdir. Son yillarda en hizli MIK
degerlendirmesi icin E Test tercih edilmektedir. E Test (Epsilometre testi) 1988 yilinda
ilk olarak AB Biodisk tarafindan tanimlanmustir. E Testi teknik olarak disk difiizyon
yonteminden uygulama, 6zel ara¢ gere¢ gerektirmeme ve en Onemlisi MIK
degerlerinin de saptanmasina olanak saglamasi konusunda ¢ok daha avantajli bir
antimikrobiyal duyarlilik testidir. E Test’in en 6nemli tstiinliigii, 150 mm lik bir agar
plaginda bes farkli antimikrobik ilag icin MIiK degerlerinin belirlenebilmesidir [59].
Yapilan caligmalar sonucunda, E Test’in disk diflizyon yontemi baz alindiginda
duyarhlik, 6zgilliik ve uyumluluk agisindan oldukga giivenilir oldugu belirlenmistir

[60]. Bu nedenle mikroorganizmalara karsi dogru ve c¢abuk tedavi igin diger



yontemlerden oldukga pratik ve giivenilir olan E Test’lerin kullanilmasi énem arz

etmektedir.

Bu caligmada da, tim bu onemli noktalar goz Oniinde bulundurularak pratik ve
giivenilir olan E Test ile alabalik giftliklerinde ciddi mortaliteye sebep olan L. garvieae
kaynakli Lactococcosis’in antibiyotik duyarliliklar ve MIK degerleri kayit altina
alinmugtir.  Lactococcosis tedavisi icin kullanilabilecek antibiyotiklerin, MIK
degerlerinin standardilize edilmesi, antibiyotik duyarlilik sonuclarinin MiK degerleri
tizerinden kantitatif olarak duyarli (S), orta direngli (I) ve direngli (R) olarak
belirlenmesi, tedavi sirasinda bu antibiyotiklerin konsantrasyon ve periyodunu dogru
belirlemek i¢in biiyilk 0nem tagimaktadir. Tedavi agsamasinda genis spektrumlu
antibiyotik kullanimi tercih ederek hedef giinii kurtarmak olmamalidir. Bunun yerine
dogru organizma, dogru kemoterapotik madde ve dogru konsantrasyon kullanilarak

enfeksiyonun bilingli olarak kontrol altina alinabilmesi amag¢lanmustir.






2. LITERATUR BILDIRISLERI

Tim diinyada balikk hastaliklar1 ile miicadelede ¢esitli kemoterapotikler
kullanilmaktadir. Ancak bu patojenlerin antimikrobiyal duyarlilik ve MIK degerlerinin
belirlenmesi, ¢alisma sonunda c¢ikan kantitatif verilerin degerlendirilerek tedavi
siirecinde kullanilmasi biiyiik 6nem arz etmektedir. Yapilan ¢aligmalar Klinik Ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI), Ulusal Klinik Laboratuvar Standartlar1 Komitesi (National Committee for
Clinical Laboratory Standards - NCCLS) ya da Antimikrobiyal Duyarlilik Testleri
Avrupa Komitesi ( European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing -
EUCAST) standartlarinda belirtilen, mikroorganizma ya da cins odakli olarak
patojenlerin ¢esitli kemoterapotiklere karsi olusturduklarn disk difiizyon zonlar1 ve
MIK degerlerine gore yorumlanmaktadir. Diliisyon, difiizyon ya da E Test’ler ile
birgok balik patojeni ve Ozellikle de L. garvieae izolatlar1 ile ilgili ¢alismalar
yapilmistir. Insan, balik ve su orjinli Edwardsiella tiirlerinde mikrodiliisyon yéntemi
ile 71 adet antibiyotigin MIK degerleri belirlenmistir. MIiK degerleri NCCLS /
Enterobactericiaecae sinirlarina gore degerlendirilmistir [55]. Yine balik patojenleri
olan Aeromonas salmonicida (A. salmonicida), Yersinia ruckeri (Y. ruckeri), Motile
Aeromonas, Flavobacterium psychrophilum (F. psychrophilum) ve Laktik asit
bakterilerinde (4 adet izolat Italya ve Fransa orjinli L. garvieae) agar diliisyon yéntemi
ile kloramfenikol ve florfenikol MiK degerleri belirlenmistir (Michel ve dig., 2003).
Balik patojeni olan Escherichia coli (E. coli) ve A. salmonicida izolatlarinda 10 farkl
antibiyotigin MIK degerleri broth mikrodiliisyon ydntemi ile belirlenmis. Bu MIK
degerleri CLSI/ NCCLS sinirlarina gore degerlendirilmistir [45]. L. garvieae zoonoz
bir patojen olup insan saghigimi ciddi sekilde etkiledigi bilinmektedir. ABD -
Atlanta’da insandan izole edilen L. garvieae ve L. lactis izolatlarinda broth diliisyon
yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmis, eritromisine MIK<0,12 pug/ml ile
duyarli, klindamisine ise MIK>8 pg/ml ile direngli olarak bildirilmistir [28]. 2000-



2003 yillar1 arasinda Tayvan’da gastrointestinal sikayetler ile hastaneye bagvuran 4
hastadan 3’iiniin bu sikayetlerden kisa bir siire dnce ¢ig balik tiikettikleri bildirilmis ve
hastalardan alinan numunelerden L. garvieae izole edilmistir. Daha sonra bu
hastalardan 2’sinin L. garvieae ve K. pneumoniea enfeksiyonu ile beraberinde gelen
organ yetmezliginden dolay1 hayatlarin1 kaybettikleri bildirilmistir [65]. Benzer bir
bildirim Kore’den 69 yasindaki erkek bir hastanin 2 giin siiren karin agrist ve
doygunluk hissi ile hastaneye basvurdugu seklinde yapilmis. Hastanin klinik
gecmisinde gastrik ilser, karaciger yaglanmasi, alkol ve tiitiin tiiketimi oldugu
bildiriliyor ve hastaya safra kesesi iltihabi teshisi konulmus. Operasyon sonrasi safta,
sarfa dokusu ve safra mukozasindan alinan 6rneklerden L. garvieae izole ediliyor.
Izolatlara E Test yontemi ile yapilan antimikrobiyal duyarlilik testi sonucunda
ampisilin (MIK = 0.25 pg/ml), seftriakzon (MIK = 1 pg/ml), kloramfenikol (MIK = 2
pg/ml), linezolid (MIiK = 2 pg/ml), ofloksasin (MIK = 2 pg/ml), tetrasiklin (MiK = 1
ng/ml), ve vankomisin (MIiK = 1 pg/ml)’e duyarls, eritromisin (MIK = 0.5 pg/ml)’e
orta direngli, fakat klindamisin (MIK = 8 pg/ml)’e direncli oldugu bildirilmis. Daha
sonra hastanin rutin aligkanliklart arastirildiginda, 69 yasindaki hastanin hayatinin
biiyiik bir kismini balik yetistiriciligi yapilan ¢iftliklerde balik¢ilik yaparak gegirdigi,
bu siirecte ¢ig alabalik tiikettigi ve tan1 konulana kadar da ¢ig tatli su balig1 ve kabuklu

.....

Kiiltiir balik¢iliginda yiiksek mortaliteye sebep olan L. garvieae iizerinde yapilan
antibiyotik duyarlilik ¢alismalarinda Kirby Bauer disk difiizyon yontemi (1966), agar
dilisyon ya da mikrodiliisyon tercih edilmistir. 2002 yilinda Streptococcosis
enfeksiyonundan izole edilen L. garvieae suslarina disk difiizyon yontemi ile
antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Calisma sonucunda eritromisin, ofloksasin,
ampisilin ve kloramfenikole kars1 duyarl fakat penisilin ve klindamisine kars1 direngli
oldugu bildirilmistir [22]. Yapilan bagka bir gcalismada 9 adet L. garvieae susu iizerinde
antibiyotik duyarlhilik testi yapilarak amoxicillin, amoksisilin/klavulanik asit,
cefoperazon, cephalothin, spectinomycin, cloramphenicol, tetracyclin, doxycylin,
erytromycin, pristinamycin, cotrimoxazol, enroflaxacin, nitrofurantoine duyarl,
penicillin, oxacillin, streptomycin, kanamycin, gentamycin, apramycin, lincomycin,
tylosin, colistin, sulfamethizol, flumequin, oxolinic asite karsi direncli oldugu

gozlenmistir. Calismanin sonucunda yalnizca en yiiksek duyarlilik tespit edilen
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eritromisin i¢in E Test uygulanarak MiK degerlerinin 0,032 — 0.125 pug/ml oldugu
tespit edilmis ve tiim suslarda etkili oldugu bildirilmistir [42]. Japonya’da Seriola cinsi
baliklardan izole edilen 170 L. garvieae susuna agar diliisyon yontemi ile antibiyotik
duyarlilk testi yapilmis ve MIK degerleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
stilfamonometoksine tiim suslarin tamamen direngli oldugu eritromisin, linkomisin ve
oksitetrasikline kars1 yiiksek direng, florfenikole ise yiiksek duyarlilik gosterdikleri
bildirilmistir [35]. Yine Japonya’da 1999 ve 2006 yillar1 arasinda Seriola
quingueradiata ciftliklerinden 146 adet L. garvieae susu izole edilmis ve bunlara agar
diliisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Calisma sonucunda 146
izolatin 46’sar tanesi eritromisin, linkomisin ve tetrasikline yiiksek direng gostermistir.
Florfenikol ve kloramfenikol igin ise 1,6 pg/ml MIK degeri bildirilmistir [43].
Ispanya’da gokkusag alabaliklarindan izole edilen 31 adet L. garvieae susunda
mikrodiliisyon yontemi ile eritromisinin MIK degerleri belirlenmistir. Caligma
sonucunda 27 izolatin MIK degeri 0,125 pg/ml iken yalmzca 4 izolatin MiK degeri
0,06 ug/ml olarak tespit edilmistir [63]. 2008’de Tiirkiye’de yapilan bir ¢aligmada
2002 ve 2004 yillar1 arasinda 6 farkli balik ¢iftliginden toplamda 180 adet enfenksiyon
belirtisi gosteren baliktan izole edilen L. garvieae suslarinda, 2-105 pg araliklarindaki
dozlarda 28 adet antibiyotigin duyarliliklarina bakilmis ve sonucunda tedavi i¢in en
yiiksek duyarlilig1 tespit edilen eritromisin tercih edilmistir [34]. Tiirkiye’deki baska
bir ¢alismada izole edilen L. garvieae suslarinin antibiyotik duyarlilik testi sonucunda
ampisilin, fusidik asit, gentamisin, linkomisin, nalidisik asit, neomisin ve
siilfametoksazol/trimetoprime kars1 diren¢ gosterdikleri fakat amoksisilin, basitrasin,
eritromisin, florfenikol, kloramfenikol ve novobiosine kars1 duyarlilik gosterdikleri
bildirilmistir [1]. Isvigre’de mastitisten izole edilen L. garvieae ve L. lactis izolatlarina
broth dillisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Sonuglara gore
izolatlarm 0,5 pg/ml MIK degeri ile eritromisine duyarl, MIK>8 pg/ml ile
klindamisine direngli olarak bildirilmistir [64]. Ispanya’da gokkusag1 alabaliklarindan
izole edilmis L. lactis, L. pelntarum ve L. meseateroide izolatlarina disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Calisma sonucunda izolatlarin
yalnizca gentamisine duyarli oldugu, amoksisilin/klavulanik asite ise orta direncli
oldugu bildirilmistir [53]. iran’da 10 farkli balik ¢iftliginden toplamda 52 adet L.

garvieae izolatlarna disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir.
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Calismanin sonucunda klindamisin ve linkomisine karsi %100 direng kaydedilirken
florfenikol ve eritromisine karsi duyarlilik tespit edilmistir. Florfenikoliin %57,6
duyarlilik oram1 goéz Oniine alinarak kullanilabilir en uygun antibiyotik olarak
bildirilmistir [48]. Gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss), Karadeniz alabaligi
(Salmo trutta labrax) ve levrek (Dicentrarchus labrax) baliklarindan izole ettikleri L.
garvieae’nin PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) metodu kullanilarak genetik
cesitliligini ve yayilimini belirledikleri ¢alismalarinda Tirkiye’den elde edilen
izolatlar ile Italya, Ispanya ve Fransa menseli balik ve diger hayvanlardan izole edilmis
olan suslar arasinda farkli biyokimyasal 6zellikler tespit etmislerdir. Ayrica suslarin
oksitetrasiklin, amoksisilin, tetrasiklin ve florfenikol gibi antibiyoktiklere karsi da
duyarli olduklar1 ve gentamisin, siilfametoksazol/trimetoprim gibi antibiyoktikere
kars1 ise direngli olduklarini rapor etmislerdir [58]. Urdiin’de inek, koyun ve kegi siitii
orjinli L. garvieae izolatlarinda disk difiizyon yontemi ile yapilan antibiyotik
duyarhilik testi sonucunda sulfametoksazol/trimetoprimin 20 mm ¢ap zonu ile tedavi
icin kullanilabilecek en efektif antibiyotik oldugu bildirilmistir [2]. Tiirkiye’deki bagka
bir ¢aligmada, 13 adet L. garvieae izolatinda disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
duyarhilik testi yapilmis. Calisma sonucunda linkomisin, gentamisin, neomisin ve
stilfametoksazol/trimetoprime karsi tiim suslarin %100 direngli, eritromisine %92
direncli, florfenikole %53 direncli oldugu bildirilmistir [4]. Tirkiye’de yapilan bir
diger ¢alismada, 13 adet L. garvieae izolatinda disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
duyarlilik testi yapilmis. Calisma sonucunda linkomisin, gentamisin, neomisin ve
siilfametoksazol/trimetoprime karsi tiim suslarin %100 direngli, eritromisine %92
direngli, florfenikolee %53 direngli oldugu bildirilmistir [3]. 2014 yilinin Agustos
ayinda Karadeniz bolgesindeki gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae
izolatlarinin disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarliligina bakilmis. Calisma
sonucunda eritromisin, oksitetrasiklin, amoksisilin, ampisilin, florfenikole duyarl
oldugu, siilfametoksazol/trimetoprim, okzolinik asit ve trimetoprime direncli oldugu
bildirilmigtir [25]. Ispanya’da insan orjinli 33 L. garvieae izolatma E Test ile
antibiyotik duyarlilik testi yapilmigtir. Test sonucunda suslarin rifampin, fosfomisin
ve klindamisine direngli oldugu bildirilmis, duyarli oldugu antibiyotiklerin MIiK
degerleri; penisilin (1 - 0,125 pg/ml), levofloksasin (0,5 — 1,5 pg/ml), siprofloksasin
(2 — 8 ug/ml < MIK) seklinde kaydedilmistir [52]. Gokkusag1 alabalig1, kegi peyniri
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ve sigir siitiinden izole edilen toplam 30 adet L. garvieae suslarina disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik duyarliliklarina bakilmig, c¢alisma sonucunda penisilin,
oksitetrasiklin, ampisilin ve tetrasikline %10, amoksisilin ve eritromisine %16,
enrofloksasine %36, gentamisine %50, sililfametoksazol/trimetoprime 90 direngli
olduklari, bunun yani sira florfenikole tiim suslarin duyarli oldugu bildirilmistir [57].
Dolgun (2015), gokkusag1 alabaliklarindan izole ettigi L. garvieae’nin identifikasyonu
ve antibiyotiklere olan duyarhiligimi arastirdigi calismasinda 2 farkli ciftlikten
ornekleme gerceklestirmislerdir. Biyokimyasal testler ve PCR (Polimeraze Chain
Reaction) ile identifikasyonunu gergeklestirdikleri L. garvieae’nin penisilin g,
florfenikol, amoksisilin/klavulonik asit, ampisilin, sefoperazon, eritromisin, metisilin,
gentamisin, oksasilin ve kloksasiline karst duyarlilifini test etmek amaciyla da
antibiyotik diskleri ile disk diflizyon yontemini kullanmistir. Calisma sonunda izole
edilen L. garvieae suslarinin amoksisilin/klavulanik asite %90 oraninda duyarli,
florfenikole %65 oraninda orta derecede duyarli, kullanilan diger antibiyotiklere karsi
ise direngli oldugu bildirilmistir [23]. iran’da gdkkusag: alabaliklarindan izole edilen
24 adet L. garvieae susuna disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi
yapilmistir. Calisma sonucunda izolatlarin siilfametoksazol ve florfenikole duyarli
olduklari, ampisilin (%87,5), eritromisin (%37,5) ve tetrasiklin (%79) ‘e direngli
olduklar1 bildirilmistir [49].
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3. MATERYAL VE METOT
Bu ¢alismada Giiney Ege Bolgesinin Mugla ilinin Fethiye ve Kdycegiz ilgelerindeki 5
farkli lokasyonunda bulunan alabalik isletmelerinden 6rnekler alinmistir (Resim 3.1).

Ornekler Lactococcosis semptomlar1 gdzlenen baliklardan izole edilmistir.

SKoVeedizy o
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36°45'57:17:K  29°03'27.61"D yukseklik '601.m = goz hizasi

Resim 3.1 : Mugla’nin Kdycegiz ve Fethiye ilgelerindeki numune alinan alabalik

ciftliklerinin lokasyonlar1 [67].

Belirlenen 5 farkli bolgedeki alabalik ¢iftliklerinin yeri ve Ornekleme yapilan

donemlere ait bilgiler asagidaki tabloda sunulmustur (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1 : Numune alinan isletmeler, 6rnekleme zamani ve numune kodlama

o . . . . ORNEKLERIN
IL /ILCE BOLGE ORNEKLEME DONEMI
KODLANMASI
A) Mugla - Koycegiz | 1) Beyobasi Temmuz 2014 / Eylil 2014 | A10714/ A10914
1) Yaniklar Temmuz 2014 / Eylil 2014 | B10714/B10914
2) Esen Temmuz 2014 / Eylil 2014 | B20714/B20914
B) Mugla - Fethiye
3) Patlangi¢ Temmuz 2014 / Eylil 2014 | B30714/B30914
4) Sogitliidere Temmuz 2014 / Eylil 2014 | B40714 /B40914

Bu c¢alismada, 2014 yilinin Temmuz ve Eyliil aylarinda isletmeler icerisindeki
havuzlardan ilk bakista hastalik belirtisi gozlemlenen, 6zellikle yiizme bozuklugu,
renkte karama olan, durgunlasan ve ekzoftalmus goriinen hasta baliklar alinmistir

(Resim 3.2).
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Resim 3.2 : Havuzdaki hasta baliklarin goriiniimii (E. Dingtiirk)

Alman Orneklerin bobrek, dalak ve karacigerlerinden TSA besi yerlerine aseptik bir
sekilde mikrobiyolojik ekim yapilmistir. Ekim yapilan besi yerleri 24°C de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmis ve {iiremeleri gdzlenmistir. Uremeleri takiben suslarin
saflagtirillmasi i¢in homojen goriinen, tekli koloniler yeniden TSA besi yerlerine

aseptik olarak pasaje edilmistir (Resim 3.3).
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Resim 3.3 : Ureyen suslarin identifikasyon dncesinde saflastirilmak iizere TSA besi

yerlerine pasaje edilmesi.

Saflastirma isleminden sonra suslarinin identifikasyonunda API Rapid ID 32 STREP
kiti kullanilmistir. API inkiibasyonu sonunda kuyucuklardaki renk degisimleri kontrol
cetveliyle karsilastirilmis, pozitif ve negatif olarak degerlendirilmistir. Sonuglar
APIWEB™ veritabani lizerinden kontrol edilerek identifiye edilen tiiriin L. garvieae
oldugu belirlenmistir. Asagida API Rapid ID 32 STREP referans renk skalalari

verilmistir (Resim 3.4).
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Resim 3.4 : API Rapid ID 32 STREDP kiti pozitif ve negatif renk skalalari
(bioMérieux®SA, France)

API Rapid ID 32 STREP ile identifiye edilen L. garvieae kolonilerinden McFarland
0.5 standartinda stispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri stispansiyonu MHA

besi yerinin tiim yiizeyine steril swab ile aseptik bir sekilde yayilmistir (Resim 3.5).

Resim 3.5 : Hazirlanan MHA petrileri

19



Resim 3.6 : E Test stripleri

Kullanilacak olan E Test stripleri 6zel ambalajindan bir penset yardimiyla E isaretli
tutac kismindan tutarak ¢ikarilmistir. Stripler, dikkatli, dengeli hareketlerle “E” isaretli
kisim plagin cevre kismma ve MIK konsantrasyonlarinin yazili oldugu yiizey iiste
gelecek sekilde, bir defada agar iizerine yerlestirilmistir. 90 mm petrilere 1, 150 mm
petrilere 4-6 strip, yan yana gelen stripler ¢apraz olarak yerlestirilmistir (Resim 3.7).
Inokiilasyonu tamamlanan petriler 24 - 48 saat siire ile 24°C de inkiibasyona

brrakilmistir.
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Resim 3.7 : 150 mm petri kaplarina hazirlanmig olan MHA besi yerlerine E Test

stripleri 4-6 adet olarak yerlestirilmesi

Inkiibasyon siiresi sonunda olusan eliptik zonlarin E Test iizerindeki konsantrasyon

degeri ile kesistigi nokta MK degeri olarak kabul edilmis ve kayit altina alinmistir.
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4. BULGULAR

5 farkli lokasyondan se¢ilen numuneler enfeksiyon belirtisi gozlemlenen havuzlardan,
renk degisimi ve kararma tespit edilen bireylerden alinmistir (Resim 4.1). Tespit edilen
klinik belirtiler agagida yer almaktadir (Resim 4.2; Resim 4.3; Resim 4.4; Resim 4.5;
Resim 4.6; Resim 4.7; Resim 4.8; Resim 4.9; Resim 4.10).

Resim 4.1 : Anormal renk degisimi ve karama

Lactococcosis’in en belirgin semptomu ve hastaligin admin “pop-eye” olarak

bilinmesine sebep olan ekzoftalmus gézlenmistir (Resim 4.2 ve Resim 4.3).

Resim 4.2 : Gozlerde ekzoftalmus ve renkte kararma
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Resim 4.3 : Gozde ekzoftalmus ve hemoraji

. ‘w‘g’:mn;‘a:- *ay)

Resim 4.4 : Aniiste prolapsus
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Resim 4.6 : Anal yiizge¢ kaidesinde hemoraji ve deride anormal renk degisimi
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Resim 4.7 : A) Periton zarinda hemoraji, B) Hava kesesi ve gonad zarinda hemoraji,

C) Bagirsakta diyare

Resim 4.8 : Bagirsakta hemorajik diyare
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Resim 4.9 : A) Karacigerde soluk renk ve petesi, B) Hava kesesi yiizeyinde
hemoraji, C) Bagirsakta diyare

Resim 4.10 : Karacigerde solma ve petesi

Bu klinik semptomlar1 gdsteren numunelerin karaciger, dalak ve bobreklerinden
aseptik olarak TSA besi yerlerine mikrobiyolojik ekim yapilmistir. Ureme gériilen
petrilerden alinan koloniler pasaje edilerek saflastirilmis, saflastirma sonucunda
homojen goriinlimdeki kolonilerden frotiler hazirlanmis, ardindan bu frotilere hareket

muayenesi, oksidaz ve katalaz testi ile gram boyama yapilmistir. Bunun sonucunda
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hareket negatif, oksidaz ve katalaz negatif, kisa zincirli, gram pozitif kok bakteriler

izole edilmistir (Resim 4.11 ve Resim 4.12).

Resim 4.11 : L.garvieae 40x mikroskop native goriiniimii

Lnagd | \‘* . ey '

= ")}-é'?; AR
| e A . .
o ‘) 3 RS \

)

Resim 4.12 : L.garvieae Gram boyama sonrast 100x mikroskop goriinimii
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Calisma sonucunda 20 adet sus izole edilmis ve bu suslarin identifikasyonunda API
Rapid ID 32 STREP kiti kullanilmistir (Resim 4.13). Kit sonu¢lart APTIWEB™

veritabani iizerinden kontrol edilerek identifiye edilen tiiriin %99,8 L. garvieae oldugu

belirlenmistir (Resim 4.14).

Resim 4.13 : API Rapid ID 32 STREP kiti identifikasyon sonucu

REFERENCE DATE
78/15

COMMENT

/~ VERY GOOD IDENTFICATION

Strip rapid ID 32 STREP V4.0

Profile B O N AT Fanaan $¥aa=

Note

Significant taxa % ID T Tests against
Lactococcus garvieae 99.8 0.86

Next taxon % ID T Tests against
Lactococcus lactis ssp lactis 0.1 048 TAG 3% CDEX 95%

Resim 4.14 : APIWEB™ veritabani izerinden kaydedilen identifikasyon sonuglari

Asagida identifiye edilen L. garvieae suslarinin APl Rapid ID 32 STREP profilleri
verilmistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1 : Bolgelere gore L. garvieae API Rapid ID 32 STREP profilleri

Al12014 | B12014 B22014 | B32014 | B42014

ADH + + + + +

BGLU + + + + +

BGAR - - - - -

BGUR i i i - -

GAL - - - - -

PAL - - - - -

RIB + + + + +

MAN + + + + +

SOR Y - - - ;

LAC : 4 - - -

TRE + + + + +

RAF - - ; - -

VP + + + + +

APPA + + + + +

BGAL i i i - S

PyrA + + + + +

BNAG - - - - -

GTA - - - - -

HIP - - - - -

GLYG - - - - -

PUL - - - - -

MAL + + + + +

MEL - - - - -

MLZ - - - - -

SAC - - - - -

LARA - - - - -

DARL - - - - -

MBDG + + +

TAG + + +

BMAN - - - - -

CDEX - - - - -

URE - - - - -

Pozitif (+) , Negatif (-)
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Identifiye edilen 20 adet L. garvieae susunda siras1 ile amoksisilin/klavulanik asit (2/1)
(XL), amoksisilin (AC), ampisilin (AM), klindamisin (CM), doksisiklin (DC),
enrofloksasin (EF), eritromisin (EM), fosfomisin (FM), streptomisin (SM) ve
trimetoprim/siilfametoksazol (TS) olmak iizere 10 adet antibiyotigin duyarliliklarina

bakilarak MIK degerleri belirlenmistir.

Resim 4.15 : 24°C de 24 saat inkiibasyon sonras1 doksisiklin (DC) stribi etrafindaki

eliptik zon ve MIK degeri
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Resim 4.16 : 24°C de 24 saat inkiibasyon sonrasi stripler etrafindaki eliptik zonlar ve
MIK degerleri

Arastirma  sonucunda amoksisilin  (AC) 0,25 - 6 pg/ml araliginda,
amoksisilin/klavulanik asit (2/1) (XL) 0,25 - 8 ug/ml araliginda, ampisilin (AM) 0,19
- 3 pg/ml araliginda, klindamisin (CM) 16 - 192 pg/ml araliginda, doksisiklin (DC)
0,75 - 32 pg/ml araliginda, enrofloksasin (EF) 0,25 - 3 pg/ml araliginda, eritromisin
(EM) 0,023 - 1 pg/ml araliginda, fosfomisin (FM) 192 - 1024 pg/ml araliginda,
streptomisin (SM) 16 - 512 pg/ml araliginda MIK degerleri kaydedilirken,
siilfametoksazol/trimetoprim (1/19) (TS)’e kars1 tiim izolatlarin MIK > 32 pg/ml ve
yiiksek direncli oldugu gériilmiistiir. Izolatlara gore kaydedilen MIK degerleri Tablo

4.2°de sunulmustur.
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Tablo 4.2 : L. garvieae izolatlarinda antibiyotiklerin MiK degerleri (ng/ml) ve

duyarlilik renk skalasi
TS XL
DC FM EF EM AC CM AM
(119) (/1)
(0.016- | (0.064- | (0.002- | (0.016- | (0.016- | (0.064- (0.016- | (0.016-
0.002- (0.016-
256 1024 32 256 256 1024 2 256 256 256
pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) | pg/ml) pg/ml) | pg/ml)
pg/ml) pg/ml)

Al10714-1

-
»

A10714-2

A10714-3

A10914-1

B10714-1 n

B10714-2

H

-
D

N =

128

B10714-3

B10714-4

B10714-5

[EN
[{e}
!

B10714-6

B20714-1

B20714-2

o o

S | 2~ | -
Wl W | || W | tm |
.°°.°”°°‘”‘“

B20714-3

B30714-1

V \/
N = [y o = - ~ [y 3 [
g | o| o N N | P ©

B30714-2

B40917-1

=
3

B40917-2

B40917-3

B40917-4 >1024

B40917-5 192

CLSI ve EUCAST’a gore Duyarhi; Orta Direngli; il CHgN.
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5. TARTISMA VE SONUC

L. garvieae kaynakl1 Lactococcosis, gokkusagi alabaligi yetistiriciligi yapan isletmeler
icin sularin 1sindig1 periyotta yiiksek mortaliteye sebebiyet vererek tiretimi ciddi
derecede etkilemektedir. Lactococcosis enfeksiyonlarinin kontroliinde —gesitli
kemoterapotikler kullanilmaktadir. Ancak enfeksiyonun tedavi edilebilmesi etkenin,
kullanilan kemoterapotige karst duyarliligina baghdir. Bunu tespit etmek igin
antimikrobiyal duyarlilik testlerine ve MIK degerlerine ihtiyag duyulmaktadir. MIK
degerleri, disk diflizyon testlerinin kullanilamayacagi ya da beklenmedik bakteri
direnci tespit edilen durumlar ¢ok énemlidir [5]. Disk diflizyon yonteminde sonuglar
duyarli (S) ya da direncli (R) olarak bildirilmektedir. Ancak bu sonuglarin kantitatif
dokiimii olan MIK’ler degisim gosterebilmektedir. Esas MIK degerleri ile belirlenen
antimikrobiyal duyarlilik, dogru antimikrobiyal ajan1 dogru konsantrasyon ve dogru
periyotta uygulayabilmek adina tedavi siirecine yon vermektedir. Infeksiyon
sahasindaki ila¢ konsantrasyonu MIK degerinin altinda kaliyorsa tedavi basarisizlig
muhtemeldir [39]. E Test ile tespit edilen MIK sonuglar1 agar ve broth diliisyon
testlerine kiyasla iyi ve hizli sonuglar vermektedir. Diliisyon, diflizyon ve E Test metot
olarak kiyaslandiginda, diliisyon ve diflizyon yontemlerinde daha fazla islem
basamagmin olmasi, uygulama prosediiriinde fazlaca ekipman kullanilmasi
kontaminasyon ve hata riskini de arttirmaktir. E Test, ayn1 anda ayni patojen i¢in 4-6
MIK sonucu okuyabilme imkani saglayarak is giicii ve zamandan da kazanim
saglamaktadir. Ancak uygun mikroorganizma ic¢in uygun antimikrobiyal ajan
kombinasyonunu olusturabilme konusunda bazi 6n yargilar vardir. Broth diliisyon ve
disk diflizyon icin olusturulan standart ve sinir degerlerin E Test i¢in olmayisi bu 6n
yargilarin temelini olusturmaktadir [32]. Amerika’da yapilan ¢aligmada (1991), 195
adet patojen icin 14 adet antibiyotigin antibiyotik duyarliliklarina bakilmis. Calisma

sirasinda E  Test, agar diliisyon ve broth diliisyon yontemleri birbirleriyle
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karsilastirilmistir. E Test o zamana kadar uygulanabilir antimikrobiyal duyarlilik
testleri iginde en iistiin metot olarak bildirilmistir [9]. Bu sebeple yapilan bu ¢alismada
antimikrobiyal testler i¢inde gilivenilir, hizli, en iyi kullanilabilen E Test ile

antimikrobiyal duyarlilik ve MiK degerleriyle bakteri direnci ortaya konmustur.

Bu calismada ilk kez Tiirkiye’de gokkusagi alabaliklarindan izole edilen L. garvieae
suslarinda E Test kullanilarak MIK degerleri belirlenmistir. Kubilay vd.’nin yaptig1
bir calismada 9 adet L. garvieae susu ilizerinde antimikrobiyal duyarlilik testi
yapilarak, ¢alismanin sonucunda yalnizca en yiiksek duyarlilik tespit edilen eritromisin
icin E Test uygulanmis ve tiim suslarda etkili olan bu kemoterapédtik i¢in MIK
degerlerinin 0,032 — 0.125 pg/ml arasinda oldugu bildirilmistir [42]. Bu ¢alismada ise
toplam 20 adet izolat i¢in secilen kemoterapotiklerde E Test kullanimis ve duyarliliklar
direkt kantitatif MIK degerleri olarak belirlenmistir. Eritromisin i¢in MiK degerleri bu

calismada 0,023 - 1 pg/ml araliginda kaydedilmistir.

ABD, Isvigre ve Ispanya’da yapilan ¢alismalarda insan ve mastitisten izole edilen L.
garvieae ve L. lactis izolatlarinin broth diliisyon ve E Test yontemi ile antimikrobiyal
duyarhiliklarina bakilmigtir. Calismalar sonucunda; Atlanta’daki caligmada L.
garvieae suslari MIK<0,12 pg/ml ile eritromisine duyarh, MIK>8 pg/ml ile
klindamisine direngli olarak bildirilirken Isvicre’de ise MIK sonuglarma gore
izolatlarmn 0,5 pg/ml ile eritromisine duyarli, MIK>8 pg/ml ile klindamisine direngli
oldugu bildirilmistir. Ispanya’daki test sonucunda da suslarin rifampin, fosfomisin ve
klindamisine diregli oldugu bildirilmistir. Duyarli oldugu antibiyotiklerin MIK
degerleri; penisilin (1 - 0,125 pg/ml), levofloksasin (0,5 — 1,5 pg/ml), siprofloksasin
(2 — 8 ug/ml < MIK) seklinde kaydedilmis ve CLSI’ye gore degerlendirilmistir [28,
64, 52]. Bu ¢aligmada ayni1 insan ve mastitis orjinli izolatlarda oldugu gibi gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen L. garvieae izolatlarinda da klindamisine yiiksek direng

tespit edilmistir.

Farkli balik patojenlerinde de antimikrobiyal testler yapilarak patojenlerin
kemoterapétiklere karst MIK degerleri belirlenmistir. Yapilan calismalarda

mikrodiliisyon, agar dillisyon ve broth diliisyon yontemleri tercih edilmistir.
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Edwardsiella, A. salmonicida, Y. ruckeri, Motile Aeromonas, F. psychrophilum ve
Laktik asit bakterilerinde MiK degerlerini belirlemislerdir. MIK degerleri NCCLS /
Enterobactericiaecae ve CLSI sinirlarina gore degerlendirilmistir [55, 44, 45]. Bu
sebeple yaptigimiz bu ¢alismada balik patojenleri i¢in daha 6nce kullanilmamis olan
E Test kullanilmus, sonuglar CLSI ve NCCLS MIK sinirlarina gore degerlendirilmistir.
Bu sekilde tip ve klinik mikrobiyoloji alaninda tercih edilen E Test ilk kez balik

hastaliklar1 alaninda kullanilmastir.

L. garvieae ile ilgili yapilan ¢alismalarda daha ¢ok disk diflizyon ve agar diliisyon ya
da broth diliisyon tercih edilmektedir. Japonya’da Seriola cinsi baliklardan izole edilen
L. garvieae susuna agar diliisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmus,
Japonya’da 1999 ve 2006 yillar1 arasinda Seriola quinqueradiata ¢iftliklerinden izole
edilen suslara agar diliisyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmis,
Ispanya’da gokkusag: alabaliklarindan izole edilen 31 adet L. garvieae susunda

mikrodiliisyon yontemi ile eritromisinin MIK degerleri belirlenmistir [35, 43, 63].

Bundan farkli olarak, Tiirkiye’de 2002 yilinda streptokok enfeksiyonundan izole
edilen L. garvieae suslarina disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi
uygulanmis, 2008’de Tiirkiye’de yapilan bagka bir ¢aligmada 2002 ve 2004 yillari
arasinda izole edilen L. garvieae suslarinda disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal
duyarliliklarma bakilmis, ispanya’da gokkusagi alabaliklarindan izole edilmis L.
lactis, L. pelntarum ve L. meseateroide izolatlarina disk difiizyon yontemi ile
antibiyotik duyarlilik testi yapilmus, iran’da L. garvieae izolatlarina disk difiizyon
yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi yapilmis, Tiirkiye’de yapilan bir bagka
caligmada, L. garvieae izolatinda disk difiizyon yontemi ile antibiyotik duyarlilik testi

yapilmig, 2014 yilinin agustos aymda Karadeniz bolgesindeki gokkusagi
alabaliklarindan izole edilen L. garvieae izolatlarin disk diflizyon yontemi ile
antibiyotik duyarliligina bakilmistir. Bagka bir calismada ise gokkusagi alabaligi, ke¢i
peyniri ve sigir siitlinden izole edilen toplam 30 adet L. garvieae suslarma disk
difiizyon ydntemi ile antibiyotik duyarliliklari arastirilmis, Iran’da gokkusag
alabaliklarindan izole edilen L. garvieae susuna disk difiizyon yontemi ile antibiyotik
duyarlilik testi yapilmistir [22, 34, 53, 48, 3, 25, 57, 49]. Bu sebeple yaptigimiz bu

calismada, baliktan izole edilen L. garvieae susunda MIK degeri ve antimikrobiyal
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duyarhiliklarinin belirlenmesi i¢in disk diflizyon ve diliisyon ydtemlerinin yerine, tip
ve klinik mikrobiyoloji alaninda ¢ok tercih edilen, hizli, giivenilir ve kontaminasyon
riski daha az olan E Test kullanilmistir. Calismanin E Test’in tercih edilebilmesi i¢in

ornek teskil etmesi hedeflenmistir.

Bu caligsmada kullanilan izolatlar; doksisikline kars1 %70 (14/20) duyarli, %25 (5/20)
orta direncli, %5 (1/20) yiiksek direcli, fosfomisine kars1 %5 (1/20) orta direngli, %20
(4/20) diregli, %75 (15/20) yiiksek direcli, enrofloksasine karst %10 (2/20) yiiksek
direcli, eritromisine karst %70 (14/20) duyarli, %15 (3/20) orta direncli, %5 (1/20)
direncli, %10 (2/20) yiiksek direcli, amoksisiline karst %95 (19/20) duyarli, %5 (1/20)
orta direngli, streptomisine karst %80 (16/20) direngli, %20 (4/20) yiiksek direcli,
stilfametaksazol/trimetoprime kars1 %100 (20/20) yiiksek direcli, klindamisine karsi
%100 (20/20) diregli, ampisiline karst %100 (20/20) duyarli, amoksisilin/klavulanik
asite karst %95 (19/20) duyarli, %5 (1/20) diregli olarak belirlenmistir [18, 29].

Caligmanin yapildig1 5 lokasyon igerisinde kemoterapotiklere karsi en direngli izolat
(B10714-4) Fethiye-Yaniklar bolgesine ait iken, kemoterapdtiklere karst en duyarli
izolat (B40914-5) Fethiye-Sogiitliidere bolgesine aittir. Izolatlar bdlgesel olarak
incelendiginde; Koycegiz-Beyobasi’'nda sirast  ile  ampisilin, amoksisilin,
amoksisilin/klavulanik asit, doksisikline duyarlilik yiiksek iken eritromisine duyarlil

%350’dir (Tablo 5.1).
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Tablo 5.1 : Kdycegiz - Beyobast izolatlarinin MIK degerleri ve antibiyotik direncleri

KOYCEGIZ - BEYOBASI iZOLATLARI
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Fethiye-Yaniklar’da siras1 ile amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, amoksisilin

duyarlilig: yiiksek iken eritromisine duyarlili %50’dir (Tablo 5.2).

Tablo 5.2 : Fethiye - Yaniklar izolatlarinin MIK degerleri ve antibiyotik direncleri

FETHIYE - YANIKLAR iZOLATLARI
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Fethiye-Esen’de sirasi ile eritromisin, ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/klavulanik
asite duyarlilik yiiksek iken en diisiik duyarlilik doksisikline kars1 6l¢iilmiistiir (Tablo
5.3).

Tablo 5.3 : Fethiye - Esen izolatlarinin MiK degerleri ve antibiyotik direngleri

FETHIYE - ESEN iZOLATLARI

EB20714-1 mB20714-2 B20714-3
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Fethiye-Patlangi¢c’da amoksisilin/klavulanik asit, ampisilin, amoksisilin duyarlilig
yiiksektir (Tablo 5.4). Bu baglamda Patlangi¢ ve Yaniklar izolatlar1 benzerlik

gostermektedirler.
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Tablo 5.4 : Fethiye - Patlangig izolatlarinin MIK degerleri ve antibiyotik direncleri

FETHIYE - PATLANGIC IZOLATLARI
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Fethiye-Sogiitliidere bolgesinde ise sirasi ile eritromisin, ampisilin, amoksisilin,
amoksisilin/klavulanik asite kars1 yiiksek duyarlilik tespit edilmistir (Tablo 5.5). Bu

baglamda da Sogiitliidere ve Esen izolatlar1 benzerlik gostermektedir.

Tablo 5.5 : Fethiye-Ségiitliidere izolatlarinin MIK degerleri ve antibiyotik direngleri
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Doksisikline kars1 Koycegiz-Beyobast izolatlart %100 duyarlilik gostermistir.
Fosfomisine karst en yliksek diren¢ Fethiye Patlangic ve Sogiitliidere izolatlarinda
kaydedilmistir.  Eritromisin  i¢in Kd&ycegiz-Beyobasi, Fethiye-Yaniklar ve
FethiyePatlangic izolatlarinin %50’si duyarhilik gosterirken, Fethiye-Esen ve
FethiyeSogiitliidere izolatlarinin  %100’Uniin duyarli oldugu tespit edilmistir.
Amoksisilin i¢in Kdycegiz-Beyobasi, Fethiye-Esen, Fethiye-Patlangi¢ ve Fethiye-
Sogiitliidere izolatlarimin %1001 duyarlilik gostermistir. Streptomisine karsi en
yiiksek direnci Fethiye-Sogiitliidere izolatlar1 gostermistir.
Siilfametaksazol/trimetoprime kars1 tiim izolatlarda %100 yiiksek direng tespit
edilmistir. Klindamisine kars1 tiim izolatlar %100 diren¢ gdstermis, en yiiksek MIK
degerleri Fethiye-Yaniklar ve Fethiye-Esen izolatlarma kars1 kaydedilmistir.
Ampisiline kars1  en yiiksek duyarlilik Fethiye Beyobast izolatlaryla,
amoksisilin/klavulanik asit’e kars1 en yliksek duyarlilik Fethiye Patlangi¢ izolatlariyla
kaydedilmistir.

Diger calismalarda da ortaya konuldugu gibi, bu calismada da L. garvieae’nin
Siilfametaksazol/trimetoprime karst %100 yiiksek direngli oldugu belirlenmistir [58,
I, 3, 25, 57]. Ancak Alrabadi 2012’de yapmis oldugu c¢alismada
stilfametaksazol/trimetoprimin 20 mm zon c¢ap1 ile tedavi i¢in kullanilabilecek en
efektif antibiyotik oldugunu bildirmistir [2]. Sonuglarin farkli olmasindaki en biiytik
sebebin, iki ¢aligmada da kullanilan izolatlarin farkli orjinli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Calisma neticesinde L. garvieae izolatlariin klindamisine yiiksek
diren¢ gosterdigi hususunda ortak kaniya varilmistir [28, 22, 64, 48, 52]. Tedavide
kullanilabilir olan kemoterapétikler direng, duyarlilik ve MIK degerlerine bakilarak
sirasi ile ampisilin, amoksisilin, amoksisilin/klavulanik asit, eritromisin ve doksisiklin
olarak degerlendirilebilir. Bu kemoterapétikler igcinden en az toksik ve en etkili

olabilecek olan tedavi i¢in tercih edilebilir.
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6. ONERILER

Bu calismada E Test’ler kullanilarak 5 farkli isletmeden alinan G6rneklerden izole
edilen 20 adet L. garvieae susunun 10 farkli antibiyotikte duyarliliklarinin arastirilmasi
ve bu duyarlilik derecelerinin kantitatif olarak belirlenmesi hedefi ger¢eklestirilmistir.
Bu ¢alisma gokkusagi alabaligindan izole edilen L. garvieae susunda E Test ile elde
edilen ilk MIK degerlerini ortaya koymustur. Ancak bu MiK degerlerinden yalnizca 8
antibiyotik i¢in CLSI ve EUCAST simir degerlerine ulasilabilmistir. L. garvieae i¢in
referans alinan bu sonuglar, Streptococcus spp. ve Enterecoccus spp. gruplari
dahilinde degerlendirilmistir. Zoonoz olan L. garvieae ve diger balik patojenleri i¢in
spesifik MIK sinirlarinin olusturulmas: énemlidir. E Test ve MIK degerlerinin L.
garvieae igin kesin sinirlariyla belirlenebilmesi i¢in bu ¢alismaya benzer ¢alismalar

yapilabilir.

Giiney Ege Bolgesindeki 5 farkli lokasyondan izole edilen L. garvieae suslariim MIK
degerleri arasindaki farkliliklarin arastirilmast adina daha kapsamli calismalar

yapilarak, farkliliklara sebep olan parametreler belirlenebilir.

MIK  degerleri, tedavinin periyodunu ve kemterapdtiklerin  kullaniminm
belirlenmesinde 6nemlidir. Ayni1 zamanda patojenin antibiyotiklere kars1 direncini de
ortaya koymaktadir. Ancak in-vitro yapilan bu gibi ¢alismalarin sonuglari ile
uygulama alanlarindaki sonuglar birbirini tutmayabilmektedir. Bu nedenle bu
caligmanin devamu olarak elde edilen in-vitro degerlerin, in-vivo olarak denmesinin
yapilmasi dnerilmektedir. In-vivo olarak yapilacak calismalarda tedavi periyotlarini
belirleyebilmek ic¢in kandaki antibiyotik konsantrasyonlari incelenebilir. Bdylece

bakteriyel balik hastaliklarinin tedavilerinde basar1 arttirilabilir.
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8. EKLER

EGE UNIVERSTESI 18. ULUSAL SU URUNLERI SEMPOZYUMU 2015

GUNEY EGE BOLGESINDEKI ALABALIK iISLETMELERINDEN iZOLE
EDILEN Lactococcus garvieae SUSLARININ E TEST KULLANILARAK
ANTIBIYOTIiK DUYARLILIKLARININ ARASTIRILMASI

Dilara CAM, T.Tansel TANRIKUL

Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Boliimii Hastalik
Anabilim Dal1 35620 izmir

Giliney Ege Bolgesinde yogunlasan gokkusagi alabalig isletmelerinde Lactococcosis
ozellikle yaz aylarinda 6nemli ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastalikla
miicadelede cesitli antibiyotiklerin sik olarak uygulanmasi etken bakterinin bu
kimyasallara kars1 diren¢ gelistirmesine neden olmakta ve daha sonra yapilacak
tedavilerde basar1 oranini diisiirmektedir.

Bu calismada Mugla’nin Fethiye ve Kdycegiz bolgelerindeki alabalik isletmelerinden
izole edilen 20 adet Lactococcus garvieae susunda Amoxicillin/Clavulanic acid,
Amoxicillin, Ampicillin, Clindamycin, Doxycycline, Enrofloxacin, Erythromycin,
Fosfomycin, Streptomycin, Trimethoprim/sulfamethoxazole antibiyotiklerine kars1 E
test kiti (bioMérieux®SA, France) kullanilarak MIK (minimum inhibitdr
konsantrasyon) degerlerinin  belirlenmesi amaglanmistir. Hasta  gokkusagi
alabaliklarindan (Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) izole edilen suslarin
identifikasyonunda morfolojik 0Ozellikleride incelenerek Rapid ID 32 STREP
(bioMérieux®SA, France) test kiti kullanilmis ve degerlendirmeler APTIWEB™ ile
gerceklestirilmistir. 2014 yili boyunca izole edilerek stoklanan 20 adet Lactococcus
garvieae susu TSA (Trypticase Soy Agar) ekilerek 25°C de 24 saatlik inkiibe
edilmistir. 24 saatlik kiiltiirlerden 0,5 McFarland standartlarina ayarlanarak PBS‘de
siispanse edilen 6rnekler Muller Hinton Agar besiyerlerine aseptik olarak yayilmstir.
Laminar Flow'da 5-10 dk kurumasi beklenen petriler iizerine E test stripleri
yerlestirilerek 25°C de 24 saat inkiibe edilmis ve sonuglar degerlendirilmistir.

Arastirma sonucunda Amoxicillin 0,25 - 6 pg/ml, Amoxicillin/Clavulanic acid 0,25 -
8 ng/ml, Ampicillin 0,19 - 3 pg/ml, Clindamycin 16 - 192 ng/ml, Doxycycline 0,75 -
32 pg/ml, Enrofloxacin 0,25 - 3 pg/ml, Erythromycin 0,023 - 1 pg/ml, Fosfomycin
192 - 1024 pg/ml, Streptomycin 16 - 512 pg/ml araliginda MIK degerleri gosterirken
Trimethoprim/sulfamethoxazole kars1 suslar duyarli olmadig1 i¢in herhangi bir deger
belirlenememistir. Yapilan bu calisma ile Lactococcosis’in tedavisinde kullanilan
antibiyotiklere kars1 bakterinin gelistirdigi direng tespit edilmeye ¢alisilmigtir.
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OZGECMIS

Dilara CAM

1989 yilinda Canakkale’de dogdu. Ilkokul dgrenimini Ankara’da, ortaokul ve lise
ogrenimini Izmir’de tamamladi. 2007 yilinda Ege Universitesi Su Uriinleri
Fakiiltesi'nde basladigi lisans egitimini 2012 yilinda Avlama ve Iseleme Teknolojileri
opsiyonundan mezun olarak tamamladi. 2013 yilinda izmir Katip Celebi Universitesi
Su Uriinleri Fakiiltesi Yetistiricilik Anabilim Dali’nda Balik Hastaliklar1 iizerine
lisansiistii egitimine basladi. 2014 yilinda Anadolu Universitesi Agik Ogretim
Fakiiltesi Insan Kaynaklar1 Yonetimi Onlisans programindan mezun olmus ve ayn1 yil
yine Anadolu Universitesi A¢tk Ogretim Fakiiltesi Laborant ve Veteriner Saglik
Teknikerligi onlisans programi 6grenimine baslamistir. 2013-2015 yillar1 arasinda
Izmir Katip Celebi Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi Balik Hastaliklari
Laboratuvari’ndaki ¢alismalarin1 takip etmistir. Buna istinaden Lactococcosis'in
Giiney Ege Bolgesindeki Alabalik Isletmelerinde Yayginliginin Arastirilmasi (Izmir
Katip Celebi Universitesi - BAP), Giiney Ege Bolgesindeki Alabalik isletmelerinden
Izole Edilen Lactococcus garvieae Suslarmin E Test Kullanilarak Antibiyotik
Duyarliliklarinin Arastirilmasi (Izmir Katip Celebi Universitesi - BAP - TEZ), Yapay
Resiflerdeki Baliklarin Hareket Modellerinin Belirlenmesi ve Kiiciik Olgekli
Balik¢iliga Yonelik Kullanimi (TUBITAK) projelerinde yer almistir.

Eyliil 2015°de Izmir Urla’da ¢ipura ve levrek yetistiriciligi yapilan Ozsu Balik Uretim
A.S. ‘de Balik Sagligi Sorumlusu olarak goreve baslamis, Aralik 2017°de bu
gorevinden ayrilmistir. Halen Laborant ve Veteriner Saglik Teknikerligi onlisans
egitimine devam eden Su Uriinleri Miihendisi Dilara Cam ayn1 zamanda C sinifi Is
Saglig1 ve Glivenligi Uzmani ve 2* CMAS belgeli dalgictir.
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